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RESUMEN

La sobreexpresion de la proteina oncogénica HER2 estd relacionada con un mal prondstico en
pacientes con tumores invasivos de cancer de mama. Asociaciones clinicas han propuesto que
las mutaciones de p53 pueden ser detectadas frecuentemente en los casos de cancer de mama
positivo para HER2. Los mecanismos responsables de la adquisicién de funciones oncogénicas
de las proteinas mutantes de p53 (mtp53), entre las que se encuentra la ganancia de funcidn
(GOF), y su relacion con la expresién de HER2 no se han determinado al momento. Aunque estas
mutaciones se han reportado a lo largo de toda la secuencia del gen TP53, existen seis
“hotspots”, entre los que se encuentran los residuos R248 y R273 (p53R248Q y p53R273C). En
el presente trabajo se evalud la expresién de HER2 (transcripcién y proteina), asi como la
estabilidad de la proteina HER2 y la posible interaccion de las mutantes de p53 mencionadas en
el promotor del gen ERBB2, después de inducir o silenciar la expresion de mutantes de p53 en
diversas lineas celulares de cancer. Encontramos que la expresion de HER2 se encuentra elevada
en las lineas celulares que expresan de manera enddgena las mutantes de p53 mencionadas y
gue esta disminuye al silenciar la expresion de estas mutantes de p53; ademas la transfeccion
de mutantes de p53 en la linea celular Saos-2 aumentd la expresion de ARNm de ERBB2,
p53R248Q (0,5 veces) y p53R273C (3 veces), con una significacion de p <0,5. Las mutantes de
p53, de manera diferencial, favorecen la estabilidad de la proteina HER2. A nivel transcripcional,
se observo que las mutantes p53R248Q y p53R273C aumentan significativamente la actividad
de la luciferasa sobre el promotor de ERBB2. De manera mas detallada, observamos que ambas
mutantes promueven la acetilacién de las histonas H3 y H4, tanto en el promotor Proximal como
en el Distal de ERBB2, pero en diferentes niveles. Estos hallazgos muestran por primera vez que
las mutantes de p53 inducen sobreexpresién de HER2 y que estudios mads especializados podrian
contribuir a terapias dirigidas para mejorar el tratamiento de pacientes que desarrollen tumores

con la combinacién de estos factores.



ABSTRACT

HER2 overexpression is related with a poor prognosis in patients with invasive breast cancer
tumors. Clinical associations have reported that p53 mutations can be detected frequently in
cases of HER2-positive breast cancer. The mechanisms responsible for the acquisition of
oncogenic functions of the mutant proteins of p53 (mtp53), known as Gain of Function (GOF),
over HER2 expression have not been reported. Although these mutations have been reported
throughout the sequence of the TP53 gene, there are six “hotspots”, including residues R248
and R273 (p53R248Q and p53R273C). In the present work we evaluated the expression of HER2
(transcription and protein), as well as the stability of the HER2 protein and the possible
interaction of these p53 mutants in the ERBB2 gene promoter, after inducing or silencing the
expression of p53 mutants in various cancer cell lines. We found that HER2 expression is
elevated in cell lines that endogenously express the mentioned p53 mutants and that this
expression decreases after silencing the expression of p53; in addition, the transfection of p53
mutants in the Saos-2 cell line increased the expression of HER2 mRNA: p53R248Q (0.5-times)
and p53R273C (3-times), with a significance of p <0.5. The p53 mutants, differentially, favor the
stability of the HER2 protein. At the transcriptional level, it was observed that p53R248Q and
p53R273C mutants significantly increase the activity of a luciferase reporter on the ERBB2
promoter. In a more detailed manner, we observed that both mutants promote, differentialy,
the acetylation of histones H3 and H4 in this promoter, both in Proximal and Distal regions.
These findings show for the first time that p53 mutants induce overexpression of HER2 and that
more specialized studies could contribute to targeted therapies to improve the treatment of

patients who develop tumors with the combination of these factors.



INTRODUCCION

Desarrollo de Cancer

De acuerdo con una recopilacion presentada en el afio 2010, en la Figura 1 se muestran seis

sellos distintivos que describen el desarrollo del cancer (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011).

