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1. INTRODUCCION

1.1 Control molecular del ciclo celular

1.1.1 Aspectos generales.

El ciclo celular es el proceso que permite a una célula eucariota duplicar su
contenido genético y posteriormente dividirse en dos células genéticamente idénticas.
Para ello, el DNA se ha de replicar exactamente y los cromosomas segregarse a las dos
células hijas. Ademas la célula ha de doblar la masa y duplicar todos los organulos. El
ciclo celular es, por tanto un conjunto complejo de procesos citoplasmaticos y nucleares
que han de estar coordinados. Durante la progresion del ciclo de division de una célula,
se han identificado 4 fases (fig 1.1) y en su conjunto el proceso (aunque con variaciones)
dura unas 24 h: a) Fase S o de sintesis de DNA cuando los cromosomas han sido
replicados, b) Fase G2 donde la célula comprueba que la duplicacion de su contenido en
DNA ha sido correcta, c) Fase M que comprende la divisidbn nuclear (mitosis) vy
citoplasmatica (citoquinesis). A partir de este punto las células hijas entran en la interfase
de un nuevo ciclo, d) La interfase comienza con la fase G1. Las fases G1 y G2 (“Gap
phase”) son dos fases de comunicacion entre la sintesis de DNA y la mitosis (Cooper and
Hausman, 2004). La interfase esta compuesta por sucesivas fases G1, Sy G2 y

normalmente ello supone el 90 % del tiempo total del ciclo celular.
y N\

(1h) (6-12 h)

G2

Fig 1.1 Fases del ciclo celular en mamiferos. Se observan las distintas fases del ciclo celular : M,
fase de mitotisis, S, fase de sintesis de DNA, y G1 y G2 representan los periodos de comunicacién
entre las fases S y M. En la figura se indica el tiempo aproximado de cada fase para un ciclo de unas
24 h.



Los estudios pioneros llevados a cabo por Masui y Smith postularon la existencia
de un factor promotor de la mitosis (MPF), un factor clave para regular el inicio de la
mitosis en las células eucariotas (Masui and Markert, 1971; Smith and Gokcen, 1971).
Estudios en levaduras identificaron a la quinasa Cdc2 como un elemento clave para la
entrada en Mitosis (Nurse, 1975). Posteriormente, el grupo de T. Hunt identificé a las
ciclinas como reguladores del ciclo celular mediante su unién a quinasas dependientes de
ciclinas (Cdk) (Evans et al., 1983). La conexion bioquimica entre Cdks y ciclinas tuvo
lugar en 1989 cuando se describid la asociacion de la Cdk1 con ciclina A y B en Oocitos
de “Xenopus laevis” y en la estrella de mar (revisado en Murray, 2004).

En 2001 los investigadores L.H. Hartwell, T. Hunt y P. Nurse recibieron el premio

Nobel de Medicina por sus estudios sobre el ciclo celular y los elementos que lo regulan.

1.1.2 Cdks v Ciclinas

La progresion del ciclo celular en las células eucariotas, esta determinada por las
actividades de los complejos formados por ciclinas y quinasas dependientes de ciclina
(Cdk) (Murray, 2004). Las Cdks son las subunidades cataliticas del complejo y forman
parte de una gran familia de proteinas heterodiméricas Ser/Thr quinasas, cuyos
miembros mejor caracterizados participan en el control del ciclo celular. De acuerdo con
las ultimas versiones del genoma humano y de ratén, hay 11 genes que codifican para
Cdks y 9 genes que codifican para proteinas “Cdk-like” con una gran homologia en su
estructura primaria (Malumbres and Barbacid, 2005) (fig 1.2). La actividad catalitica de
estas Cdks necesita de la uniéon de una subunidad reguladora (ciclina), por lo que el
término Cdk es a menudo usado para el complejo heterodimérico activo. No todas los
Cdks requieren para su regulacion la union a ciclinas, pero si la gran mayoria.
Finalmente, cabe sefialar que el papel fisiolégico de muchas de estas Cdks y sus
correspondientes patrones de activacion no han sido aun descritos. En 1991 se unificé la
nomenclatura de la familia de quinasas dependientes de ciclinas. Cdc2 fue renombrado
Cdk1, PSK-J3 como Cdk4, PSSALRE y PLSTIRE como Cdk5 y Cdk6 respectivamente.
En los afios sucesivos fueron clonadas y caracterizadas otros miembros de la familia:
Cdk7, Cdk8, Cdk9, Cdk10 y Cdk11 (revisado en Denicourt and Dowdy, 2004; Malumbres
and Barbacid, 2005; Malumbres and Carnero, 2003) (fig 1.2 a).
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Fig 1.2 Familias de Cdks (a) y Ciclinas (b) en mamiferos (Malumbres M et al., 2005).



Estudios independientes permitieron identificar a las ciclinas como moléculas que
se sintetizan y se degradan a lo largo del todo el ciclo celular (Evans et al., 1983) (Hunt,
1989). Las primeras ciclinas en ser descritas fueron Cdc13, Cin y ciclina B que fueron
aisladas de S.pombe, S.cerevisae y células humanas, respectivamente. Posteriormente
se descubrié la union de ciclina A y ciclina B a Cdk1 (Nurse, 1990) y en estudios
adicionales en mamiferos fueron identificadas la ciclina C, ciclina D y ciclina E.
Recientemente, tras el analisis del genoma humano se han identificado 29 genes que
presentan los 150 residuos de aminoacidos de la denominada “cyclin-box”. Este dominio
esta formado por regiones de 5 hélices alfa y es responsable de la unién a las distintas
proteinas, incluidas las Cdks. Todas estas proteinas se designan genéricamente como
ciclinas, pero muchas de ellas son funcionalmente desconocidas (revisado en Malumbres
and Barbacid, 2005; Massague, 2004; Sherr and Roberts, 2004) (fig 1.2.b).

Las quinasas Cdks son responsables de la progresion a través de las distintas
fases del ciclo celular: G1 (Cdk4, Cdk6), G1-S (Cdk2) y G2-M (Cdk1). Sin embargo,
trabajos recientes han descrito que Cdk4, Cdk6 y Cdk2 no son esenciales para el
transcurso del ciclo celular, aunque estas enzimas si pueden ser absolutamente
necesarias para la proliferacion de ciertas células especializadas y para la adecuada
respuesta a mitdgenos (Malumbres et al., 2004; Martin et al., 2005). Las quinasas Cdk4 y
Cdk6 no son requeridas para la entrada en el ciclo celular en respuesta a sefales
mitogénicas (Malumbres et al., 2004). La quinasa Cdk2 tampoco es necesaria para el
ciclo celular mitotico o para mediar las actividades inhibitorias y supresoras de tumores
de los inhibidores de ciclo celular p21 y p27 (Martin et al., 2005).

La regulaciéon de los complejos ciclina-Cdks tiene lugar en varios niveles
incluyendo: a) la unién a ciclinas a las subunidades Cdks, b) la inhibicién y la activaciéon
por fosforilacion y defosforilacién de determinados residuos de las Cdks y c) la asociacion
de los complejos ciclinas-Cdk con los inhibidores CKI. La unién de los complejos ciclina-
Cdk a la familia de proteinas CKI supone un proceso inhibitorio en la progresion del ciclo

celular (ver apartado 1.1.4).



Introduccion

1.1.3 Progresion del ciclo celular

La progresion a través del ciclo celular se produce mediante la activacion

secuencial de distintos complejos ciclina-Cdk (fig 1.3).

W

E Salir de quiescencia
Acabar Ia mitosis (anafase)
M G1 Iniciar fase G1
CiclinaA| CDK1 >

Iniciar Ia mitosis k S
Iniciar fase S
Completar fase S a

Fig 1.3 Activaciéon secuencial de los complejos Ciclina-Cdks durante las fases del ciclo
celular en mamiferos. Activacion secuencial de los complejos Cdks tras la union de sus
correspondientes ciclinas en cada fase del ciclo celular. Go es la fase de quiescencia en la que se
encuentran las células antes de entrar en el ciclo celular.

Para que una célula quiescente entre en el ciclo celular se requieren senales
mitogénicas. Los genes que codifican para las ciclinas tipo D (D1, D2 y D3) (Matsushime
et al., 1991; Won et al., 1992) se inducen en respuesta a dichas senales mitogénicas y
las ciclinas se uniran a sus respectivas parejas cataliticas que son Cdk4 y Cdk6 (Sherr
and Roberts, 1995) (fig 1.3). Estos complejos activos permiten a las células progresar a
través de la fase G1 (Bates et al., 1994; Matsushime et al., 1992). El patrén de expresion
de las ciclinas D varia mucho con el tipo celular, aunque la ciclina D1 es la mas
ampliamente expresada y estudiada (Hanna et al., 1993; Inaba et al., 1992; Xiong et al.,
1992).

Se han generado los ratones “knock-out” para cada una de estas ciclinas, siendo

viables cada uno de ellos. Sin embargo, los ratones dobles o triples “knock-out” de las



ciclinas D presentan letalidad embrionaria (revisado en Sherr and Roberts, 2004). El
maximo de expresion de las ciclinas tipo D se produce en la fase G1, y su expresion
permanece constante a lo largo del ciclo celular, siempre que se mantengan las sefales
extracelulares. Sin embargo, las células quiescentes no expresan ciclinas tipo D (Bakiri et
al., 2000) (fig 1.4).

|
ciclinas D '
)

ciclinaA _ |
. ciclinaB

Niveles de ciclina

Fig 1.4 Identificacién de las ciclinas como proteinas que se acumulan y se degradan
rapidamente en distintas fases del ciclo ( Hunt T et al., 1983).

Las ciclinas tipo D son de vida media corta (t;», < 25 min). La retirada de los
factores de crecimiento durante la fase G1 impedira su acumulacion y ello se correlaciona
con el bloqueo del ciclo antes del llamado punto de restriccion “R”. A diferencia de las
ciclinas tipo D, cuya regulacién esta mediada por sefales extracelulares, la expresion de
otras ciclinas como la ciclina E, Ay B es periddica (Sherr and Roberts, 1995). Los Cdk4 y
Cdk6 se encuentran en exceso en la célula con respecto a las ciclinas tipo D, incluso
durante el momento de mayor expresion de estas ciclinas que tienen lugar, tras la
induccién con mitégenos. Por lo tanto, son las ciclinas tipo D las que actuan como factor
limitante para la formacién de complejos activos con Cdk4 y Cdk6 (Cheng et al., 1999;
Matsushime et al., 1994).

Una vez se ha producido el ensamblaje de los complejos Cdk-ciclina D estos
entran en el ndcleo de la célula y alli deben ser fosforilados en un residuo de Thr por las
quinasas activadoras de Cdk (CAK) para adquirir su actividad catalitica y fosforilar a sus
sustratos (Kato et al., 1994). El principal sustrato de estos complejos es la proteina del

retinobastoma (Rb) y sus proteinas relacionadas p107 y p130 (Beijersbergen and
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Bernards, 1996; Kato et al., 1994; Xiao et al., 1996). Las quinasas dependientes de
ciclinas D (Cdk4 y Cdk6) presentan elevada especificidad de sustrato, ya que fosforilan el
extremo carboxilo terminal de Rb, pero no a otros sustratos mas genéricos de las Cdk
como la histona H1 (Matsushime et al., 1992). Esta generalmente aceptado que las
quinasas dependientes de ciclinas D inician el proceso de fosforilacion de Rb (fig 1.5),
mientras que las quinasas dependientes de ciclina tipo A y tipo B mantienen el estado de
hiperfosforilacion en Rb en las fases siguientes a G1 fosforilando a Rb en distintos sitios a
los complejos ciclina D/Cdk4-6 (Sherr and Roberts, 1999).

;

Poe

? /e
Sacm— TN,

Rb
orlezr)

| G1 | s | 62 | m

2

Punto de restriccion

Rb

@' E2F

Fig 1.5 Control del punto de restricciéon R. La transicion de la fase G1 a S esta controlada
por la activaciéon secuencial de los complejos Cdk4/6-Ciclinas D y Cdk2-Ciclina E. Se libera el
factor de transcripcion E2F/DP de su inhibidor fosforilado Rb, y se activa la transcripcién de
genes para la transicién hacia la fase S del ciclo celular.

Rb interacciona con histona deacetilasas (HDACs) y con los complejos
remodeladores de la cromatina hBRM y BRG1 (Dunaief et al., 1994; Strober et al., 1996).
Por lo tanto, el reclutamiento de complejos E2F/Rb a los promotores, antagoniza la
expresion de genes diana de complejos E2F mediante procesos de acetilacion de
histonas y remodelacion de la cromatina (Brehm et al., 1998; Magnaghi-Jdaulin et al.,
1998). La fosforilacién que sufre Rb permite su disociacién con el complejo Rb-histona
desacetilasa (HDAC), y de esta manera se bloquea la actividad represora de la
transcripcion ejercida por la HDAC, lo que permitira la activacion de genes cuyas

actividades estan relacionadas con la sintesis de DNA. Asi, la fosforilacion de Rb



permitira la liberacion de factores de transcripcion como son los miembros de la familia
E2F, activan un conjuto de genes cuyos productos son requeridos para el metabolismo
del DNA (Trimarchi and Lees, 2002; Wu et al., 1995) (fig 1.5). Unos de los mas
destacados genes activados transcripcionalmente tras liberar el complejo Rb-E2F son los
genes de las ciclinas E (Botz et al., 1996; Geng et al., 1996). Estas se unen y activan a la
Cdk2 y asi se completa la salida de la fase G1 (Harbour et al., 1999) (fig 1.3).

Las ciclinas D y las Cdk4-6 son importantes para el control de la fase G1, pero no
son estrictamente necesarias para que la célula progrese a la fase S. Este resultado se
obtuvo a partir de las células de los ratones “knock-out” (Kozar et al., 2004; Malumbres
and Barbacid, 2005).

Una vez bloqueada la actividad represora de Rb las células superan el punto de
restriccion “R” (fig 1.5), definido como el paso en G1 a partir del cual las células no
requieren de estimulos mitogénicos para continuar el ciclo celular. En células
quiescentes, las proteinas de la familia Rb se encuentran hipofosforiladas y unidas a
factores de transcripcion E2F, inhibiendo su actividad (lkeda et al., 1996; Moberg et al.,
1996). Las células “knock-out” en pRb, p107, p130 no tienen este punto de restriccion y
las células pueden dividirse en ausencia de mitdgenos (Dannenberg et al., 2000; Sage et
al., 2000).

Las siguientes ciclinas en participar en la progresion de la fase G1, son las
ciclinas E (existen dos isoformas, E1 y E2). Tras su unién a Cdk2, el complejo formado
por Cdk2-ciclina E continda fosforilando a la proteina Rb en sitios diferentes a la de los
complejos Cdk4-6/ciclina D, lo que sugiere que los mecanismos de inactivacion de los
complejos Cdk2-ciclina E son distintos de los de Cdk4/6-ciclina D (fig 1.5), y sus acciones
podrian ser complementarias y no estrictamente redundantes (Sherr and Roberts, 2004).
Ademas la actividad Cdk2-ciclina E contribuye a crear un “feedback” positivo entre la
sintesis de ciclina E y la fosforilacion de Rb, lo que contribuye de manera irreversible a la
transicion G1/S. Sus funciones no estan estrictamente limitadas a la transicién de Gf1,
sino que existe otros sustratos que son fosforilados por las quinasas Cdk2-ciclina E,
como son proteinas involucradas en la modificacion de histonas, en la replicacion y, en la
reparacion del DNA, en la duplicacion del centrosoma y en su maduracién (Yu and
Sicinski, 2004). Una vez que las células entran en la fase S, el complejo Cdk2-ciclina E
necesita ser silenciado para evitar la re-replicacion del DNA (Hwang and Clurman, 2005;

Resnitzky et al., 1994; Wimmel et al., 1994). La ciclina E finalmente sera degradada por el
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sistema SCF-ubiquitin ligasa (Clurman et al., 1996; Nakayama et al., 2000; Singer et al.,
1999).

Al igual que lo descrito con los complejos Cdk4/6-ciclina D, las ciclinas E y la Cdk2
son importantes para la regulacion del ciclo celular, pero no son estrictamente
necesarias, ya que ratones de “knock-out” para las ciclinas E (Geng et al., 2003; Parisi et
al., 2003) y para Cdk2 (Berthet et al., 2003; Ortega et al., 2003) eran viables y las células
derivadas de los mismos proliferaban en cultivo. Sélo los ratones doble “knock-out” para
las ciclinas E1 y E2 presentan letalidad embrionaria (Geng et al., 2003; Parisi et al.,
2003).

La inactivacion de Rb también promueve la activacion de otros genes necesarios
en las siguientes fases del ciclo celular, como son los que codifican para la ciclina A 'y
ciclina B. Aunque la ciclina A se acumula en la fase S, la sintesis de ciclina B no es
evidente hasta la transicion G2-M. La ciclina A (A1 y A2) también forma complejos con
Cdk2 (fig 1.3) y en menor medida con Cdk1 (Elledge et al., 1992; Pines and Hunter, 1990;
Tsai et al., 1991). La ciclina A2 parece ser mas ubicua, mientras que la ciclina A1 se
expresa principalmente en células germinales. Los complejos Cdk2-ciclina A fosforilan
numerosas proteinas que son necesarias para completar adecuadamente la fase S como
son proteinas involucradas en la replicacion del DNA (Cdc6) (Petersen et al., 1999), en la
reparacion del DNA (BRAC1), en la modificacion de histonas (HIRA) (Hall et al., 2001;
Magnaghi et al., 1998), asi como proteinas que median proteolisis mediante ubiquitilacién
(Cdc20 y Skp2) (Ohtoshi et al., 2000; Yam et al., 1999) y otras que participan en otros
puntos control de ciclo celular (p53, MDM2 , p21"") (Sherr and Roberts, 1999).

Al final de la fase S, las ciclinas tipo A se asocian con Cdk1. Los complejos Cdk2-
ciclina A y Cdk1-ciclina A (fig 1.3) comparten varios sustratos como son proteinas que
participan en la replicacion del DNA y en el control de la progresion del ciclo celular. En la
fase G2, las ciclinas A comienzan a ser degradadas mediante protedlisis mediada por
ubiquitilacion (Lisztwan et al., 1998; Michel and Xiong, 1998), mientras que las ciclinas B
empiezan a ser sintetizadas activamente (fig 1.4). Las ciclinas B (B1 y B2) forman
complejos activos con Cdk1 (fig 1.3), que regulan distintos eventos a lo largo de la
transicion G2-M y en la progresién a través de la mitosis. Estos complejos pueden llegar
a fosforilar a mas de 70 proteinas en mamiferos (revisado en Malumbres and Barbacid,
2005), por lo que esta involucrados en numerosos procesos regulatorios y estructurales
como la condensacion cromosoémica por la fosforilacion de histonas (Carlson et al., 2001),

la interrupcion de la lamina nuclear por fosforilacion de diferentes laminas como la lamina
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B, proteinas de unién a microtubulos, MAP-4, proteinas de unioén al centrosoma, Eg5
(Blangy et al., 1995; Dessev et al., 1991; Eggert et al., 1993; Endl and Gerdes, 2000;
Keryer et al., 1995; Macaulay et al., 1995; Ookata et al., 1995; Peter et al., 1990a; Peter
et al., 1990b). Por otra parte, los complejos Cdk1-ciclina B también fosforilan proteinas
implicadas en la replicacion al fosforilar a proteinas como MCM4 (minichromosome
maintenance protein-4) (Hendrickson et al., 1996) y proteinas como la subunidad TFIIH
de la RNA polimerasa Il y la proteina ribosomal S6 que participan en el proceso de
iniciacion de la transcripcion que tiene lugar durante la mitosis (Long et al., 1998; Papst et
al., 1998). Finalmente, para la salida de la fase de mitosis es necesaria la inactivacion de
los complejos Cdk1-ciclina B. Esta inactivacién se produce por la degradacion de la
ciclina B via ubiquitilacién y regulada por el complejo promotor de la anafase (APC)

(revisado en Harper et al., 2002).

1.1.4 Inhibidores del ciclo celular CKI: familias INK y Cip

Los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas o CKI estan divididos en dos
familias: INK4 y Cip/Kip (Sherr and Roberts, 1999). Las dos familias de CKI han sido
caracterizadas en funcién de su interaccion con las Cdks. Los miembros de la familia
INK4 que incluyen p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) y p19 (INK4d), inhiben
especificamente la actividad de Cdk4 y Cdk6, mientras que la familia Cip/Kip, formada
por p21 Waf1/Cip1 (CDKN1A), p27 Kip1(CDKN1B) y p57 Kip2 (CDKN1C), inhiben un
amplio numero de complejos Cdk presentando afinidades distintas por cada uno de estos
complejos (el-Deiry et al., 1993; Gu et al., 1993; Harper et al., 1993; Hunter, 1993; Sherr
and Roberts, 1999). Los inhibidores Cip/Kip se unen a complejos formados por Cdk-
Ciclina (Harper et al., 1993; Polyak et al., 1994) (Lee et al., 1995) (Harper et al., 1993),
mientras que los inhibidores INK4 realizan su funcién uniéndose a monémeros de Cdk
(Pavletich, 1999).

La identificacion de los miembros de la familia INK4 tuvo lugar tras la localizacion
del gen supresor de tumores MTS1 (multiple tumor supresor 1) en el cromosoma humano
9p21 (Kamb et al., 1994), que codifica la proteina p16INK4a originalmente descrita como
una proteina inhibidora de ciclo celular (Serrano et al., 1993). p16INK4 es el prototipo de
toda la familia de INK4; analisis posteriores determinaron la existencia de un segundo
MTS2 (multiple tumor suppressor 2) que codifica otro miembro de la familia, p15INK4b
(Hannon and Beach, 1994). Posteriormente se describieron p18INK4c y p19INK4d (Chan
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et al.,, 1995; Guan et al., 1994). Los cuatros miembros de esta familia comparten un
dominio estructural que son las repeticiones de ankirina, parejas de hélices a
antiparalelas y conectadas por una serie de lazos. (Pavletich, 1999). Este dominio es el
responsable de la interaccién con Cdk4 y Cdk6 y, tras la union de los inhibidores INK4,
las ciclinas D no pueden unirse y se reduce la afinidad de estas Cdks por el ATP
(Pavletich, 1999). La expresion ectépica de estos inhibidores detiene el ciclo celular en la
fase G1 en presencia de proteina Rb funcional (Bruce et al., 2000).

Actualmente, se sabe que los tres miembros de la familia Cip/Kip se unen y
bloquean la actividad de todos los complejos Ciclina/Cdk in vitro, pero fundamentalmente
inhiben a los complejos reguladores de fase G1 y, sobre todo, a los formados por la Cdk2
(-ciclina A y -ciclina E) (Harper et al., 1993; Sherr and Roberts, 1995; Xiong et al., 1993).
Los tres miembros presentan un dominio de union a Cdks en su region amino terminal.

Aunque hay cierta controversia, p21 y p27 parecen actuar como activadores de la
actividad de los complejos ciclina D-Cdk4, e inhibidores de la actividad Cdk2 (Lee and
Yang, 2001) (fig 1.6).

Zactivo o inactivo? p1 5,p16

& Inactivo Ciclinas D
* = o> |
@ + Vo ke

R ‘

p21,p27,p57

c

inactivo

Fig 1.6 Actividad de los CKils. Las proteinas de la familia INK se unen e inactivan a los
complejos formados por CdK4/6-ciclinas D. Esta unién desplaza a las proteinas de la familia
Cip/kip hacia los complejos Cdk2-ciclina E/A/B que también quedan inactivados. La
consecuencia es la parada del ciclo celular.
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p21 y p27 facilitan el ensamblaje de los complejos ciclina D1-Cdk4 en el
citoplasma y ello promueve la estabilidad y la localizacion nuclear de la ciclina D1 (Cheng
et al., 1999)(Coqueret et al., 2003). Sin embargo, cabe destacar que ausencia de p21 y
p27 se han detectado bajos niveles de la ciclina D1 en el nucleo, sugiriendo que p21 y
p27 podrian estar facilitando la importacion nuclear de las ciclinas D1 (Cheng et al., 1999)
funcionando como proteinas mediadoras en la comunicacién entre el citoplasma y el
nucleo. De esta manera los complejos Cdk4/6-ciclina D secuestran a las proteinas

Cip/Kip, y los complejos Cdk2-Ciclina E pueden formarse.

1.2 La proteina inhibidora de quinasa dependiente de ciclinas p21°"*’

La proteina p21 fue originalmente descrita por distintos grupos, como mediador de
la parada celular inducida por p53 (p21VA"
de la actividad Cdk (p21°"") (Gu et al., 1993; Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993), un

gen cuya expresion esta aumentada en el proceso de senescencia celular (SD1) (Noda et

) (el-Deiry et al., 1993), como inhibidor directo

al., 1994) y como mediador de la diferenciacion promielocitica (mda6) (Jiang et al., 1994).
Esta proteina pertenece a la ya mencionada familia Cip/Kip, (p21 Waf1/Cip1, p27 Kip1y
p57 Kip2) inhibidoras de quinasas dependientes de ciclinas (fig 1.7). Ha sido
caracterizada por su papel inhibitorio en la progresion de la fase G1 del ciclo celular en
respuesta a dafio a DNA (Sherr and Roberts, 1999), ademas de su papel inhibitorio en la

transicion de las fases G2/M (Bunz et al., 1998).

“'d__ )

Dominio inhibitorio Dominio unién a
CDK PCNA

G T

Dominio inhibitorio  Dominio QT
CDK

p57 . H H '

Dominio inhibitorio Dominio Prolina Dominio Acidico Dominio QT
CDK

1 50 100 150 200 250 300 350 (aa)

Fig 1.7 Dominios estructurales de los inhibidores de la familia Cip/Kip. Los tres miembros de la
familia comparten el dominio de unién a Cdk en su regién amino terminal. p27 y p57 comparten
homologia en su regién carboxilo terminal, dominio QT, de funcién desconocida (modificada de
Nakayama K., et al 1998).
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1.2.1 Estructura de p21

El gen humano CDKN1A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A) localizado en el
cromosoma 6p21.2 (el-Deiry et al., 1994; el-Deiry et al., 1993) genera un transcrito de 2.1
kb que codifica para la proteina p21 de 164 aminoacidos. El gen CDKN1A contiene tres
exones de 58, 450 y 1600 pb (fig 1.8) (el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993).

AUG
r

coknia 58 1 KB

% Exén 2 \&
1 PCNA
i’ 160

p21 Cip1/Waf1/SD1/mad6é

| cycH | cdK | INLs|  [cyc2
1 17 26 49 7 140 142 155 157 169

Fig 1.8 Estructura del gen humano CDKN1A y de su proteina p21. Cyc1 y Cyc2: sitios
de unién a ciclina, Cdk: sitio de unién de Cdk, NLS: sefial de localizacién nuclear. PCNA:
antigeno nuclear de proliferacién celular.

La secuencia de la proteina comparte un 70 % de identidad con la p21 de raton,
con dos regiones muy conservadas en los aminoacidos 21-60 (95 % de identidad) y
aminoacidos 130-164 (89 % de identidad). La primera de estas regiones es rica en
cisteinas y podrian formar dedos de zinc, mientras que la segunda regidén conservada
contiene la secuencia de localizacion nuclear (Gartel et al., 1996). Todos los miembros de
la familia Cip/Kip presentan una alta homologia de secuencia en su dominio amino-
terminal, siendo este dominio el que interacciona con los complejos ciclina-Cdk. El
dominio de union a las ciclinas “sitio ciclina 1” (aminoacidos A7CRRLFGP,4 en p21)
comprende el motivo aminoacidico RXL. Este motivo también se puede observar en
proteinas de la familia de Rb, el factor de transcripcion E2F-1 y la fosfatasa Cdc25A que
interaccionan con los complejos ciclina-Cdk. ElI motivo de union a Cdk bloquea
estéricamente el sitio de unién a ATP en las Cdk y ello impide la actividad catalitica

(Russo et al., 1996). El dominio carboxilo terminal, a diferencia del amino terminal esta
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peor conservado en la familia CKI, siendo presumiblemente lo que les confiere diferentes
funciones in vivo a cada uno de los miembros de la familia (fig 1.7).

Uno de los primeros papeles descritos en el dominio C-terminal para p21 fue su
interaccion con PCNA (Flores-Rozas et al., 1994; Waga et al.,, 1994) a través de los
aminoacidos Ry43-S160 (Pan et al., 1995; Warbrick et al., 1995). En 1996 fue elucidada la
estructura tridimensional del complejo p21-PCNA y demostré la interaccion entre ambas
proteinas (Gulbis et al., 1996) (fig 1.9).

Fig 1.9 Diagrama de lazos del monémero PCNA unido al péptido p21Cip1. Diagrama de
la estructura 3D de un monémero del complejo PCNA-p21, situado en la cara interna del
anillo. El peptido p21 (color rosa) se extiende al lado del interdominio (color verde) que
conecta los dos dominios de PCNA. El dominio N-terminal de PCNA se muestra en color
amarillo y el dominio C-terminal en color violeta con cinco residuos azules en la parte azul
(Gulbis MJ et al., 1996).

Dentro del dominio de union a PCNA hay un segundo motivo, RXL capaz de
unirse a las ciclinas (“sitio ciclina 2”, aminoacidos Ris5RL157) (Chen et al., 1996). Este
segundo sitio no lo presentan ni p27 ni p57. Este dominio C-terminal presenta también la

sefal de localizacion nuclear (aminoacidos Ri40KR142) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002).
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1.2.2 Funciones de p21

p21 es el miembro fundador de la familia Cip/Kip, efectores de la parada del ciclo
celular (principalmente en fase G1) tras una amplia variedad de sefiales (Hengst et al.,
1998; Sherr and Roberts, 1995). Las funciones de p21 no sélo estan relacionadas con su
papel como regulador del ciclo celular sino que existe una amplia bibliografia sobre otras
funciones adscritas a p21. Se ha observado su papel en senescencia, diferenciacion,
apoptosis, citoquinesis, adhesion celular, crecimiento celular y endoreplicacién, eventos
todos ellos que pueden ser dependientes o independientes de p53 (revisado en (Chang
et al., 2000b; Coqueret, 2003; Dotto, 2000; Roninson, 2002; Weiss and Randour, 2000)).
p21, también ha sido caracterizado por su papel como cofactor transcripcional regulando
la actividad de proteinas que se unen al DNA como NF-kB, Myc, E2F, STAT3 y el
receptor de estrogenos (Coqueret, 2003; Fritah et al., 2005; Perkins, 2002). Mas
recientemente, se le ha atribuido un papel como represor transcripcional sobre Wnt4
(Devgan et al., 2005), Myc, Cdc25A (Vigneron et al., 2006) y sobre genes mitéticos,
impidiendo asi una segregacién cromosomica inapropiada tras el dafio al DNA (Chang et
al., 2000a; Chang et al., 2000b).

1.2.2.1 p21 vy control del ciclo celular

La proteina p21 se une directamente a Cdk1 (cdc2), Cdk2, Cdk3, Cdk4, Cdk6
(Dulic et al., 1994; Harper et al., 1993; Harper et al., 1995; Xiong et al., 1993; Zhang et al.,
1993) y coprecipita con ellos en complejos activos formados con las ciclinas A, B, D y E,
actuando como un potente inhibidor universal en inducir la parada del ciclo celular (el-
Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Harper et al., 1995; Noda et al., 1994; Xiong et al.,
1993).

El papel de p21 para inhibir la actividad Cdk-ciclina parece estar en desacuerdo
con la presencia de p21 en muchos de estos complejos. La conversién de complejos
activos en inactivos se sugirid que era debido al cambio en el nimero de moléculas p21
unidas a los complejos Cdk-ciclinas. Asi, los complejos activos contienen una sola
molécula de p21, mientras que los inactivos presentan multiples moléculas de p21
(Harper et al., 1995; Zhang et al., 1994a; Zhang et al., 1994b). Sin embargo, trabajos
posteriores determinaron que una sola molécula de p21 era suficiente para inhibir los
complejos Cdk2-ciclina A (Adkins and Lumb, 2000; Hengst et al., 1998). p21 facilita el
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ensamblaje de los complejos Cdk4-ciclina D porque la unién a estos complejos les
permite la entrada al nucleo (Cheng et al.,, 1999; Coqueret, 2003) y ello a su vez
explicaria el incremento de los niveles de p21 después de la estimulacion con mitégenos
(LaBaer et al., 1997; Weiss and Randour, 2000). A su vez la union de p21 a complejos
Cdk4/6-ciclina D facilita la formacion de complejos Cdk2 por desplazamiento de la
proteina p21 (fig 1.6).

p21, independientemente de su unién a complejos ciclina-Cdk, se une por su
dominio N-terminal con PCNA, sin afectar al ensamblaje de PCNA con polimerasa &
(Flores-Rozas et al., 1994; Waga et al., 1994). PCNA es una proteina accesoria de las
principales enzimas de replicacién del DNA como son la DNA polimerasa d y la €. La
unién de p21 a PCNA parece impedir el movimiento de la pol- & durante el proceso de
elongacién de la cadena de DNA e impide la union a PCNA de otros componentes que
forman parte del ensambalaje con la polimerasa (Gulbis et al., 1996). Sin embargo, p21
no inhibe a PCNA en la reparacion del DNA. (Li et al., 1994a; Shiviji et al., 1994) (fig 1.9).
Estos procesos bloquean a las células en la fase G1 tras dano al DNA y son
independientes del status de p53, pero no del Rb y de su fosforilacion (Niculescu et al.,
1998). En paralelo con estos datos, ha sido demostrado que p21 puede causar una
represion especifica en la transcripcion medida por E2F, mediante su asociacion directa
con E2F por su dominio N-terminal (Delavaine and La Thangue, 1999; Shiyanov et al.,
1996).

Una vez superada la fase S los niveles de proteina p21 comienzan a descender,
pero es en la fase de transicion G2/M donde p21 podria realizar una nueva parada del
ciclo celular en respuesta a dafio al DNA (Li et al., 1994b). Sin embargo, la parada en G2
por p21, no es imprescindible para el “checkpoint” en la fase G2 (Levedakou et al., 1995).
Se ha propuesto esta parada en G2 como una pausa que induce p21 para permitir el
ensamblaje del “checkpoint “en G2 antes de comenzar la mitosis. Aunque el mecanismo
es menos obvio que el descrito en la parada en G1. p21 podria estar modulando la
actividad de los complejos Cdk2-ciclina A y Cdk1-ciclina B1 tras inhibir la fosforilacién en
la Thr161 que activaria este complejo (Dulic et al., 1998; Niculescu et al., 1998; Smits et
al., 2000). Alternativamente, p21 podria unirse a la ciclina B a través de CARB (Cip-1
associated regulador of ciclina B) (McShea et al., 2000). Otro mecanismo que potencia la
parada en G2 por p21 es la inhibicion de la transcripcidon de la topoisomerasa Il, de ciclina
B1, Cdk1 y de muchos otros genes necesarios para la mitosis, cuando se produce una
induccién de p21 (Chang et al., 2000b).
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1.2.2.2. p21 vy apoptosis

Son muchos los estudios que sugieren el importante papel de p21 en la regulacién
de la muerte celular por apoptosis. Los agentes que causan dafio en el DNA vy el estrés
oxidativo activan dos rutas. Una de ellas obedece a mecanismos de apoptosis
dependientes de p53 y otra ruta es la activacion de p21 dependiente de p53 que
protegera a las células de apoptosis. De manera similar, TGF-3, inhibidores de histona
desacetilasa e IFN-y inducen apoptosis y activacion de p21, por mecanismos

independientes de p53 que protegera a las células de la apoptosis, (fig 1.10).

Apoptosis

% = Dano irreparable
Daio al DNA |

Respuesta al daio

|=>@ | —

<@==m Efecto anti-apoptético

Parada ciclo celular

Fig 1.10 Papel de p21 en el destino final en respuesta a daiio al DNA. La activacion de p21

permite la supervivencia celular a través de procesos de reparacion y parada de ciclo celular
(modificada de Weiss RH et al., 2003).

Todavia hoy no esta dilucidado el mecanismo por el que p21 protege a las células
de apoptosis. Se ha propuesto que podria estar mediado por la inhibicién del ciclo celular,
principalmente la inhibicién sobre los complejos Cdk2 (Harvey et al., 2000), o bien p21
podria mediar directamente el bloqueo de la apoptosis. p21 interacciona con proteinas
pro-apoptdéticas como la pro-caspasa 3 impidiendo su conversion y maduracion, y a su
vez bloqueando la ruta de apoptosis mediada por Fas (Suzuki et al., 1998; Suzuki et al.,

1999). También, p21 inhibe quinasas que regulan la apoptosis como ASK1 (apoptosis
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signalling regulation-kinase 1) y SAPKs (stress activate protein kinase) (Asada et al.,
1999) y estabiliza a proteinas inhibidoras de apoptosis como c-IAP1 (inhibitor apoptosis
protein) (Steinman and Johnson, 2000). La sobreexpresion de p21 bloquea con su
dominio N-terminal al dominio citoplasmatico del receptor TRAIL (Ligand induced
apoptosis related Tumor necrosis (TNF))-DR4 que induce la rotura de la caspasa 8 (Xu
and El-Deiry, 2000).