Mantenimiento de
sefales de proliferacion

Resistencia a muerte Evasion de supresores de
celular crecimiento

Activacién de invasion y
Induccién de angiogénesis Fatastasic

Permitir inmortalidad
replicativa

Figura 1. Sellos distintivos del cancer.

En la imagen se engloban las seis habilidades que se propusieron en perspectiva en el afio 2000. En la década pasada
se realizaron progresos importantes para el entendimiento de los mecanismos involucrados para cada caracteristica.
Figura modificada de (Hanahan and Weinberg, 2011).

Es importante tomar en cuenta que estos procesos pueden encontrarse englobados en la
inestabilidad genética. Ademas de estos 6 sellos distintivos, que han sido ampliamente
estudiados y establecidos, existen nuevas investigaciones que estdn cobrando importancia,
como: el metabolismo energético y la evasidn del sistema inmune (Hanahan and Weinberg,
2011). Las células en organismos complejos estan inmersas en un flujo continuo de informacion
gue proviene tanto de su entorno externo como de las células vecinas. La correcta interpretacion
e integracidon de todas estas sefiales es crucial para la homeostasis, la supervivencia y la
adaptacion de la célula Unica, asi como del propio organismo en conjunto (Holbro, Civenni and

Hynes, 2003).



A continuacién, se describiran de manera breve cada una de las caracteristicas mencionadas

como sellos del desarrollo de cancer:

- MANTENIMIENTO PROLONGADO DE SENALES PROLIFERATIVAS

Una de las caracteristicas fundamentales de las células cancerigenas es su capacidad para
mantener una proliferacion crénica. Cuando los tejidos se desarrollan de manera normal, estos
controlan cuidadosamente la produccidn y liberacion de sefiales promotoras del crecimiento
gue instruyen hacia la entrada y la progresién del ciclo de divisidn celular y por lo tanto de su
crecimiento, asegurando de esta forma la homeostasis!, el nimero de células, asi como el
mantenimiento de la arquitectura y funcién de un tejido normal. Por el contrario, se ha
determinado que las células cancerosas son capaces de desregular en forma positiva, las sefiales
de activacién que se transmiten en gran parte por factores de crecimiento que se unen a los
receptores de la superficie celular y que tipicamente contienen dominios de tirosina cinasa

intracelulares, favoreciendo un aumento y descontrol en el crecimiento celular.

Actualmente se ha mejorado el entendimiento de la sefializacién mitogénica en células
cancerosas (Perona, 2006; Hynes and MacDonald, 2009; Lemmon and Schlessinger, 2010;
Witsch, Sela and Yarden, 2010). Las células cancerigenas pueden adquirir la capacidad de
sustentar la sefializacion proliferativa de diversas maneras, es decir que pueden generar sefiales
para la produccidon de una mayor cantidad de ligandos (factores de crecimiento) a los que
responden mediante la expresion de receptores afines, lo que da como resultado la estimulacién
proliferativa autocrina. Alternativamente, las células cancerosas pueden enviar sefales para
estimular la produccién de factores de crecimiento producidos por las células normales dentro
del estroma, suministrando a las células cancerosas de diversos factores de crecimiento

(Bhowmick, Neilson and Moses, 2004; Cheng et al., 2008). La sefializacién de los receptores

! Homeostasis: Conjunto de fenédmenos de autorregulacion, conducentes al mantenimiento de una
relativa constancia en la composicion y las propiedades del medio interno de un organismo.



involucrados en el crecimiento pueden ser aumentados debido a un aumento en los niveles de
proteinas receptoras exprresadas en la superficie de la célula cancerosa, de esta manera dichas
células se vuelven hiperreactivas a pequefias cantidades de factor de crecimiento, que de
manera normal no tendrian repercusiones con el crecimiento celular; el mismo resultado puede
ser consecuencia de alteraciones estructurales en las moléculas receptoras que facilitan Ia

activacion independiente del ligando.

- EVASION DE SENALES DE SUPRESION DE CRECIMIENTO

Ademas de la capacidad distintiva de inducir y mantener activas sefiales de estimulacion del
crecimiento, las células cancerosas también deben eludir los poderosos programas que regulan
de manera negativa la proliferacién celular; muchos de estos programas dependen de las
acciones de los genes supresores de tumores. Se han descrito muchos supresores tumorales que

operan de diversas maneras para limitar el crecimiento y la proliferacion celular.