Sin embargo y paradéjicamente, en algunos casos p21 promueve la apoptosis. El
mecanismo por el que p21 promueve la apoptosis no esta perfectamente descrito. La
proteina p21 es sustrato de caspasa 3, sufriendo rotura proteolitica y el producto obtenido
pierde su funcién anti-apoptética. En algunos casos se ha descrito que el aumento de
expresion de p21 promueve la expresiébn de proteinas pro-apoptéticas como Bax y
receptores de muerte celular (Kang et al., 1999; Kitamura et al., 1999; Lincet et al., 2000).
p21 es capaz de interaccionar y regular los componentes la maquinaria de reparacion del
DNA (revisado en (Gartel and Tyner, 2002)).

Uno de los modelo celulares donde mejor se ha estudiado los efectos de p21 en
apoptosis ha sido en la linea celular derivada de cancer colorectal HCT116 y en su
derivada HCT116p21” (donde p21 esta mutado por recombinacién homologa Waldman
et al., 1995). El papel anti-apoptético de p21 fue estudiado con farmacos que causan
dafo al DNA como son la adriamicina, etopésido, 5-fluoracilo (Bunz et al., 1999; Chan et
al., 2000; Chattopadhyay et al., 2001; Lu et al., 2000; Mahyar-Roemer and Roemer, 2001;
Ravizza et al., 2004; Seoane et al., 2002), con paclitaxel (Giannakakou et al., 2001), en
situacion de hiperoxia (Helt et al., 2001; Staversky et al., 2006), con inhibidores de
histona desacetilasa (Archer et al., 1998; Mahyar-Roemer and Roemer, 2001; Wagner
and Roemer, 2005), e irradiacion (Jung et al., 2003; Sohn et al., 2006; Wendt et al.,
2006). En todos ellos se produce una aumento de la expresién p21 (via dependiente e
independiente de p53) que detiene el ciclo celular, mientras que las células deficientes en
p21 sufren apoptosis, lo que sugiere el papel protector de p21 (Polyak et al., 1996).

Se ha discutido mucho sobre las funciones de p21 segun su
compartimentalizacién. En oposicion al papel de p21 nuclear como anti-proliferativo, p21
puede tener papel como pro-proliferativo y de supervivencia celular en el citoplasma. La
fosforilacion de p21 por AKT causa estabilizacion y acumulacion de p21 en el citoplasma
(El-Deiry, 2001; Li et al., 2002; Zhou et al., 2001). Ademas, p21 facilita el ensamblaje y
translocacion al nucleo de los complejos ciclinas D-Cdk4/6 e impide su exportacion
nuclear (Alt et al., 2002; Cheng et al.,, 1999; LaBaer et al., 1997). p21 citoplasmatica
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interacciona con ASK1 y SAP (Asada et al., 1999) y ello inhibe sus actividades cataliticas
pro-apoptéticas. Finalmente, p21 en el citoplasma interacciona con pro-caspasa 3 (Suzuki
et al., 1999), e inhibe la activacion de caspasa 3, bloqueando la apoptosis mediada por
FAS. Esto sugiere que p21 puede adquirir funciones anti-apoptéticas de ganancia de

funcién en el citoplasma (EI-Deiry, 2001).

1.2.3 Requlacién de p21

Son diferentes las sefales que regulan la actividad de p21. El gen p21, no sdlo
responde a la activacion transcripcional por p53, para el que presenta dos lugares de
unién en su promotor (el-Deiry et al., 1993), sino que ademas presenta regulacion
independiente de p53 implicadas en diferenciacion terminal y senescencia. La expresion
de p21 puede ser inducida a través de activadores de transduccion de sefiales como son
los miembros de la familia STAT que se unen a la regidn del promotor de p21 (Bromberg
and Darnell, 2000; Chin et al., 1996). Esta activacion es inhibida por la metilacién en la
region promotora de p21 (Chen et al., 2000), lo que sugiere que la metilacion (mediada
por Dnmt3a) es uno de los mecanismos de silenciamiento de la expresion de p21. Otro
inductor transcripcional de p21 es el factor anti-proliferativo TGF-B (Datto et al., 1995) (fig
1.11).

El factor de transcripcion Myc reprime la expresion de p21, pero su mecanismo de
represion es muy discutido. La regidén proximal del promotor alrededor de 100 pb es
suficiente para esta represion (Claassen and Hann, 2000; Gartel et al., 2001), y esta en
controversia si Myc se une directamente a esta region. Se ha demostrado que Myc inhibe
la transcripcion de p21: a) a través de la inhibicion del factor de transcripcion Sp1/Sp3
que induce la transcripcion de p21 (Gartel and Shchors, 2003; Gartel et al., 2001) y b) a
través de Miz-1 que se une a la secuencia iniciadora del promotor de p21 (Seoane et al.,
2002). En nuestro laboratorio se describié el papel antagonista de Myc sobre la induccion
de p21 mediada por Ras. Estos efectos era independientes de Miz-1 pero dependientes
de Sp1 (Delgado et al., 2000; Vaque et al., 2005). Otro aspecto controvertido es el papel
de la proteina Max. Mientras que es conocida la heterodimerizacion de Myc/Max para
transactivar genes diana de Myc, no esta claro si Max es absolutamente necesario para
la funcién represora de Myc. Existen estudios que determinaron que la sobre-expresion

de Max mitigaba la represion de p21 por Myc (Brugarolas et al., 1999). Sin embargo,
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estudios posteriores determinaron que Max era necesario para la represion dependiente
de Myc (Mao et al., 2003)
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Fig 1.11. Multiples factores participan en la inhibicion del promotor de p21. Estos
factores realizan su accion en la regién proximal del promotor de p21. Algunos pueden unirse
directamente al DNA, otros interfieren con reguladores positivos de la transcripcion de p21
(modificada de Gartel AL et al., 2005).

Existe otro tipo de regulacion a nivel de la proteina p21. Un regulador negativo es
la proteina denominada SET, una oncoproteina que se une al dominio C-terminal y altera
la actividad inhibitoria Cdk-ciclina, lo que sugiere que modula la transicion G1/S. Esta
union no se produce en otro miembro de la misma familia Cip/Kip como es p27, lo que
sugiere que es una union especifica de p21 (Estanyol et al., 1999).

El oncogen HER2 también regula negativamente la actividad de p21 a través de
AKT, que fosforila p21 en la Thr145 y ello conlleva la localizacion citoplasmatica de la
proteina y con ello la inhibicion de su actividad anti-proliferativa (Zhou et al., 2001). Este
fenémeno también se observa con una proteina de unién a Ca** como es la Calmodulina
que se une a p21 y esta implicada en la regulacion de la localizaciéon nuclear de p21
(Agell et al., 2006; Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005; Taules et al., 1999).

1.2.4 Degradacion de la proteina p21

p21 es una proteina labil con una vida media alrededor de 30 min, ubiquitilada in
vivo y degradada por el proteosoma. Sin embargo, el papel de esta ubiquitilaciéon es muy
controvertido. Un estudio donde inhiben la ubiquitilacién al mutar los residuos de lisina,
determiné que esta ubiquitilacion no estabiliza a la proteina (Sheaff et al., 2000). Otros

trabajos describen que la ubiquitilacién se produce en el dominio amino terminal y la
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degradacion de p21 tiene lugar en el proteosoma (Bloom et al., 2003). Trabajos mas
recientes, identificaron una nueva proteina WISPp39 que junto con la chaperona Hsp90
se une en la region amino-terminal de p21 e impiden su ubiquitilacidon; este complejo
formado por WISP39 y Hsp90 es responsable del correcto plegamiento y estabilidad de la

proteina (Jascur et al., 2005).

1.2.5 p21 y Cancer

p21 parece tener un papel dual en cancer, pudiendo actuar tanto como supresor
como promotor de tumores. En los primeros estudios con “knock-out” en modelos
murinos se observé que los ratones quedaban libres de tumores al menos hasta los siete
meses de edad (Deng et al.,, 1995). Afios mas tarde se demostré que estos ratones
deficientes en p21 desarrollaban tumores espontaneos en un tiempo promedio de 16
meses, mientras que los controles los desarrollaban al menos pasados los dos anos. Los
tumores que desarrollaban eran principalmente de origen hematopoyético y endotelial v,
en menor porcentaje, epiteliales (Martin-Caballero et al., 2001). Se determiné que esta
deficiencia en p21 incrementaba el indice de tumorogénesis en ratones heterocigotos
para Rb (Brugarolas et al., 1998) o para APC (Yang et al., 2001b) o deficientes en
p18INK4 (Franklin et al., 2000), asi como en ratones con mutaciones en v-H-Ras. Estos
estudios permitieron clasificar a p21 como una proteina con actividad supresora de
tumores.

Sin embargo, la deficiencia de p21 reducia el desarrollo del tumor inducido por
radiacion en ratones deficientes en ATM (Wang et al., 1997) y en ratones control (Martin-
Caballero et al., 2001). Ademas, ratones con deficiencia de p21 demostraron padecer una
menor apoptosis en el epitelio del colon tras el tratamiento con el carcinbgeno
azoximetano (Poole et al., 2004a) respecto a los ratones control. El mismo resultado se
obtuvo, en ratones dobles “knock-out” con inactivacién genética de Muc2 (miembro de la
familia de proteinas Mucina) y p21 (Yang et al., 2005). Estos datos sugirieron que la
expresion de p21 en el epitelio del colon facilita la apoptosis tras el dafio al DNA. Sin
embargo, estos ratones con deficiencia de p21 no mostraban diferencias en la
proliferacion celular o en la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular,
sugiriendo que el papel de p21 como supresor del ciclo celular no esta correlacionado

con su papel como estimulador de la apoptosis (Poole et al., 2004a). Por lo tanto, los
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resultados con ratones deficientes en p21 en situaciones especificas parecen indicar que
el papel de p21 podria ser mas el de un oncogen que el de un supresor de tumores.

En relacion con p21 y cancer humano, son varias las mutaciones que se han
descrito para la proteina p21 en cancer (Bhatia et al., 1995; Gao et al., 1995) (Balbin et
al., 1996; Malkowicz et al., 1996; Vidal et al., 1995) y algunas de estas mutaciones alteran
la actividad de p21 como inhibidor de Cdk (Welcker et al., 1998). Sin embargo, la
conclusion en conjunto de todos estos estudios es que las mutaciones de p21 en cancer
humano son extremadamente raras (McKenzie et al., 1997; Patino-Garcia et al., 1998;
Shiohara et al., 1994) si se compara con otras halladas en otros supresores de tumores
como son p53 y p16. La expresion de p21 es uno de los mas prominentes marcadores
funcionales de la actividad de p53 y muchos estudios describen que la pérdida o el
silenciamiento de p21 se correlaciona con carcinogénesis y peor pronéstico. Este es el
caso de los canceres de vejiga invasivos (Korkolopoulou et al., 2000), cancer de pulmén
(Komiya et al., 1997), colorectal (Zirbes et al., 2000), cervical (Lu et al., 1998), cabeza y
cuello (Kapranos et al., 2001). Tales correlaciones pueden ser mas importantes cuando
se relaciona la ausencia de p21 con la perdida de expresion de p53 (Anttila et al., 1999;
Caffo et al., 1996; Ogawa et al., 2001). Sin embargo, en otros casos el incremento de
expresion de p21 se asocia con la progresién tumoral y con peor pronostico. Este es el
caso de los canceres de vejiga superficial (Korkolopoulou et al., 2000), cancer de prostata
(Aaltomaa et al.,, 1999; Baretton et al., 1999), ovario (Ferrandina et al., 2000), cervical
(Bae et al., 2001; Cheung et al., 2001), mama (Ceccarelli et al., 2001), cabeza (Jung et
al., 1995), donde el papel de p21 es como oncoproteina. El resultado de estos estudios

es consistente con el papel dual de la proteina p21.

1.3 p53

La proteina p53 es el miembro mas conocido de la familia formada por p53, p63 y
p73. p53 fue identificado hace mas de veinte afos (1979) como una proteina que se
asociaba con el antigeno del virus SV40 y causaba transformacién oncogénica, de ahi
que el gen p53 fuese considerado originalmente como un oncogen. Sin embargo, a lo
largo de los afos 80 se descubrié que ese gen estaba mutado, y p53 realmente es un
oncosupresor (Bienz et al., 1984; Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979;

Oren and Levine, 1983). Sus homdlogos p73 y p63 y sus isoformas fueron caracterizadas
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afos después (Augustin et al., 1998; Kaghad et al., 1997; Osada et al., 1998; Schmale
and Bamberger, 1997; Senoo et al., 1998; Trink et al., 1998; Yang et al., 1999).
p53 actua fundamentalmente como un supresor de tumores. TP53 es el gen mas

comunmente mutado en cancer (el 50 % de los tumores humanos, http://.iarc.fr/p53), lo

cual impide la correcta funcién de la proteina. Las mutaciones en la linea germinal
predisponen a un amplio espectro de canceres en estadio temprano (Sindrome de Li-
Fraumeni) (Hainaut and Hollstein, 2000). Sin embargo, son raras las ocasiones en las
que aparecen mutados los otros miembros de la familia, p63 y p73 (Olivier et al., 2002;
Sunahara et al., 1998; Takahashi et al., 1998).

1.3.1 Estructura de p53

El gen TP53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y esta
bien conservado a lo largo de la evolucion (Soussi et al., 1990). Se han descrito

recientemente hasta nueve isoformas distintas (fig 1.12).
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Fig 1.12. Esquema del gen humano p53 y de las isoformas de la proteina. a) Esquema de la
estructura del gen p53. Las secuencias no codificantes en negro y secuencias codificantes en
blanco. b) Esquema de las isoformas de la proteina p53 humana. Las proteinas p53, p538,
p53y,A133p53, A133p53B y A133p53y se obtienen por promotores alternativos en el intrén 4 y corte
y empalme alternativo en el intrén 9. A40p53, A40p533 y A40p53y se obtienen por corte y
empalme alternativo del intrén 2 y un inicio de la traduccion alternativo (Bourdon JC et al., 2005).
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El conjunto de las isoformas incluyen: la forma completa de p53, tres dominios N-
terminal que comienzan en los codones 1, 40 y 133 respectivamente y pueden
combinarse con diferentes dominios C-terminal por una combinacién de corte y empalme,
y el uso de diferentes promotores transcripcionales (Bourdon et al., 2005).

La funcidén de estas isoformas no esta aun bien caracterizada. EI gen humano
Tp53 puede codificar para una proteina de 393 aminoacidos. La proteina p53 posee
varios dominios con propiedades especificas (Prives and Hall, 1999): el dominio de
transactivacion (TAD; aminoacidos 1-42) esta localizado en la region N-terminal de la
proteina cercano a una region rica en prolina (aa 63-97); la secuencia especifica de union
a DNA esta situada en la regidn central de la proteina (aa 102-292); el dominio C-terminal
de la proteina que incluye una regién flexible (aa 300-318), el dominio de oligomerizacion
(aa 323-356) y una region basica (CTD, aa 363-393) (Prives and Hall, 1999) .

Las mutaciones de TP53 estan a menudo asociadas a las regiones conservadas
de los 4 dominios de la proteina, pero el mayor porcentaje de ellas aparece en la region
de unién a DNA, donde el cambio de un aminoacido por otro interrumpe dicha union
(Petitjean et al., 2007a; Petitjean et al., 2007b) (fig 1.13).

Fig 1.13. Mutaciones en la proteina p53. a) Frecuencia de mutaciones en los residuos
aminoacidicos de la proteina p53. Las regiones en rojo representan las regiones mas consevadas
de la proteina p53, y donde mas mutaciones existen. Muchas de ellas estan localizadas en el
dominio de union a DNA. b) Estructura cristalina del dominio de unién a DNA de la proteina p53
(color azul) unido a DNA (color verde). Los residuos aminoacidicos mas frecuentemente mutados se
muestran en color rojo (Cho Y et al., 1994).
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La mayoria de estas mutaciones son mutaciones de cambio de significado por
sustitucion de un nucledtido por otro diferente (“missense”) (75 %), otras son mutaciones
que cambian el marco de lectura (“frameshift’) por delecciones o inserciones de
nucleotidos (9 %). También existen mutaciones sin sentido (“nosense”), que dan lugar a
una proteina truncada (7 %) y mutaciones silentes sin ningun efecto fenotipico (5 %)
(Olivier et al., 2002) .

p53 existe predominantemente como tetramero (dimero de dimero) al unirse al

DNA y es la region C-terminal la responsable de esta tetramerizacion.

1.3.2 Modificaciones post-traduccionales de p53

p53 sufre distintas modificaciones post-traduccionales en respuesta a estrés
genotoxico. El dominio N-terminal es principalmente fosforilado, mientras que el dominio
C- terminal puede ser fosforilado, acetilado o sumoilado.

Son numerosos los sitios de fosforilaciéon en los dominios amino y carboxilo
terminal de la proteina p53, que incluyen las Ser3, 6, 9, 15, 20, 33, 37, 46, 315, 317, 378,
392 y tres residuos de Thr18, 55y 81 (fig 1.14).

Dano al DNA

l

ATM family Kinase

CK2-FACT

cKi1 /| chk2
l\ Y $392
S6 S9S15T18520833 S37 546 T35 7181 S§315
EEEEEE PE_® E P @
TA Pro-rich | DBD [ NLS [TETR| REG |
CIC) ®
S15 T18 33415 PKC _»S376 3%92

\ Ccik2 o

Senescencia . ..
Proliferacion celular

Fig 1.14. Fosforilacion de la proteina humana p53 en condiciones de estrés genotéxico o
durante la proliferacion celular y la senescencia. La fosforilacion de la Ser15 es necesaria
para activar la fosforilacién de la Thr18 después del dafio a DNA. IR, radiacion ionizante; UV,
radiacion ultravioleta; P,fosforilacion; S, Serina; T,Threonina; ATM, Ataxia-telagiectasia Mutated;
p38, p38 MAP kinase; HIPK2, homeodomain-interacting protein kinase 2; JNK, JUN-terminal
kinase; CK1 y CKII, casein kinase 1y 2; FACT, chromatin transcriptional elongation factor; CDK2,
cyclin-dependent kinase 2; PKC, protein kinase C (modificada de Xu Y, et al .,2003).
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Multiples Ser/Thr quinasas estan implicadas en las sefalizaciones que
desencadena la fosforilacion de estos residuos en p53. Algunas de estas quinasas son:
ATM, ATR, DNA-PK, ChK1, Chk2, CK1, p38, CDK2, PKC, JNK (fig 1.14), pero el
mecanismo preciso por el que ocurren muchas de estas fosforilaciones es desconocido
(revisado en (Jimenez et al., 1999; Ljungman, 2000; Xu, 2003)).

Sin embargo, otras como la fosforilacion sobre la Ser15 y Ser20 han sido
extensamente estudiadas. Estas fosforilaciones la realizan las quinasas ATM y ATR para
Ser15 y ChK1 y Chk2 para Ser20. Existen estudios que determinan que la fosforilacion de
Ser20 impide la unién de MDM2 el principal regulador negativo de p53 y con ello aumenta
la estabilidad de p53 (Chehab et al., 1999; Shieh et al., 1999; Unger et al., 1999). La
fosforilacion de Ser15 regula la unién de p53 con el cofactor transcripcional p300/CBP
con actividad histona acetiltransferasa (Avantaggiati et al., 1997; Dumaz and Meek, 1999;
Lambert et al., 1998) y a su vez dicha fosforilacion impide la interaccion MDM2-p53
(Shieh et al., 1997). Otros estudios demostraron que esta fosforilacién podria estabilizar a
la proteina e impedir su exportaciéon nuclear (Zhang and Xiong, 2001), y que la
fosforilacion de Ser15 no impide la interaccion MDM2-p53 (Avantaggiati et al., 1997,
Dumaz and Meek, 1999; Lambert et al., 1998; Sakaguchi et al., 2000). Otra de las
fosforilaciones que han sido muy estudiadas son las que afectan a los residuos Ser315 y
Ser392, fosoforilados por los complejos Cdk2 y ChK2, respectivamente. Estas
modificaciones regulan la oligomerizacién de p53 y ello determina la especificidad de
unién al DNA. (Hao et al., 1996; Sakaguchi et al., 1997; Wang and Prives, 1995).

La acetilacion de p53 tiene lugar en el dominio C-terminal sobre las Lys320, 372,
373, 381, 382 (fig 1.15) y los encargados de realizar esta acetilacion son los cofactores
PCAF y CBP/p300 que poseen actividad histona acetiltransferasa intrinseca (Gu and
Roeder, 1997; Liu et al., 1999; Sakaguchi et al., 1998).
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Fig 1.15. Interaccion funcional entre fosforilacion, acetilacion y ubiquitilacion de p53. La
fosforilacion de p53 en la Ser15, Ser33 y Ser 37 podria activar la acetilacién de p53 por la
interaccién entre p53 y los coactivadores PCAF y CBP/p300. La fosforilacion en la Ser20 podria
interrumpir la interaccién entre p53 y MDM2, inhibiéndose la ubiquitilacion de p53. Los residuos
de lisinas en el dominio C-terminal acetilados tras dafio al DNA son también ubiquitilados por
MDM2. P, fosforilacién; Ac, acetilacion; Ub, ubiquitilacién (modificada de Xu Y, et al ., 2003).
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Son varios los mecanismos descritos para la regulacion de la acetilacion de p53.
Algunos trabajos proponen que la fosforilacion de p53 en la Ser15 o Ser33/37 podria
regular la interaccion entre CBP/p300 y p53 (Dumaz and Meek, 1999; Sakaguchi et al.,
1998). La interaccion con MDM2 (que desestabiliza a p53 porque promueve su
ubiquitilacién) suprime la acetilaciéon mediada por p300 (Kobet et al., 2000) (fig 1.15). Un
tercer implicado en la acetilacién de p53 es el supresor de tumores PML (proteina de la
leucemia promielocitica) que podria inducir la acetilacién de p53 a través de la formacion
de un complejo trimerico p53-PML-CBP (Pearson et al., 2000). Los primeros estudios
sugirieron que la acetilacion en los residuos de Lys podian activar la unién de p53 a
secuencias especificas del DNA in vitro (Gu and Roeder, 1997), estudios posteriores, han
demostrado que p53 mutada en varios residuos de Lys en el dominio C-terminal (Lys por
Ala) es funcional para unirse al DNA y conserva su actividad transcripcional (Nakamura et
al., 2000; Rodriguez et al., 2000). Otros estudios han demostrado que estas mutaciones
no impiden que p53 se una a secuencias especificas del DNA pero si su actividad
transcripcional (Espinosa and Emerson, 2001). La acetilacion a su vez tiene un segundo
papel y es regular la estabilidad de p53. MDM2 se une al dominio N-terminal, pero es en
el dominio C-terminal (aa 362-392) donde realiza la ubiquitilacién para la degradacién de
p53 (Kubbutat et al., 1997) (fig 1.15). Estudios mas recientes han demostrado que
mutacion de 4 o 6 residuos de Lys en el extremo C-terminal impide la ubiquitilacion de
p53 por MDM2, pero no la unién de MDM2-p53 (Nakamura et al., 2000; Rodriguez et al.,
2000). En resumen, la acetilacion de p53 en los residuos de Lys después del dafo al

DNA, permite la estabilizacidn de la proteina p53.

1.3.3 Funciones de p53.

El gen supresor de tumores Tp53 es conocido como el “guardian del genoma”
porque es activado en respuesta a diferentes formas de estrés celular y cuya finalidad es
la inhibicién del crecimiento celular (Vogelstein et al., 2000). p53 puede provocar
diferentes respuestas, tales como parada del ciclo celular, senescencia, diferenciacién y
apoptosis; la opcion de escoger una u otra depende de muchos factores que pueden ser
extrinsecos o intrinsecos a la célula. p53 también permite la reparacion del dafio
genotoxico, sin embargo en ocasiones la induccion de p53 desencadena una inhibicion

irreversible del crecimiento celular y acaba activando la apoptosis.
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p53, como factor de transcripcién, regula un centenar de genes y la mayor parte
de ellos son inducidos por p53 (Zhao et al., 2000). Los analisis informaticos han
identificado miles de secuencias diana para p53 en el genoma humano (Hoh et al., 2002;
Wang et al., 2001). Sin embargo, la secuencia consenso no es estricta y puede estar
influenciada por otros factores, lo que determina que no se conozca el nimero exacto de
genes diana de p53. La proteina p53 también reprime genes mediante un mecanismo
poco conocido donde participan proteinas como TBP (TATA box binding protein)
(Ragimov et al., 1993; Seto et al., 1992; Truant et al., 1993) y HDACs (Murphy et al.,
1999).

1.3.3.1. p53 y el ciclo celular

p53 puede detener el ciclo celular en las fases G1 y G2. En respuesta a dano al

DNA, p53 induce a la que es probablemente mas importante de sus dianas

1Waf1/Cip1

transcripcionales, p2 , un potente inhibidor de complejos quinasas dependientes

de ciclinas (fig 1.16) (ver apartado.1.2.2.1).
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Fig 1.16 Vias dependientes de p53 que median la parada del ciclo celular y la apoptosis.
p53 puede modular la transcripcidon de genes que participan en el control del ciclo celular y en
apoptosis. La transcripcién de p53 también puede estar regulada por sefializacién oncogénica
via p19ARF, estableciéndose de este modo una autoregulacién (modificada de Fuster J.J., et
al 2007).
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p53 también puede inducir la parada en G2 mediado por la proteina 14-3-30, que
secuestra e inhibe la fosfatasa mitética Cdc25C. Los efectos anti-proliferativos de p53
pueden ser mediados por la induccion de BTG2 (BTG family, member 2) (Rouault et al.,
1996) que reprime la transicion G1/S y por la represion de Cdk2 (Zhao et al., 2000). p53
también forma parte del “checkpoint” del huso mitético en mitosis y de esta manera se
detiene el ciclo celular cuando las cromatidas hermanas no se han separado

adecuadamente (Cross et al., 1995).

1.3.3.2 p53 y apoptosis

La capacidad de p53 para inducir apoptosis es la funcién mas importante de p53
como supresor de tumores (Latonen and Laiho, 2005). p53 induce varios genes que
contribuyen a la activacion de diferentes rutas apoptéticas, tanto en la via extrinseca
mediada por receptores de muerte celular (Fas/Apo 1, Killer/DR5 y PERP), como en la
via intrinseca centrada en la mitocondria (Apaf-1, Bax, NOXA, p53 IAP1 y PUMA)
(revisado en Fridman and Lowe, 2003; Fuster et al., 2007; Latonen and Laiho, 2005;
Vousden and Lu, 2002). De estos genes diana de p53, PUMA y NOXA parecen ser
absolutamente necesarios para la apoptosis mediada por p53 (Cuadrado et al., 2007;
Jeffers et al., 2003; Shibue et al., 2006; Shibue et al., 2003; Villunger et al., 2003). p53
también promueve la apoptosis por la activacién de genes que inhiben la supervivencia
celular (IGF-BP3, Bcl2, PTEN y Survivina) (Benchimol, 2001; Esteve et al., 2005; Esteve
et al., 2007; Hoffman et al., 2002). La capacidad transactivadora de p53 sobre Bid facilita
la comunicacion entre las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis (Sax et al., 2002).

Las funciones apoptéticas de p53 pueden ser dependientes o independientes de
su funcion transcripcional. Se han identificado varios mecanismos sinérgicos, que
conectan la proteina p53 con el mecanismo intrinseco de apoptosis por una interaccion
directa con los miembros antiapoptéticos y proapotéticos de la familia BCL2, que regulan
la permeabilidad mitocondrial. Se ha descrito la translocacion de p53 a la membrana
mitocondrial externa durante los primeros estadios de la apoptosis dependiente de p53
(Marchenko et al., 2000; Sansome et al., 2001). Esta es una respuesta universal que
ocurre tanto en células primarias, transformadas, inmortalizadas como en tejidos
normales que sufren situaciones de estrés, hipoxia y en des-regularizacion con

oncogenes (Marchenko et al., 2000; Moll et al., 2006; Sansome et al., 2001).
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Recientemente se ha demostrado que la mono-ubiquitilacion de p53 dependiente
de MDMZ2 promueve la translocacién mitocondrial y la apoptosis (Marchenko et al., 2007)
(fig 1.17). Diversos grupos confirmaron la existencia de mecanismos mitoncondriales de
muerte celular regulados por p53 (Arima et al., 2005; Leu et al., 2004; Yamaguchi et al.,
2004; Zhao et al., 2005). En un primer mecanismo se demostré que, una vez en la
mitocondria, p53 se une a las proteinas antiapoptéticas, Bcl-XL y Bcl-2, residentes en la
membrana mitocondrial (Mihara et al., 2003). Esta interaccién antagoniza la actividad de
proteinas antiapoptéticas y permite la liberacion de proteinas proapoptéticas como tBID,
BAX o BAK (fig 1.17.a). Un segundo mecanismo describe la activacion de miembros pro-
apoptoticos tras la interaccion de p53 con la proteina proapoptética BAK (Leu et al.,
2004), se produce una competicion entre BAK y p53 por la uniéon a MCL-1 (myeloid cell
leukemia factor 1), interrumpiendo asi el complejo antiapoptético BAK-MCL-1, y con ello

se produce la liberacion de BAK y la activacion de la apoptosis (fig 1.17.b).
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Fig 1.17. Actividades proapdptoticas mitocondriales y citosdlicas independientes de la
transcripcion de p53. a) P53 puede translocarse a la membrana mitocondrial externa y permitir la
liberacion de factores pro-apoptoticos como tBID y BAX. b) p53 en la mitocondria puede liberar a
BAK del complejo inhibitorio BAK-MCL-1. c) El gen diana de p53, PUMA, puede liberar a p53 del
complejo inhibitorio p53-BCL-XL. El citosol se muestra en color azul, la membrana mitocondrial
interna (MIM) en rosa, la membrana mitocondrial externa (MOM) en amarillo. MOMP,
permeabilizacion de la MOM (Fuster J.J, et al 2007).
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En un tercer mecanismo se sugiere que PUMA, un gen diana de p53 que se
induce tras el dano celular, se una a los complejos p53-BCL-XL (Chipuk et al., 2005) y
permita la liberacion de p53 que, una vez en el citosol, promueve la translocacion
mitocondrial de BAX (fig 1.17.c) y con ello la liberacion del citocromo C, dando como
resultado la activacién de la apoptosis (Chipuk et al., 2004). De esta manera se acoplan
las funciones citoplasmaticas y nucleares de p53 (Chipuk et al., 2005).

p53 también contribuye a regular la expresion de receptores de muerte celular en
la superficie celular y activar la caspasa 8 (Ding et al., 2000). Otro de los mecanismos
controlados por p53, es la regulacién que realiza p53 sobre el metabolismo REDOX, y
que induce un aumento de moléculas ROS (reactive oxygen species) que contribuyen a

la muerte celular por apoptosis (Hwang et al., 2001; Polyak et al., 1997).

1.3.4 p53 y carcinogénesis

Con el fin de estudiar el papel de p53 en ciclo celular se generaron los
correspondientes “knock-out” en modelos murinos. Los ratones p53” demostraron el
papel de p53 como supresor de tumores ya que estos animales desarrollaban tumores
malignos entre los 4-6 meses después de su nacimiento, principalmente linfomas de
células T (75 %) y fibrosarcomas, con frecuentes aneuploidias y pocas metéastasis
(Donehower et al.,, 1992; Jacks et al., 1994; Purdie et al., 1994). Estos ratones son
viables y con un desarrollo normal, la Unica excepcioén es alta frecuencia en el desarrollo
de encefalopatias en los fetos de las hembras. El heterocigoto p53* es también mas
susceptible al desarrollo de tumores espontaneos, aunque con una mayor latencia, y
desarrollan un espectro mas amplio de tumores comparado con los ratones homocigotos
p53”. Aproximadamente el 50 % de los tumores en ratones p53*" pierden la
heterocigosidad del locus p53 (Donehower et al., 1992; Harvey et al., 1993; Jacks et al.,
1994; Purdie et al., 1994) sugiriendo que la completa pérdida de expresion de p53 es
importante para el desarrollo de tumores, pero no estrictamente necesario
(Venkatachalam et al., 1998).

Por otra parte, existen modelos murinos con un incremento en el nimero de
copias y de actividad de p53. Algunos de estos modelos sugieren que se produce una
reduccion de la susceptibilidad al cancer, pero a su vez también existe una correlacion
lineal entre la ganancia de la actividad oncosupresora y el envejecimiento (Tyner et al.,

2002). En contraste con estos resultados, el grupo del Dr. M. Serrano desarrollé un ratéon
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transgénico “super-p53” que presenta uno o dos transgenes p53 silvestres, ademas de
sus dos alelos enddgenos p53. Estos ratones presentan un fenotipo normal respecto al
envejecimiento, lo que explica por qué el p53 transgénico esta regulado de manera
fisioldgica y permanece latente en ausencia de estrés celular. Tan solo se activa en
respuesta a dafno a DNA y son resistentes al desarrollo de tumores (Garcia-Cao et al.,
2002).

Finalmente, la importancia de MDM2 en la regulacién de p53 en el desarrollo, se
determino en ratones “knock-out” de MDM2 que morian antes de la implantacion en el
utero (Jones et al., 1995; Montes de Oca Luna et al., 1995) y el fenotipo se recuperaba
tras la interrupcion del gen p53. A su vez modelos murinos con mutaciones en MDM2,
presentan una actividad de p53 como supresora de tumores y sin aumento del

envejecimiento (Mendrysa et al., 2006; Mendrysa and Perry, 2006).

1.4 Modelos celulares utilizados en esta Tesis

1.4.1 Modelo celular HCT116

La linea celular HCT116 deriva del carcinoma colorectal (CCR) humano (Brattain
et al., 1981; Brattain et al., 1977). Esta linea ha servido de modelo celular para multiples
estudios de proliferacion, apoptosis, diferenciacion y también para elucidar mdultiples
mecanismos moleculares y caracterizacion génica. La linea HCT116 presenta una serie
de caracteristicas que la hacen idénea para estos estudios:

-Contiene el gen p53 silvestre y responde a los agentes que producen dafio al
DNA. Es por ello un modelo ideal para estudios de ciclo celular y apoptosis (Bunz et al.,
1998; Waldman et al., 1995; Waldman et al., 1996).

-Es una linea celular deficiente en MMR (“Mismatch repair”) (Parsons et al., 1993),
lo que ha permitido deleccionar varios genes mediante recombinacién homoéloga para su
estudio (Bunz et al., 1998; Chan et al., 1999; Waldman et al., 1995; Zhang et al., 2000).

-Son células susceptibles de ser transformadas por el factor de crecimiento TGF-
B1 y TGF-B2 afectando al estado de quiescencia celular o a la progresion por el ciclo
celular (Sun et al., 1994).

- Presentan una mutacion alternativa de “corte y empalme” que afecta al gen APC
(Santoro and Groden, 1997).

-Tiene una mutacién en el codén 13 del proto-oncogen K-ras (Schroy et al., 1995).
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Las lineas isogénicas creadas con deficiencia de p21 (Waldman et al., 1995) y de
p53 (Bunz et al., 1998) nos han servido en nuestro trabajo para determinar el papel de

p21y p53 en apoptosis.

1.4.2 Modelo celular K562

La linea celular K562 deriva de una leucemia mieloide cronica en fase blastica
(Lozzio and Lozzio, 1977; Lozzio and Lozzio, 1975). Esta linea celular ha sido
ampliamente utilizada como modelo de estudio de neoplasias hematopoyéticas y
diferenciacion (Bartha et al., 1987; Olah et al., 1996). La linea K562 tiene una serie de
caracteristicas que la hacen adecuada para el estudio de proliferacion, diferenciacion y
apoptosis:

-Expresa la proteina tirosina quinasa Bcr-Abl producto de la translocacion
t(9;22) que da como resultado la aparicién del cromosoma Philadelphia tipico de leucemia
mieloide crénica (Collins et al., 1987). Bcr-Abl es diana terapéutica de imatinib
(Gambacorti-Passerini et al., 1997).

-Es relativamente resistente a la apoptosis por distintos genes y estimulos (Martin
et al., 1990; McGahon et al., 1994; Ritke et al., 1994) e incluso a la expresion exdgena de
p53, comparada con otras lineas hematopoyéticas (Acosta et al., 2003).

-Es una linea celular que tiene los alelos p53 mutados y por lo tanto no expresa
p53 y los niveles de expresidon de p21 son bajos e independientes de la via p53 (Law et
al., 1993).

-Los loci de los genes p15, p16 Y ARF (INK4a e INK4b) estan deleccionados
(Delgado et al., 2000; Gursky et al., 2001; Ogawa et al., 1994; Quesnel et al., 1996).

-No presenta genes RAS con mutaciones oncogénicas (Janssen et al., 1987).

-Presenta alta expresion del factor de transcripcion c-Myc, aunque el gen Myc no
esta amplificado (Gomez-Casares et al., 1993), y Myc antagoniza los efectos de
apoptosis via p53 (Ceballos et al., 2000; Ceballos et al., 2005).

-Expresa marcadores eritroides, lo que en un principio hizo que fuese clasificada
como ‘“eritroleucemia” (Villeval et al., 1983). Sin embargo es una linea que tiene
capacidad de diferenciacion pluripotente. Puede ser inducida in vitro hacia linaje eritroide
con el tratamiento con 1-B-D- arabinofuranosilcitosina (ARAC), hidroxiurea o hemina,

hacia linaje monocito-macréfago por tratamiento con ésteres de forbol (12-0-
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tetradecanoliforbol-13-acetato,TPA) o hacia linaje megacariocitico por tratamiento con
estaurosporina, STA) (Delgado et al., 1992; Lerga et al., 1999; Shen et al., 1992).

-Es susceptible de citostasis sin diferenciacién celular por tratamiento con a-
Interferén (IFN) (Gomez-Casares et al., 1993).

A pesar de ser una linea celular transformada, bajo la induccion con distintos
agentes deja de proliferar y regula la expresion de genes especificos de células maduras.

Al ser una linea deficiente en genes de la familia INK4 y en p53, es un modelo
idéneo para discriminar el efecto especifico e individualizado de las proteinas Cip/Kip
sobre la proliferacién, diferenciaciéon (Munoz-Alonso et al., 2005) y en el caso de p21

sobre la apoptosis, sin tener en cuenta el efecto de otras CKis.

1.5. Cancer colorectal (CCR)

El cancer colorectal es el tercer cancer en cuanto a letalidad e incidencia en el
mundo occidental, tanto en hombres como mujeres. Las distintas etapas en la progresion
del cancer colorectal son las siguientes: epitelio normal — displasia — adenoma
temprano — adenoma tardio — carcinoma — metastasis.

Estd descrito en muchos tumores humanos, que son necesarias multiples
alteraciones para el desarrollo de un tumor maligno. En CCR se han observado
alteraciones genéticas a nivel de proto-oncogenes, genes supresores de tumores y genes
reparadores del DNA (tabla 1.1). Esta descrito, que se necesitan al menos siete de estas
alteraciones para que se desarrolle un tumor maligno (Kinzler and Vogelstein, 1996).

Se pueden distinguir tres tipos diferentes de CCR: 1) la poliposis adenomatosa
familiar o FAP (Familial Adenomatous Polyposis), afecta tan solo al 0,01% de la poblacién
general; 2) el cancer hereditario no poliposo, denominado HNPCC (Hereditary
Nonpolyposis Colon Cancer), representa el 5-10% de todos los CCR, y 3) el tipo
esporadico o comun representa el 90 % de todos los CCR. Precisamente, ha sido gracias
a los estudios de genética molecular realizados en los dos primeros, como ha podido
establecerse un modelo genético que es extensivo para los casos esporadicos. Todo ello,
ha podido poner de manifiesto que las alteraciones genéticas son amplias y numerosas,
afectando a genes con misiones muy diferentes en proliferacion y divisién celular.
Algunos de los genes donde se observa alteraciones son: 1) oncogenes como RAS (K-
Ras), MYC, HER-2/NEU Ciclinas; 2) genes supresores de tumores como son DCC
(deleted in colorectal cancer), APC, p53, Nm23H1/2, p27 y TGF-BRIl; 3) genes
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reparadores del DNA como son MSH2, MLH1, PMS1 y PMS2, (revisado en Kinzler and
Vogelstein, 1996) (tabla1.1)

Tabla 1.1 Genes implicados en carcinogénesis colorectal.

Gen Presencia Funcién Comentarios
K-ras 30-40 % Transduccioén de sefales Mutaciones puntuales
Ciclinas 4% Regulacion ciclo celular Sobre-expresion
Neu/her 2 4% Receptor  factor de Amplificacion
crecimiento celular

Myc 60 % Factor de transcripcion Sobre-expresion
Nm23H1 - Inhibe Metastasis Sobre-expresion
Nm23H2 - Inhibe Metastasis Sobre-expresion
APC 60 % Adhesion Celular Pérdida de heterocigosidad

Mutaciones
DCC 70 % Adhesion Celular Pérdida de heterocigosidad
p53 70 % Parada ciclo celular G1 Mutacion Germinal
p27 - Regulador ciclo celular Pérdida de expresion
Bax 50 en MMP+ Inductor de apoptosis Mutaciones
TGF-RII 15 en MMP+ Transduccion de sefales Mutaciones
hMLSH2 60 % Reparacion del DNA Mutaciéon Germinal HNPCC
hMLSHA1 30 % Reparacion del DNA Mutacion Germinal HNPCC
hPMS1 0-5% Gen susceptibilidad Mutacion Germinal HNPCC
hPMS2 0-5% Gen susceptibilidad Mutaciéon Germinal HNPCC

En la literatura médica se describe el cancer colorectal con las etapas o estadios

siguientes:

- Etapa 0: El cancer se encuentra solo en el revestimiento mas interno del colon o

recto. Carcinoma in situ es otro nombre para cancer en etapa 0.

- Etapa I: El cancer ha crecido dentro de la pared interior del colon o recto. El
tumor no ha llegado a la pared exterior del colon o no se ha extendido fuera del
colon. Etapa A de Duke es otro nombre para la Etapa | de cancer colorectal.

- Etapa II: El tumor se extiende con mas profundidad dentro de la pared del colon
o del recto o a través de ella. Es posible que haya invadido tejido cercano, pero
las células cancerosas no se han diseminado a los ganglios linfaticos. Etapa B de

Duke es otro nombre para la Etapa Il de cancer colorectal.

37



- Etapa lll: El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos, pero no
a otras paredes del cuerpo. Etapa C de Duke es otro nombre para la etapa Il de
cancer colorectal.

- Etapa IV: El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo, como el higado
o0 pulmones. Etapa D de Duke es otro nombre para la etapa IV de cancer

colorectal.

1.6 Farmacos utilizados en esta Tesis

1.6.1 Imatinib

Imatinib (gleevec, glivec o STI571) es un de inhibidor de tirosina-quinasas. Fue el
primer antitumoral usado en clinica contra la oncoproteina Bcr-Abl. Esta es producto de
una translocacion cromosomica (1(9;22) y es una proteina de fusién entre Bcr y la tirosina-
quinasa Abl. La principal propiedad transformante de esta proteina reside en su actividad
constitutiva tirosina quinasa. Druker y colaboradores, demostraron que imatinib suprime
selectivamente el crecimiento de lineas celulares de LMC y colonias de unidades
granulocito-macrofago (CFU-GM) obtenidas de pacientes con LMC (Druker et al., 1996).

Imatinib se incluyé en ensayos clinicos en 1998 y los resultados obtenidos,
demostraron una mejora considerable respecto a interferon a (IFN-a). Mas del 90% de los
pacientes con LMC en fase cronica refractraria a IFN-a obtuvieron respuesta
hematolégica completa durante el tratamiento con imatinib y cerca de un 40-45% lograron
respuestas citogenéticas (Druker, 2001). Estudios pre-clinicos han demostrado que
algunas células Bcr-Abl positivas pueden eludir los efectos inhibidores de imatinib por
diversos mecanismos. Estos mecanismos incluyen sobre-expresion de Bcr-Abl como una
posible consecuencia de la amplificacién del gen, sobre-expresion de la glicoproteina P,
resultando la reduccidn en los niveles intracelulares de imatinib, o posiblemente, por la
degradacioén excesiva de la proteina Bcr-Abl. Pero el mecanismo de resistencia mas
comun son mutaciones puntuales que hacen de Bcr-Abl una proteina insensible a la
inhibicién por imatinib (Mahon et al., 2000).

Imatinib es también un inhibidor tirosina-quinasa del receptor c-Kit, cuyo ligando
es el Stem Cell Factor (SCF) y, en menor medida, del receptor tirosina-quinasa PDGF
(factor de crecimiento asociado a plaquetas), bloqueando los efectos de PDGF en
sindromes mieloproliferativos cronicos (Capdeville et al., 2002)). Estos dos receptores

presentan una gran similaridad en el dominio quinasa. El receptor c-Kit esta activado en

38



Introduccion

algunos tumores, incluyendo CCR (Attoub et al., 2002; Bellone et al., 2001), y en casi
todos los tumores de estroma gastrointestinal, asi como en diversos tipos de leucemia
(Spiekermann et al., 2003).

Son muchos los estudios clinicos realizados con imatinib y actualmente se sabe
que imatinib inhibe otras proteinas quinasas a dosis mayores. Algunas de estas otras
quinasa son c-Raf-1, FGF-R1, IGF-IR, VEGF-R, p38, AKT, PDK1 y Cdk1 (Deininger,
2005)).

El imatinib ocupa el lugar de unién del ATP en la quinasa y este impedimento
estérico bloquea la fosforilacion del sustrato (fig 1.18). Los dominios de activacion de las
proteinas tirosina-quinasas son muy parecidos entre si. Sin embargo, estos dominios
entre quinasas que estan inactivas son muy diferentes. Imatinib se une especificamente
al dominio de activacién de Abl cuando la quinasa esta inactiva, lo que explicaria la
selectividad de imatinib por Abl y quinasas con dominios de activacion parecidos
(Deininger, 2005).
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Fig 1.18 Mecanismo de acciéon de imatinib. Imatinib ocupa el lugar de unién del ATP
bloqueando de este modo la fosforilacion del sustrato e inhibiendo la actividad tirosin-
quinasa desregulada de Bcr-Abl (Goldman JM and Melo JV, 2001).

Otro inhibidor tirosina-quinasa que hemos utilizado en este trabajo de Tesis, para
contrastar nuestros resultados, es Gefitinib, inhibidor de EGF-R (Receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano). Presenta el mismo mecanismo de accién que imatinib y
es usado para el tratamiento de tumores de pulmdn no microciticos (NSCLC) (Frampton
and Easthope, 2004).
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1.6.2 Adriamicina (ADR)

La adriamicina (ADR) o doxorubucina es un anti-neoplasico de la familia de las
antraciclinas. Su emplea en la leucemia aguda linfécitica, en cancer de mama, pulmaon,
linfomas, mieloma, neuroblastoma, sarcomas de hueso y tejido blando, timoma y tumor
de Wilms. La molécula de ADR posee una estructura tetraciclica con una azlcar poco
comun, la L-daunosamina, unida por enlaces glucosidicos, y tiene restos de hidroquinona
en los anillos adyacentes.

Se han descrito multiples acciones de las antraciclinas, cuya contribucién a las
acciones antineoplasicas y citotéxica es variable. EI mecanismo de accion de las
antraciclinas es todavia muy controvertido y sigue siendo objeto de estudio (Takemura
and Fujiwara, 2007). Para la ADR, se conocen varios mecanismos de accién: a) a nivel
de la membrana celular, alterando su permeabilidad, b) generando radicales libres y c)
como agentes intercalantes en el DNA e inhibidor de enzimas nucleares tales como DNA
y RNA polimerasas y topoisomeras (Cullinane and Phillips, 1990; Li and Yu,
1993).(Zeman et al., 1998).

La ADR se intercala en el DNA bicatenario, de manera que inhibe tanto su
transcripciéon como su replicacion (fig 1.19). Mediante estudios de transcripcion in vitro se
sabe que la ADR se une al DNA casi exclusivamente en secuencias GpC involucrando al
2-NH; de la guanina (Cullinane and Phillips, 1990).

Fig 1.19 Interaccion de la ADR con el DNA
(Zeman SM et al., 1998).

El tipo de union que se establece entre ADR y el DNA es de tipo covalente con
una de las cadenas, estabilizandose el duplex mediante interacciones no covalentes con
la cadena complementaria.

Esta capacidad de la ADR para intercalarse en el DNA permite que el farmaco se

una al complejo binario DNA-topoisomerasa Il (Topo Il) formando un complejo terciario de
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gran estabilidad, que inhibe la capacidad de la religacién de la Topo Il y genera roturas
(Binaschi et al., 1995; Glisson and Ross, 1987; Osheroff, 1989). El mecanismo de accién
citotéxico de la ADR también se ha relacionado con la produccion de radicales libres de
oxigeno, peroxidos de hidrégeno y radicales de semiquinona, que puede interaccionar
tanto con proteinas como con el DNA (Turner et al., 1990). Otros efectos citotoxicos de la
ADR, son la inhibicion de sistemas enzimaticos (Coenzima Q), la peroxidacion de lipidos,
la liberacion de histaminas y catecolaminas y la interferencia con el transporte
mitocondrial de electrones (Kohn, 1996).

En esta Tesis la ADR ha sido utilizada como control de nuestros experimentos.
Se habia descrito que este farmaco inducia la acumulacién de p21 via dependiente de
p53 en el modelo celular HCT116 (Ravizza et al., 2004; Waldman et al., 1995).
Ademas, ha sido descrita la mayor sensibilidad de la linea celular HCT116p21” a dafio
genotoxico con ADR o 5-FU respecto a la linea parental (Bunz et al., 1999; Javelaud
and Besancon, 2002). Por lo tanto, se concluyé que p21 protegia a las células de

farmacos genotoxicos.

En esta Tesis, nos preguntamos si el efecto observado con adriamicina
también podria ocurrir con farmacos inhibidores de la actividad tirosina-quinasa, cuyo

mecanismo de accion no es inducir directamente dafno en el DNA.
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2. OBJETIVOS

p21 es miembro fundador de la familia de inhibidores de ciclo celular Cip/Kip. Sin
embargo, hay otras funciones de p21 no estan solo relacionadas con ciclo celular. En
esta Tesis Doctoral hemos querido ahondar sobre dos de estas funciones: apoptosis y
regulacién en la expresion génica.

- El papel de p21 en apoptosis esta descrito y documentado en respuesta a
distintos estimulos y farmacos genotéxicos. Sin embargo, se desconoce el papel de p21
cuando una célula es tratada con inhibidores tirosina-quinasa como imatinib y gefitinib,
cuyo mecanismo de accién no implica dafio gendmico. En este trabajo de Tesis, hemos
profundizado en la relacion de p21 e inhibidores tirosina-quinasa.

- El papel de p21 como co-factor transcripcional es relativamente reciente y muy
discutido. Dada la importancia que tiene, en esta Tesis hemos querido indagar esta

funcion de p21 en nuevos modelos.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto de p21 en respuesta a inhibidores tirosina-quinasa sobre la
proliferacion y la apoptosis en el modelo celular de cancer colorectal, mediante la
expresion ectdpica y el silenciamiento de p21.

2. Estudio del efecto de p21 sobre la expresion y actividad de p53 en el modelo celular
de cancer colorectal.

3. Estudiar el papel de p21 en la apoptosis provocada por imatinib en células de
leucemia mieloide cronica, mediante una linea derivada con expresion ectopica
condicional de p21.

4. Estudiar las modificaciones que ejerce p21 sobre la expresién génica, que ayude a
esclarecer el papel de p21 como co-factor transcripcional.

5. Estudiar la expresion de p21 en muestras clinicas de cancer colorectal.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Andlisis del DNA y RNA.

3.1.1.0btencion del DNA plasmidico, digestidn con endonucleasas de restriccion y

electroforesis en geles de agarosa.

Los cultivos bacterianos se crecieron en 500 mL de Luria Broth (LB) durante 12
horas a 37° C. El cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante 20 min y el sedimento de
células se resuspendido en 10 mL de tampén de lisis (200 mM NaOH y 1% SDS), se
mezcld por inversion 6-8 veces y se incubd 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
afiadieron 10 mL de una soluciéon 3M de acetato potasico pH 5,5, y se incubd 5 min en
hielo. Se centrifugd la mezcla durante 20 min a 10.000 rpm y a 4° C. Para la obtencion
del DNA plasmidico, el sobrenadante se pasé por columnas de intercambio de Qiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. Al eluido obtenido se le anadieron 10 mL de
isopropanol y se dejo precipitar el DNA durante 5 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd la mezcla a 10.000 rpm durante 30 min y a 4° C de temperatura. El precipitado
de DNA se lavo con 1 mL de etanol al 75 %, se seco y se disolvié en 300 yL de agua
destilada estéril.

Las digestiones de los plasmidos se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones
del suministrador de enzimas (Roche, Amersham, Fermentas, Invitrogen). Los
fragmentos de restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa
(Pronadisa) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio en tampdén TAE (0,09 M Tris-acetato, 2
mM EDTA). Se anadié tampdn de carga (0.005 % (w/v) de azul de bromofenol 2 % y 30
% (v:v) glicerol 100 %) a las muestras, se cargaron y se sometieron a electroforesis en un
gel de agarosa durante 1 h a 100 V. Como marcadores de peso molecular se utilizaron
los preparados de “1 Kb DNA ladder” o0 “100 bp DNA ladder” (Fermentas).

3.1.2 Marcaje radiactivo de sondas.

Para marcaje del DNA se utilizé el método del primado azar (“Kit Ready to Go “,
Amersham) segun las indicaciones recomendadas por el fabricante. Las reacciones se
llevaron a cabo en volumen final de 50 pyL contenido: 25-50 ng de DNA, previamente
desnaturalizado a 100° C durante 2 minutos, una mezcla de dATP, dTTP, dGTP, una
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mezcla de oligodesoxinucledtidos de secuencia variable y de 4-8 unidades del fragmento
Klenow de la DNA polimerasa | de E.Coli. Se afiadieron 50 uCi de a*P-dCTP
(Amersham, 3000 Ci/mmol). La mezcla se incub6é a 37° C durante 30-45 min. Para
separar los nucleétidos marcados no incorporados, se utilizé una columna de sephadex

“ProbeQuant TM G-50 Columm Samples “(Amersham).

3.1.3 Plasmidos utilizados.

El cDNA humano completo que codifica para p21 fue obtenido mediante la
digestion con Not1 del vector pBSK-p21 (M. Serrano CNIO, Madrid) y subclonado en la
orientacion con sentido en el vector de expresion eucariético pMT-CB6+ (F.J. Rausher,
Wishar Inst. Philadelphia) que contiene el gen de resistencia a neomicina y el promotor
de la metalotioneia para la expresion inducible mediante la adicion de 75 yM ZnSQO, al
medio de cultivo.

Los plasmidos utilizados como vectores de expresion y para la obtencion de

sondas se describen en las tablas 3.1 y 3.2, respectivamente.

Tabla 3.1. Plasmidos utilizados como vectores de expresién (v) indica vectores

vacios
PLASMIDO PROCEDENCIA REFERENCIA
pBpuro c-Myc-ER T. Littewood Littlewood et al 1995
pBabe-puro (v) T. Littewood Littlewood et al 1995
pMT-CB6+ (v) F.J. Rausher Andrews et al 2000
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pMT-CB6-p21 Este Laboratorio Munoz-Alonso et al 2005
pGL2M4-Luc R. Eisenman Hurlin et al 1997

pGL2 (v) Comercial Promega

pGL3-Basic (v) Comercial Promega

pG13PY-Luc B.Volgestein Kern et al 1992

pLPCX (v) M.Serrano

pCEFL (v) P.Crespo
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PLASMIDO PROCEDENCIA REFERENCIA

pCEFL-Myc I. Mauleon Vaque et al 2005
pGL3-Mdm2-Luc M. Oren Ceballos et al 2005

PR-Null Comercial Promega

pGL3-Waf1-Luc M.Oren El-Deiry et al 1993
pcDNA3-hKIT P. Dubreuil

pcDNA3-DDp53 C.Marin Bowman et al 1996

pcDNA3 (v) Comercial Promega

pSR-shp53 C.Marin Brummelkamp et al 2002

pSR (v) Comercial Oligoengine

pRS-shp21 M.Eilers Esta Tesis

pRS (v) Comercial Oligoengine

pEGFP-C1 (v) Comercial Clontech

pEGFP-p21WT N.Agell Rodriguez-Vilarrupla et al 2002
pEGFP-p21CTWT N.Agell

pEGFP-p21NT N.Agell

pDsRed (v) Comercial Clontech

pDsRed-p21NLSA N.Agell Rodriguez-Vilarrupla et al 2002

Tabla 3.2. Plasmidos utilizados para la obtencién de sondas de hibridacion

SONDAS PLASMIDO | FRAGMENTO | TAMANO (KB) | PROCEDENCIA | REFERENCIA
MYC (humano; exén 3° _
en pBluesScript) PSK-Myc | EcoRI/Clal 15 R. Dalla-Favera | Dol@Favera
p21 (humano; PGL3-Waf . El-Deiry et al
promotor p21) 1-Luc Hind 1l 23 M. Oren 1993
Delgado et al
p21 (humano) pCEFL-p21 Not | 0,6 M. Serrano 2000
18S (humano) PBS-18S EcoRlI 1,5 Comercial ATCC
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3.1.4 Preparaciéon del DNA gendmico e hibridacion de Southern blot.

La técnica de southern blot la realizamos para corroborar las mutaciones del gen
p21 en el modelo celular HCT116p21™ tal y como habia sido publicado (Waldman et al.,
1995) (fig 3.1).

a)

Bgl Il Bgl Il
2,3kb v L4 .
Hyg T Construcciéon Hyg
B?I [} %g| 1]
Neo T Construccion Neo
Bgl Il >< Bgl Il ><
v
_@ : _ Mapa genémico
Exon1 Exon2 Exon3
b)
| Alelo Wt | Fragmento10,3kb Bgl II
[ Alelo Neo | Fragmento 8,8kb Bgl Il
| Alelo Hyg | Fragmento 7,6kb Bgl Il

Fig 3.1 Mutacién del gen p21 por recombinacién homologa en la linea celular HCT116p21--. a)
Mapa de las regiones gendmicas del gen p21, junto con un diagrama de los constructos utilizados
para deleccionar el gen. b) Tamafio de los fragmentos obtenidos con la enzima de restricciéon Bgl Il en
el alelo WT y en los alelos neomicina (Neo) y higromocina (Hyg) (Waldman T et al., 1995).

Para la extraccion de DNA genomico se utilizé el método de extraccion con
DNAzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA gendmico
obtenido se resuspendié en 300 uL TE (1 M Tris pH 8,0, 0,5M EDTA pH 8,0).

Los DNAs extraidos se cuantificaron y alrededor de 15 ug fueron digeridos con la
enzima de restriccion apropiada (Bgl Il) y utilizando una alta concentracién de enzima. La
digestién se realizé durante 24 h a 37° C. Los fragmentos de restriccién se separaron por
electroforesis en geles de agarosa como ha sido descrito en el apartado 3.1.1, utilizando
geles de 0,8 % y tampon TBE (1M Tris-Borato, 0,5 M Na, EDTA pH 8,0). Posteriormente
se desnaturalizé el gel de DNA mediante una solucion 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl durante
dos lavados de 15 min. Tras lavar con agua durante 1 min se neutralizé el gel con una
solucion 0,5M Tris pH 7,4, 1,5 M NaCl en dos lavados de 30 min en un agitador.
Finalmente se equilibré el gel de DNA con 10 X SSC (3 M NaCl, 0,3 M citrato sddico)
durante 10 minutos.

La transferencia del DNA a membranas de nitrocelulosa (Millipore) se llevé a cabo

siguiendo el método de Sourthern blot (Sambrook et al 2001). EI DNA se transfiere a la
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membrana por capilaridad, utilizando como eluyente la solucién 10xSSC (3 M NaCl y 0,3
M citrato sodico) por 16 h. Después de la transferencia, el DNA se fijo al filtro por
exposicion a la luz ultravioleta (Stratalinker, Stratagene).

Los filtros se prehibridaron a 42° C en tubos de vidrio durante 1-2 h, con una
solucion al 40 % de formamida desionizada, 5xDenhardt’s (Sambrook et al 2001), 50mM
fosfato sodico pH 7, 0,1 % SDS, 5 mM EDTA pH 8,0, 75 mM NaCl y 150 ug/mL DNA de
esperma de arenque sonicado y desnaturalizado por ebullicion durante 5 min. La
hibridacion se prolongoé durante 24 h a 42° C y con rotacion. Finalizada la hibridacién, las
membranas se lavaron con una solucion 0,2 % SDS-1xSSC, durante 30 min a 65° C. Las
membranas se autorradiografiaron en peliculas Koénica-Minolta, con pantallas
amplificadoras (Dupont Lightning Plus) a -70° C. Para la cuantificacion de la radiactividad

se utilizé el Molecular Imager de BioRad.

3.1.5 Preparacion del RNA total e hibridacién por Northern blot.

Para la extraccion del RNA celular se utilizé el método de extraccién con Trizol
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evitar la degradacion del
RNA todas las soluciones fueron tratadas con 0,1 % dietilpirocarbonato (DEP)
(Calbiochem) y autoclavadas.

Los RNA se sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa-
formaldehido, para fraccionarlos en funcion de su tamafo molecular. Los geles se
prepararon segun la formula siguiente: 1% (w/v) de agarosa en tampén MOPSx1 (20 mM
MOPS sddico, 5 mM acetato sédico y 1 mM EDTA pH 7,0), y formaldehido 2,2 M. Las
muestras de RNA (15-30 ug) se mezclaron con 2 volimenes de tampoén de muestra
(MOPSx1, 50 % formamida, 2,2 M de formaldehido, 6 % glicerol, 10 % (w/v) azul de
bromofenol y 0,5 pg/ul de bromuro de etidio por muestra. La mezcla se calenté a 65° C
durante 10 min y se mantuvo en hielo, hasta ser cargada en el gel. La electroforesis se
llevé a cabo en tampén MOPSx1 durante 15 h a 15 mA, o durante 4 h a 40 mA.

La transferencia del RNA a membranas de nitrocelulosa (Millipore) se llevé a cabo
siguiendo el método de Northern blot (Sambrook et al 2001). EI RNA se transfiere a la
membrana por capilaridad, utilizando como eluyente la solucién 20xSSC (3 M NaCl y 0,3
M citrato sodico) por un periodo no inferior a 6 h. Después de la transferencia, el RNA se
fijo al filtro por exposicién a la luz ultravioleta (Stratalinker, Stratagene). Estos filtros

pueden conservarse en un lugar seco durante meses antes de ser hibridados. Los filtros
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se hibridan tal y como se describié en el apartado anterior 3.1.2. La cuantificacién se llevo

a cabo en el Molecular Imager .

3.1.6 Analisis de la expresion génica por Macroarray.

Para caracterizar la expresion de genes regulados tras el tratamiento con un
farmaco, se uso un “GeArray™ Q Series Human Apoptosis Gene Array” (HS-002)
(SuperArray Bioscience Corpotation., Frederick, MD). Con este GeArray podemos
determinar la expresién de 96 genes involucrados en la regulacion y en la mediacion de
la apoptosis 0 programa de muerte celular. Cada uno de estos cDNAs aparece como
“spots” cuadruplicados.

Los RNAs de las muestras a analizar se extrajeron con Trizol (Invitrogen) y la
conversiéon de RNAs (alrededor de 3 pg) a cDNAs se realizé con la transcriptasa reversa
de MMLV (RT-Labeling Kit Invitrogen) y utilizando [a-*P]-dCTP (Amersham), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los cDNAs marcados radiactivamente con *P se
hibridaron con las membranas conteniendo los cDNAS de los genes de objeto de estudio.
Para ello, se prehibridaron las membranas con una la solucién “GEAprehyb” durante 1 ¢
2 h a60°Cy se hibridaron luego con los cDNAS marcados radiactivamente en 750 uL de
la solucion de prehibridacion durante 24 h a a 60° C. Finalizada la hibridacion, las

membranas se lavaron con una soluciéon 1 % SDS-2xSSC, durante 15 min a 60° C.

.

Figura 3.2. Ejemplo de imagen de una membrana HS-002
'! hibridada con el RNA de células HCT116 p21"‘ tratadas con 15 pM

Imatinib durante 48 h.

Tras este primer lavado, se realizé otro lavado con 0,5% SDS- 0,1 % SSC,

durante 15 min a 60° C. Las membranas se autorradiografiaron en peliculas Koénica-

Minolta, con pantallas amplificadoras (Dupont Lightning Plus) a -70° C. Para la
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cuantificacion de la radiactividad se utilizd el Molecular Imager de BioRad y las sefales
se cuantificaron con el programa informatico “Quantity One”.

Con los datos obtenidos se realizd un analisis estadistico y los datos se
normalizaron de forma relativa respecto a estandares internos, el gen de B-actina y de
GAPDH. EIl programa informatico usado fue suministrado por GeArray (“Imagen, Data
and Statistical Analisis Software Package for the GeArray from Superaria”) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.1.7. Secuenciacion de DNA mediante la transcripcion inversa (RT) v PCR.

Para la secuenciacion del gen p53 en las lineas HCT116 WT y HCT116 p21™ se
recurrié a la RT-PCR partiendo de RNA total de las células. Para la transcripcion inversa,
se utilizé 1 ug de RNA total disuelto en una mezcla que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8,3,
40 mM MgCl,, 10mM DTT, 10 mM de una mezcla de dNTPs, 2,5 yM de hexameros al
azar, 20 unidades/ uL de inhibidor recombinante de la Rnasa Out™ y 100 unidades de la
enzima transcriptasa reversa de MMLV (todo de Invitrogen). Esta reaccién se incubd a
42° C 50 min y luego 5 min a 95° C para inactivar a la enzima. Una vez obtenido el cDNA
en la reaccion RT, se utilizé 1 yL de cDNA, se realizaron las reacciones de PCR con
cebadores especificos para poder secuenciar el gen p53 (tabla 3.3). Las reacciones de
PCRs se llevaron a cabo en un volumen final a de 50 yL que contenia 0,3 uM de cada
oligonucledtido, usando el reactivo Ready Mix RedTaq PCR Reaction (Sigma). Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo con el siguiente programa: 95° C 5 minutos, (95°
C/ 1 min, 55 ° C/1 min, 72° C/ 1 min) durante 35 ciclos, y 72° C 7 min. Las PCRs se
realizaron en el termociclador Robocycler Gradient 40 de Stratagene. El producto de la
PCR se resolvi6 mediante electroforesis en gel de agarosa y el inserto obtenido se
purifico con el kit de extraccion de producto de PCR QIlAquick (Qiagen) segun

lasinstrucciones del fabricante.

Tabla 3.3 Primeros empleados para la secuenciacion del gen p53

Gen amplificado | Cabadores utilizados Tamafiio del amplicon

5-TCCCAAGCAATGGATGATTT-3"

P53 (ex6n 2-10) | 5. ACACGCAAATTTCCTTCCAC-3'

500 pb

5-ACATAGTGTGGTGGTGCCCT-3"

P53 (exon6-11) | 5. TCAGTCTGAGTCAGGCCCTTCTG-3'

544 pb
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3.1.8. Analisis de la expresion génica por Microarray.

Los cRNAS biotinilados se prepararon a partir de las muestras de RNA total, e
hibridaron (45° C, 16 horas) al GeneChip Humano HG-U133A de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Affymetrix). Los “arrays” hibridados se lavaron y marcaron
mediante el “GeneChip fluidics station 400“ y se escanearon “Agilent G2500 GeArray
Scanner”. Este proceso fue realizado por la Unidad Gendémica y Protedmica del Centro de
Investigacién del Cancer en Salamanca (CIC). Los GeneChips de Affymetrix estan
fabricados con una tecnologia que combina los métodos fotolitograficos y la quimica
combinatoria. En estos microarrays cada gen o transcrito esta representado por un “grupo
de sondas” cada uno de los cuales consiste generalmente en 16-20 pares de sondas.
Cada par consta de un oligonucledétido de 25 nucledtidos perfect match (perfectamente
complementario a la secuencia de referencia) y un oligonucleétido mismatch (idéntico al
anterior pero con un cambio en la posisicion 13) que sirve para discriminar entre
hibridaciones especificas e inespecificas. En esta memoria nos referiremos a los grupos

de sondas que representan un gen como “sondas”.

Figura 3.3. Ejemplo de archivo imagen
“CEL” del biochip de affymetrix HG-
U133A hibridado con RNA de células
Kp21 tratadas con ZnSQO, durante 12 h.

Los archivos de imagen de alta resoluciéon obtenidos por el software Affymetrix
GCOS tras el escaneado de los biochips HG-U133A (archivos “CEL”), se normalizaron

con el software (www.hsph.harvard.edu/biostats/complab/dchip) “dChip” (Li et al 2001)

para la intensidad media, usando el criterio PM-MM (Perfect Match-Mismatch) que
sustrae los errores del fondo de sefal del ajuste de la intensidad de cada par de sondas,
y analiza exclusivamente los genes con sefal (“present calls”). Los niveles de expresion

medidos se transformaron a escala logaritmica (log,). El analisis de cada condicién
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experimental se basé en 2 experimentos independientes. Las réplicas se usaron para
calcular las medias y desviaciones estandar para los valores de expresion de todas las
sondas para cada condicion. Cada sefal se considerd valida si aparecia en los dos
experimentos realizados.

La busqueda de redes de interaccion bioldgica se realizé con la aplicacion

“Ingenuity Pathways Analysis” (www.ingenuity.com). Se analizaron tanto las conexiones

directas como las indirectas, utilizando como criterio de seleccién la presencia de un
score > 35. Score es una medida significativa de las conexiones encontradas ( a mayor
valor, menor es la probabilidad de que alguna conexién sea debida al azar)

Los resultados del andlisis de microarray se validaron por RT-PCR cuantitativa a

tiempo real (ver tabla 3.4).

3.1.9 Transcripcion inversa (RT) y PCR cuantitativa.

Para la cuantificacion de la expresion de mRNA se recurrio a la RT-PCR
cuantitativa a tiempo real, partiendo de RNA total. Para la transcripcion inversa, se utilizé
1 ug de RNA total disuelto en una mezcla que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 40 mM
MgCl;, 10mM DTT, 10 mM de una mezcla de dNTPs, 2,5 yM de hexameros al azar, 20

unidades/ pL de inhibidor recombinante de la Rnasa Out™

y 100 unidades de la enzima
transcriptasa reversa MMLV (todo de Invitrogen). Esta reaccién se incub6 a 42° C 50 min
y luego 5 min a 95° C para inactivar a la enzima. Una vez obtenido el cDNA en la
transcripcion inversa, se realizaron las reacciones de PCR utilizando los oligonucleétidos
especificos para cada gen (ver tabala 3.4) utilizando la mezcla de reaccién de IQ™ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad), que contiene SYBR Green para la deteccién (fluoréforo que
se une al DNA de doble hebra), dNTPs con UTP, tampdn de reaccién y la iTaqg DNA
polimerasa. La enzima se activa cuando se somete a elevadas temperaturas de 95° C
durante al menos 3 min, evitando de este modo la hibridacion inespecifica de los
cebadores. La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador “iCycler IQ™ Multi-Color
Real Time PCR Detection System “(BioRad).

Las condiciones de la PCR fueron: 95°C/ 15 min, (95°C/30 s; 56°C/45 s; 72°C/45
s) 40 ciclos y 72°C/ 5 min. La temperatura de fusién (Tm) viene determinada en funcién
del oligonucledtido y es la temperatura en la que se produce el anillamiento de los oligos.

Finalmente hubo otro paso de 10 segundos a 65° C que se repite durante 60 ciclos con
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aumento de 0,5° C en cada ciclo. En este ultimo paso se obtiene la denominada “curva
de desnaturalizacion”. Durante este incremento de temperatura, el DNA se desnaturaliza
y el SYBR Green se libera, produciéndose una disminucion progresiva de la
fluorescencia. Esta fluorescencia va a tener un punto de inflexiéon que corresponde a la
Tm y que es especifico de cada DNA, siendo un indicador de la especificidad de
producto.

La cuantificacion se realiz6 de forma relativa respecto a un estandar interno
(house-keeping), el gen de la proteina ribosomal S14 (RPS14), y basandonos en la
deteccion de la fluorescencia a tiempo real que nos permite correlacionar el valor del ciclo

umbral (CT o ciclo en el que la fluorescencia empieza a crecer significativamente).

Variacién relativa =2 —A(ACy)
Donde ACT=CTgen'CTRPS14
Y A(ACT)= ACT' ACControl negativo(mezcla sin RNA)

El valor resultante de aplicar esta férmula se normalizdé con el valor obtenido de
aplicar la mima formula a las muestras control para determinar, de este modo, obtenemos

el aumento o la disminucidn en la expresion de un gen con respecto a su control.

Tabla 3.4. Cebadores usados para los ensayos de RT-PCR a tiempo real. Todos

corresponden a genes humanos excepto pEGFC1.

Gen amplificado Cabadores utilizados Tamafio del amplicon
5'-CCAGCTGGTAGCCAGGAAAG-3’
ORC1L 5"-CCATTGAGTGGGATATGGTG-3" 143 pb
5'-ATGTCTGGGCGAGGTAAAGG-3’
Histona H4 5'-GAGACCAGAAATGCGCTTGAC-3’ 150 pb
5'-CAAGGAGCTCATTTTCTTTCCA-3’
DHFR 5-GTTTAAGATGGCCTGGGTGA-3" 148 pb
5'-TACCTGGACCCAGAAAACCA-3’
CCNAZ2/ciclina A2 5°-CACTCACTGGCTTTTCATCTTCT-3" 114 pb
5-TGTGGATGCAGAAGATGGAG-3’
CCNB1/ciclina B1 5-TGGCTCTCATGTTTCCAGTG-3’ 146 pb
5-TTCAACCCACCAAAACAACA-3’
CCNB2/ciclina B2 5"-CTCAGGTGTGGGAGAAGGAC-3’ 110 pb
5-TTTTTGCAGGATCCAGATGA-3’
CCNE1/ciclina E1 5-TGCACGTTGAGTTTGGGTAA-3’ 166 pb
5-GGGAAACATTTTATCTTGCACA-3’
CCNE2/ciclina E2 5-CTGCAAGCACCATCAGTGAC-3’ 178 pb
5-TCCTCCACCGAGACCTTAAA-3’
CDK2 5'-TACCACAGGGTCACCACCTC-3’ 136 pb
] 5'-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3’
CDKN1A/p21, cip1 5-GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’ 146 pb
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Gen amplificado Cabadores utilizados Tamaiio del amplicén
5'-CCGGCTAACTCTGAGGACAC-3’
CDKN1B/p27 kip1 5"-AGAAGAATCGTCGGTTGCAG-3’ 120 pb
5'-AGCCCCAACAGCTTTGTA-3’
MLLT11/AF1Q 5"-GCTACTCACAGGGTCCCTCA-3" 129 pb
5-GTTGCGCTTTCCTTTCTGTC-3"
BIRC5/Survivin 5-TCCGCAGTTTCCTCAAATTC-3" 139 pb
5'-GTGGGACTTACGGAACATGG-3’
BUB3 5"-CACTCGGCCTTCAATAGAGC-3’ 127 pb
5'-CTCGTGGCAATACAGCTTCA-3"
BUB1B 5'-CAGGCTTTCTGGTGCTTAGG-3" 147 pb
5'-AGGCGAGTCAGATCAAGGAG-3’
CENPF 5-GTTCTTGAGTTCTGCCTCCAG-3" 131 pb
5-TTCACAGTGCCAATGTAAGGA-3’
KIF2C 5-GGGTTTATTGCAGCCACATC-3" 121 pb
5-AACAAGCGTCTCAAGGATGC-3’
KIF4A 5-TTTCGTTTCCAAGCCAATTC-3" 121 pb
5'-CGGACTCACCTTGCTTGTAAC-3’
MAD2L1 5"-TCCAGGACCTCACCACTTTC-3’ 147 pb
5'-GCCAAGTCTCAGCTCCTGTC-3’
MCM7 5'-CCCACCCTCTAAGGTCAGTTC-3" 141 pb
5-AGCTTGGAGACTTTGGGCTA-3"
NEK2/NIMA 5'-AGCAGCCCAATGACCAGATA-3" 147 pb
5'-CCTCCGGATCAAGAAGAATG-3’
PLKA1 5'-AGCAGCTCGTTAATGGTTGG-3" 120 pb
5'-CTTCAGCAATGGCACTGGTA-3’
WEE-1 5-TTGCCATCTGTGCTTTCTTG-3" 141pb
5'-TCACCGCCCTACACATCAAAC-3’
RPS14 5-TCCTGCGAGTGCTGTCAGAG-3’ 161pb
) 5-TTTCCATGATGCTACCAGAGTC-3’
STK6/Aurora quinasa A | 5".GGGCATTTGCCAATTCTG-3° 134 pb
] 5-TCTCTAAGGATGGCCCAGAA-3’
STK12/Aurora quinasa B | 5-GCTCATGAGGACAAGTGCAG-3° 138 pb
) 5- ACGACGGCAACTACAAGACC-3’
PEGFP-C1 (vector vacio) | 5-GCTTGTCGGCCATGATATAGA-3" 165 pb
ARF 5-AGGAGCCAGCGTCTAGGG-3"
p14 5"-ACCAGCGTGTCCAGGAAG-3’ 177 pb

3.2 Analisis de proteinas.

3.2.1. Analisis por western blot.

Las células se recogieron por centrifugacién a 1500 rpm durante 5 min. El

sedimento de células se lavo con PBS y se resuspendié en tampon de lisis (150 mM
NaCl, 50 mM Tris pH 8, 1mM EDTA, 1 % NP40, 20 mM NaF, 1 mM ortovanadato y los
inhibidores de proteasas 50 ug/mL PMSF, aprotinina y leupeptina 10 ug/mL). Tras 30 min

en hielo se centrifugaron durante 15 min a 14000rpm en microcentrifuga. Se recogi6 el

sobrenadante y se midié la concentracion de los lisados por colorimetria segun el método
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Bradford (Bradford et.al., 1975), empleando seroalbumina bovina para establecer una
recta de calibracidn. Una vez realizada la medida, se ahadié a los lisados tampon 2 x
Laemli (100 mM Tris pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol y 8 % 2-Mercaptoetanol) con 0,005
% azul de bromofenol. Las proteinas se calentaron a 95° C durante 5 min y se
fraccionaron mediante electroforesis vertical en geles de poliacrilamida-SDS, de un
porcentaje adecuado al tamafo de la proteina a analizar: 8 % para ABL, c-Kit, PARP y
EGFR, 10 % para Myc, p53, p57, Mdm2, AKT, ERK, SRC, B-Actina y a-Tubulinay 12 %
para p27, p21, Bcl2 y Bax. Se us6 un aparato Mini-protean (Bio-Rad) y un tampén 25mM
Trizma base, 192 mM Glicina y 1% (w:v) SDS. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Schleider and Schuell), durante 2 h a 2,5 mA/cm? en una
aparato Mini Protean IITM (Bio-Rad) en un tampén 25 mM Trizma base, 192mM Glicina y
10 % Metanol.

Tras la transferencia, las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente y con agitacion en una solucion bloqueante TBS-T (Tris Buffer Saline Tween
20: 20 mM Tris base pH 7,5, 137 mM NaCl y 0,05% o 0,1 % Tween 20, dependiendo de
la especificidad del anticuerpo utilizado) con un 5 % de reactivo bloqueante (Amersham)
para bloquear la unién a sitios inespecificos. Seguidamente, se incubaron las membranas
con anticuerpo primario (1-5 yg/mL) diluido con una soluién TBS-T con 2 % BSA durante
1-4 h a temperatura ambiente con agitacion. Tras la incubacion se realizaron 2 lavados
con TBS-T durante 15 min cada uno a temperatura ambiente y con agitacion.
Posteriormente, se incubaron las membranas con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa (dilucion 1/5000-1/20000) en una solucion TBS-T con 2 % BSA durante 1 h a
temperatura ambiente y con agitacion. Se volvieron a realizar dos lavados de 15 min cada
uno con TBS-T. Por ultimo se procedi6 a la detecciébn de la proteina por
quimioluminiscencia utilizando el Kit de ECL TM (Amersham). Los filtros se cubrieron con
film transparente y se autorradiografiaron en peliculas Konica- Minolta.

Para poder redutilizar los filtros y reincubarles con otros anticuerpos, se lavaron
con una solucién de 0,2 M glicina pH 2,5 durante toda la noche y se lavaron con una

solucién de TBS-T durante 30 min.
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Tabla 3.5 Anticuerpos usados para Western blot.

Materiales y Métodos

. . T Procedencia
Nombre Antigeno Tipo Dilucién de uso (Referencia)
p53 humano
Anti-p53 Policlonal de conejo 1:250 Santa Cruz (FL-393)
(proteina completa)
i-D- p-Ser15-p53
Antip 093 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser15) (oligopéptido)
i-D- p-ser6-p53
Anti-p g’53 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser6) (oligopéptido)
i-D- p-ser9-p53
Anti p§53 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser9) (oligopéptido)
i-D- p-ser20-p53
Anti b po3 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser20) (oligopéptido)
. p-ser37-p53
Anti b po3 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser37) (oligopéptido)
i-D- p-ser46-p53
Anti p4253 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser46) (oligopéptido)
.. p-se(r392)-p53
Anti %§253 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling (9919)
(ser392) (oligopéptido)
p21 humano
Anti-p21 Policlonal de conejo 1:250 Santa Cruz (C-19)
-termina
C inal
p21 humano
Anti-p21 Monoclonal de ratén 1:500 Sigma (P-1484)
(N-terminal p21)
p27 humano
Anti-p27 Policlonal de conejo 1:250 Santa Cruz (C-19)
(C-terminal p27)
. pS7 humano ) BD Pharmingen
Anti-p57 Monoclonal de ratén 1pg/uL (556346)
Mdm2 Human
Anti-Mdm2 Monoclonal de ratén 1:250 Santa Cruz (SMP14)
aa -
154-167
Bax human ;
Anti-Bax Policlonal de conejo 1:1000 BD Izgiqrg?gen
(aa 43-61) ( )
Bcl-2 humano
Anti-Bcl2 Monoclonal de ratén 1:200 Santa Cruz (sc-509)
(aa 41-54)
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Procedencia

Nombre Antigeno Tipo Dilucién de uso (Referencia)
c-Kit humano ;
Anti-cKit Monoclonal de ratén 1:1000 BD Transguction Lab
(N-terminal) ( )
. . BD Pharmingen
Anti-Abl Abl Humano Monoclonal de ratén 2 ug/uL (554104)
EGF-R Humano
Anti-EGFR Monoclonal de ratén 1:1000 Cell Signaling (1-F4)
(C-terminal)
Anti-p-Tyr p-Tyr Humano Monoclonal de ratén 1:500 Santa Cruz (s-508)
PARP Humano
Anti-PARP Policlonal de Conejo 1:1000 Santa Cruz (H-250)
(aa 760-1014)
p-Serd73-Akt
Anti-p-Akt Policlonal de Conejo 1:1000 Cell Signaling (9271)
(oligopéptido)
Akt Humano
Anti-Akt 1/2 Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz (H-136)
(aa 345-480)
Anti-p-Src p-Tyr418 -Src Policlonal de conejo 1:1000 BioSource (44-660G)
(oligopeptido)
Src Humano
Anti-c-Src2 Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz (SC-18)
(C-terminall)
pThr202/Thr204-Erk
Anti-p-Erk1/2 Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling
(oligopéptido)
Erk Humano
Anti-Erk2 Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz (C-14)
Subdominio XI
¢-Myc Humano Santa Cruz (N-262)
Anti-c-Myc Policlonal de conejo 1:250
(aa 1-262)
Anti-Tubulina | o-Tubulina Humana | Policlonal de conejo 1:1000 N-Cowan, New York
niversity
a-Actina Humana
Anti-Actina Policlonal de cabra 1:500 Santa Cruz (I-19)
(C-terminal)
A”t'l;'\éguse IgG de Raton Cabra 1:5000 Amersham (NA 931)
Anti-Rabbit IgG de conejo Cabra 1:10000 BioRad
HRP
Anti-Goat HRP IgG de cabra Raton 1:8000 Sigma (A 5420)
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3.2.2.Inmunoprecipitacion.

Las células se recogieron mediante precipitacion, se lavaron con PBS frio, y se
lisaron durante 2 h a 4° C en una solucién Hepes 7,5, 25mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 10 % glicerol, 0,2 % Tween 20, e inhibidores de fosfatasa y proteasas 20mM NaF,
10 pg/mL aprotinina, 1 mM ortovanadato, 50 ug/mL PMSF y 10 pg/mL leupeptina. Una
vez lisadas se centrifugaron a 12000 rpm en una microcentrifuga refrigerada a 4° C
durante 30 min. Las proteinas totales se determinaron mediante el método DC de Bio-
Rad. 1 mg de proteina total se incubd con 5 ug de anticuerpos anti-c-Kit (BD Pharmingen
™)y anti-Abl (BD Pharmingen ™) durante toda la noche en un roller a 4° C. Los lisados
se incubaron con Proteina A-Agarosa durante 2 h a 4° C. Los inmunocomplejos
precipitados se lavaron 4 veces con un 1mL solucién de lisis y una vez con PBS.
Finalmente se resuspendieron en un volumen 2x Laemmli y se incub6 durante 5 min a
95° C. Las proteinas resultantes del inmunoprecipitado se resolvieron mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS, se transfiere a membrana de nitrocelulosa

y se expusieron en peliculas Kénica-Minolta.

3.2.3 Inmunofluorescencia.

Las células se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio de 10 mm de diametro que
previamente habian sido esterilizados. Las células se fijaron con una solucion de
paraformaldehido al 3,7 % en PBS durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se permeabilizaron con una soluciéon que contiene triton x 100 al 0,5 % vy
glicina 0,1M en PBS durante 20 min. A continuacion se realizaron dos lavados con PBS
de 5 min cada uno y las células se incubaron con una dilucién 1/100 del anticuerpo anti-
p21 (C-19) y 1/1000 del anticuerpo H2AX (Upstate 05-636) durante una noche a 4° C.
Tras esta incubacién se lavaron dos veces con PBS 5 min cada vez y se incubaron con
anticuerpo secundario conjugado con FITC (Dako). Las muestras se montaron con
Vectashield (Vector Laboratorios) que contiene 4°-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para
tefir los ndcleos. Las muestras se examinaron mediante microscopia de fluorescencia

(Zeiss Axioscope).
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3.3 Cultivos Celulares.

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se recogen en la tabla 3.6:

Tabla 3.6.

Linea Celular

Origen

Antibioticos *

Procedencia/Referencia

Carcinoma colorectal

Waldman et al 1995

HCT116WT
Carci 0,4 mg/mL G418y 0,1
" arcinoma colorectal )
HCT116p53 mg/mL higro. Bunz et al 1998
] 0,4 mg/mL G418y 0,1
HCT116p21™ Carcinoma colorectal mg/mL higro Waldman et al 1995
0,4 mg/mL G418, 0,1
HKO-MTp21 Carcinoma colorectal mg/mL higro, 0,25 Esta Tesis
ug/mL puro.
0,4 mg/mL G418, 0,1
HCTKO-DDp53 Carcinoma colorectal mg/mL higro, 0,25 Esta Tesis
pg/mL puro
HCT116-shp21 Carcinoma colorectal 0,5 pyg/mL puro Esta Tesis
HCTKO-shp53 Carcinoma colorectal 0,5 pg/mL puro Esta Tesis
HCT116WTMyc-ER Carcinoma colorectal 0,5 pg/mL puro Esta Tesis
0,4 mg/mL G418, 0,1
HCT1 16p53"'Myc—ER Carcinoma colorectal mg/mL higro, 0,5 Esta Tesis
pg/mL puro
0,4 mg/ml G418, 0,1
HCT1 16p21"'Myc—ER Carcinoma colorectal mg/mL higro, 0,5 Esta Tesis
pg/mL puro
K562 Leucemi’a Mieloide ATCC
Cronica
Leucemia Mieloide Coleccion del laboratorio,
Kp21-4 Crénica 0,25 mg/mlL. G418 Munoz-Alonso et al 2005
Leucemia Mieloide Coleccion del laboratorio
Kp27-5 Cronica 0,25 mg/ml. G418 Munoz-Alonso 2005
Hela Carcinoma Cervical Coleccion del laboratorio
MO7 Leucemia Mieloide Coleccion del laboratorio

Aguda

* G418= Geneticina, higro= Higromicina B, puro= Puromicina
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Las células HCT116 y sus derivadas, asi como las células K562 y sus derivadas
se crecieron en medio RPMI 1640 (Invitrogen) con 8 % de suero fetal de ternera (FCS)
(Biochrome) y 80 pg/ml de gentamicina a 37° C, 5 % CO,. Los MEFS se crecieron en
Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) suplementado con 8 % FCS y 80 pg/mL de
gentamicina a 37° C, 5 % CO,. Todos los cultivos se mantuvieron en fase exponencial de

crecimiento por debajo de 5 x 10° células/mL.

3.3.1 Obtenciodn de sublineas transfectantes estables.

Las células HKO-MTp21 se obtuvieron co-transfectando las células HCT116 p21”-
con los vectores pMT-CB6-p21 y pLPCX (proporcién 6:1) y usando Lipofectamine™
(Invitrogen). Esta co-transfeccion permitid seleccionar las células que presentaban
resistencia a puromicina. Tras aproximadamente 10-15 dias en presencia del antibidtico
(0,25 pg/ul de puromicina) se obtuvieron colonias puntuales que fueron aisladas vy
expandidas. Se obtuvieron alrededor de 30 clones y se seleccionaron aquellos que
presentaba expresion ectépica e inducible de p21 en respuesta a 50 yM ZnSO, analizado
por Western blot.

La sublinea HCTKO-DDp53 se obtuvo co-transfectando las células HCT116 p217”-
con los vectores pcDNA3DDp53 y pLPCX (en proporcién 3:1) y usando Lipofectamine™
(Invitrogen). 24 horas tras la transfeccion se afadié puromicina (0,5 ug/ml concentracion
final) durante 10 dias. Las colonias resistentes a puromicina se seleccionaron y se
expandieron como clones individuales en un medio de cultivo RPMI 1640 con 8% FCS y
0,5 pg/mL puromicina. Se analizaron 22 clones y se seleccionaron aquellos que
presentaba expresion ectdpica de DDp53 analizada por Western blot.

Para la generacion de sublineas HCT116Myc-ER, que presentan una
sobreexpresion de Myc se uso el vector de expresion retroviral pBabe-puro-MycER que
contiene el gen de resistencia a puromicina. Tras 24 horas de infeccidén se seleccion6 con
0,5 yg/mL de puromicina y se obtuvo un “pool” de cada una de las lineas HCT116 (WT,
p53” y p217). Para inducir la actividad MycER se incubaron las células con 100 nM 4-
hidroxi-tamoxifeno (4OHT). Paralelamente se obtuvieron lineas infectadas con el vector
vacio pBabe-Puro como control de la expresion de Myc

Para la generacion de sublineas estables con expresion estable de RNAs de
interferencia se utilizaron los plasmidos (pRetroSuperp21, pRetroSuper (v),

pSuperRetrop53, pSuperRetro (v)) Los retrovirus usados para la generacién de estas
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sublineas se obtuvieron con las células empaquetadoras Phoenix-A que fueron
transfectadas por el método de co-precipitacion por fosfato calcico con 20 ug de los
distintos plasmidos y siguiendo el protocolo de “Retroviral System Nolan Lab”

(http://www.stanford.edu/group/nolan/). 24 h después de la transfeccion se recogio el

medio y se filtro el sobrenadante. Posteriormente, se anadié 6 mL de este sobrenadante,
que contenian los virus, a las placas de las células HCT116 a una densidad de 2 x 10°
células en presencia de 5 pg/mL de polibreno (Sigma). Después de 48 h de incubacion
con los retrovirus, las células se lavaron y se seleccionaron durante 2-3 semanas en
presencia de 1 pg/mL de puromicina y posteriormente la expansién de cada sublinea
celular se realiz6 a 0,5 pg/mL.

La sublinea HCT-shp21 se obtuvo tras la infeccion con el vector de expresion
retroviral pRetroSuperp21. La inhibicién de expresion de la proteina p21 se determiné por
Western blot. Paralelamente se generé una sublinea HCT-pRS con retrovirus
pRetroSuper como linea control.

La sublinea HCTKO-shp53 se obtuvo tras la infeccidén con el vector de expresion
retroviral pSuperRetrop53. La inhibicién de la expresion de la proteina p53 se determino
por Western blot. Paralelamente se generé una sublinea HCTKO-pSR con retrovirus

pSuperRetro como linea control de nuestros experimentos.

3.3.2 Transfecciones transitorias.

Para las transfecciones transitorias en K562 se utilizé Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) y para HCT116p21™ se utilizd Lipofectamine™ (Invitrogen), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las lineas HCT116WT y HCT116WTMyc-ER se transfectaron
con FuGene 6 (Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante.

-La linea K562 (12 x 10°) fue transfectada en una placa de cultivo p-100 con 12 ug
DNA de los plasmidos p21-WT, p21-CT y p21-NT fusionados a la proteina verde
fluorescente GFP y 30 L de Lipofectamine™ 2000. A su vez también se transfectaron
los plasmidos control GFP. 12 h después de la transfeccion las células se seleccionaron
mediante citometria de flujo con un FACSAria™ (BD Biosciencies), de esta manera los
resultados se realizaron solo sobre la poblacion positiva para GFP.

-Las lineas HCT116WT y HCT116WTMyc-ER (5 x 10° células) fueron

transfectadas en una placa de cultivo T-6 con 2 ug totales de DNA de los plasmidos (M4-
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Luc, pCEFLMyc, pR-Null) y 3 yl de FuGene en una proporcién (3:2). A las 18 horas de la
transfeccion se afiadid 100 nM 40HT y 36 h después de haber sido transfectado se
recogieron las células para realizar el ensayo luciferasa. El ensayo luciferasa se realizo
como aparece descrito en el apartado 3.3.4.

- La linea HCT116p217 (1 x 10 ° células en placa p60) fue transfectada con 1,5 ug
DNA de los plasmidos (pG13-Luc, pGL3-Mdm2-Luc, pGL3-p21-Luc, pGL-3 y pR-Null)y 3
Ml de Lipofectamine. A las 36 horas de la transfeccién se realizé el ensayo luciferasa
como aparece descrito en el apartado 3.3.4.

- La linea HCT116 (2,5 x 10 ® células) fue infectada en una placa de cultivo p-100
con adenovirus de la proteina completa p21, esta construccion estaba unida a la proteina
GFP y ello nos sirvid como control de la infeccion a las 24 horas. La infeccidn se realizo
durante 1 h en un mL medio de crecimiento RPMI-8% FCS que contenia la concentracion
adecuada de virus, cada 15 min durante esa hora las células eran agitadas en la placa de
cultivo. Después de esa hora se anadiéo medio de cultivo hasta completar los 6 mL. Tras
24 horas se observd que alrededor del 80 % de células infectadas y se analizé la

expresion de la proteina p21 por western blot.

3.3.3 Ensayos Luciferasa.

Para determinar la actividad de p53 se utilizaron promotores de genes regulados
por p53 como son p21-Luc, Mdm2-Luc y un promotor artificial que presenta 13 lugares de
unién para p53 (pG13-Luc) estos promotores controlan la expresién del gen reportero de
la luciferasa de Firefly.

Una vez realizadas las distintas transfecciones en transitorio (36-48 h) se lavaron
las células con PBS y se lisaron sobre las placas con 300 uL de la solucién de lisis PLB
(“passive lysis buffer’). Una vez lisadas y despegadas bien las células, los lisados se
congelaron brevemente a -70° C. El lisado se centrifugd a 14000 rpm durante 30
segundos para clarificarlo. El ensayo luciferasa se realizd utilizando el Kit “Dual
Luciferase reporter assay system” (Promega TMO040) segun las especificaciones del

fabricante. en un luminémetro TD-20/20 (Turner).
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3.3.4 Experimentos de proliferacion y viabilidad celular.

3.3.4.1 Viabilidad celular por azul tripano.

El crecimiento celular (nitmero de células inicial 2 x 10° células/mL) se determiné
por un recuento diario de hasta 4 dias con un hemocitometro. La viabilidad celular se

analizé por exclusion de la tincién de azul de tripan (Sigma).

3.3.4.2 Viabilidad celular por ensayos de WST-1.

Se realizaron ensayos de reduccion de la sal de tetrazolio WST-1 para determinar
la actividad metabdlica de las células. Siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche).
Las células se crecen en placas de cultivo T-96 a una concentracion final de 5-10 x 10°
células/ pocillo durante 48 h.

Una vez estaban adheridas las células a la placa de cultivo se indujo p21 con 50
MM ZnSO, y 90 min después se afiadid imatinib a distintas concentraciones. Cada pocillo
se incubo con 10 yL de WST-1 durante 2 h a 37° C y la absorbancia se midié a 405 nm.
Las medidas se realizaron a 24 h y a 48 h de aplicar los tratamientos a las células de

cultivo. Como blanco de las medidas se utilizé medio de cultivo con WST-1 sin células.

3.3.4.3 Ensayos de formacion de colonias.

Los ensayos clonogénicos en la linea HCT116 y sus sublineas se realizaron en
placas de cultivo T-6 (5.000 células por pocillo) o T-12 (8.000 células por pocillo).

Una vez las células estaban adheridas a la placa de cultivo se aplicaron las
distintas concentraciones de los distintos tratamientos (imatinib, gefitinib y adriamicina). El
experimento se mantuvo hasta que la densidad celular en los controles estaba alrededor
del 90%. Cada 48 h se cambiaba el medio de cultivo y se aplicaba de nuevo el
tratamiento.

Se realizé un experimento dosis-respuesta en T-6 donde aplicabamos una dosis
de 10 uM de imatinib durante 24 horas. Pasado este tiempo las células se lavaban con

PBS 1x y se aplicaba nuevo medio de crecimiento RPMI 1640 -8 % FCS. Los recuentos
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celulares se realizaron a las 24 horas de tratamiento y en los siguientes tres dias cada 24
h desde que se elimind el tratamiento.

Posteriormente las células fueron fijadas y tefiidas con 1 % cristal de violeta (en
metanol) 6 0,1 % con Azul de Coomasie (en metanol:acético) durante 10 min. Para su
cuantificacion las placas tefiidas con cristal de violeta se destifieron con 10 % de acido

acético y se midié la absorbancia a 590 nm.

3.3.5. Determinacion de la apoptosis.

3.3.5.1 Analisis de la fase sub Go-G1 del ciclo celular.

El andlisis del ciclo celular se realizé mediante yoduro de propidio, que se
intercala en el DNA y permite determinar el contenido de DNA en las distintas fases del
ciclo. Ello incluye la fase sub-Go, donde se acumulan células en apoptosis. Las células
(0,5 x10°) se centrifugaron a 1500 rpm 5 min y se lavaron con 5 mL de PBS frio. Las
células se resuspendieron en 500 yL de PBS frio y se fijaron con 4,5 mL de etanol
absoluto a 4° C. Este se fue afiadiendo lentamente y en agitacién hasta una
concentracion final de 90% de etanol. Tras 30 min en hielo, las células se centrifugaron a
1000 rpm 5 min y se lavaron con 5 mL de PBS conteniendo 200 uyg/mL RNAsa A libre de
DNAsa y 10 yg/mL de yoduro de propidio y se incubaron durante 30 min a 37° C
protegidas de la luz. Las células asi tefiidas se analizaron mediante citometria de flujo en

un citdbmetro FACScan (BD Biosciences).

3.3.5.2 Analisis de apoptosis por union Anexina-V.

Anexina V es una proteina que se une a fosfolipidos de membrana y tiene una
alta afinidad por la fosfatidilserina (PS) (Raynal. P et al., 1994), la cual queda expuesta en
la cara externa de la membrana celular en células en estadios tempranos de apoptosis.
Por otra parte el 7-Amino-actinomicina (7-ADD) es un colorante vital que marcaria solo
muerte celular o apoptosis tardia. La unién a anexina V y tincién con 7-ADD se llevo a
cabo con el “Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit” (BD Pharmingen). Las células (0,5
x10°) se centrifugaron a 1500 rpm 5 min y se lavaron con 5 mL de PBS frio. Las células
se resuspendieron en 100 yL de tampoén de anexina (0,1 M Hepes/NaOH pH 7,4, 1,4 M
NaCl, 25 mM CacCl,) y se afiadieron 2 uL de Anexina V y 2 uL de 7-AAD. Se agitaron las

células y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad y se
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afadio 400 yL mas del mismo tampon por tubo. Las muestras se analizaron en un

citometro de flujo FACScan (BD Biosciences).

3.3.5.3 Proteolisis de la proteina PARP.

PARP es una poly(ADP-ribosa)polimerasa que modifica varias proteinas
nucleares por poly(ADP-ribosilacién). PARP sufre rotura proteolitica por caspasas cuando
las células sufren dafio en el DNA, esa ruptura se produce entre los aminoacidos 214 y
215 generandose un fragmento de 85 kDa, esta ruptura es un sintoma temprano de
apoptosis. La ruptura de la proteina PARP se observd por western blot, y el anticuerpo

usado esta descrito en la tabla 3.5.

3.4 Tratamientos con farmacos.

3.4.1 Tratamiento con imatinib.

Como se describié en la introduccién (ver Introduccién 1.5), el imatinib es un
inhibidor de las actividades tirosina-quinasa de Bcr-Abl (proteina de fusién producto de la
t(9,22) en la leucemia mieloide cronica), c-Kit/CD117 (receptor tirosina quinasa del factor
SCL o Kit-ligando) y PDGF-R (receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas).

Este farmaco se ha usado a lo largo de esta Tesis para determinar los efectos de
un inhibidor tirosina-quinasa en cancer colorectal. Se han wusado distintas
concentraciones de imatinib (stock disuelto en agua y almacenado en alicuotas a -20 °

C). El imatinib fue proporcionado por Novartis.

3.4.2 Tratamiento con gefitinib

Es un inhibidor de la actividad tirosina-quinasa de EGF-R (Receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano) que impide la transducciones de sefales implicadas en
la proliferacion y supervivencia de células cancerosas.

Este farmaco ha sido usado a distintas concentraciones (stock disuelto en DMSO

y almacenado en alicuotas a -20° C). El gefitinib fue suministrado por AstraZeneca.
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3.4.3.Tratamiento con adriamicina (doxorubucina).

Es un farmaco antitumoral que inhibe a la topoisomerasa Il. Se une directamente
a los acidos nucleicos, mediante la intercalacién en la doble hebra del DNA y ello provoca
la inhibicion de la sintesis de DNA.

En esta Tesis se utilizd como control positivo de apoptosis en HCT116 y
derivadas, siguiendo las indicaciones de trabajos publicados anteriormente Se utilizaron
distintas concentraciones (stock disuelto en agua y almacenado en alicuotas a -20° C

protegidas en todo momento de la luz). La adriamicina fue obtenida de Sigma.

3.4.4 Tratamiento con 5-fluoracilo.

Es un farmaco anticanceroso del tipo de los antimetabolitos y perteneciente al
grupo de los analogos de pirimidina. El 5-fluoracilo inhibe la sintesis del DNA.

En esta Tesis se utilizé como control positivo de apoptosis. Se utilizaron distintas
concentraciones (Stock disuelto en agua y almacenado en alicuotas a -20° C). El 5-

fluoracilo fue obtenido de Sigma.

3.5 Preparacion de extractos de muestras de cancer colorectal.

Se analizé por western blot la expresion de las proteinas p21, p27, p57 y c-Myc
en muestras de cancer colorectal.

Las muestras clinicas fueron suministradas por el Servicio de Anatomia
Patolégica del hospital Marqués de Valdecilla, en colaboracion con la Dra. Carmen
Gonzalez Vela y el Dr Jorge Cuevas. Las muestras suministradas provenian de pacientes
afectados con cancer colorectal, de los cuales se toman muestras de tejido tumoral y de
tejido sano colorectal. El estadio de cada tumor fue proporcionado por el Dr. Rivera del
Servicio de Oncologia del Hospital Marqués de Valdecilla.

Las biopsias llegaron al laboratorio en criotubos y en hielo seco, eran pesadas en
una balanza de precisidn y se obtenian entre 50-100 mg que pulverizabamos en un
mortero de porcelana y con hielo seco. Una vez reducido se lisaban con el buffer de lisis
2x Laemmli (100 mM Tris pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol) sin el 8 % de Mercaptoetanol

(v:v) y sin 0,1 % de azul de bromofenol que se anade en cada uno de los lisados justo en
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el momento antes de la electroforesis. Los volumenes finales de tampdn de lisis que se
usaron fue en funcion del peso (300 uL de buffer de lisis por cada 50 mg de tejido).

Una vez lisado se homogenizé en un Polytron (de 1mm) con dos pulsos de 3-5
segundos, tras cada pulso se realizé una centrifugacién a 13000 rpm durante 10 seg para
clarificar. Posteriormente, se volvié a centrifugar 13000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. Se recoge el sobrenadante en un nuevo eppendorfy se separd 10 pL para
cuantificar proteinas por el método “DC Protein Assay” (BioRad). Al resto de lisados se le
afiadié el 8 % de mercaptoetanol (v:v) y el 0,1 % de azul de bromofenol. Se calent6 5

minutos a 95° C y se realiz6 el western blot como viene descrito en el apartado 3.2.
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1 Papel de p21 en respuesta a inhibidores de tirosina-quinasas

4.1.1. Efectos de imatinib en proliferacion y apoptosis de cancer colorectal.

Uno de los objetivos de esta Tesis fue estudiar el papel de p21 en la respuesta a
farmacos inhibidores de tirosina-quinasa. Para ello, analizamos primero los efectos del
farmaco imatinib en cancer colorectal (CCR). Escogimos como modelo celular la linea
HCT116 en base a un trabajo previo que sugirié al receptor tirosina-quinasa c-Kit como
diana terapéutica de imatinib (Attoub et al., 2002). Ademas, el modelo celular HCT116
ofrecia la posibilidad de estudiar los efectos en presencia y ausencia de p21 o p53, ya
que se disponia de sublineas con mutacion de p21 (HCT116p217) (Waldman et al., 1995)
o de p53 (HCT116p53™) (Bunz et al., 1998). Estas mutaciones fueron corroboradas en

las lineas usadas en nuestro trabajo (fig 4.1).

a) HCT116 Fig 4.1 Confirmacion de las delecciones de p21
WT p21-- y p53 en sublineas celulares HCT116. a) La
«10,3kb  qejeccion de p21 en la linea celular HCT116p21--
tg:gtg se analizé mediante southern blot usando como
una sonda del promotor de p21. Se observan los
alelos silvestres WT (10,3 Kb), el alelo Neo (8,8
b) HCT116 kb) y el alelo Hyg (7,6 kb) los dos alelos mutados
de p21 (ver 3.1.4). b) Confirmacion de la mutacion
de p21 mediante western blot con anticuerpos
-— - p21 anti-p21. El control positivo utilizado fue la linea
Kp21 (Munoz-Alonso et al., 2005), con expresion
ectépica p21. También se usd como control la
HCT116 linea WT. c) Confirmacion de la mutacion de p53
mediante western blot con anticuerpos anti-p53.

Control +  p21- WT

c)

wT p53-
—r p53

4.1.1.1. Efecto de imatinib en proliferacion celular.

En primer lugar, estudiamos la sensibilidad al imatinib de células parentales
(HCT116WT) y de células deficientes en p21 (HCT116p21™) o en p53 (HCT116p53™),
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mediante ensayos dosis-respuesta a distintas concentraciones de imatinib (fig 4.2). Este
experimento se realizd en paralelo con otro inhibidor de tirosina-quinasa como es
gefitinib (con mayor especificidad para EGF-R). Gefitinib utiliza el mismo mecanismo de
accion que imatinib y es usado para el tratamiento de cancer de pulmén no microcitico
NSCLC (revisado en Frampton and Easthope, 2004). Podemos observar que las células
deficientes en p21 son mucho mas sensibles a ambos inhibidores tirosina-quinasas, si
comparamos con las células parentales y las células p53” (fig 4.2.a.). Este efecto
también se observa en células tratadas con dos farmacos genotdxicos, ADR y 5-FU,
como se ha descrito previamente (Bunz et al., 1999; Javelaud and Besancon, 2002).

Estos farmacos se usaron como control de nuestros experimentos (fig 4.2.b).

a) 0 5 10  pM Imatinib 0 1 5 HMGefitinib

HCT116 WT

HCT116 p53--

HCT116 p21--

b) 0 0,5 0,75 uM ADR M 5-FU

HCT116 WT

HCT116 p53--

HCT116 p21--

Fig 4.2 Ensayos dosis-respuesta de las lineas HCT116 con farmacos genotoxicos e inhibidores de
tirosina-quinasa. a) Ensayos de formacion de colonias de las lineas HCT116WT, p537 y p21-- tratadas
con inhibidores de tirosina-quinasa (imatinib y gefitinib), a) Ensayos de formaciéon de colonias de las
lineas HCT116WT, p537 y p217- tratadas con farmacos genotoxicos (ADR y 5-FU). El tratamiento se
aplicé hasta obtener una densidad celular del 80 % en las células sin tratar. Posteriormente se tifieron
con 1% de cristal violeta.

-

El efecto anti-proliferativo de imatinib en HCT116p21™ es debido a la citotoxicidad,

como lo demuestra el hecho, de que las células HCT116p21” no reanudan su
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proliferacion celular si eliminamos el farmaco del medio de cultivo mediante lavado

después de 24 horas de tratamiento (fig 4.3).

200 30
A HCT116 WT 1 25 HCTMEP21*
% 150 S
g —4~ CONTROL E 20
3 3
S 100 ~- 10 uM Imatinib ‘g 15
h L 3 10 L
Z 50 —— 24h Imatinib + Lavar . *
! 5
0 0
00 '1 '2 '3 '4 dias 0 1 2 3 4 dias

Fig 4.3 Ensayos de citotoxicidad en las lineas celulares HCT116 WT y HCT116 p21--. Las
células se crecieron en ausencia (control) o presencia de 10 uM de imatinib. Paralelamente se incubd
un cultivo con 10 yM imatinib durante 24 h, se lavé (L) y se incubaron durante 3 dias mas con medio
sin imatinib. Los recuentos celulares se realizaron en un hemocitémetro.

4.1.1.2 Estudio de la apoptosis inducida por imatinib.

Para tratar de elucidar si el efecto citotoxico de imatinib en células deficientes en
p21, era a través de la inducciéon de apoptosis, realizamos distintos ensayos. Mediante
técnicas de citometria de flujo, analizamos el porcentaje de células en la fase SubGO

(marcador de apoptosis) en cada una de las lineas HCT116 (fig 4.4).
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Fig 4.4 La linea HCT116p217/- presenta una mayor poblacion de células en la fase Sub-GO.
Citometrias de flujo de las células HCT116, donde se muestra en los histogramas el contenido de DNA de
las células tras la tincién con yoduro de propidio. Las células se trataron durante 48 con Imatinib o ADR.
En los paneles se muestra el tanto por ciento de células en la fase Sub-GO del ciclo celular.
Representacion lineal (derecha) y representacion logaritmica (izquierda). Se muestra un experimento
representativo de tres realizados.
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El resultado demostré un elevado porcentaje de células en la fase SubGO en la
linea celular HCT116p21™ en presencia de imatinib. Este resultado era muy similar al
obtenido con el farmaco control de nuestros experimentos (ADR). Sin embargo, el
porcentaje de celulas en la linea parental o en la deficiente en p53 era menor.

Ademas, estudiamos mediante western blot la rotura proteolitica de la proteina
PARP, un marcador de apoptosis (ver 3.3.5.4). En la figura 4.5.a se observa la rotura de
PARP, en las células HCT116p21™ tratadas con imatinib a dosis de 15 uM y 20 uM. Esta
rotura no se producia en las células parentales, ni en células mutadas para p53" (fig
4.5b y 4.5.c, respectivamente). La rotura proteolitica de PARP, también se observo

cuando las células HCT116p21™ se trataron con ADR como control positivo de apoptosis.

a)

HCT116 p21™- MM Imat. 48 h
0 10 15 20 ADR
112kDa | o coe—— D CE—— —
PARP
85kDa — — i
e o—— O— —— | — a-Tubulina
b)
HCT116 WT MM Imat. 48 h
0 5 10 15 20
112kDa s G — o— — PARP
| — — — — —— | O0-Tubulina
c)
HCT116 p53-- UM Imat. 48 h
0 5 10 15 20
112KkDa | f— — PARP

a-Tubulina

Fig 4.5 Analisis de la apoptosis medida por la rotura de la proteina PARP. Las células HCT116 (WT,
p537y p217-) fueron tratadas con imatinib a dosis 10, 15, 20 uM durante 48 h. Posteriormente se analizé la
rotura de PARP mediante western blot. a) La linea delecionada para p21 presenta rotura proteolitica de
PARP observandose dos fragmentos (112 kDa y 85 kDa). El control positivo son las células tratadas con 1
MM ADR durante 24 h. b) La linea parental presenta un unico fragmento de PARP. c) La linea delecionada
para p53 presenta un unico fragmento de 112 kDa de PARP. Como control de carga se utilizé la o-
Tubulina.
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Por ultimo, medimos la externalizacion de fosfatidilserina mediante la uniéon a
anexina V (un marcador de apoptosis temprana). Las células mutadas para p21
presentaban un mayor porcentaje de células anexina positivas que las células
HCT116WT y las células HCT116p53™ (fig 4.6).

35
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25 [ ] HCT116 WT
20
15
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B HeT116 p53-
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% Células anexina V-positiva

0
0 10 15 20 puMImat. 48 h

Fig 4.6 La linea celular HCT116p21-- presenta mayor unién a anexina-V. Determinacion del porcentaje
de células anexina V-positivas mediante citometria de flujo. Las células HCT116 fueron tratadas durante
48 h con dosis crecientes de imatinib. Se muestra un experimento representativo de tres realizados.

Estos resultados, sugerian que p21 tenia un efecto protector de la apoptosis
provocada por imatinib. Los efectos de imatinib, a pesar de su actividad bioquimica como
inhibidor de tirosina-quinasa podrian ser explicados por un mecanismo genotoxico no
descrito para esta molécula. Para explorar esta hipotesis, analizamos por
inmunofluorescencia la fosforilacién de la histona H2AX (un marcador universal de dafo
genomico) (Thiriet and Hayes, 2005) (fig 4.7).

HCT116 WT HCT116 p21~-
y-H2AX DAPI y-H2AX DAPI
Control
Imatinib
ADR

Fig 4.7 Las células tratadas con imatinib no presentan fosforilacion de la histona H2AX . Imagen de
microscopia de fluorescencia de células HCT116 WT y HCT116p21-- tratadas con 15uM imatinib o 0,5uM
ADR durante 48 h y posteriormente, incubadas con un anticuerpo contra y-H2AX o tefidos los nucleos

celulares con DAPI . 79



El resultado demuestra que las células tratadas con imatinib no presentan marcaje
de yH2AX (H2AX fosforilada), mientras que las células tratadas con ADR, conocido
agente genotoéxico, si presentan este marcaje. Por lo tanto, el efecto citotoxico causado

por imatinib no es consecuencia de dano al DNA.

4.1.1.3 Analisis de posibles dianas celulares de imatinib

A continuacion, realizamos un estudio de posibles dianas intracelulares para
imatinib en el modelo celular HCT116. Como primera aproximacion, estudiamos aquellas
quinasas descritas como dianas de imatinib. Se pudo observar la inhibicion de la
fosforilacion sobre Abl (fig 4.8.a) en el modelo celular HCT116. Sin embargo, no hemos
podido detectar niveles de expresion de los receptores c-Kit (fig 4.8.b), a pesar de estar
descrito (Attoub et al., 2002), ni de otros receptores como EGFR (fig 4.8.c), en este

modelo celular.
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Fig 4.8 Estudio de las dianas terapéuticas de imatinib. a) Células HCT116 (WT y p21--) tratadas a
dosis crecientes de imatinib durante 48 h. Estudio de los niveles de expresion de ABL y de fosforilacion
de ABL mediante western blot con anticuerpos anti- ABL y anti-p-Tyr. Como control de carga se utilizé
anti-B-Actina. b) Estudio de los niveles de expresion de c-Kit en las lineas celulares HCT116 mediante
western blot. Control positivo de la linea celular MO7 que expresan c-Kit. Como control de carga se
utilizé anti a-Tubulina. c) Estudio de los niveles de expresion de EGFR en las lineas celulares HCT116
mediante western blot. Control positivo de expresion de EGFR la linea celular HeLa. Como control de
carga se utiliz6 a-Tubulina.
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Con este resultado, decidimos realizar una busqueda de otras quinasas que
pudieran estar alteradas en presencia de imatinib. Estudiamos la actividad de quinasas
que estan involucradas en diferentes procesos: AKT (PKB), participa en rutas anti-
apoptéticas al fosforilar e inactivar componentes de la maquinaria apoptotica (Martelli et
al., 2006); ERK, esta relacionada con procesos de supervivencia celular (Fabregat et al.,
2007) y también estudiamos la fosforilacion de la quinasa c-SRC relacionada con
procesos anti-apoptéticos (revisado en Stephanou and Latchman, 2005). Estudiamos la
activacion mediante western blot y anticuerpos fosfo-especificos. Observamos que las tres
proteinas estaban hiper-activadas en HCT116p21” respecto a HCT116WT sin tratamiento
(calle “C” de la figura 4.9). Ademas, en células HCT116p21” se produce una disminucion
de la actividad quinasa SRC relacionada con procesos anti-apoptoéticos a altas dosis de
imatinib. Sin embargo, en células HCT116WT la forma activada de las quinasas aumenta
a dosis creciente de imatinib (fig 4.9). Lo mas notable de estos resultados, es el alto grado
de activacién de ERK, AKT y ¢-SRC que presentan las células mutadas para p21 en

condiciones basales.
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Fig 4.9 HCT116 p217- presenta una elevada actividad quinasa respecto a HCT116 WT. Las células
HCT116 (WT y p217) fueron tratadas con dosis crecientes de imatinib durante 48 h. Las actividades
quinasas se detectaron mediante el estudio de los niveles de fosforilacion con anticuerpos anti-p-
quinasas. a) Estudio de los niveles de fosforilacion de SRC. b) Estudios de los niveles de fosforilacién de
AKT y ERK. Como control de carga se uso la -Actina y la a-Tubulina.

4.1.2 Modulacion de p21 v su efecto sobre la apoptosis mediada por imatinib.

Los resultados anteriores indicaban una caracteristica de HCT116p21” no descrita
hasta ahora, y que hacia necesario investigar si los efectos apoptéticos que

observdbamos eran o no debidos a la ausencia p21. Para ello realizamos tres abordajes
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complementarios: reducir los niveles de p21 mediante Myc o siRNA en células
HCT116WT vy recuperar los niveles de p21 con un sistema inducible en células
HCT116p217.

4.1.2.1 Represion de p21 inducida por la sobre-expresion de Myc

Seoane y Massague (Seoane et al., 2002), describieron que el aumento de
expresion de Myc en células de cancer colorectal HCT116, aumentaba ligeramente la
apoptosis por farmacos genotdxicos (ADR), debido a la represién transcripcional que
ejercia Myc sobre el promotor de p21. En estas condiciones p21 actuaba como un
protector de la apoptosis inducida por ADR.

En este trabajo, quisimos determinar si estos resultados se reproducian con
farmacos no genotdxicos como imatinib. Para contestar a esta pregunta en primer lugar
analizamos si imatinib inducia cambios en la expresion de c-Myc endégeno. Tal y como
se muestra en la figura 4.10, imatinib no induce cambios significativos en la expresién de
Myc en ninguna de las tres lineas celulares HCT116, a pesar de la parada proliferativa
(HCT116WT y HCT116p53™) 0 apoptosis (HCT116p217") que produce.

HCT116
wrt p53-- p21°7-
0 10 15 20 0 10 15 20 0 10 15 pMImat. 48 h
®e s & " B e e | c-Myc
e AN ) W, —-— L W Ry . e e a-Tubulina

Fig 4.10 Imatinib no induce cambios en la expresion de c-Myc. Estudio de los niveles de expresion de
c-Myc endogeno en las lineas celulares HCT116 (WT, p537 y p217/-) a dosis crecientes de imatinib
durante 48 h. El estudio se realizé mediante western blot. Como control de carga se utilizé la a-Tubulina.

4.1.2.1.1 Obtencidon de transfectantes estables con expresion condicional de Myc
en HCT116.

Generamos sublineas de HCT116 con expresion inducible de Myc, utilizando
retrovirus pBabepuroMyc-ER. La proteina de fusion MycER™, es el resultado de la fusién

del factor de transcripcion Myc con el dominio de unién al ligando del receptor de
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estrogenos, este ultimo con una mutacion que le hace especifico para el 4 hidroxi-
tamoxifeno (40OHT). De esta forma, en ausencia de ligando, MycER se encuentra anclada
a chaperonas (Hsp90) en el citoplasma y es inactivo. Tras la unién del ligando (4OHT) al
dominio receptor de estrégenos, la proteina de fusién entra en el nucleo y se une a
secuencias dianas de Myc ejerciendo su funcién (Littlewood et al., 1995) (fig 4.11.a). Las
tres lineas celulares de cancer colorectal (WT, p53” y p217) se infectaron con los
retrovirus y se seleccionaron en un medio con puromicina, obteniéndose un “pool” de
cada sublinea celular con expresién inducible de MycER™. Ademas, se obtuvieron lineas

control con el vector vacio pBabepuro.
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D + + + - - + + + - - + + + 4-OHT
e — — N - — — 1< eXOg
; | c-Myc
P - < endo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fig 4.11 Anadlisis de las sublineas HCT116Myc-ER. a) Esquema de la construccion retroviral de la
proteina de fusién MycER. En ausencia del ligando (4OHT) la proteina se encuentra inactiva. Cuando el
ligando estd presente se une al dominio receptor de estrégenos y la proteina c-Myc se activa. b) Las
diferentes sublineas HCT116MycER se infectaron con el vector retroviral pPBABE-MycER. Cada sublinea
fue tratada (+) con 100 nM de 40HT durante 10 y 24 h, como se indica. La expresion de c-Myc exdgeno y
endogeno se analizo mediante western blot con anticuerpos anti-Myc.

La figura 4.11.b muestra el analisis por western blot de las tres lineas obtenidas,
donde se observa la presencia de la proteina de fusion MycER (aproximadamente de 100
kDa). La adicién de 40HT a cultivos de células HCT116Myc-ER produce una clara
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disminucién de la proteina Myc enddégena en un tiempo de 24 h (fig 4.11.b, comparar
carriles 4, 9y 14 con 2, 7 y 12). Esto es debido a un fendmeno ya descrito de auto-
supresion de Myc enddgeno por el exdgeno, y nos sirve para corroborar la funcionalidad
del Myc ectopico. La infeccién de HCT116 con pBabeMyc-ER, inhibe la induccién de la
proteina p21 (fig 4.12), como se esperaba en presencia de adriamicina. La inhibicion en
la expresion de p21 por Myc, es debido a que Myc actua como un represor de la
expresion de p21 (ver Introduccién, 1.2.3), ello también sirvié para corroborar la funcio
nalidad del Myc ectdpico.

HWTMyc-ER Fig 4.12 Myc induce una disminucion de la
expresion de la proteina p21. Se estudio la
expresion de p21 mediante western blot en las

Control 05 uM ADR 14h

- * -+ 4OHT células HCT116WTMyc-ER tratadas y sin tratar
- p2 con 100 nM 40HT y con 0,5 uM de ADR. Como
PR —Y a B-Actina control de carga se utiliza la B-Actina.

4.1.2.1.2 Efecto de la expresion ectopica Myc sobre la apoptosis inducida por

imatinib.

Una vez obtenidas las sublineas celulares HCT116Myc-ER y comprobada la
represion de p21, quisimos estudiar si el aumento de expresion de Myc modificaba el
efecto inductor de apoptosis por imatinib en células parentales. Para ello, primero
analizamos los cambios de expresion de la proteina Myc a dosis crecientes por western
blot. Observamos que los niveles de expresion de Myc enddégeno e exdgeno no variaban
significativamente con dosis creciente de imatinib en las tres lineas celulares (fig 4.13).

HCT116Myc-ER

WT p537- p217-
0 10 15 0 10 15 0 10 15 MM Imat. 48 h
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- e - e e— --‘.-—- , e = c-Myc endo
6 B . . . . . - - e ews a-Tubulina

Fig 4.13 Imatinib no induce cambios de expresion de Myc. Se estudi6 la expresién de c-Myc
mediante western blot, en células HCT116 Myc-ER tratadas (+) y sin tratar (-) con 100 nM 4-OHT vy
con dosis crecientes de imatinib durante 48 h. Como control de carga se utiliza a-Tubulina.
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Se observa una estabilizacion de Myc exdgeno en respuesta a 40HT, efecto ya
observado en otros modelos y cuyo mecanismo no esta claro. Sin embargo, lo mas
interesante era determinar si el aumento de expresion de Myc variaba los efectos de
imatinib en el modelo celular HCT116. Para ello, en primer lugar comprobamos que Myc
no inducia apoptosis en condiciones basales en la linea parental (fig 4.14). Analizamos la
rotura de la proteina PARP como marcador de apoptosis (fig 4.14.a). Observamos, que el
aumento de expresion de Myc en HCT116WT, p53™ 6 p21” no modifica los resultados
obtenidos en las correspondientes lineas sin expresion ectdpica de Myc, es decir, sélo en

la linea HCT116p217 en presencia de imatinib se inducia la rot ura de PARP.
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Fig 4.14 La expresion ectopica de Myc no modifica la apoptosis por imatinib en HCT116. Las
células HCT116Myc-ER fueron tratadas con 100 nM 40HT y con dosis crecientes de imatinib durante 48
h. a) Analisis de la rotura proteolitica de PARP mediante western blot. La rotura proteolitica de PARP
genera dos fragmentos, 112 kDa y 85 kDa. El control positivo de la rotura de PARP son células
HCT116WT tratadas con 0,5 yM ADR durante 48 h. Como control de carga se utiliza a-Tubulina. b)
Ensayos clonogénicos a dosis crecientes de imatinib en ausencia y presencia (+ 40HT) de Myc exdgeno.
Las células se tifieron con 1 % de cristal violeta. ¢) Porcentaje de poblacion anexina V obtenido mediante
citometria de flujo.
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Este mismo resultado también lo observamos con experimentos de proliferacion
(fig 4.14.b). Las células HCT116p217Myc-ER en presencia de imatinib son las Unicas que
sufren apoptosis y esta no es modificada por la expresion ectopica de Myc. Sin embargo,
HCT116WTMyc-ER (que conlleva una represién de los niveles de p21) o HCT116p53™
Myc-ER no presentan mayor sensibilidad a imatinib. Ademas, el estudio de union a
anexina V en células HCT116 WT y HCT116p21” no demostré un aumento significativo
del porcentaje de células anexina-positiva con expresion ectépica de Myc respecto a la
expresion de Myc enddégeno (Fig 4.14.c). Por lo tanto, el aumento de expresion de Myc
no induce apoptosis en HCT116WT o en HCT116p53™, ni tampoco rescata este efecto en
la linea HCT116p21™".

En resumen, este resultado sugeria que quiza la ausencia de p21 en las células
HCT116p21” no era responsable de la apoptosis inducida por imatinib, a diferencia de lo
que habia sido observado en este modelo celular con sobre-expresion de Myc en
presencia de farmacos genotoxicos, (Seoane et al., 2002). Para confirmarlo, generamos
otros sistemas donde la expresiéon condicional de p21 en HCT116p21” o un
silenciamiento parcial de p21 mediante RNA de interferencia (shp21) en HCT116WT, nos
ayudara a esclarecer el papel de p21 en los efectos de inhibidores tirosina-quinasa.

4.1.2.2 Expresion ectoépica condicional de p21

Un segundo abordaje para determinar si la ausencia de p21 era la responsable
del fenotipo hipersensible de las células HCT116p21™, fue obtener una sublinea derivada
de HCT116p21™ con expresion ectépica inducible de p21 y ensayar el papel protector de
p21 frente a farmacos no genotodxicos. Para ello, usamos el vector pMTCB6-p21 que
dirige la expresion del cDNA de p21 humano mediante el promotor de la metalotioneina,
que es inducible por Zn** (Andrews, 2000). En nuestro laboratorio, ya se ha utilizado este
vector de expresion en células K562 con p21 (Canelles et al., 1997; Delgado et al., 1995;
Munoz-Alonso et al., 2005).

4.1.2.2.1 Obtencion de transfectantes estables con expresion condicional de p21
en HCT116p21™.

Las células HCT116p21” se co-transfectaron con los vectores de expresion

pMTCBG6-p21 y pLPCX, (este ultimo permitié seleccionar los cultivos con puromicina, ver
Materiales y Métodos 3.3.1). Se obtuvieron colonias puntuales que fueron aisladas y
expandidas, hasta obtener alrededor de 30 clones y se seleccionaron aquellos que
presentaba expresion ectépica e inducible de p21 en respuesta a ZnSO,. Escogimos el
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clon N° 17 como positivo y recibié el nombre de HKO-MTp21-17 (fig 4.15). Como control
de la induccién de p21 construimos otra sublinea con el vector vacio de pMTCBS,
denominada HKO-MT. Si comparamos la induccién de p21 de esta sublinea control con
la sublinea HKO-MTp21-17, podremos observar que no existe expresion de p21 en la
linea control que procede de las células HCT116p217, lo que implica que los cambios en
los niveles de p21 no se deben a efectos no deseados del tratamiento con Zn**.

HCT116 HKO-MTp21
P 1 #27 HKO-MT
E 8 & -+ - 4 -+ 50uM Zn*
| — - p21
—-— —— B-Actina

Fig 4.15 Analisis de los clones con p21 inducible. Los diferentes clones derivados de HCT116 p21+-
transfectados con el vector de expresion pMT-CB6-p21 (HKO-MTp21) y con el vector vacio pMT-
CB6+(HKO-MT) se trataron con (+) y sin (-) 50 yM ZnSO, tal como se indica. La expresion de p21 se
analiz6 mediante western blot. Como control de carga se utiliza la B-Actina.

En cuanto a la cinética de induccion de p21 (fig 4.16), la proteina comienza a
observarse a las 3 horas de induccién con Zn* y su expresién va en aumento con el
tiempo, presentando un maximo a las 12 horas de induccion. A partir de este tiempo (12
h), los niveles de expresiéon de la proteina p21 retornan paulatinamente a sus niveles
basales y a los 5 dias la induccion de la expresién de p21 es casi inexistente. En
ausencia de Zn**, se observa una ligera expresion de p21 en la linea HKO-MTp21 que se

atribuye a la fuga de expresion por parte del vector pMTCB6-p21.

HCT116 HKO-MTp21

. 0 50 75 uM Zn?
E &
£ 2 3 24 3 6 12 24 48 72 180 24 horas

-T : L i — R ——.— ep21

— T — S i — — — — a-Tubulina

Fig 4.16 Cinética de inducciéon de p21 en HKO-MTp21. Las células HKO-MTp21 se cultivaron en
presencia de 50 y 75 yM ZnSO4 durante los tiempos indicados. Los niveles de p21 se analizaron mediante
western blot con anticuerpo anti-p21. Como control de carga se analizé la a-Tubulina.
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En la figura 4.16, también puede observarse que la expresién de p21 con 75 uM
ZnS0O, es mayor que con 50 uyM ZnSO, en el mismo tiempo, lo que indica que la
regulacién de la expresion de p21 es dosis-dependiente.

Debido a la importancia de la localizacién subcelular de p21 para sus efectos
biolégicos (ver Introduccion 1.5.2.2), se analizé la ubicaciéon de p21 en las células HKO-
MTp21 mediante inmunofluorescencia. La figura 4.17 muestra que la localizacién de la
proteina p21 inducida es fundamentalmente nuclear, siendo esta localizacién la descrita y

esperable para esta proteina.

HKO-MTp21

DAPI anti-p21

-- B
-- o

Fig 4.17 Localizacion celular de p21 en la linea celular HKO-MTp21. Imagenes de microscopia de
fluorescencia donde se muestra células HKO-MTp21 incubadas en ausencia o en presencia de 50 uM
ZnSO, durante 12 h, y posteriormente incubadas con anticuerpo contra p21 (paneles de la derecha) o
tefiidos los nucleos celulares con DAPI (paneles de la izquierda).

4.1.2.2.2 Efecto de la expresion ectopica de p21 sobre la apoptosis inducida por

imatinib.

Para determinar si la ausencia de p21 era responsable del fenotipo hipersensible
de las HCT116p21” a imatinib, se realizaron experimentos de viabilidad celular en la
sublinea HKO-MTp21. En la figura 4.18.a podemos observar mediante micrografias de
contrastes de fases que la muerte inducida por imatinib es similar en presencia y
ausencia de p21. Mediante citometria de flujo se analiz6 el porcentaje de células anexina
positivas (4.18.b). Los resultados obtenidos no demostraron diferencias significativas con

la expresion ectopica de p21 en presencia de imatinib. Ademas, se analizé la viabilidad
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celular por ensayos de WST-1 (fig 4.18.c). De nuevo, se confirmaron los datos obtenidos
anteriormente y la expresion ectopica de p21 no modificaba significativamente la

viabilidad (como medida de actividad metabdlica) en presencia de imatinib.

a) HKO-MTp21

Control 20 uM Imat. 48 h

Ve,
%

-Zn%*
+Zn2+
b) HKO-MTp21 c)

A Control 20 |.IM Imat. 24 h HKO-MTP21
o ; . 112 u -Zn2+
Zn? 3 4 H+Zn®
- i
A T 0,8

7AAD . ° g 0,6}
. s
L7 s 0,4
i +Zn%* i
i = 0,2
o ..o R Fat 0
10 o 10t 0 15 MM Imat. 24 h.

Anexina-V

Fig 4.18 La expresion ectopica de p21 no modifica la sensibilidad de la linea célular HKO-MTp21
a imatinib. Las células HKO-MTp21 inducidas (+) o no inducidas (-) con 50 uM ZnSO, se trataron con
imatinib. a) Fotografias de contraste de fases de células HKO-MTp21 con (+Zn2* ) y sin (-Zn?* )
induccion de p21, tratadas o no con 20 pyM imatinib durante 48 h. b) Ensayos de anexina V
representados en histogramas; los porcentajes de apoptosis de cada linea celular se representan en el
interior del histograma. Las células se trataron con imatinib durante 24 h. c¢) Ensayos de reduccion de
la sal de tetrazolio WST-1. Las células HKO-MTp21 se trataron con 15 yM imatinib en células con (+
Zn2*) y sin (-Zn2*) expresidn ectopica de p21. Las barras representan el promedio + SEM (n=3).

En conjunto estos resultados confirmaban que la deficiencia de p21 en las
células HCT116p21” no parece ser responsable de la sensibilidad observada a

farmacos inhibidores de quinasas.
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4.1.2.3 Silenciamiento de la expresion de p21

Un tercer abordaje para elucidar si p21 protegia de la apoptosis causada por
inhibidores tirosina-quinasa, fue a través de la inhibicién de la expresién de p21, mediante
RNA de interferencia. Nuestro objetivo era determinar si el silenciamiento de la expresién
de p21 en el modelo celular HCT116WT incrementaria la sensibilidad a farmacos, de

manera similar a lo observado en el modelo celular HCT116p217~

4.1.2.3.1 Obtencién de transfectantes estables con shp21 en la linea celular
HCT116.

Las células HCT116WT se infectaron con retrovirus shp21. Estos virus se
obtuvieron transfectando a las células empaquetadoras Phoenix A con el plasmido
pRetroSuper-p21. En paralelo se infectd el plasmido control pRetroSuper a las células
HCT116WT, creando de este modo la sublinea HCT-pRS (fig 4.19.a).

a) b DAPI
HCT116WT ) pet
Vectores shp21 * HCT116WT
A B c &
HCT-shp21-B

v e e ww | p53

g . g! Rojo ponceau

Fig 4.19 Analisis de la sublinea HCT-shp21. a) Andlisis de las infecciones con los diferentes RNA de
interferencia de p21 (A, B, C) y con el vector pRetroSuper (pRS), mediante western blot con anticuerpos
anti-p21. Como control de carga se tifid el filtro de nitrocelulosa con rojo ponceau, poniendo de manifiesto
las proteinas totales transferidas desde el gel. b) Imagenes de microscopia de fluorescencia donde se
muestran las células HCT116WT (panel superior), las células con silenciamiento de p21( HCT-shp21-B)
(panel central) y las células HCT116 p217- (panel inferior). Las diferentes lineas celulares fueron

incubadas con anticuerpo anti-p21 (paneles de la izquierda) o tefiidos los nucleos celulares con DAPI
(paneles de la derecha).

HCT116p21+
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En un principio, se obtuvieron tres sublineas infectadas con distintos vectores
shp21 (A, B, C), pero tan solo la infectada con el vector B denominada HCT-shp21-B,
mostraba un silenciamiento notable de la expresién de p21 respecto a la infectada con el
vector vacio (fig 4.19.a). El silenciamiento de p21 se corrobor6 mediante
inmunofluorescencia (fig 4.19.b). Se puede observar como la expresion de p21 en la
sublinea HCT-shp21-B era muy inferior a la de la linea HCT116WT y similar al marcaje
de fondo observado para HCT116p21™"".

4.1.2.3.2 Efecto de la supresion de p21 sobre la apoptosis inducida por imatinib

Como ya se ha indicado anteriormente (apartado 4.1.2.1.2 y 4.1.2.2.2),
necesitabamos corroborar el papel de p21 en la apoptosis inducida por imatinib. Para ello
analizamos la muerte celular en la linea donde habiamos silenciado p21 (HCT-shp21). En
la figura 4.20.a podemos observar que dosis crecientes de imatinib tan solo indujeron
apoptosis en la linea mutada para p21 (HCT116p217) y no en la linea HCT-shp21.
Ademas, realizamos estudios de unidon anexina V (fig 4.20.b), encontrando de nuevo el

-

mayor porcentaje de poblacién anexina positiva en las células HCT116p21™, mientras

que las células HCT-shp21 se comportan como las células parentales.

a)

__15um Imat. 48 h

b)
HCT116WT ANEXINA-V @ Control 48 h
H O 20 pM Imat. 48 h
]
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HCT-pRS T 80
3
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| HCT-shp21 < 20 -
0
pPRS sh-p21 p21--
HCT116p21™- Wt

HCT116

Fig 4.20 La supresion de p21 no afecta a la apoptosis inducida por imatinib. a) Micrografias de las
lineas celulares HCT116 (WT, pRS, sh-p21 y p21-) tratadas con 15 y 20 uM de imatinib durante 48 h. b)
Estudio de poblacion anexina V mediante citometria de flujo. El porcentaje de viabilidad celular se
representa en el diagrama de columnas y se corresponde con células anexina V negativas. Se muestra un
experimento representativo de tres realizados.
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La figura 4.21 muestra ensayos clonogénicos realizados en las lineas con
modificaciones en la expresion de p21 (HCT-shp21 y HKO-MTp21) y en las lineas
parentales HCT116WT y HCT116p21” respectivamente. Estos ensayos realizaron en
presencia de farmacos genotéxicos como ADR y 5-FU e inhibidores tirosina-quinasa
como imatinib y gefitinb. Una vez mas, la expresiéon ectopica de p21 (HMTKO-p21) o el
silenciamiento parcial de p21 (HCT-shp21), no modificaron la sensibilidad a farmacos
genotodxicos (ADR y 5-FU), ni a inhibidores tirosina-quinasa (imatinib y gefitinb), respecto
a sus lineas parentales (HCT116p21” y HCT116WT).

UM ADR 48 h MM Imatinib 48 h
0 10 15 20

HCT116WT

Y
A A A4

| HeT116p21+
HKO-MTp21

HCT-shp21 Q Q \Q.Q\

UM Gefitinib. 48 h
10

0 25 5 10

' | HCT116WT

)| HCT-shp21

Fig 4.21 La expresion ectopica de p21 (HKO-MTp21) o el silenciamiento de p21 (HCT-shp21), no
modifican la sensibilidad a farmacos genotoxicos (ADR y 5-FU), ni a inhibidores tirosin-quinasa
(imatinib y gefitinb). Ensayos clonogénicos realizados en las lineas celulares HCT116 (WT, p21-7-, shp21
y KO-MTp21) a dosis crecientes de farmacos durante 48 h. Posteriormente, las células se tifiieron con 1 %
de cristal violeta.

En resumen, mediante tres aproximaciones experimentales diferentes hemos
observado los mismos resultados. Concluimos, que la deficiencia de p21 no es
responsable de la respuesta citotoxica y pro-apoptética de la linea celular HCT116p21™

frente a farmacos genotéxicos ni inhibidores de tirosina-quinasa.
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4.1.3 Expresion diferencial de genes entre HCT116 y HCT116p21” en presencia y

en ausencia de imatinib.

Como consecuencia de los resultados anteriores, y para tratar de dilucidar el por
qué del aumento de sensibilidad de las células HCT116p21” a imatinib o gefitinib,
estudiamos la expresion realizamos de un genes anti-apoptético como Bcl-2 y otro gen
inductor de la apoptosis como Bax (fig 4.22). En el estudio de expresién de Bax, no
hallamos diferencias significativas entre la linea celular HCT116WT y la linea
HCT116p21” en presencia o ausencia de imatinib. Sin embargo, observamos una ligera
disminucion de la expresion de proteina anti-apoptética Bcl-2 en la linea mutada para

p21, que no era modificada tras el tratamiento con imatinib.

HCT116

WT  p21*
0 10 15 0 10 15 uMimat. 48 h

Fig 4.22 Imatinib no induce cambios de
expresion de Bax y Bcl-2. Western blot
realizado con anticuerpos contra Bax y Bcl-2

T ————— Bax en lisados de células HCT116 (WT y p21+F)
tratadas con 10 y 15 pyM de imatinib durante

TP o o .| Bel2 L
-— . 48 h. Como control de carga se utilizé a-

Tubulina.

— R — — — — q'Tubulina

Para ampliar el estudio de expresion de genes de apoptosis, decidimos hibridar
macroarrays con cDNAS de células HCT116WT y HCT116p21™ sin tratar y tratadas con
15 uM de imatinib (dosis a la que se observa apoptosis temprana). Se usé un “GeArray™
Q Series Human Apoptosis Gene Array”. Con este GeArray pudimos determinar la
expresion de 96 genes involucrados en la regulacidon y en la mediacion de la apoptosis o
programa de muerte celular (fig 4.23). En los macroarrays de las células tratadas con
imatinib, se distinguen cambios mayores de expresion de genes apoptdticos en la linea
celular HCT116p21” que en la linea parental, donde apenas se aprecian cambios de
expresion por imatinib (fig 4.23.a).

En resumen, nos encontramos con una alta proporcién de genes efectores de
apoptosis que aumentaban su expresién con imatinib en la linea celular HCT116p21™
(tabla 4.1).
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Fig 4.23 Analisis por macroarray de genes de apoptosis. a) Macroarrays hibridados con cDNAS de
células HCT116WT y HCT116p21-" sin tratar y tratadas con 15 uM de imatinib durante 48 h. Con flechas
azules se muestran genes que cambian su expresion en el macrroarray hibridado con cDNA de células
HCT116p21-- en presencia de imatinib, respecto a los mismos spots en el macroarray hibridado con
cDNA de células HCT116p217 no tratadas. Con flechas rojas se muestran genes que cambian su
expresion en el macroarray de células HCT116p21- no tratadas respecto a los mismos spots en el
macroarray de células HCT116WT no tratadas. Los genes control aparecen en la parte inferior de cada
membrana hibridada. b) Cuantificacion de la sefial obtenida en los macroarrays hibridados. En el
histograma de columnas, se representan los niveles de expresion de algunos genes diana de p53 en
células HCT116 (WT y p217) en presencia y ausencia de imatinib. Los niveles de expresion de cada
gen se normalizan con la sefal obtenida de los genes control de cada macroarray, tal y como se
describe en Materiales y Métodos (3.1.6). El valor de una unidad corresponde a la expresion de los
genes en las células parentales (HCT116WT).
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GEN HCT116 WT HCT116 p21” Ontologia
MCLA1 1,2 2,7 BCL-2
BAX 0,8 1,6 BCL-2
HRK 0,9 2 BCL-2
BIML 1 2,2 BCL-2
FADD 0,8 1,5 BCL-2
BNIP3 1 3,13 BCL-2
BFAR 1,05 1,6 EMC
APAF1 1 1,5 CARD
CARD4 0,9 1,7 CARD
BCL10 1,4 2,3 CARD
BIRC2 0,75 3 IAP
BIRC3 1 1,9 IAP
BICR4 1 1,9 IAP
BICR5 0,8 2,53 IAP
BICR6 0,5 2,7 IAP
CASP7 1,2 2,2 Caspasas
CASP8 0,5 2,5 Caspasas
CASP14 0,8 2,21 Caspasas
CASP2 0,7 1,8 Caspasas
CASP3 0,9 1,8 Caspasas
CASP6 1,2 1,6 Caspasas
CIDEA 0,8 1,9 CIDE
DFFA 1 1,8 CIDE
DFFB 0,8 1,9 CIDE
GADD45A 0,6 1,7 p53

HUSA1 1,05 2,3 p53
CHEKA1 0,8 2,3 p53
RPA3 0,6 21 P53
CKAP4 1 1,8 p53
CHK2 0,5 1,8 p53
MYD88 1 1,53 DMC
RIPK2 0,7 1,9 DMC
CFLAR 1 2 DMC
4-1BB 1,2 2,5 R-TNF
LTBR 1 1,8 R-TNF
KILLER/DR5 0,8 1,7 R-TNF
FAS/CD95 0,8 21 R-TNF
DR3/Apo3 1 2 R-TNF
TNFRSF14 0,9 2,3 R-TNF
TNFR1 1 2,5 R-TNF
LTA 1 2 R-TNF
°TRAIL-R/DR4 1,1 1,7 L-TNF
TRAIL 1,2 1,7 L-TNF
TRAIL-R4/DCR2 1 2,3 L-TNF
HVEML 1,2 1,7 L-TNF
TANK/TRAF-1 0,9 3 TRAF
TRAF3 1,5 1,6 TRAF
TRAF4 1,2 1,6 TRAF

Tabla 4.1 Genes Modificados en respuesta a Imatinib.
normalizacién con los estandares internos (3-Actina y GAPDH). Los datos de expresion de cada gen se
expresa con respecto a su expresion en células sin tratar. Un valor de uno indica que el imatinib no
induce diferencias de expresion del gen correspondiente. Los colores agrupan a cada familia: EMC
(familia de efectores de muerte celular). DMC (familia con dominio de muerte celular), L-TNF (familia de
ligandos TNF), R-TNF (familia de receptores TNF).

Analisis estadistico obtenido tras la
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El aumento de expresion de genes reguladores de la apoptosis, esta en
concordancia con la apoptosis inducida por imatinib en el modelo celular HCT116p21™".

Otro dato relevante es que muchos de estos genes reguladores de apoptosis, ya
mostraban un aumento de expresién en la linea celular HCT116p21” sin tratamiento
alguno, comparandolo con la linea celular HCT116WT (fig 4.24.a, flechas rojas). Algunos
de estos genes eran dianas transcripcionales del factor de transcripcion p53 y participan
como efectores apoptoticos (Killer/DR5 y Fas/CD95) (fig 4.23.b). Sin embargo, no
hallamos diferencias significativas en otros genes pro-apoptéticos como BAX y genes
activados en situacion de estrés celular como GADD45A. Ademas, otro de los genes
diana de p53 que demostré mayor expresion en la linea mutada para p21 fue el regulador
de p53, MDM2. En todos los casos, exceptuando MDM2, los genes diana de p53
aumentaron claramente su expresion en presencia de imatinib en células HCT116p21™
pero no en ceélulas parentales (fig 4.23.b). Todos estos resultados, nos sugieren que la
apoptosis observada en ausencia de p21 esta relacionada con los niveles de expresion de
p53.

4.1.4. Expresion, actividad y modificaciones postraduccionales del factor de

transcripcion p53 en el modelo celular HCT116p217™".

4.1.4.1 Expresion y actividad de p53 en HCT116p217".

Dado que en HCT116p21” se inducian genes diana de p53, se pasé a investigar

el posible papel de p53 en la linea mutada para p21 y su implicacion en la respuesta a
inhibidores tirosina-quinasa. Para ello, se analizé6 en primer lugar la expresion de la
proteina p53 en células HCT116WT y HCT116p21” en presencia y ausencia de imatinib
(fig 4.24).

HCT116

wT p53-- p21+

WT+ ADR
p21 - + ADR

0 10 15 20 0 10 15 20 0 10 15 pMImat. 48

e o - mp53
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Fig 4.24 La linea deleccionada en p21 presenta mayores niveles de expresion de p53. Estudio de los
niveles de expresion de p53 mediante western blot. El estudio se realiza en lineas celulares HCT116
(WT, p53 y p21-) tratadas con dosis crecientes de imatinib durante 48 h. Como control de la expresion
de p53 se trataron las lineas HCT116WT y HCT116p21 - con 1 uM ADR durante 24. Como control de
carga se analiza la a-Tubulina.
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En este estudio, pudimos observar mayores niveles de expresion de p53 en la
linea HCT116p217respecto a la linea parental, aunque estos niveles variaban poco en
presencia de imatinib.

Por otra parte, también estudiamos la expresion de los miembros de la familia
Cip/Kip como son p21 (fig 4.25.a), p27 y p57 (fig 4.25.b). En estos resultados, podemos
observar que no existen cambios de expresién con imatinib, en ninguno de los inhibidores
Cdk. Sin embargo en condiciones basales, la linea mutada para p21 y la linea mutada
para p53 presentaban un aumento de expresion de p27 y p57 respecto a la linea parental
(fig 4.25.b). Este hecho podria explicarse por un efecto compensatorio entre los miembros
de la familia Cip.
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Fig 4.25 Imatinib no induce cambios de expresiéon de p21, p27 y p57. a) Western blot realizado con
anticuerpos anti-p21en lisados de células HCT116 ( WT y p21-) tratadas con dosis creciente de imatinib
durante 48 h. b) Western blot realizado con anticuerpos contra p27 y p57 en lisados de células HCT116 (WT,

p537 y p217) tratas con dosis creciente de imatinib durante 48 h. Como control de carga se utiliza a-
Tubulina.

4.1.4.2. Estabilidad y modificaciones postraduccionales de p53.

El hecho de que encontraramos un incremento de expresion de la proteina p53 en
la linea HCT116p21", nos condujo a estudiar si esa sobre-expresién de p53 se

correspondia con un aumento de su actividad. Para ello, realizamos ensayos luciferasa
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con promotores de algunos de sus genes diana acoplados al gen de la luciferasa (p21-
Luc, MDM2-Luc y PG13-Luc un promotor sintético consistente en 13 lugares de unién
para p53) (fig 4.26).

R M HCT116 1 HCT116 p21--
5

1,6 |

0,5

PG13-Luc p21-LUC MDM2-LUC

Fig 4.26 La linea celular HCT116 p21--tiene mayor actividad transactivadora de p53 que la linea
celular HCT116 WT. Las lineas celulares HCT116 (WT y p21-) fueron transfectadas con los
promotores PG13-Luc, p21-Luc y MDM2-Luc. Tras 36 horas de transfeccion, se realizaron los ensayos
luciferasa. Las barras representan el promedio + SEM (n=3) de la actividad luciferasa de cada promotor
normalizado con la actividad del gen de la luciferasa de Renilla, asignando a la actividad de las células
HCT116 WT el valor de la unidad.

Los resultados obtenidos demostraron, que p53 presentaba una mayor actividad
transactivadora en la linea HCT116p21™. Decidimos comprobar si este aumento de
expresion y de actividad de p53, estaba relacionado con un aumento de la estabilidad de
la proteina. Para ello, se trataron a las células con cicloheximida (un inhibidor de la
sintesis proteica) a distintos tiempos (fig 4.27). Los niveles de p53 se analizaron por
western blot. El resultado obtenido, demostré que la vida media de la proteina p53 era

mayor en las células mutadas para p21.

Fig 4.27 La proteina p53 tiene mayor
estabilidad en la linea celular HCT116 p21--
p217 respecto a la linea HCT116 WT. Las células
HCT116 (WT y p217) fueron tratadas con
2 cicloheximida (CHX). Los niveles de p53 se
Lol R bl o e B BLad analizaron mediante western blot  con
anticuerpos contra p53. Como control de carga
se analizo la B-Actina.
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Existen una numerosas modificaciones postraduccionales que regulan la
estabilidad y la actividad de p53 (ver 1.6.2). En este trabajo, hemos realizado un estudio

sobre algunas de las fosforilaciones descritas que participan en la estabilidad y actividad
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de p53 (Ser 6, 9, 15, 20, 37, 46 y 392) (fig 4.28). Mediante western blot, comprobamos
que las células HCT116p21™ (pero no las células parentales) presentaban fosforilaciones
enla Ser 9, 15y 392 de p53. Las fosforilaciones de la Ser9 (mediada por la quinasa CKIl)
y de la Ser15 (mediada por las quinasas ATM y ATR) tienen lugar en respuesta a dafio
celular. La fosforilacion en la Ser392 (mediada por la quinasa Ck2) regula la

oligomerizacion de p53 y determina la especificidad en la union a DNA.
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Las modificaciones postraduccionales halladas explicaban el aumento de
expresion, estabilidad y actividad transactivadora de p53. Esta descrito por algunos
autores que la fosforilacién en la Ser15 en su dominio amino terminal, impiden que p53
se una con su mas inmediato regulador MDM2, de este modo aumenta la estabilidad de
la proteina p53 (ver Introduccion 1.3.2). Ello explicaria porqué tenemos niveles de
expresion tan elevados de p53. Sin embargo, MDM2 es a su vez, una diana
transcripcional de p53 y un aumento de expresion de p53, implica un aumento de
expresion de MDM2. Por lo tanto se realizé un estudio de los niveles de expresion de la
proteina MDM2 (fig 4.29), y hallamos niveles altos de expresion en condiciones basales

en células HCT116p21” respecto a células parentales.
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Fig 4.29 La linea celular HCT116 p21-7- presenta altos niveles de expresiéon de MDM2. Analisis de los
niveles de expresién de MDM2 en las lineas celulares HCT116 (WT y p21--) tratadas a dosis crecientes de
imatinib durante 48 h. El estudio de expresién de MDM2 se realiza mediante western blot. Como control de
carga se analiza la $-Actina.

En resumen, las células HCT116p21" presentaban en condiciones basales una
proteina p53 mas estable que se correlacionaba con el aumento de expresién y de

actividad transcripcional observado.

4.1.4.3 Efecto de la modulacion de p21 sobre la expresion de p53.

El aumento de expresion de p53, nos llevé a pensar que quizas la deleccién de
p21 podria ser responsable indirecto del aumento de expresién, estabilidad y actividad de
p53. Para verificar esta hipdtesis, se estudid los niveles de expresion de p53 y/o de
fosforilacion de la Ser15 y Ser392 en las diferentes sublineas creadas con modificacion
de la expresion de p21: 1) la sublinea HKO-MTp21, previamente descrita (fig 4.30.a), con
expresion ectépica de p21 inducible por Zn?*, 2) la sublinea HCT-shp21, previamente
descrita (fig 4.30.b), con reduccién de la expresion de p21 mediante RNA de
interferencia, 3) la sublinea HKOAd-p21 (fig 4.30.c). Esta tercera linea celular fue
obtenida infectando las células HCT116WT con adenovirus de la proteina p21 fusionada
con GFP (Ad-p21-GFP) (ver Materiales y Métodos 3.3.2). En paralelo, se obtuvo la
sublinea celular control HKOAd-GFP infectada con adenovirus GFP (fig 4.30.c). Los
resultados demostraron que las modificaciones en la expresién de p21, no eran los
responsables del aumento de expresion y fosforilacion de p53 observado en la linea
parental HCT116p21™".
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Fig 4.30 Los cambios de expresion de p21 no son responsables del aumento de expresion y de
fosforilacion de p53 en la linea celular HCT116 p21--. Estudio de la expresion de p53, p21 y de las
fosforilaciones Ser15 y Ser392 de p53, mediante western blot. a) Estudio de las proteinas mencionadas
en la sublinea celular HKO-MTp21 con (+ Zn2*) y sin (-Zn2*) expresion ectdpica de p21. Como control
de carga se analiza la B-Actina. b) Analisis de p21, Ser15-p53 y p53 en la sublinea HCT-shp21. Como
control de carga se tifie el filtro con rojo ponceau. c) Andlisis de p53 y p21 en la sublinea HKO-Adp21.
Esta sublinea se obtuvo tras la infectar la linea celular HCT116p21-- con adenovirus. Como control de
carga se analizé la expresion de a-Tubulina.

TP53 es un gen frecuentemente mutado en el dominio de unidon a DNA. Los
resultados obtenidos hasta ese momento, indicaban que quiza la elevada expresiéon y
actividad de p53 pudieran ser consecuencia de mutaciones en p53 en la linea
HCT116p217. Por lo tanto, secuenciamos los exones del 2 al 11 del cDNA del gen TP53,
tanto de la linea celular HCT116WT, como de la linea celular HCT116p21” . En ningln
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caso, hallamos ninguna mutacién descrita hasta el momento en bases de datos de p53

(por ejemplo, http://iarc.fr/p53).

En resumen, el modelo celular HCT116p21™ presenta mayor expresion y actividad
del factor transcripcional p53, debido a las modificaciones postraduccionales de la
proteina. Estas modificaciones y el aumento de expresiéon de p53 son independientes de
los niveles de expresién de p21. Ademas, el modelo celular HCT116p21” posee mayor
expresion de la proteina con actividad ubiquitin-ligasa, MDM2. Estos resultados, nos
sugirieron que p53 y no p21, era responsable de la hipersensibilizacién observada a
HCT116p21”. Ademas, para confirmar si los resultados obtenidos eran debidos
exclusivamente a las propiedades del modelo celular HCT116p21™", repetimos el estudio
de expresion de p53 en otras dos lineas celulares HCT116p21™" procedentes de dos
laboratorios distintos al nuestro (N. Agell, laboratorio de biologia celular, Universidad de
Barcelona y P.Dotto, Cutaneous Biology Cancer Research, MGH, Boston). En ambos
casos se confirmaron nuestros resultados de hiper-sensibilidad y de mayor expresion de
p53 (datos no mostrados).

Estos resultados, estan en desacuerdo con muchos de los trabajos publicados
que atribuyen a p21 un papel protector de apoptosis en el modelo celular HCT116p21™"

(ver Discusién 5.2).

4.1.5. Silenciamiento de la expresion de p53 en HCT116p21” vy resistencia a

farmacos.

A continuacién, intentamos demostrar la hipétesis de que el factor de transcripcion
p53 era el responsable de la hipersensibilidad a farmacos observada en HCT116p217".
Para ello, silenciamos p53 mediante RNA de interferencia o con una proteina dominante

negativa.

4.1.5.1. Obtencidén de sublineas con menor expresion de p53.

Generamos una sublinea que expresaba RNA de interferencia para p53 (fig
4.31.a) y otra sublinea con expresion ectopica del dominante negativo DDp53 (fig 4.31.b).
La sublinea HCTKO-shp53 se obtuvo infectando las linea celular HCT116p21” con

retrovirus pSR-shp53 y seleccionando con puromicina. En paralelo, se obtuvo la linea
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control infectada con el vector pSR. En la figura 4.31.a, se observa que los niveles de
expresion de p53 en HCTKO-shp53 son muy similares a los niveles de expresion en
HCT116WT, e inferiores a los niveles de expresion en HCT116p217" .

a) b)
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Fig 4.31. Andlisis de sublineas con silenciamiento en la expresion de p53. a) Analisis de la
infeccion con RNA de interferencia-p53 en la linea celular HCT116p21-- . El estudio se realiza mediante
western blot con anticuerpos anti-p53. b) Analisis de la sublinea DDp53 obtenida después de co-
transfectar con los plasmidos pLPCX y pCDNA3-DDp53. El estudio se realiza mediante western blot con
anticuerpo anti-p53. Se observan dos fragmentos; 50 kDa, tamafio de la proteina salvaje p53 y 15 kDa,
tamano de la proteina mutante dominante negativo DDp53. Como control de carga se tifo el filtro de
nitrocelulosa con rojo ponceau, poniendo de manifiesto las proteinas totales transferidas desde el gel.

La sublinea HCTKO-DDp53 se obtuvo co-transfectando pLPCX y pcDNA3-DDp53
(proporcién 1:6) en la linea celular HCT116WT. La proteina DDp53 es una proteina
dominante negativa de origen murino, compuesta por 100 aminoacidos que se
corresponden con los primeros 13 codones de la proteina silvestre mas los codones que
abarcan desde el 302 al 390. Esta proteina se une al dominio N-terminal de la proteina
silvestre e inactiva su funcion de union especifica a DNA y/o su activacion transcripcional
(Bowman et al., 1996). Una vez realizada la transfeccion obtuvimos 23 clones resistentes
a puromicina. En paralelo, obtuvimos la linea celular con el vector vacio pcDNA3-pLPCX
(HCTKO-Vector). Para confirmar la expresiéon de DDP53 realizamos westen blot vy
comparamos la expresion de p53 con las lineas HCT116WT, HCT116p53" vy
HCT116p21”". Como se muestra en la figura 4.31.b la linea HCTKO-DDp53 (pool de los
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clones 3-6-9), expresa el mutante dominante negativo DDp53 con un tamafio alrededor
de 15 kDa. Ademas, HCTKO-DDp53 presenta una menor expresion de p53 respecto a la
linea celular HCT116p21™ y una expresién muy similar a HCT116WT.

4.1.5.2. Efecto de la supresion de p53 en HCT116p217" vy resistencia a farmacos.

A continuacién, analizamos la respuesta a imatinib y adriamicina en las dos lineas
celulares generadas con una menor expresion de p53 (HCTKO-shp53 y HCTKO-DDp53),
usando como control las lineas parentales HCT116p21” y HCT116WT. Como primera
aproximacion, realizamos estudios de microscopia de contrastes de fases (fig 4.32.a) y
observamos que la disminucion de expresion de p53 en ambos modelos celulares,
confiere resistencia a imatinib. Para confirmar este dato, realizamos un estudio de
apoptosis por el ensayo de unién de anexina V (fig 4.32.b).
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25 H Control 48 h Fig 4.32 La supresion de p53 en HCT116 p21--
015 uM Imat. 48 h disminuye la sensibilidad a inhibidores tirosina-
i 20 uM Imat. 48 h quinasa. Lineas celulares HCT116 ( WT, p21-,
15 S DDp53, shp53) fueron tratadas con imatinib durante

48 h. a) Micrografias realizadas con contraste de
10 fases. b) Porcentaje de poblacién anexina V,
obtenido mediante citometria de flujo. Se muestra
un experimento representativo de tres realizados.
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Los datos obtenidos mostraban que el silenciamiento de p53 o la expresién del
mutante negativo de p53, conferia a las células HCT116p21™ un fenotipo de resistencia
al imatinib, similar al observado en la linea parental HCT116WT.

Finalmente, quisimos confirmar si la reduccion de la expresiéon de p53 también
conferia una disminucion de la hipersensibilidad a farmacos genotéxicos. Para ello se
realizaron ensayos clonogénicos en presencia de ADR (fig 4.33). Los resultados
obtenidos, demostraron que el aumento de expresion de p53 era también responsable de

la hiper-sensibilidad observada a adriamicina.

MM ADR 48 h HCT116 MM Imat. 48 h
0 0.25 0.5 1 0 10 15 20
-n-»-* - N :*.
TRE

p53-+-
p21+-

KO-shp53 |

KO-DDp53

Fig 4.33 La supresion de p53 confiere resistencia a farmacos. Lineas celulares HCT116 ( WT, p537,
p217-, KO-shp53, KO-DDp53) tratadas con adriamicina (ADR) o imatinib durante 48 h. Posteriormente se
tiieron con cristal violeta.

Estos resultados, confirman la hipétesis de que p53 era el responsable de la
apoptosis observada en la linea celular HCT116p21” en presencia de inhibidores tirosina-
quinasa y farmacos genotéxicos.

En resumen, observamos como la reduccion de la expresion o de la activaciéon de
p53 en el modelo celular HCT116p21”, nos permite obtener una linea celular con la
misma sensibilidad que la linea parental HCT116WT. Efectivamente, esta descrito que el
mecanismo de apoptosis inducido por ADR es dependiente de p53. Un aumento de
expresion de p53, aumenta la sensibilidad a farmacos genotdxicos. Por lo tanto, los
resultados obtenidos consolidan este mecanismo y nos sugieren que imatinib podria
también estar actuando via dependiente de p53, aunque el efecto no sea tan dependiente

de p53 como en el caso de adriamicina o otros farmacos genotoxicos. Para confirmar
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esta hipodtesis realizamos ensayos clonogénicos con altas dosis de imatinib en la linea
parental y en la linea mutada para p53 (HCT116p53™) (fig 4.34.a). El resultado obtenido
demuestra que la ausencia de p53 confiere resistencia a imatinib. Ademas, el estudio de
la poblacién anexina V, demostré una mayor viabilidad celular en la linea HCT116p53™
(fig 4.34.b).
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Fig 4.34 Imatinib actia por un mecanismo dependiente de p53. Lineas celulares HCT116WT y
HCT116p537 tratadas con altas dosis de imatinib durante 48 h. a) Ensayos clonogénicos a dosis
crecientes de imatinib. Posteriormente se tifiieron con 1 % de cristal violeta. b) Estudio de poblacion
anexina V y 7-AAD mediante citometria de flujo. El porcentaje de viabilidad celular se representa en el
diagrama de columnas y se corresponde con células anexina V negativas y 7-AAD negativas. Se muestra
un experimento representativo de dos realizados.

A la vista de los resultados obtenidos se podria concluir: i) la ausencia de p21 no
es responsable de la hipersensibilidad de la linea HCT116p21™ a farmacos; ii) la linea
HCT116p21”, presenta un aumento de expresién y actividad de p53; iii) la sobre-
expresion de p53 no es consecuencia de la ausencia de p21 en la linea celular
HCT116p217; iv) el aumento de expresién y actividad de p53 en la linea HCT116p21™
induce un aumento de sensibilidad a farmacos; v) imatinib induce apoptosis dependiente
de p53.

Para finalizar el estudio del papel de p21 en respuesta a inhibidores tirosina-
quinasa, exponemos a modo de resumen un esquema de los efectos observados en el

modelo celular HCT116 en presencia de imatinib (fig 4.35).
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Fig 4.35 Esquema resumen del papel de p21 en respuesta a inhibidores tirosina-quinasa. a) Efecto
de imatinib en HCT116 (lineas WT, p53” y p21+), b) Efectos de la modulacién de p21 (lineas HCT-
MycER, HCT-shp21 y HKO-MTp21) en presencia de imatinib, c) Efectos de la modulaciéon de p53 (lineas
HCTKO-shp53 y HCTKO-DDp53) en presencia de imatinib.
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4.1.6. Papel de p21 en la repuesta a imatinib en leucemia mieloide crénica.

Los resultados obtenidos en cancer colorectal, demostraron apoptosis inducida
por imatinib en un modelo celular con sobre-expresion de p53 (HCT116p21™). Nuestro
siguiente objetivo, fue analizar si estos efectos ocurrian en otro modelo celular que no
expresase p53 y que fuese sensible al imatinib, como era K562, una linea celular
derivada de leucemia mieloide crénica. Trabajos anteriores realizados en nuestro
laboratorio, determinaron que imatinib induce parada proliferativa y una marcada
apoptosis en el modelo celular K562 (Gomez-Casares et al., 2004). Estas células
presentan la translocacion cromosémica t(9;22) que da como resultado la apariciéon de la
proteina tirosina-quinasa Bcr-Abl, principal diana terapéutica del imatinib.

En nuestro laboratorio, disponiamos de una sublinea celular (Kp21) con expresion
ectdpica de p21 (Munoz-Alonso et al., 2005). La expresién condicional del cDNA de p21
esta controlada mediante el promotor de la metalotioneina (pMTCB6-p21), por lo que la
actividad de este promotor se estimula mediante la adicién al medio de Zn** (Andrews,
2000), observandose el pico de maxima expresion de p21 entre las 3 y las 6 h de
induccion (fig 4.36 a). Esta induccion se mantiene a un tiempo, observandose una caida
progresiva en su expresion tras 48 h de induccién. Ademas, una de las ventajas del
sistema de induccion mediante el promotor de la metalotioneina es que se puede modular
el nivel de expresién mediante la adicién de distintas cantidades de Zn®* al medio de
cultivo (fig 4.36.b).
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Fig 4.36 Cinética de inducciéon de p21 en la linea célular Kp21. a) Western blot realizado con
anticuerpos contra p21 de lisados de células KMT (transfectadas con el vector vacio) y Kp21 tratadas y
sin tratar a distintos tiempos con 75 yM ZnSO,. Como control de carga se analiza la B-Actina. b) Western
blot realizado con anticuerpos contra p21 de lisados de células Kp21 tratadas con distintas
concentraciones de ZnSO, durante 8 h. Como control de carga se analiza la a-Tubulina.
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Para analizar el efecto de imatinib en ausencia de p53 y con expresion inducible
de p21 comparamos los efectos de imatinib en las lineas K562 y Kp21, analizando la
rotura de PARP (fig 4.37.a). Los resultados obtenidos, demostraron la rotura de PARP en
K562, pero no en Kp21 con expresion ectépica de p21. Por otra parte, realizamos
estudios de citometria de flujo para determinar el porcentaje de células en la fase sub-GO
(fig 4.37.b) y el porcentaje de células anexina-positivas (fig 4.37.c). En ambos casos,
obtuvimos una menor poblacion de células anexina-positivas y de células en fase sub-GO
en el modelo celular Kp21. En contraste, el tratamiento de las células parentales K562
con ZnSO4 no indujo ninguna resistencia a imatinib (dato no mostrado). Por consiguiente,
los datos obtenidos confirmaban el papel protector de p21 en Kp21 respecto a las células

parentales K562.
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Fig 4.37 p21 protege de apoptosis inducida por imatinib en el modelo celular K562. Lineas celulares
K562 y Kp21 con (Zn2*) y sin (Zn2*) induccion de p21 y tratadas (+) y sin tratar (-) con 0,5 uM imatinib
durante 48 h. a) Analisis de la rotura proteolitica de PARP mediante western blot. La rotura proteolitica de
PARP genera dos fragmentos, 112 kDa y 85 kDa. b) Estudio de la poblacion en fase Sub-G0 mediante
citometria de flujo. c) Estudio del porcentaje de células anexina positivas mediante citometria de flujo.
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En resumen, el aumento de expresion de p21 protege a las células de la
apoptosis provocada por imatinib en células mieloides K562 que no presentan expresion
del factor de transcripcién p53, a diferencia de lo encontrado en el modelo celular

HCT116p217que presenta una sobre-expresion de p53.

4.2 Estudio de los perfiles de expresidon génica asociados a la induccion de

p21.
Como hemos mencionado en la introduccion (ver Introduccion 1.2.2),

recientemente se le atribuye a p21 un papel como represor transcripcional sobre Wnt4,
Myc, Cdc25A y sobre genes mitéticos, impidiendo asi una segregacion cromosémica
inapropiada tras el dafio al DNA (Chang et al., 2000a; Chang et al., 2000b; Devgan et al.,
2005; Vigneron et al., 2006). Estos datos, le confieren a p21 propiedades de co-factor
transcripcional.

Para profundizar en el papel p21 como posible represor transcripcional utilizamos
el modelo celular Kp21, linea celular de LMC (K562), transfectada establemente con p21
inducible.

En este trabajo de Tesis, quisimos estudiar los efectos de p21 sobre la expresion
génica, con el fin de encontrar posibles genes regulados por p21. En este estudio
analizamos la expresion global de mRNAs mediante “microarray” con el biochip de
Affimetrix HG-U133A (ver Materiales y Métodos 3.1.8), utilizando el programa informatico
“dChip” (www.hsph.harvard.edu/biostats/complab/dchip). Este biochip permite el analisis

de la expresién de 14593 genes diferentes. Los experimentos se realizaron en células
Kp21 a tiempos cortos (12 horas) y largos de expresion de p21 (72 horas). Como control
de nuestros experimentos, se analizé la expresién de genes regulados por p27 en células
Kp27 (linea celular derivada de K562 con expresion ectdpica del cDNA de p27,
controlado por el mismo promotor metalotioneina),y donde p27 también induce parada
proliferativa (Munoz-Alonso et al., 2005). De este modo, se identificaron genes regulados
especificamente por p21. A su vez, también se hibridd RNA total de células Kp21 y Kp27
sin tratar con Zn?*, asi como células K562 tratadas y sin tratar con Zn?, para descartar
los genes regulados por el inductor. El analisis se realizé por duplicado, exceptuando la
muestra de tiempo largo de expresién de p21. Cada una de las muestras duplicadas
procedia de un experimento independiente. Con este analisis pretendiamos analizar qué
genes varian su expresion por la induccion de p21 y no por p27. En la figura 4.38 se
muestra la nomenclatura de las muestras y las comparativas analizadas.
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Fig 4.38 Esquema del experimento para el analisis del transcriptoma de las células con expresion
condicional de p21. Las células Kp21, Kp27 o K562 se trataron con 75 uM ZnSO4 durante 12 hy 72 h
como se indica. Posteriormente se extrajo el RNA total para su posterior analisis con el biochip HG-
U133A. De la comparativa de los RNAs de las células que expresan p21 y de las que expresan p27 se
pretendia encontrar aquellos genes regulados especificamente por p21. En el recuadro se muestra los
efectos de la induccion de p21 sobre el ciclo celular y la diferenciacién (Munoz-Alonso et al., 2005).

4.2.1 Agrupamiento jerarquico de genes expresados diferencialmente en

respuesta a la induccion de p21 en K562.

En este estudio se usé como criterio de seleccion la represion o la induccién de al
menos 2,3 veces (log, 1,2). Como primera aproximacién, se analizaron los genes que
cambian su expresion con la induccién de p21 a tiempos largos (72 h) y a tiempos cortos
(12 h) (fig 4.39). Para realizar este analisis descartamos aquellos genes regulados en
respuesta a Zn** en K562 y los genes regulados por induccién de p27. El analisis de
expresion comparativa de todo el experimento, reveld la existencia de 361 genes con
expresion diferencial. En la figura 4.39 se muestra la distribucion jerarquica (“clustering”)
de los genes y de las muestras agrupadas segun las diferencias de expresion. Las
muestras se distribuyen en dos grupos (fig 4.39): uno de ellos corresponde a las células
con induccién de p21 (Kp21 tratadas con Zn** durante 12 h y 72 h) y el otro grupo

formado por las células sin induccién de p21 y células con y sin activacion de p27.
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Fig 4,39 Agrupacion jerarquica de genes agrupados por diferencia de expresion génica en
respuesta a p21 tras 12 hy 72 h. Las muestras de RNA analizadas corresponden a células Kp21, Kp27
y K562 tratadas (+) o sin tratar (-) con Zn?* durante 12 h o 3 dias. Se filtraron aquellos genes con
diferencias de expresion superior al 2,3 veces de las comparaciones kp21 (12 h Zn2*) vs Kp21 control y
Kp21 (72 h Zn2?* ) vs Kp21 control. De las comparaciones se restaron aquellos inducidos o reprimidos
por p27 en la comparacion Kp27 (12 h Zn2+ ) vs Kp27 control y aquellos genes inducidos o reprimidos
por Zn2* en K562 en la comparacion K562 (12 h Zn2*) vs K562 control. La expresion génica se muestra
en escala logaritmica del verde (menor expresion) al rojo (mayor expresion).

4.2.2 Perfiles de expresion asociados a la induccion de p21 durante 12 h

Nuestro objetivo partia de la hipotesis de encontrar genes regulados
transcripcionalmente por p21 en K562, como ya se habia descrito en otros sistemas (ver
Introduccidén 1.2.2). Resultados anteriores en nuestro laboratorio, determinaron la
implicacién de p21 en diferenciacion megacariocitica a tiempos largos de expresion (72 h)

(Munoz-Alonso et al., 2005). Por lo tanto, decidimos centrar nuestro estudio en tiempos
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cortos de induccion de p21 para asi identificar genes que sean objeto de regulacion
directa por p21.

A continuacion, realizamos otro analisis aplicando los mismos niveles de
restriccion en la expresion de los genes (log. 1,2), pero en este caso prescindiamos no
solo de los genes modulados por p27, sino también los genes modulados por p21 a
tiempos largos (72 h), para identificar las “dianas primarias” de p21. En la figura 4.40 se
muestra la distribucién jerarquica (“clustering”) de los 388 genes encontrados y de las

muestras agrupadas segun las diferencias de expresion.
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Fig 4.40 Agrupacion jerarquica de genes agrupados por diferencia de expresion génica en
respuesta a 12 h de induccién de p21. Las muestras de RNA analizadas corresponden a células Kp21,
Kp27 y K562 tratadas (+) o sin tratar (-) con Zn2* durante 12 h o 3 dias. Se filtraron aquellos genes con
diferencias de expresion superior al 2,3 veces de las comparaciones kp21 (12 h Zn2* ) vs Kp21 control. De
las comparaciones se restaron aquellos inducidos o reprimidos por Kp21 (3 dias Zn2* ) vs Kp21 control, los
genes inducidos o reprimidos por p27 en la comparacion Kp27 (12 h Zn2*) vs Kp27 control y los genes
inducidos o reprimidos por Zn%* en K562 en la comparacion K562 (12 h Zn2*) vs K562 control. La
expresion génica se muestra en escala logaritmica del verde (menor expresion) al rojo (mayor expresion).
En el panel se muestran los grupos de genes con expresion diferencial entre las muestras Kp21 alas 12 h
y 72 h de induccion de p21 (ver texto).
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Las células se distribuyen en dos grupos (fig 4.40): uno representa a las células
con expresion de p21 a tiempos cortos de induccién y otro, que engloba a las células que
tienen expresion de p21 a tiempos largos y muestras sin expresiéon de p21. Este
agrupamiento jerarquico, por comparaciéon con las muestras control (Kp21 y Kp27 sin

tratamiento con Zn®"y K562 tratadas y no con Zn?*) mostré 2 grupos de genes (fig 4.39):

1) Los genes en A estdn mas reprimidos en la muestra con 12 h de induccion de
p21 que con 72 h (sefialados con A, fig 4.39)
2) Los genes en B estan mas inducidos en la muestra con 12 h de induccion de

p21 que con 72 h (sefialados con B, fig 4.39)

El agrupamiento funcional de los 388 genes cuya expresién esta modificada por la
induccién de p21 durante 12 h (fig 4.41), fue obtenido mediante la base de datos

programa informatico “dChip” (www.hsph.harvard.edu/biostats/complab/dchip). Este

andlisis indicé que el 33% de ellos participan en ciclo celular, mitosis o proliferacion
celular. El 35 % de los genes estaba implicado en crecimiento celular o mantenimiento
celular. También se detectaron diferencias de expresion en genes implicados en otras
funciones, como metabolismo del DNA (9 %), en la obtencidon de energia (4 %), en la
reparacion del DNA (5 %) y genes implicados en la cadena de transporte de electrones
(2%).

O Metabolismo del DNA
M Ciclo celular

5% 2% 9%

13%

O Crecimiento celular y/o mantenimiento
0,

4% O Obtencién de energia

W Metabolismo de nucleétidos y acidos nucleicos

O Reparacion del DNA

B Transporte de electrones

32%

n= 388 35%

Fig 4.41 Agrupamiento funcional de los genes con expresion diferencial a 12 h de induccion de
p21. Analisis de los 388 genes expresados diferencialmente segun su funcion. Las funciones indicadas
aparecen representadas utilizando un codigo de colores y los niumeros adyacentes representan los
porcentajes de representacion con respecto al total de genes obtenido.
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A continuacién, decidimos analizar los datos de los microarrays con el programa

informatico “Ingenuity” (www.ingenuity.com) una aplicacion que permite identificar

conexiones moleculares, ya que relaciona cada gen de interés con una base de datos
sobre interacciones fisicas, transcripcionales o enzimaticas conocidas. De los 388 genes
con cambio de expresion obtenido en “dChip”, el programa informatico Ingenuity system
reconocié 279 genes que cumplieron los requisitos para el analisis ontologico. De ellos,
137 genes estaban inducidos y 142 estaban reprimidos. En este analisis estudiamos las
conexiones directas e indirectas que existian entre los genes del transcriptoma inducido
por p21. Este analisis reveld la existencia de dos redes principales, que incluian genes

implicados en replicacién, recombinacién, reparacién del DNA y ciclo celular y cancer.
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Fig 4.42 Principales redes de conexion para los genes regulados por la expresion ectopica de
p21 durante 12 h. a) Red de replicacion, recombinacion, y reparacion de DNA (pagina anterior), b)
Red de ciclo celular y cancer, el nodo central de la red es CDC2. Los nodos rojos representan genes
inducidos y los verdes genes reprimidos, de acuerdo con el nivel de cambio respecto al analisis
obtenido con el “dChip”.

El resultado obtenido con el programa informatico “Ingenuity System” nos orienté
sobre las principales redes donde se hallaban los genes regulados por p21 a 12 h de

induccion.

En las tablas 4.2 y 4.3 se muestra una descripcion completa de los genes que
presentaron expresion diferencial con la induccion de p21 (12 h) (fig 4.40). Estos genes
vienen representados por el simbolo, la descripcién, el Gene ID (hiumero de identificacion

del banco de secuencias UniGene (www.ncbi.nim.nih.gov)), el incremento log, (media de

dos experimentos independientes) y el cambio de expresién obtenido, en la validacién por
RT-PCR a las 12 h de induccién de p21 de algunos de los genes validados (datos

descritos mas adelante en las fig 4.47 y 4.49).
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Tabla 4.2 Genes inducidos por p21

Incremento Cambio

Simbolo Gene Gene ID (log,) RT-PCR
GREB1 GREB1 protein 9687 19,41
SLC16A4 solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 4 9122 6,47
CRIP2 Hypothetical protein MGC27165 283650 5,02
PHF20L1 PHD finger protein 20-like 1 51105 3,78
RGS5 regulator of G-protein signalling 5 8490 3,21
KCTD14 potassium channel tetramerisation domain containing 14 65987 3,17
EHBP1 EH domain binding protein 1 23301 3,13
NTRK2 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 4915 3,04
CRIP2 cysteine-rich protein 2 1397 2,73
Hs.464137 acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl 51 2,69
CD3G CD3G antigen, gamma polypeptide (TiT3 complex) 917 2,38
GOLGA2 golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2 2801 2,34

aldo-keto reductase family 1, member C4 (chlordecone reductase; 3-
AKR1C4 alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type |; dihydrodiol 1109 2,34
dehydrogenase 4)
HCG9 HLA complex group 9 10255 2,29
SLC22A18 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 18 5002 2,27
WIPF1 Wiskott-Aldrich syndrome protein interacting protein 7456 2,26
OSBPL1A oxysterol binding protein-like 1A 114876 2,26
LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8 (galectin 8) 3964 2,2
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 7042 2,19
EHD1 EH-domain containing 1 10938 2,18
TF transferrin 7018 2,14
TFE3 transcription factor binding to IGHM enhancer 3 7030 2,11
CAPN3 calpain 3, (p94) 825 2,1
CEP63 centrosome protein Cep63 80254 2,05
SLCO2B1 solute carrier organic anion transporter family, member 2B1 11309 2,04
LRP12 low density lipoprotein-related protein 12 29967 2,03
ABHD2 abhydrolase domain containing 2 11057 2,03
ZNF324 zinc finger protein 324 25799 2
LRP12 low density lipoprotein-related protein 12 29967 2
TANK TRAF family member-associated NFKB activator 10010 1,99
HPGD hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD) 3248 1,98
SHCA1 SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 1 6464 1,98
CIITA MHC class Il transactivator 4261 1,97
MLLT11 ALL1-fused gene from chromosome 1q 10962 1,97 5,76
KIAA1609 KIAA1609 protein 57707 1,95
GOLGA2 golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2 2801 1,95
BRWD1 WD repeat domain 9 54014 1,91
TP53BP1 tumor protein p53 binding protein, 1 7158 1,9
ZER1 chromosome 9 open reading frame 60 10444 1,89
ABHD2 abhydrolase domain containing 2 11057 1,88
MAT1A methionine adenosyltransferase |, alpha 4143 1,87
MED25 gzgisagor of RNA polymerase |l transcription, subunit 25 homolog 81857 1,87
KIAA0404 KIAA0404 protein 23130 1,86
CCHCR1 coiled-coil alpha-helical rod protein 1 54535 1,85
HDAC5 histone deacetylase 5 10014 1,85
MEIS1 Meis1, myeloid ecotropic viral integration site 1 homolog (mouse) 4211 1,83
Hypothetical LOC388969 388969 1,83
LOC92482 hypothetical protein LOC92482 92482 1,82
aldo-keto reductase family 1, member C2 (dihydrodiol dehydrogenase
AKR1C2 2; bile acid binding protein; 3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type 1646 1,81
1))
LAMB3 laminin, beta 3 3914 1,8
PRLR prolactin receptor 5618 1,8
RRBP1 Ribosome binding protein 1 homolog 180kDa (dog) 6238 1,78
CRAT carnitine acetyltransferase 1384 1,78
WDR37 WD repeat domain 37 22884 1,78
STX12 syntaxin 12 23673 1,78
AV718487 Consensus includes gb: 1,77
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Incremento Cambio

Simbolo Gene Gene ID (log,) RT-PCR
SCAMP1 secretory carrier membrane protein 1 9522 1,76
ACADSB acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain 36 1,74
MLN motilin 4295 1,74
SALL2 sal-like 2 (Drosophila) 6297 1,74
DPP3 dipeptidylpeptidase 3 10072 1,74
TMEM134 transmembrane protein 134 80194 1,73
PLCL1 phospholipase C-like 1 5334 1,72
RBM8A RNA binding motif protein 8A 9939 1,72
RCBTB2 chromosome condensation 1-like 1102 1,71
CDH19 cadherin 19, type 2 28513 1,71
CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) 1435 1,71
ARHGEF6 Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6 9459 1,71
ALDH1A1 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1 216 1,71
GTF3C1 general transcription factor IlIC, polypeptide 1, alpha 220kDa 2975 1,7
ERCC5 excision repair. cross-complementing rodent repair deficiency, 2073 17

complementation group 5
ZMIZA retinoic acid induced 17 57178 1,68
LOC282997  hypothetical protein LOC282997 282997 1,68
CPNE3 copine IlI 8895 1,67
KLHDC2 kelch domain containing 2 23588 1,67
EIF1AY eukaryotic translation initiation factor 1A, Y-linked 9086 1,66
SLC35A3 solute carrier family 35 (UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) 23443 1,66

transporter), member A3
MAPRE3 microtubule-associated protein, RP/EB family, member 3 22924 1,65
PPP2R5B protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), beta isoform 5526 1,65
CYB5R1 NAD(P)H:quinone oxidoreductase type 3, polypeptide A2 51706 1,64
GLRX glutaredoxin (thioltransferase) 2745 1,64
GYS1 glycogen synthase 1 (muscle) 2997 1,63
GABRE gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon 2564 1,63
LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8 (galectin 8) 3964 1,63
COPB2 coatomer protein complex, subunit beta 2 (beta prime) 9276 1,62
LOH11CR2A loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gene A 4013 1,62
UBR2 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 2 23304 1,62
MBTPS1 membrane-bound transcription factor protease, site 1 8720 1,6
CYBA cytochrome b-245, alpha polypeptide 1535 1,6
CDK10 cyclin-dependent kinase (CDC2-like) 10 8558 1,6
STX4 syntaxin 4A (placental) 6810 1,6
HARSL histidyl-tRNA synthetase-like 23438 1,6
SOX12 SRY (sex determining region Y)-box 12 6666 1,59
LIG4 ligase IV, DNA, ATP-dependent 3981 1,59
ME1 malic enzyme 1, NADP(+)-dependent, cytosolic 4199 1,58
CPNE3 copine Ill 8895 1,57
ATP2C1 ATPase, Ca++ transporting, type 2C, member 1 27032 1,57
CNOT2 CCR4-NOT transcription complex, subunit 2 4848 1,57
BC058818 Chloride channel 3 1182 1,56
VPS16 vacuolar protein sorting 16 (yeast) 64601 1,56
EML3 echinoderm microtubule associated protein like 3 256364 1,56
MAN2C1 mannosidase, alpha, class 2C, member 1 4123 1,55
TRIP4 thyroid hormone receptor interactor 4 9325 1,55
NUMB numb homolog (Drosophila) 8650 1,55
JMJD2B jumoniji domain containing 2B 23030 1,55
SWAP70 SWAP-70 protein 23075 1,54
ZNF32 zinc finger protein 32 (KOX 30) 7580 1,54
TRPM4 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 4 54795 1,54
CTR9 SH2 domain binding protein 1 (tetratricopeptide repeat containing) 9646 1,53
STXBP3 syntaxin binding protein 3 6814 1,53
RABL2B RAB, member of RAS oncogene family-like 2B 11158 1,52
GSN gelsolin (amyloidosis, Finnish type) 2934 1,51
SPTLC2 serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 9517 1,51
HS2ST1 heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 9653 1,51
AHNAK AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) 79026 1,51
IK IK cytokine, down-regulator of HLA Il 3550 1,5
AKO074259 Pleckstrin homology domain containing, family B (evectins) member 2 55041 1,5
MEF2C MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C (myocyte 4208 15

enhancer factor 2C)
<NLK nemo like kinase 51701 1,5
IFT52 chromosome 20 open reading frame 9 51098 1,5
PEX19 peroxisomal biogenesis factor 19 5824 1,49
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Incremento Cambio

Simbolo Gene Gene ID (log,) RT-PCR
ZFP95 zinc finger protein 95 homolog (mouse) 23660 1,49
IFNGR1 interferon gamma receptor 1 /// interferon gamma receptor 1 3459 1,49
FNBP1 formin binding protein 1 23048 1,49
MICAL2 microFu_buIe associated monoxygenase, calponin and LIM domain 0645 1,49

containing 2
IGHD immunoglobulin heavy constant delta 3495 1,49
GSTM2 glutathione S-transferase M2 (muscle) 2946 1,48
DNAJB6 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 10049 1,48
NIPSNAP3B  nipsnap homolog 3B (C. elegans) 55335 1,48
DCTN2 dynactin 2 (p50) 10540 1,47
ACBD3 acyl-Coenzyme A binding domain containing 3 64746 1,47
SLC25A40 mitochondrial carrier family protein 55972 1,47
KDELR3 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention 11015 1,47
receptor 3
ZNF289 zinc finger protein 289, ID1 regulated 84364 1,47
SERPINB1 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1 1992 1,47
PIK3CB phosphoinositide-3-kinase, catalytic, beta polypeptide 5291 1,47
ARLGIP5 ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 5 10550 1,46
KIAA1033 KIAA1033 23325 1,46
WDR26 WD repeat domain 26 80232 1,46
MECR nuclear receptor binding factor 1 51102 1,46
IPPK chromosome 9 open reading frame 12 64768 1,46
RBKS ribokinase 64080 1,45
TOB1 transducer of ERBB2, 1 10140 1,45
BCL2L1 BCL2-like 1 598 1,45
PRMT3 HMT1 hnRNP methyltransferase-like 3 (S. cerevisiae) 10196 1,45
PLSCR3 phospholipid scramblase 3 254863 1,44
POLD4 polymerase (DNA-directed), delta 4 57804 1,44
CASP9 caspase 9, apoptosis-related cysteine protease 842 1,44
CCNG1 cyclin G1 900 1,44
PSCD2 pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 2 (cytohesin-2) 9266 1,44
RHOQ ras homolog gene family, member Q 23433 1,44
TAOKS3 TAO kinase 3 51347 1,44
RAB11A RAB11A, member RAS oncogene family 8766 1,43
SPATA2 spermatogenesis associated 2 9825 1,43
CLPX ClpX caseinolytic protease X homolog (E. coli) 10845 1,43
DYNC1H1 dynein, cytoplasmic, heavy polypeptide 1 1778 1,42
TRAF3IP2 TRAF3 interacting protein 2 10758 1,42
SERINC3 tumor differentially expressed 1 10955 1,41

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A, nuclear factor of

RELA kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 3, p65 (avian) 5970 14

SLC4A1AP solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1, adaptor protein 22950 14

ACTR2 ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) 10097 1,39
MYB v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian) 4602 1,39
VCP valosin-containing protein 7415 1,39
BECN1 beclin 1 (coiled-coil, myosin-like BCL2 interacting protein) 8678 1,39
C200rf44 chromosome 20 open reading frame 44 55245 1,39
VPS13C vacuolar protein sorting 13C (yeast) 54832 1,39
SERINCA1 tumor differentially expressed 2 57515 1,38
C9orf6 hypothetical protein FLJ20457 54942 1,38
ACO2 aconitase 2, mitochondrial 50 1,37
PARP4 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 4 143 1,37
MFSD1 major facilitator superfamily domain containing 1 64747 1,37
CTSB cathepsin B 1508 1,36
AHCYL1 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 10768 1,35
FLJ20254 Hypothetical protein FLJ20254 54867 1,35
KRT8 keratin 8 3856 1,33
PRKCB1 protein kinase C, beta 1 5579 1,33
CDK5RAP3 CDKS5 regulatory subunit associated protein 3 80279 1,32
KIAA0196 KIAA0196 gene product 9897 1,31
MAP4 microtubule-associated protein 4 4134 1,3
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Tabla 4.3 Genes reprimidos por p21

Simbolo Gene Gene ID Incremento Cambio
(Log>) RT-PCR
UMPS uridine monophosphate synthetase (orotate phosphoribosyl 7372 -1,3
transferase and orotidine-5'-decarboxylase)
ANP32A Acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A 8125 -1,35
TUBB2C tubulin, beta, 2 10383 -1,36
UBE2N ubiquitin-conjugating enzyme E2N (UBC13 homolog, yeast) 7334 -1,37
COCH coagulation factor C homolog, cochlin (Limulus polyphemus) 1690 -1,37
FUSIP1 FUS interacting protein (serine-arginine rich) 1 10772 -1,38
C200rf67 Cluster Incl. AI743331:wg91f07. -1,39
PHF10 PHD finger protein 10 55274 1,4
BAT1 HLA-B associated transcript 1 7919 -1,41
PPM1G protein phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent, 5496 -1,41
gamma isoform
C7orf24 chromosome 7 open reading frame 24 79017 -1,43
PXMP2 peroxisomal membrane protein 2, 22kDa 5827 -1,43
SMC1A SMC1 structural maintenance of chromosomes 1-like 1 (yeast) 8243 -1,44
SLC19A1 solute carrier family 19 (folate transporter), member 1 6573 -1,44
PARP2 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 2 10038 -1,44
NR2F2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 7026 -1,45
KLHL23 hypothetical protein MGC2610 151230 -1,45
ACTL6A actin-like 6A 86 -1,46
CAD carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and 790 -1,46
dihydroorotase
PNN pinin, desmosome associated protein 5411 -1,46
CHORDCH1 cysteine and histidine-rich domain (CHORD)-containing, zinc binding 26973 -1,46
protein 1
KPNA2 karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1) 3838 -1,47
NUDT15 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 15 55270 -1,47
SPHK1 sphingosine kinase 1 8877 -1,49
CDC25B cell division cycle 25B 994 -1,5
UMPS uridine monophosphate synthetase (orotate phosphoribosyl 7372 -1,51
transferase and orotidine-5'-decarboxylase)
CTPS CTP synthase 1503 -1,52
RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 5810 -1,52
DHX15 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 1665 -1,53
RPL39L ribosomal protein L39-like 116832 -1,53
TMEM97 hypothetical protein MAC30 27346  -1,53
LOC221362  hypothetical protein LOC221362 221362 -1,53
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dystonia) 2643 -1,54
TLR2 toll-like receptor 2 7097 -1,55
ESPL1 extra spindle poles like 1 (S. cerevisiae) 9700 -1,56
RPA2 replication protein A2, 32kDa 6118 -1,56
HNRPAB heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 3182 -1,58
THOC1 THO complex 1 9984 -1,58
CTSC cathepsin C 1075 -1,59
DHFR dihydrofolate reductase 1719 -1,59 0,18
HIVEP1 human immunodeficiency virus type | enhancer binding protein 1 3096 -1,59
POLD3 polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit 10714  -1,59
DSN1 chromosome 20 open reading frame 172 79980 -1,59
VRKA1 vaccinia related kinase 1 7443 -1,6
CKS2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 1164 -1,6
DBF4 activator of S phase kinase 10926 -1,6
DUT dUTP pyrophosphatase 1854 -1,6
MARCKSL1  MARCKS-like 1 65108 -1,61
TEAD4 TEA domain family member 4 7004 -1,61
NCAPH2 hypothetical protein 384D8_6 29781  -1,61
DBNDD2 chromosome 20 open reading frame 35 55861 -1,62
BUB3 BUBS3 budding uninhibited by benzimidazoles 3 homolog (yeast) 9184 -1,62 0,68
EXO1 exonuclease 1 9156 -1,65
KNTCA1 kinetochore associated 1 9735 -1,65
UCHLS5IP three prime repair exonuclease 2 11219 -1,65
CDCA4 cell division cycle associated 4 55038 -1,65
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Simbolo Gene Gene ID Incremento Cambio
(Log.) RT-PCR
WHSCA1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 7468 -1,67
MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B 9935 -1,67
(avian)
DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 1786 -1,69
RBBP8 retinoblastoma binding protein 8 5932 -1,69
CIT citron (rho-interacting, serine/threonine kinase 21) 11113 -1,69
MCM7 MCM?7 minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae) 4176 -1,71
CCDC99 hypothetical protein FLJ20364 54908 -1,71
IMPA2 inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 3613 -1,73
SLC29A1 solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 1 2030 -1,75
BTG3 BTG family, member 3 10950 -1,75
NR2F2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 7026 -1,75
SLC29A1 solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 1 2030 -1,76
NCAPD2 chromosome condensation-related SMC-associated protein 1 9918 -1,78
PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 5366 -1,79
AGR2 anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis) 10551 -1,8
KIAA0101 KIAA0101 /// KIAAO101 9768 -1,82
NUP210 nucleoporin 210kDa 23225 -1,83
PLSCR1 phospholipid scramblase 1 5359 -1,84
MSH6 mutS homolog 6 (E. coli) 2956 -1,84
DHRS2 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2 10202 -1,84
PTMA prothymosin, alpha (gene sequence 28) 440085 -1,84
MSH6 mutS homolog 6 (E. coli) 2956 -1,84
CKAP2 cytoskeleton associated protein 2 26586 -1,84
TCOF1 Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1 6949 -1,85
LAMA4 laminin, alpha 4 3910 -1,85
TMEM97 hypothetical protein MAC30 27346 -1,85
MSH2 mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli) 4436 -1,86
BTG3 BTG family, member 3 10950 -1,86
NCAPD3 KIAA0056 protein 23310 -1,87
CD200 CD200 antigen 4345 -1,9
FAM111A FLJ22794 protein 63901 -1,9
UBE2S ubiquitin-conjugating enzyme E2S 27338 -1,91
POLA1 polymerase (DNA directed), alpha 5422 -1,92
RECQL4 Consensus includes gb:NM_004260.1 -1,93
BRCA1 breast cancer 1, early onset 672 -1,94
DTYMK deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase) 1841 -1,95
AF116705 gb:AF116705.1 /DEF=Homo sapiens.1 -1,97
AURKA serine/threonine kinase 6 6790 -1,96 0,3
SPAG5 sperm associated antigen 5 10615 -1,99
TROAP trophinin associated protein (tastin) 10024 -2,01
SLC43A3 solute carrier family 43, member 3 29015 -2,01
TRA@ T cell receptor alpha locus 28755 -2,02
MCM®6 MCM®6 minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 homolog, S. 4175 -2,03
pombe)
MAD2LA1 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 4085 -2,03 0,46
RFC5 replication factor C (activator 1) 5, 36.5kDa 5985 -2,04
TRAIP TRAF interacting protein 10293 -2,04
RFC2 replication factor C (activator 1) 2, 40kDa 5982 -2,08
NM_014092  gb:NM_014092.1 /DEF=Homo sapiens PRO1575 -2,09
NASP nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 4678 -2,11
GINS3 hypothetical protein FLJ13912 64785 -2,11
TFDP1 transcription factor Dp-1 7027 -2,17
KIAA1794 hypothetical protein FLJ10719 55215 -2,17
AF070564 Clone 24571 mRNA sequence -2,17
WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 11169 -2,18
HIST1H2BG  histone 1, H2bg 8339 -2,19
CENPN uncharacterized bone marrow protein BM039 55839 -2,19
CCNF cyclin F 899 -2,22
DONSON downstream neighbor of SON 29980 -2,22
DEK DEK oncogene (DNA binding) 7913 -2,24
CCNB2 cyclin B2 9133 -2,24 0,22
CDC25C cell division cycle 25C 995 -2,26
CENPM chromosome 22 open reading frame 18 79019 -2,26
CENPQ chromosome 6 open reading frame 139 55166 -2,28
CHAF1A chromatin assembly factor 1, subunit A (p150) 10036 -2,29
KIAA0286 KIAA0286 protein 23306 -2,3
CDC25C cell division cycle 25C 995 -2,31
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Simbolo Gene Gene ID Incremento Cambio

(Log.) RT-PCR

ORC1L origin recognition complex, subunit 1-like (yeast) 4998 -2,33 0,33
RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 29127 -2,35
HMGB3 high-mobility group box 3 3149 -2,41
B3GALNT1 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 3 8706 -2,46
WEE1 WEE1 homolog (S. pombe) 7465 -2,47 0,35
CDT1 DNA replication factor 81620 -2,48
FHL1 four and a half LIM domains 1 2273 -2,48
NCAPG2 more than blood homolog 54892 -2,49
CYP2C18 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 18 1562 -2,54
LOC146909  hypothetical protein LOC146909 146909 -2,54
AK124872 Similar to BMP2 inducible kinase 388957 -2,6
CDC7 CDCY7 cell division cycle 7 (S. cerevisiae) 8317 -2,61
CENPF centromere protein F, 350/400ka (mitosin) 1063 -2,63 0,23
CCNF cyclin F 899 -2,64
WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 11169 -2,68
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 4288 -2,77
HMMR hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) 3161 -2,79
RAD51 RAD51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. cerevisiae) 5888 -2,84
DTL RA-regulated nuclear matrix-associated protein 51514 -2,92
CENPE centromere protein E, 312kDa 1062 -2,93
CCNE2 cyclin E2 9134 -2,97 0,063
CNIH3 cornichon homolog 3 (Drosophila) 149111 -3,03
BUB1 BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast) 699 -2,72 0,51
RAD51AP1 RAD51 associated protein 1 10635 -3,05
WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 11169 -3,19
DEPDCA1 DEP domain containing 1 56635 -3,2
C18orf24 chromosome 18 open reading frame 24 220134 -3,24
FEN1 flap structure-specific endonuclease 1 2237 -3,27
AOX1 aldehyde oxidase 1 316 -3,31
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 4288 -3,37
LOC392454  Consensus includes gb:AL034410 /DEF=Human DNA sequence -3,45
TTK TTK protein kinase 7272 -3,63
DCCA1 defective in sister chromatid cohesion homolog 1 (S. cerevisiae) 79075 -3,67
SHCBP1 SHC SH2-domain binding protein 1 79801 -3,67
DLG7 discs, large homolog 7 (Drosophila) 9787 -3,77
GPSM2 G-protein signalling modulator 2 (AGS3-like, C. elegans) 29899 -41
BUB1B BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast) 701 -4,13
KIF2C kinesin family member 2C 11004 -4,25 0,14
CDC25A cell division cycle 25A 993 -4,5
CDC2 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M 983 -4,95
CENPA centromere protein A, 17kDa 1058 -5,09
KIF23 kinesin family member 23 9493 -5,17
KNTC2 kinetochore associated 2 10403 -6,03
ARHGAP11A Rho GTPase activating protein 11A 9824 -6,05
ASPM asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila) 259266 -6,71
HAS1 hyaluronan synthase 1 3036 -7,15
TIAM1 T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 7074 -7,63
ORCS5L origin recognition complex, subunit 5-like (yeast) 5001 -8,97
TNFRSF10C tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10c, decoy 8794 -10,93

without an intracellular domain
LGR5 leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5 8549 -12
KIF20A kinesin family member 20A 10112 -12,42

Para seguir investigando el conjunto de genes que modifican su expresion génica
a tiempos cortos de induccion de p21, aumentamos el criterio de expresion a log, 2,3 (5
veces) (fig 4.43.a). Era un criterio muy restrictivo donde pretendiamos confirmar los datos

obtenidos con el programa inférmatico “Ingenuity”.
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Fig 4.43 Agrupacion de genes por diferencia de expresiéon génica en respuesta a 12 h de induccién
de p21. Las muestras de RNA analizadas corresponden a células Kp21, Kp27 y K562 tratadas (+) o sin
tratar (-) con Zn2* durante 12 h o 3 d. Se filtraron aquellos genes con diferencias de expresion superior al
5 veces de las comparaciones kp21 (12 h Zn2* ) vs Kp21 control. De las comparaciones se restaron
aquellos inducidos o reprimidos por Kp21 (12 h Zn2* ) vs Kp21 control, los genes inducidos o reprimidos
por p27 en la comparacién Kp27 (12 h Zn2*) vs Kp27 control y los genes inducidos o reprimidos por Zn2*
en K562 en la comparacion K562 (12 h Zn2*) vs K562 control. a) Agrupacion jerarquica de los genes con
expresion diferencial). La expresion génica se muestra en escala logaritmica del verde (menor expresion)
al rojo (mayor expresion). En el panel se muestran los 70 genes que cambian su expresion con p21 a 12
h de induccion y un criterio de expresion log, 2,3 (5 veces de expresion). b) Agrupamiento funcional de
los 70 genes expresados diferencialmente segun su funcion. Las funciones indicadas aparecen
representadas utilizando un cédigo de colores y los nimeros adyacentes representan los porcentajes de
representacion con respecto al total de genes.
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En este nuevo analisis, hallamos un total de 70 genes, de los cuales 66 eran
reprimidos y 4 eran inducidos por la expresion de p21 a tiempos cortos. Estos genes no
modifican su expresion por la induccién de p27 o p21 a tiempos largos de tratamiento con
Zn**. En el primer alineamiento jerarquico, se observa como las muestras con induccion
de p21 o de p27 son agrupadas en un grupo independiente al resto de las muestras sin
induccién o con induccién de p21 a tiempos largos. En la figura 4.43.b, podemos observar
el agrupamiento funcional obtenido mediante la base de datos del software “dchip”

(www.hsph.harvard.edu/biostats/complab/dchip); el 75 % de los genes estan relacionados

con la progresion de ciclo celular y mitosis (ver Resultados 4.2.3.2) y el 25 % restante de
los genes estan relacionados con metabolismo del DNA, replicacion y crecimiento celular
y/o mantenimiento. Cabe resaltar, que la represion de muchos de estos genes es mas
acusada con la induccion de p21 que con p27, a pesar de ser los dos inhibidores del ciclo
celular. Este analisis de expresion tan restrictivo, mostraba diferencias en genes
modificados por p21 a tiempos largos de induccion y a tiempos cortos. La mayoria de
genes reprimidos a tiempos cortos de expresién por p21 presentan una recuperacion de
su expresion a tiempos largos de induccion. Este efecto podria explicarse porque los
niveles de p21 con 72 h de tratamiento con Zn?* son menores que con 12 h de induccién
(fig 4.43.a). Este analisis nos sugirié centrar nuestra busqueda en genes relacionados
con ciclo celular y mitosis, con la posibilidad de poder encontrar genes regulados
transcripcionalmente por p21, en condiciones de cambio de expresion a 2,3 veces (log,
1.2).

4.2.3 Genes implicados en la progresion del ciclo celular, mitosis v replicacién del
DNA

4.2.3.1 Perfil de la expresion génica.

Realizamos un estudio mas profundo en el analisis obtenido en la figura 4.40. De
los 388 genes que modificaban su expresién en presencia de p21 tras 12 h de induccion,
tan solo 65 estaban relacionados con ciclo celular, mitosis y replicacion del DNA. De
estos 65 genes, hallamos 10 con expresién inducida por p21 y 55 con expresion
reprimida (fig 4.44). El analisis del agrupamiento jerarquico (fig 4.44) mostraba dos

grupos; uno corresponde a las muestras con induccion de p21 o p27 y otro a las
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Resultados

muestras control. Ademas, las muestras con induccién de p21 (tiempos de 12 h y 3 dias)

se diferenciaban de las muestras con induccién de p27.

P (T

5 T N e e e
Expresion

o

Fig 4.44 Agrupacion jerarquica de genes relacionados con ciclo celular, replicacion de DNA y
mitosis, agrupados por diferencia de expresion génica en respuesta a 12 h de induccién de p21.
Las muestras de RNA analizadas corresponden a células Kp21, Kp27 y K562 tratadas (+) o sin tratar (-)
con Zn2* durante 12 h o 3 dias. Se filtraron aquellos genes con diferencias de expresién superior al 2,3
veces de las comparaciones kp21 (12 h Zn?* ) vs Kp21 control. De las comparaciones se restaron
aquellos inducidos o reprimidos por Kp21 (3 dias Zn2*) vs Kp21 control, los genes inducidos o reprimidos
por p27 en la comparacion Kp27 (12 h Zn2*) vs Kp27 control y los genes inducidos o reprimidos por 75
WM Zn2* en K562 en la comparacion K562 (12 h Zn2*) vs K562 control. La expresion génica se muestra
en escala logaritmica del verde (menor expresion) al rojo (mayor expresion). En el panel se muestran los
67 genes que cambian su expresion con p21 a 12 h de induccion y un criterio de expresion log, 1,2 ( 2,3
veces de expresion). El asterisco(*) indica genes que posteriormente se validaron por PCR a tiempo real.
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El analisis del agrupamiento funcional de los 65 genes, obtenido mediante el

programa informatico dChip (www.hsph.harvard.edu/biostats/complab/dchip), demostraba

la implicacion de estos genes en ciclo celular, mitosis y replicacion (fig 4.45.a). Ademas,
un estudio mas detallado dentro de las funciones del ciclo celular y mitosis, demostré que
los genes principalmente participaban en la fase M del ciclo celular (fig 4.45.b). Entre los
genes reprimidos hallamos genes que participan en la transicién G2/M (CCNA, CCNB,
WEE1, CDC25A, B, C), genes que participan en las distintas fases de la mitosis
(MAD2L1, AURKA, KIF4A, CENPF/Mitosin) y en el punto de control de la anafase (BUB1
y BUB3). También hallamos genes importantes para la replicacion del DNA (ORC-
1(complejo de unidn al origen de replicacién), MCM-7 y DHFR) y para el transcurso de la
fase S (CCNE y CDK2). El andlisis de los genes inducidos revelé genes como; CCNG, v-
Myb, MLLT11/AF1Q y Dineina.

a) 8% 18%
O Metabolismo del DNA
m Ciclo celular, mitosis y proliferacién celular
O otros
n=65 74%
b)

O Replicaciéon del DNA y de los cromosomas
B Regulacién del ciclo celular

O Punto de control del ciclo celular

O Regulacion de la actividad CDK

B Fase G1 del ciclo celular

O Transicién G1/S del ciclo celular

B Fase S del ciclo celular

O Transicion G2/M del ciclo celular

B Fase M del ciclo celular

Fig 4.45 Agrupamiento funcional de los 65 genes cuya expresion estaba modificada por la
expresion de p21. Las funciones indicadas aparecen representadas por un codigo de colores. a)
Agrupamiento funcional de las tres principales funciones de los genes seleccionados. Los numeros
adyacentes representan los porcentajes de representacion con respecto al total de genes. b)
Especificacion desglosada de las funciones del ciclo celular, mitosis y proliferacion celular.
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4.2.3.2 VValidaciones de la expresion génica.

Para confirmar los resultados de la hibridacién de los microarrays, se validaron
mediante northern blot o RT-PCR cuantitativa un total de 23 genes, 1 inducido y 22
reprimidos. Algunos de estos genes que aparecen regulados a las 12 h se encuentran en
las tablas 4.2 y 4.3 y estan marcados con un asterisco en la figura 4.44. Sin embargo,
otros genes no aparecen en estas tablas porque su expresion se mantiene reprimida a 72
h de induccion de p21. El unico gen inducido que estudiamos fue MLLT11, gen que se
expresa de manera normal en las células progenitoras hematopoyéticas, pero sin
embargo se expresa menos en las células diferenciadas de la sangre (Tse et al., 2004).
Recientemente se ha demostrado su papel en metastasis en cancer de mama (Li et al.,
2006).

Las validaciones las realizamos en células Kp21 con 0, 3, 6, y 12 horas de
tratamiento de Zn®". Por nothern blot se analiz6 la expresién de Cdc25A, Cdc25C y
Cdc25B (fig 4.46) (fosfatasas que participan en la transicion G2/M) y observamos una

disminu cion en la expresion de estos genes a las 6 horas de induccion de p21.

KMT Kp21
Zn2* Zn?*
S O O O O£ U U £ £ N T T T T
M - I - - 0 ™ - - A« ald
FEE R B A Cdc25A
.----gvvﬂ--'D*~
rRNA
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- S W | cdc2sC
Ed cn B e 9 & " | Cdc25B
-----“‘r-""---
rRNA

ﬁ-nuug&uﬂunuquu

Fig 4.46 p21 regula la expresion de las fosfatasas Cdc25. Las células KMT y Kp21 se cultivaron
en presencia de 75 yM ZnSO4 durante los tiempos indicados, se extrajo RNA total y la expresion
de las fosfatasas Cdc25 (A, B, C) se analiz6 mediante Northern blot. Como control de carga y de
integridad de los RNAs se muestra en los paneles inferiores de cada estudio una imagen de los
rRNAs. (La hibridacion de Cdc25A/B la realiz6 la Dra M.J. Mufioz).
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El resto de los genes se validaron por RT-PCR (fig 4.47). En todos los casos
confirmamos represion de los genes seleccionados, asi como del gen escogido con
expresion inducida (MLLT11). Estos efectos se observaron a un tiempo de 6 horas de
induccion de p21, que coincide con el pico de maxima expresion de la proteina p21 (se

alcanza entre las 3 -6 h y se mantiene hasta las 12 h).
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Fig 4.47 Validacion de los genes regulados por p21. RT-PCRs cuantitativas de genes
reguladores de ciclo celular, mitosis y replicacién del DNA. En barras blancas inducidos por p21,
barras grises genes reprimidos por p21 y barras negras control de induccién de p21. Los extractos
de RNA pertenecen a células Kp21 tratadas con 75 yM ZNSO, durante 3, 6 , 12 y 24 h como se
indica. Los datos representan la media de dos experimentos con distintos RNAs que los utilizados
para hibridar los arrays. Los datos estan normalizados para la expresion de la proteina ribosomal
S14 en unidades arbitrarias (u.a), asignandose el valor unidad a la expresion relativa de cada gen
en las células Kp21 sin tratar con Zn2*. Las barras de error representan el SEM.
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4.2.3.3 Comparacioén de la expresion génica requlada por p21 vy p27

Para confirmar que los efectos observados en la expresion de los genes era
debido principalmente a la induccion de p21, repetimos las RT-PCR en el modelo celular
Kp27 tratando y sin tratar con Zn ?* (fig 4.48). Los resultados obtenidos mostraron que la
induccidon de p27, también reprimia genes reguladores de ciclo celular y mitosis, asi
como una induccion del gen MLLT11. Sin embargo, estos efectos eran en general menor
y mas tardios, que los observados con la induccion de p21. Posiblemente, los resultados
obtenidos tanto con p21 como con p27, sean consecuencia de un efecto directo de la

parada de ciclo celular por ambos inhibidores para la mayoria de los genes.
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Fig 4.48 Comparacion de la expresion génica regulada p21 y p27. RT-PCRs cuantitativas con
oligos para genes reguladores de ciclo celular, mitosis y replicacion del DNA. En barras grises
genes regulados por p21 y barras negras genes regulados por p27. Los extractos de RNA
pertenecen a células Kp21 y Kp27 tratadas con 75 yM ZNSO, durante 3, 6, 12 y 24 h como se
indica. Los datos representan experimentos con distintos RNAs que los utilizados para hibridar los
arrays. Los datos estan normalizados para la expresion de la proteina ribosomal S14 en unidades
arbitrarias (u.a), asignando el valor unidad a la expresion relativa de cada gen en las células Kp21
y Kp27 sin tratar con Zn2*. Los datos de p21 y p27 estan normalizados para la expresion de la

proteina ribosomal S14 en unidades arbitrarias (u.a).

Sin embargo, en esta seleccion de genes hallamos 4 genes que eran reprimidos

mucho antes y mas marcadamente por p21 que por p27 (fig 4.49) Estos genes son;

KIF4A (proteina que forma parte del motor de los microtubulos), CENPF (proteina

asociada a centromero-cinetocoro), CCNE2 (ciclina asociada a CDK2) y WEE1 (quinasa

que fosforila al complejo CDC2-ciclina B). Estos resultados obtenidos apuntaban la

posibilidad de haber encontrado 4 posibles dianas tran scripcionales de p21.
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Fig 4.49 p21 reprime mas severamente
genes del ciclo celular y de mitosis. RT-
PCRs cuantitativas de los genes KIF4A,
WEE1, CENPF, CCNE2, p21 y p27. Los
extractos de RNA de células Kp21 (barras
grises) y Kp27 tratadas (barras negras) con
75 uM ZNSO, durante 3, 6, 12 y 24 h como
se indica. Los datos representan
experimentos con distintos RNAs que los
utilizados para hibridar los arrays. Los datos
estan normalizados para la expresion de la
proteina ribosomal S14 en unidades
arbitrarias (u.a), asignando el valor unidad a
la expresion relativa de cada gen en las
células Kp21 y Kp27 sin tratar con Zn2*. El
estudio de p21 y p27 representan los
controles de induccion de p21 y p27 en las
lineas celulares Kp21 y Kp27. Los datos de
expresion de p21 y p27, estan normalizados
para la expresion de la proteina ribosomal
S14 en unidades arbitrarias (u.a)
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4.2 .4 Estudio de los dominios de p21 sobre sus efectos en represidon génica.

Con el fin de esclarecer qué dominio de la proteina p21 era responsable de su
actividad represora, se procedid a realizar un estudio con mutantes de p21 (generados y
provistos por la Dra. Neus Agell, Universidad de Barcelona) (Fig 4.50). El mutante con
dominio p21-NT sigue manteniendo la capacidad de unirse e inhibir a los complejos
ciclina-CDKs. En cambio, el dominio p21-CT, sigue conservado su region de localizacion

nuclear y su capacidad de unirse a PCNA.

143 PCNA 160
c1 CdK iLS -c C p2l T (GFE)
CyC1 | | m (Nuclear)
1 21 26 49 71 140 142 155 157 169
p21-CT (GFP)
91 169 (Nuclear)
.—| - | | | p21-NT (GFP)
1 90 (Nuclear

y citoplasmatica)

Fig 4.50 Esquema de la proteina de p21WT y de sus mutantes. Proteinas de fusion con “Green
fluorescence protein”. La proteina salvaje y p21-CT se localizan principalmente en el nucleo. La proteina
p21-NT se localiza en nucleo y en citoplasma. Cyc1 y Cyc2 :sitios de unidn a ciclina, CDK: sitio de union
de Cdk, NLS: sefial de localizacién nuclear.

Este estudio lo realizamos transfectando transitoriamente cada uno de los
mutantes de p21 en células K562. A continuacion seleccionabamos las células positivas
para la GFP mediante citometria de flujo con un FACSAria™ (BD Biosciencies), de esta
manera los resultados se realizaron solo sobre la poblacion positiva para GFP.

A continuacién, realizamos un analisis mediante RT-PCR de algunos de los genes
validados en el aparatado 4.2.3.2. En la figura 4.51, podemos observar los resultados
obtenidos para cada mutante en la expresion de tres genes seleccionados, dos de ellos
eran reprimidos a 3 h de la induccién de p21. En todos los casos, observamos como la
expresion de la proteina p21 salvaje (WT) es la mas represora de todas. Ademas, los
resultados demostraron que el dominio CT es esencial para la funcién represora de los

genes CCNE2, WEE1 y KIF4A, mientras que el dominio NT mantiene su capacidad de
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reprimir. Como control de nuestros experimentos analizamos los niveles de mRNA de
GFP y p21.
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Fig 4.51 Estudio de la represion génica por p21WT y los mutantes de p21. Las células K562 fueron
transfectadas con los plasmidos p21-WT-GFP (barras gris claro), p21-CT-GFP (barras blancas), p21-NT-
GFP (barras gris oscuro) y el plasmido vector GFP (barras negras). Posteriormente las células positivas
para GFP fueron seleccionadas por citometria de flujo. La expresion de los genes se analiz6 mediante
RT-PCRs. a) Los datos de los genes CCNE2, WEE-1, KIF4A estan normalizados para la expresion de la
proteina ribosomal S14 en unidades arbitrarias (u.a), asignando el valor unidad a la expresion relativa de
cada gen en las células K562 transfectadas con el plasmido control GFP. b) Estudio de la expresion de
GFP y p21 como controles de transfeccion. Los datos estdn normalizados para la expresién de la
proteina ribosomal S14 en unidades arbitrarias (u.a).

A la vista de los resultados obtenidos al analizar el transcriptoma de las células
Kp21 y al realizar los experimentos en transitorio con mutantes, se puede concluir que
p21 induce la represidén de genes que controlan la progresion del ciclo celular, la mitosis y
la replicacion del DNA. Ademas, p21 podria estar actuando como co-represor
transcripcional en al menos tres de los genes analizados. La represion de estos tres
genes tiene lugar a 3 horas de la induccion de p21 y no con la induccion de p27. El
resultado de transfecciones en transitorio confirma esta represiéon con la proteina p21
salvaje y con el mutante p21-NT. Este resultado sugiere la existencia de nuevos genes
reprimidos por p21. Para confirmar esta hipétesis y elucidar el mecanismo de co-
represion por p21, necesitaremos abordar un estudio mas amplio posteriormente a este

trabajo de Tesis.
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4.3 Estudio de la expresion de p21, p27, p57 y c-Myc en muestras de cancer
colorectal (CCR).

Finalmente, como complemento de nuestro trabajo quisimos estudiar el papel de
p21 en comparacién con otros reguladores en muestras clinicas de cancer colorectal.
Para ello, analizamos la expresiéon de los reguladores de ciclo celular p21, p27, p57 y del
oncogen c-Myc. El estudio se realizé analizando la expresion de estas proteinas en 20
pacientes con CCR (fig 4.52), estudiando muestra tumoral y de tejido sano de cada
paciente. En todos ellos utilizamos como control de nuestros experimentos una parte de
tejido sano de cada paciente. Todos los trabajos publicados hasta la fecha sobre los
niveles de p21 en CCR, se han hecho a nivel de RNA por RT-PCR o de proteina por
inmunohistoquimica. Dada la potente regulacion post-transcripcional de p21 y la dificultad
para cuantificar la sefal por inmunohistoquimica, iniciamos un estudio por western blot.

De los 20 pacientes, el 25 % mostraron una expresion de p21 mayor en el tejido
tumorogénico, sin existir una correlacion con el estadio de la enfermedad. El 20 % de los
pacientes, manifestd una disminucién en la expresion de p21 respecto al tejido sano, de
ellos la mitad se encontraban en estadio IV y la otra mitad en estadio Il. El resto de los
pacientes (55 %), no mostraron variaciones en la expresion de p21, pero si existe una
correlacion con el estadio, ya que se encontraban en el estadio Ill o IV. Los resultados
obtenidos, sugieren que los cambios de expresidon de p21 no son indicativos del
transcurso del cancer colorectal, aunque no son muchos los casos estudiados y se
requiere un estudio futuro mas amplio.

El estudio llevado a cabo sobre p27, demostré6 que el 30% de los pacientes
presentaban un aumento en la expresion que se correlacionaba con los estadios | y Il de
la enfermedad. El 40 % de los pacientes mostraba un descenso en la expresion
correlacionado con los estadios Ill y IV. El resto de los pacientes (30 %), no mostraron
variaciones en la expresion de p27, pero todos se hallaban en el estadio Il de la
enfermedad. Estos datos nos sugieren que a medida que avanza la enfermedad, se
observa una disminucién en la expresién de p27. Por lo tanto, la expresién de p27 en
CCR al igual que en otros canceres, es un buen indicador de la progresion de la
enfermedad. Una disminucién en su expresion se correlaciona con peor pronéstico.

El estudio realizado sobre c-Myc, nos mostré que principalmente, la disminucion

de la expresion se correlaciona con los pacientes en estadio IV.
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El estudio realizado sobre p57, revelo datos pocos significativos en cuanto a la

expresion de p57 y al estadio de la enfermedad.
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Fig 4.52. Expresion de p21, p27,p57 y c-Myc en pacientes con CCR. Western blot con anticuerpos
anti-p21, -p27, -p57, -c-Myc de lisados de proteina total de 20 muestras de tumores de colon (T) y
tejido sano adyacente (N). Como control de cantidad se analiza la expresion de 3-Actina. Los estadios
de la enfermedad se indica en la parte inferior de cada western blot.
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Aunque el numero de muestras no permita un analisis estadistico, como primera
aproximacién, podemos concluir que los niveles de p21 no aportan informacion sobre el
transcurso de la enfermedad. Sin embargo, los niveles de p27 se correlacionan con el
estadio y con un peor pronéstico. Cabe sefialar, que este estudio es preliminar y se prevé
ampliarlo con un numero superior de pacientes, para poder alcanzar resultados mas

concluyentes.
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5. DISCUSION

5.1 Papel dual de p21 en apoptosis.

El inhibidor de complejos Cdk-ciclina p21, es responsable de la parada de ciclo
celular por vias tanto dependientes o como independientes de p53. Esta parada de ciclo
celular permite a las células reparar el dafo genotoxico sufrido y continuar con la division
celular. p21, al igual que otras proteinas como Myc y E2F, presenta dualidad antagodnica.
Por una parte, la funcién de inhibir el ciclo celular y reparar el dafio sufrido, contribuye a
su papel como supresor de tumores. Por otra parte, la capacidad de p21 de inducir
parada del ciclo celular después del estrés celular protege a la célula de la apoptosis.
Esta actividad le confiere potencial de actuar como un oncogén (revisado en Gartel and
Tyner, 2002).

Los farmacos utilizados en cancer, inducen apoptosis por vias dependientes o
independientes de p53, y en varios modelos la proteina p21 protege a las células de esta
apoptosis. Esta conclusion se ha extraido de estudios, donde delecciones de p21
incrementan la sensibilidad de las células tumorales a la apoptosis inducida por diferentes
agentes quimioterapéuticos. Uno de los modelos celulares donde mas se ha estudiado el
papel de p21 en apoptosis es en el modelo de cancer colorectal HCT116p217, donde p21
estd mutado por recombinacion homéloga (Waldman et al., 1995). En este modelo se ha

atribuido un papel anti-apoptético de p21 respuesta a distintos agentes;

- farmacos genotdxicos que causan dano al DNA: adriamicina, daunomicina,
etopoésido y 5-fluoracilo (Bunz et al., 1998; Bunz et al., 1999; Chan et al., 2000;
Chattopadhyay et al., 2001; Javelaud and Besancon, 2002; Le et al., 2005; Mahyar-
Roemer and Roemer, 2001; Ravizza et al., 2004; Seoane et al., 2002; Sturm et al., 2006).
La apoptosis en estos casos puede ser dependiente e independiente de p53.

- inhibidores de la formacion de microtubulos: paclitaxel y vincristina (Giannakakou
et al., 2001; Stewart et al.,, 1999). En la mayor parte de los casos es apoptosis
dependiente de p53.

- inhibidores de la topoisomera |: como la camptotecina (Furuta et al., 2006; Han

et al., 2002). Es una apoptosis independiente de p53.
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- inhibidores de la histona deacetilasa: n-butirato (Archer et al.,, 1998; Mahyar-
Roemer and Roemer, 2001; Wagner and Roemer, 2005). Es una apoptosis independiente
de p53.

- hiperoxia celular (Helt et al., 2001; Staversky et al., 2006). Es una apoptosis
dependiente de p53.

- irradiacion (Bunz et al., 1998; Jung et al., 2003; Sohn et al., 2006; Sturm et al.,
2006; Wendt et al., 2006). Es una apoptosis dependiente e independiente de p53.

- inhibidores de la ciclo-oxigeneasa-2 (COX2): curcumina y SC-560 (Jaiswal et al.,
2002; Lee et al., 2006). Es una apoptosis independiente de p53.

Sin embargo, también se ha observado en este modelo celular que compuestos
quimio-preventivos como el resveratrol inducen apoptosis independiente de p53 y p21 (fig
5.1).

» Apoptosis
T (dependiente de p53) 5.FU
Paclitaxel
Hiperoxia

— pSSI—> p21I — Parada ciclo celular

Apoptosis
T (dependiente de p53)

ADR

™ p53I_, p21 I—* Parada ciclo celular DN
Etoposido
\ L Irradiacion
, Apoptosis

(independiente de p53)

Estimulos

— (p2 T—’ Parada ciclo celular n-butirato
Camptotecina
L Apoptosis Curcumina

(independiente de p53)

» Apoptosis (independiente Resveratrol
de p53 y de p21)

Fig 5.1 Esquema de diferentes respuestas de las células HCT116 a quimioterapicos y
agentes naturales quimio-preventivos (figura modificada de Mahyar-Roemer M et al ., 2001).
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Por otra parte, el modelo celular HCT116p21” también ha servido para demostrar

el papel pro-apoptético de p21 con diferentes compuestos;

- desestabilizadores del ensamblaje de microtubulos: noscapina (Aneja et al.,
2007).

- inhibidores de la timidilato sintetasa: tomudex y raltitrexed (Geller et al., 2004).

- la sobre-expresion de la proteina RADS50, proteina involucrada en la reparacion
del DNA (Shin et al., 2001).

- antioxidantes: vitamina E y PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) (Chinery et al.,
1997).

5.2. ;Tiene p21 un papel protector de la apoptosis en células de cancer

colorectal?

En este trabajo de Tesis se utilizd el modelo de cancer colorectal HCT116 y las
sublineas con deficiencia de p53 (HCT116p53”) o p21 (HCT116p21™), con el fin de
determinar los efectos de dichos genes en respuesta a un farmaco cuyo mecanismo de
accién no implica dano gendémico. Se eligi6 como modelo el inhibidor de quinasas
imatinib. Un trabajo previo realizado en este modelo celular (HCT116), sugirié al receptor
tirosina-quinasa c-Kit como diana terapéutica de imatinib en células HCT116 (Attoub et
al., 2002). Sin embargo, en contraste con los resultados mostrados en ese trabajo,
nosotros no hemos detectado en las células HCT116 expresion de c-Kit.

Imatinib no es genotdxico (no detectamos yH2AX), sin embargo su efecto anti-
proliferativo y citotéxico era mas agresivo en HCT116p21™” que en células parentales.
Este mismo resultado lo obtuvimos con otro inhibidor tirosina-quinasas como es gefitinib.
La sensibilidad de esta sublinea celular también ha sido puesta de manifiesto con otros
farmacos o estimulos como adriamicina, daunomicina, 5-FU, n-butirato, etopdsido e
hiperoxia (citados anteriormente). Los resultados obtenidos con estos estimulos, nos
llevaron a realizar un abordaje mas amplio sobre el papel de p21 en apoptosis y sobre el
posible papel protector de p21 con farmacos inhibidores tirosina-quinasa. Sin embargo,
obtuvimos el sorprendente e interesante resultado de que la hiper-sensibilidad de la linea
HCT116p21” a farmacos de mecanismos de accién tan diferentes como imatinib,
adriamicina y 5-FU (y por tanto, posiblemente a otros farmacos) no es debida a la
ausencia de p21, contradiciendo los informes anteriores de que p21 es un inhibidor de

apoptosis en este modelo. Los resultados que nos llevaron a esta conclusion son:
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a) Modelo HCT116Myc-ER; ElI aumento de expresion de Myc induce una

represion en los niveles de expresion de p21. Sin embargo, la sublinea celular
HCT116WTMyc-ER no presenta mayor sensibilidad a imatinib ni a adriamicina, a
diferencia de lo observado por otro grupo en presencia de adriamicina (Seoane et al.,
2002) (farmaco que induce apoptosis por mecanismos dependientes e independientes de
p53). El aumento de expresion de Myc tampoco induce cambios en la sensibilidad de las
células HCT116p217Myc-ER con imatinib.

b) Modelo HKO-MTp21; La expresién ectopica condicional de p21 en las células

HCT116p21” no disminuye la hiper-sensibilidad de estas células a imatinib ni a
adriamicina (fig 4.18 y fig 4.21). Este resultado es contradictorio al obtenido por otro
grupo, donde recuperaban los niveles de expresion de p21 mediante adenovirus y
observaban una menor apoptosis con n-butirato (presenta un mecanismo independiente
de p53) (Mahyar-Roemer and Roemer, 2001).

¢) Modelo HCT-shp21; El silenciamiento de la expresiéon de p21 mediante RNA de

interferencia en la sublinea HCT116WT, no incrementaba la sensibilidad a inhibidores
tirosina-quinasa (imatinib y gefitinib) o a farmacos genotdxicos (Adriamicina y 5-FU).

Los resultados obtenidos en esta Tesis con las células HCT116 son consistentes
con los datos obtenidos in vivo. La apoptosis observada por azoximetano en las células
de las criptas intestinales esta abolida en ratones con deficiencia para p21 (Poole et al.,
2004a). Ademas, estos ratones presentan una mayor incidencia en tumores colorectales
en cooperacion con la deficiencia en APC (Yang et al., 2001a; Yang et al., 2001b) o en
Muc2 (Yang et al., 2005). Estos resultados no son los esperables si la deficiencia de p21

tuviera un potente efecto pro-apoptético en células intestinales.

5.3 ;A qué se debe la hipersensibilidad a la apoptosis de las células
HCT116p217?

Las células HCT116p21” presentan una serie de caracteristicas, mas alla de la
ausencia de p21, que difieren de las células parentales. En este trabajo hemos
demostrado que estas células presentan una activacion constitutiva de quinasas
relacionadas con supervivencia celular y procesos anti-apoptéticos como son AKT,
ERK1/2 y ¢c-SRC. Esta activacion disminuye a medida que estas células entran en
apoptosis mediada por imatinib. Ademas, también hemos observado un aumento de

expresion de proteinas reguladoras de la apoptosis como son Bcl-2 y dianas
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transcripcionales de p53. Es en esta ultima proteina, donde se ha centrado nuestro
estudio. Nuestros datos confirman que las células mutadas en p21 presentan mayor
expresion (fig 4.24) y actividad de p53 (fig 4.26), lo que conlleva una proteina mas estable
y activa (presenta modificaciones postraduccionales que aumentan la estabilidad de la
proteina y la unién a DNA).

Cabe sefialar, que este aumento de expresion de p53 en las células HCT116p21™
, junto con un desequilibrio en los reguladores de apoptotsis Bax/Bcl-2 ha sido observado
anteriormente por otros grupos (Aneja et al., 2007; Broude et al., 2007; Giannakakou et
al., 2001; Javelaud and Besancon, 2002; Sohn et al., 2006). Este fenémeno tiene lugar a
nivel post-traduccional. Algunos trabajos han explicado este efecto por la ausencia de
p21 (Blagosklonny, 1997; Broude et al., 2007) o por un incremento en la expresion de
p1
regulador negativo de p53, MDM2 (Javelaud and Besancon, 2002). Sin embargo, en

4" que aumentaria la estabilidad de p53, tras reprimir la expresién del principal

nuestro trabajo hemos observado que una disminucion en la expresion de p21 en células
parentales (HCT-shp21) o una recuperacién en la expresion de p21 en células
HCT116p21” (HCT-MTp21 o HCT-adp21) no producia variacién de los niveles de
expresion p53 (fig 4.30). Por lo que la ausencia de p21 no parece responsable de la
mayor actividad de p53. Ademas, hallamos bajos niveles de expresién de p14"%F y no
encontramos cambios de expresion de este gen (a nivel de mRNA) entre células
parentales y células HCT116p21™ (dato no mostrado). Este resultado, coincide con el de
otros grupos que también confirman la ausencia en la expresion de p14*RF en el modelo
celular HCT116 (Broude et al., 2007; Chattopadhyay et al., 2001; Hemmati et al., 2005;
Mitra et al., 1999; Yang et al., 2000a). Asimismo, las células HCT116p21"‘ presentan
mayor expresion de MDM2, lo que seria explicado por los altos niveles de p53 pero
serian datos contradictorios al obtenido por Javelaud et al., (2002) que observa una
represion en los niveles de expresién de MDM2. No obstante, nuestros datos coinciden
con un trabajo publicado muy recientemente (Broude et al., 2007), donde observan altos
niveles de p53 y MDM2 en células HCT116p21”. Sin embargo, este trabajo describe a
p21 como un regulador negativo de la estabilidad de p53 y donde MDM2 no actua como
su principal regulador, a diferencia de lo que si ocurre en las células parentales. Nuestro
trabajo de Tesis, ha demostrado que p21 no actia como un regulador de p53, puesto que
cambios de expresion de p21 en células parentales (HCT-shp21) o la recuperacién del
expresion de p21 en células HCT116p217 (HKO-MTp21 y HKOAd-p21) no modifican la

expresion de p53.
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El aumento de actividad y expresién de p53 en el modelo celular HCT116p21™ es
probablemente consecuencia de las modificaciones postraduccionales. Sin embargo, la
elevada actividad de las enzimas modificadoras de p53 en estas células es un hecho que
no podemos explicar. La hipotesis mas plausible es que durante el proceso de seleccion
de la linea HCT116p21” (que implica largos periodos en cultivo con antibiéticos de
seleccion) se haya seleccionado un subclon que presenta respecto a las células
parentales otros cambios genéticos ademas de la mutacion en p21.

Independientemente de los mecanismos responsables de la elevada estabilidad y
niveles de p53, nuestro datos demuestran que el aumento de actividad de p53, es al
menos parcialmente, responsable de la hipersensibilidad de las células HCT1116p217,
puesto que la supresién de p53 (shp53) o la inactivaciéon (DDp53) de p53, revierte el
fenotipo hipersensible de las células a farmacos genotdxicos como ADR y farmacos
inhibidores de tirosina-quinasas como imatinib (fig 4.33). La menor sensibilidad
observada con adriamicina, esta en concordancia con los datos que demuestran una
apoptosis inducida por mecanismos dependientes de p53. (Bunz et al., 1998; Bunz et al.,
1999). A su vez, la menor sensibilidad observada con imatinib, confirmaria que este
farmaco induce apoptosis por un mecanismo dependiente de p53 en este modelo celular.
Esta hipétesis ademas queda reforzada por el hecho haber observado una mayor
sensibilidad en células parentales (HCT116WT) respecto a células deficientes en p53
(HCT116p53™) (fig 4.34).

Los principales resultados obtenidos en relacién con los niveles de p21 y p53 y su

asociacion con la susceptibilidad a farmacos se esquematizan en la tabla 5.1

Linea p21 p53 Sensibilidad
HCT116WT ++ + ++
HCT-shp21* + + ++
HCT116WTMyc-ER(+40HT)* + + ++
HCT116-p21” - FRFIFIFS e+
HKO-MTp21(+Zn”")* ++ FRFIFIFS e+
HKO-shp53* - + ++
HKO-DDp53* - + ++
HCT116p53™ ++ - +
HCT116p53” Myc-ER(+40HT)* + - +

Tabla 5.1 Esquema de los resultados obtenidos con las lineas celulares usadas en esta Tesis.
Se resumen el nivel de expresion de p53 y p21 con la sensibilidad a farmacos (imatinib y
adriamicina). Los asteriscos indican las lineas celulares derivadas de una misma linea parental.
Se observa cémo la mayor sensibilidad se asocia s6lo con niveles altos de p53 y no con la
ausencia de p21.
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En resumen, se pueden extraer dos conclusiones: 1) la apoptosis observada en
células deficientes en p21 no es consecuencia del papel protector de p21, y 2) los niveles
de p53 determinan la mayor apoptosis observada. Esta ultima conclusién, coincide con
los datos obtenidos de fibroblastos murinos super-p53/p21”- o super-p53 (que presentan
uno o dos transgenes silvestres, ademas de los dos alelos endégenos p53) respecto a
fibroblastos murinos p217 , en respuesta a dafio genotéxico por adriamicina (Efeyan et
al., 2007). En estas células la ausencia de p21 impide la parada del ciclo celular. Sin
embargo, la apoptosis aumenta a medida que aumentan los niveles de p53 y es
independiente de los niveles de p21 (De la Cueva et al., 2006; Efeyan et al., 2007).

Por lo tanto, los resultados publicados en relacion al papel de la proteina p21
como protector de apoptosis, basados en la linea celular HCT116p21” y mencionados
anteriormente (ver apartado 5.1), deberian de ser reconsiderados. Nuestro trabajo indica
que las células HCT116p217 crecen mas despacio que las parentales, muestran una tasa
espontanea de apoptosis y son mucho mas sensibles a todos los estimulos apoptoéticos.
Los niveles basales altos de p53 reflejarian una permanente situacion de estrés para esta
linea celular. No obstante, en este trabajo hemos obtenido datos en un modelo de
leucemia mieloide cronica (K562) en los que se ha demostrado un papel protector de
apoptosis y que concuerda con los datos obtenidos en otros modelos celulares diferentes
a HCT116p21™. Algunos de estos modelos celulares son: 1) células de cancer de mama
(MCF-7) en repuesta a prostanglandina (A2), aumentan los niveles de expresion de p21 y
sufren parada en G1 (Gorospe et al.,, 1996), 2) células de macrofagos (RAW 264.7),
donde la expresion de p21 ha sido atenuada mediante nucledtidos antisentido, presentan
un aumento de la apoptosis inducido por oxido nitrico (Yang et al., 2000b), 3) células
procedentes de leucemia linfoblastica T (Jurkat), con una sobre-expresion de p21
aumenta el porcentaje de células paradas en G2/M y atenua la apoptosis inducida por
paclitaxel (Ahmed et al., 2004) y 4) modelos animales de linfomagénesis, donde p21
presenta un papel anti-apoptético en linfomas de ratones deficientes en p53 (De la Cueva
et al., 2006).

5.4 p21 protege a las células K562 de la apoptosis por imatinib

En este trabajo hemos estudiado el papel protector de p21 sobre la apoptosis
inducida por imatinib en leucemia mieloide crénica. Para ello, hemos escogimos el

modelo celular K562 porqué: 1) expresa Bcr-Abl (producto de la translocacion
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cromosomica t(9,22) (Collins et al., 1987)) la principal diana terapéutica de imatinib
(Gambacorti-Passerini et al., 1997), 2) no expresa p53 y la expresion de p21 es
independiente de p53 (Law et al., 1993), 3) disponiamos del modelo celular Kp21 con
expresion ectépica condicional de p21 (Munoz-Alonso et al., 2005).

En nuestro trabajo hemos demostrado que la expresiéon condicional de p21,
reduce la apoptosis inducida por imatinib en células K562, por tanto de manera
independiente de p53 (fig 4.36). Este resultado es opuesto al observado en el modelo
celular HCT116p21” con expresion condicional de p21 y con sobre-expresion de p53 y
donde la menor sensibilidad observada fue en células deficientes en p53 (HCT116p53™).
Sin embargo, cabe sefialar que las células de CCR no presentan una diana terapéutica al
imatinib tan especifica como es la quinasa Bcr-Abl en K562, lo que es consistente con los
efectos anti-proliferativos observados del imatinib en el modelo HCT116 a dosis mayores
de las observadas en el modelo K562.

En resumen, en este trabajo hemos demostrado que p21 presenta un papel

protector frente a la apoptosis inducida por imatinib en el modelo celular K562.

5.5 Comparacion de la regulacion genica inducida por p21 y p27.

En los ultimos afos se ha discutido mucho sobre un aspecto muy importante, que
dotaria a la proteina p21 de una funcién como regulador especifico de la expresién de
genes. La sugerencia de que p21 pueda regular la transcripcion es obvia, p21 inhibe la
actividad quinasa de complejos Cdk-ciclina y estos a su vez, regulan la actividad de
numerosos factores de transcripcion. Los ejemplos mas conocidos, son los genes
regulados transcripcionalmente por los miembros de la familia E2F/Rb (Dotto, 2000) y
NF-kB (Poole et al., 2004b). Asimismo también se ha observado su papel como cofactor
transcripcional independientemente de su unién a complejos Cdks, regulando la actividad
de otras proteinas que también se une al DNA como es el caso, STAT3 (Coqueret and
Gascan, 2000), Myc (Kitaura et al., 2000), c/EBP (Harris et al., 2001) y el receptor de
estrogenos (Fritah et al., 2005). Ademas, p21 interacciona con la histona acetilasa CBP y
p300 (Snowden et al., 2000), sugiriendo que p21 funciona como un regulador de los
promotores dependientes de CBP, a través de modular la actividad de la histona
acetilasa, o bien por contacto con la RNA polimerasa Il. Mas recientemente, se ha

descrito su papel como represor transcripcional sobre Wnt4 (Devgan et al., 2005), Myc y
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Cdc25A (Vigneron et al., 2006). Esta represién la realiza p21 tras asociarse con E2F y
STATS3 en los promotores de estos genes.

Para profundizar en el papel p21 como posible regulador transcripcional,
utilizamos el modelo celular Kp21 (expresion ectépica condicional de p21 en células
K562) donde observamos los genes regulados por p21 a tiempos cortos (12 h) y largos
(72 h) de expresion de p21, mediante la tecnologia del microarray (fig 4.40). Ademas,
teniamos la oportunidad en este estudio de excluir aquellos genes que eran regulados
por p27 (otro inhibidor de complejos Cdks y miembro de la familia Cip/Kip), porque
disponiamos de un modelo singénico de expresion ectdpica condicional de p27 (Kp27).

Un trabajo anterior publicado por nuestro laboratorio, describia el papel de p21
como inductor de la diferenciacion megacariotica, que se hacia mas evidente cuando las
células estaban expuestas a tiempos largos de induccién de p21 (72 h), mientras que la
expresion a tiempos largos de p27 inducia diferenciacion eritroide (Munoz-Alonso et al.,
2005). Por lo tanto, nuestro objetivo se centr6é en estudiar los efectos de p21 a tiempos
cortos (12 h) con el fin de identificar genes que fuesen objeto de represion por p21. Para
ello realizamos un analisis muy restrictivo, donde se eligidé un nivel de variacion minimo
de 5 veces (log, 2,3) como criterio de seleccidon de genes para nuestro analisis. Con este
analisis, pretendiamos identificar genes candidatos a ser dianas “directas” de la co-
represion transcripcional por p21. Hallamos tan sélo 70 genes, donde el 94 % eran
reprimidos y el 6 % eran inducidos (fig 4.43). Nuestros datos apuntaban firmemente al
papel de p21 en ciclo celular y mitosis (70 % de los genes), datos que también fueron
confirmados con el programa de ontologia e interacciones moleculares “Ingenuity
System“(fig 4.42). Una vez obtuvimos estos datos, relajamos las condiciones restrictivas
del analisis, eligiendo como criterio de seleccion un nivel de variacion minimo de al
menos 2,3 veces (log, 1,2). Por otra parte este criterio, el mas frecuentemente utilizado
en los analisis de expresién de “microarray” y, en concreto, el utilizado en un estudio con
células humanas de fibrosarcoma (HT1080) con expresion inducible de p21 y donde
estudiaron los genes que cambian tras induccion de p21 durante 72 h (Chang et al.,
2000b). La aplicacion de programas de “clustering” identificd correctamente los perfiles de
expresion dependiendo de si expresan o no p21 y en funcién del tiempo de expresién de
p21 (fig 4.40). En nuestro modelo y con el criterio de 2,3 veces elegido, encontramos que
p21 (12 h de induccion) regula 388 genes, de un conjunto de 14953 genes diferentes, lo
que supone que en estas condiciones p21 participa en la regulacion del 2,5 % del

genoma de la célula. El agrupamiento funcional, agrupo a los genes modificados por p21
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principalmente en dos grupos: a) crecimiento celular y/o mantenimiento celular (35 %) y
b) ciclo celular y mitosis (32 %). Sin embargo, es esperable que la gran mayoria de estas
regulaciones sea consecuencia indirecta de la parada proliferativa que impone p21 y no
reflejan si es un efecto directo de p21 o bien, un efecto secundario de su papel como
inhibidor de complejos Cdks.

A la luz del analisis del transcriptoma de nuestro modelo celular, se observa que
p21 tiene una fuerte accidn represora sobre genes relacionados con la progresiéon del
ciclo celular, mitosis y replicacién del DNA (fig 4.44 y 4.45). Parece l6gico pensar que una
fuerte parada en la proliferacién como la que induce p21, tenga su reflejo en la represion
de genes necesarios para la progresién por el ciclo celular. Entre los genes reprimidos
encontramos genes que codifican para la biosintesis de nucle6tidos como es DHFR.
Otras genes estan involucradas en la replicacion del DNA y en la formacion de los
cromosomas por ejemplo ORC-1, MCM7, SMC1 H4, RPA2, CENPF y CENPE. Sobre
todo hallamos genes involucradas en el ciclo celular y mitosis. Algunas de estos genes
son CDK2 y CCNE necesarios para la fase S, los genes CDC2, CCNB, CCNA, WEE1 y
Cdc25 A, B, C que participan en la transicion G2/M, las proteinas PLK1, AURKA y KIF4A
involucradas en diferentes fases de la mitosis y también genes que forman parte del
control de la anafase BUB1, BUB3, MAD2L1. Ademas, hemos hallado genes que
participan en la reparacion del DNA inducidos como ERRC5, PARP4 y LIG4, pero otros
reprimidos como RAD51, EXO1.

Muchos de los datos obtenidos concuerdan con los hallados por el grupo de
Roninson (Chang et al., 2000b), la diferencia es que en su trabajo los datos obtenidos del
microarray eran a las 72 h lo que hace suscitar la duda de que se esté observando un
efecto indirecto de la parada de ciclo celular. Sin embargo, nosotros en observamos
mediante RT-PCR o Northern Blot, que la represién de los genes aparece en muchos de
ellos alrededor de las 6 h de induccién de p21 (fig 4.46 y 4.47), e incluso observamos 4
genes (WEE1, KIF4A, CCNE2 y CENPF), donde la represion se aprecia incluso a
tiempos de 3 h de induccién de p21 (fig 4.49), una cinética paralela a la induccion de p21.
Por otro lado, aportamos un dato mas relevante y es el hecho de que el estudio realizado
en el modelo Kp27, también demuestra una represion de estos genes (dato esperable por
ser un inhibidor de ciclo celular) pero no tan severa como la observada con p21 (fig 4.48).
En algunos casos, la represion por parte de p27 se observa retardada en el tiempo

respecto a p21, esto podria ser consecuencia del retardo en la expresion de p27. Las
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células Kp27, presentan el maximo de expresion de p27 a las 24 h de induccién con
ZnS0O4, mientras que la de p21 es a las 12 h (Munoz-Alonso et al., 2005).

En resumen, nuestro trabajo amplia el nimero de genes que podrian ser
reprimidos transcripcionalmente por p21. Sin duda, y como es de esperar, algunos de los
genes reprimidos contienen sitios de unién para E2F en sus promotores (CDC2, ORC-1 o
CCNE1), lo que demuestra que algunos de los efectos observados son consecuencia del
papel inhibitorio de p21 sobre los complejos Cdk-ciclinas o bien que p21 podria estar
reclutando a E2F en los promotores de estos genes y de este modo actuando como un
co-represor, tal y como se ha visto para Wnt4 (Devgan et al., 2005), Myc y Cdc25A
(Vigneron et al., 2006). Sin embargo otros genes, no presentan sitios de unién para E2F
(CCNB1 y CCNE2). Por lo tanto, no todos los efectos inhibitorios de p21 estdn mediados
por E2F. Siguiendo con esta observacién, el grupo de Roninson (Zhu et al., 2002)
demostré la capacidad de p21 para inhibir el promotor de PLK-1 y TOPOIla
independientemente de E2F. Por lo tanto, esta pendiente de esclarecer la dependencia
de E2F para la represion observada en los genes de este estudio. Ademas
necesitaremos precisar cuantos de estos genes son reprimidos por un efecto directo
llevado a cabo por p21 y cuantos son consecuencia de un efecto secundario debido a la
parada de ciclo celular tras la inhibicién de complejos Cdks.

En un paso mas por esclarecer qué dominio de la proteina p21 era responsable
de la represion observada en genes relacionados con ciclo celular, mitosis y replicacion
del DNA, realizamos un estudio con mutantes de la proteina p21 para observar
diferencias en el transcriptoma de K562. Estudios anteriores realizados por el grupo de P.
Dotto (Cutaneous Biology Cancer Research, MGH, Boston), determinaron que el dominio
carboxilo terminal de p21 (desprovisto de la capacidad de unirse a complejos Cdk-ciclina)
era responsable de la represién de Wnt4, y que esta represion de la transcripcion de
Wnt4 tenia lugar de manera independiente a los efectos de p21 sobre el ciclo celular
(Devgan et al., 2005). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis
demuestran que el dominio amino terminal es necesario para observar una represion de
los estudiados. Lo que queda indudablemente demostrado, es la mayor represion por
parte de la proteina silvestre (WT) respecto a los otros dos mutantes de p21 (NT y Ct) (fig
4.51).

Como conclusion final a este apartado, podemos sefialar que el aumento de
expresion de p21 a tiempos cortos de induccion conlleva: 1) represién de un

importante numero de genes que participan en ciclo celular, mitosis y reparacion del
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DNA, 2) la represion de algunos de estos genes (CCNE2, WEE1, CENPF, KIF4A) se
observa a tiempos cortos de induccién de p21 con ZnSO, (3 h) de forma paralela a los
niveles de p21, 3) p21 reprime mas drasticamente estos genes de lo que lo hace p27,
4) la forma silvestre de la proteina es mas represora que los mutantes que solo tiene el

dominio C-terminal 6 N-terminal.

5.6 p21 no es un marcador de prondstico en cancer colorectal.

p21 es una proteina que presenta varias mutaciones en cancer (Balbin et al.,
1996; Bhatia et al., 1995; Gao et al., 1995; Malkowicz et al., 1996; Vidal et al., 1995) y
algunas de ellas alteran su actividad como inhibidor de Cdk (Welcker et al., 1998). Sin
embargo, la conclusién en conjunto de todos los estudios, es que las mutaciones de
p21 en cancer son extremadamente raras, si se comparan con otros supresores de
tumores como p53 y p16 (McKenzie et al., 1997; Patino-Garcia et al., 1998; Shiohara
et al., 1994). Los niveles de expresién de p21 han servido para extraer conclusiones
sobre la actividad de p53 (niveles bajos de p21 suelen correlacionarse con p53
inactiva). Muchos estudios describen que la perdida o el silenciamiento de p21 se
correlaciona con carcinogénesis y peor pronostico, y entre estos tumores existe un
estudio en cancer colorectal (Zirbes et al., 2000). Sin embargo, otros trabajos relaciona
el incremento en la expresion de p21 con la progresion tumoral y peor prondstico, este

es por ejemplo el caso del cancer de mama (Ceccarelli et al., 2001) (ver 1.2.5).

En este trabajo de Tesis, hemos realizado un estudio de p21, p27 y p57 y de c-
Myc en una serie limitada de muestras de pacientes con CCR basado en western blot
(fig 4.52). De los resultados obtenidos sobre la expresién de p21, no podemos extraer
una conclusidn clara: mas de la mitad de las muestras tumorogénicas analizadas no
presentaban cambios de expresion de p21 respecto al tejido normal, a pesar de ser
pacientes que se hallaban en estadios avanzados de la enfermedad (estadio Il y V).
Este resultado estaria de acuerdo con la mayoria de la bibliografia descrita para p21,
que indica que p21 no es un marcador independiente de prondstico en CCR. Sin
embargo, hemos observado modificaciones en la expresion de p27. En nuestro
estudio, los niveles de p27 muestran un descenso que se asocia con un avance de la
enfermedad. Este resultado, concuerda con lo descrito para CCR (Loda et al., 1997).

En este trabajo se realiz6 un estudio de la expresién de p27 en 149 carcinomas
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colorectales basados en técnicas de inmunohistoquimica, encontrando que los
pacientes que expresaban p27 tenian una supervivencia mayor que los pacientes con
baja expresion o sin expresion. En el estudio multivariable, Loda et al., (1997)
encontraron que la ausencia de p27 es un factor de mal prondstico independiente en el
cancer colorectal y particularmente en pacientes en estadio Il. Nuestro estudio es el
primero (en cuanto a los publicados) que se emprende por western blot y tiende a

confirmar este resultado.

El estudio realizado sobre la expresion de Myc, no mostré diferencias relevantes.
Tan solo observamos una disminucion en la expresion de Myc, en los estadios mas
avanzados de la enfermedad. Esto concuerda por lo observado en otro trabajo donde
no hallan relacion entre niveles aumentados de Myc y el transcurso de la enfermedad
(Augenlicht et al., 1997).

En resumen, este estudio es preliminar, pero con el numero relativamente bajo
de muestras analizadas se concluye que: 1) p21 no parece ser un marcador de
pronéstico en CCR, y 2) una vez mas, ha quedado demostrada la relaciéon de p27 con

cancer.
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6. CONCLUSIONES

1. El farmaco inhibidor tirosina-quinasa imatinib induce apoptosis en células
HCT116p21” y no en células HCT116 parentales (WT) y HCT116p53". El efecto
citotoxico de imatinib en células HCT116p21” es dependiente de p53.

2. La represion en la expresidon de p21 por siRNA o la induccién ectopica
condicional de p21, no induce cambios en la sensibilidad a imatinib.

3. Las células HCT116p21" presentan un aumento de estabilidad de la proteina
p53 que se correlaciona con una mayor expresion y actividad de la proteina.

4. La represion de p21 por siRNA o la induccion ectopica condicional de p21, no
modifica la sobre-expresién de la proteina p53.

5. La estabilizacion de p53 es responsable de la apoptosis observada en la linea
celular HCT116p21™ en respuesta a inhibidores tirosina-quinasa y farmacos genotéxicos
como adriamicina. Los resultados publicados previamente describiendo el papel protector
de p21 con farmacos anti-tumorales en esta linea celular han de ser revisados.

6. La expresion ectopica de p21 en células mieloides K562 protege a las células
de la apoptosis inducida por imatinib, a diferencia de lo observado en células
HCT116p217.

7. p21 regula negativamente genes relacionados con ciclo celular, mitosis y
replicacion del DNA, con una cinética consistente con su funcidén como co-represor.

8. La cinética de represion de estos genes por p21 es mas marcada que por p27.

9. El dominio amino terminal de p21 es necesario para la funcion represora de la
proteina p21.

10. p21, medido a nivel de proteina por immunoblot, no parece ser un marcador

de prondstico en cancer colorectal (CCR).
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