Los dos supresores tumorales que han sido descritos de una forma mds amplia, son los que
codifican para las proteinas RB (asociado a retinoblastoma) y p53; estos supesores operan como
nodos centrales de control dentro de dos circuitos reguladores celulares complementarios clave
querigen las decisiones de proliferacién de las células o, como alternativa, activan la senescencia

y los programas apoptéticos? (Hanahan and Weinberg, 2011).

- RESISTENCIA A LA MUERTE CELULAR

Varios estudios han establecido las bases para fundamentar el concepto de que la muerte celular
programada por apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo del cancer (Evan
and Littlewood, 1998; Lowe, Cepero and Evan, 2004; Adams and Cory, 2007). El esclarecimiento

de los circuitos de sefalizacion que rigen el programa apoptético ha revelado cémo se

2 Apoptosis: Tipo de muerte celular en la que una serie de procesos moleculares en la célula conducen a
su muerte. Es un método que el cuerpo usa para deshacerse de células innecesarias o anormales. También
es conocido como muerte celular programada.



desencadena la apoptosis en respuesta a diversos tipos de estrés fisioldgico que experimentan
las células cancerosas durante el curso de la tumorigénesis o como resultado de terapias
utilizadas contra el cdncer. Algunos ejemplos del estrés causante de procesos apoptéticos
pueden ser causados por desequilibrios resultantes de los niveles elevados de sefializacion en

oncogenes?, como se menciond anteriormente (Hanahan and Weinberg, 2011).

- INMORTALIDAD REPLICATIVA

Actualmente se acepta ampliamente que las células cancerosas adquieren un potencial
replicativo ilimitado para generar tumores macroscépicos. Esta capacidad se relaciona con el
comportamiento de las células en la mayoria de los linajes celulares normales en el cuerpo, que
son capaces de atravesar solo un numero limitado de ciclos sucesivos de divisidn celular. Esta
limitacién se ha asociado con dos barreras distintas a la proliferacidn: la senescencia®, que
implica la entrada tipicamente irreversible en un estado no proliferativo pero viable, llegando a
un punto de crisis que finaliza con la muerte celular. En raras ocasiones, las células emergen de
una poblacidn en crisis y exhiben un potencial replicativo ilimitado. Esta transicidon se ha
denominado inmortalizacidn, un rasgo que la mayoria de las lineas celulares establecidas poseen
en virtud de su capacidad de proliferar en cultivo sin evidencia de senescencia o crisis. La
telomerasa, la ADN polimerasa especializada que agrega segmentos repetidores de teldmeros a
los extremos del ADN telomérico, esta casi ausente en células no inmortalizadas pero expresada
a niveles funcionalmente significativos en la gran mayoria (aproximadamente 90%) de células
inmortalizadas espontaneamente, incluidas células cancerosas humanas (Hanahan and

Weinberg, 2011).

- INDUCCION DE ANGIOGENESIS

3 Oncogene: Gen que contribuye a convertir células normales en células canerosas, principalmente por
favorecer un aumento exacerbado del crecimiento celular.

4 Senescencia: Se refiere a la capacidad de determinadas células se poder realizar sélo un ndmero limitado
de divisiones celulares



Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren nutrientes y oxigeno, asi como la
capacidad de evacuar los desechos metabdlicos y el diéxido de carbono. La generacién de
nuevos vasos sanguineos (vasculatura) esta asociada a tumores y cubre estas necesidades.
Durante la embriogénesis, el desarrollo de la vasculatura implica el nacimiento de nuevas células
endoteliales y su ensamblaje en tubos (vasculogénesis) ademas del brote (angiogénesis) de
nuevos vasos adicionales. En el adulto, como parte de procesos fisioldgicos como la cicatrizacién
de heridas y el ciclo reproductivo femenino, se activa la angiogénesis, pero solo de manera
transitoria. Por el contrario, durante la progresién tumoral, un "interruptor angiogénico" casi
siempre se activa y permanece activado, lo que provoca que la vasculatura normalmente
inactiva genere continuamente nuevos vasos que ayudan a mantener crecimientos neoplasicos

en expansion (Hanahan and Folkman, 1996; Hanahan and Weinberg, 2011).

- ACTIVACION DE INVASION Y METASTASIS

A medida que los carcinomas provenientes de los tejidos epiteliales progresan hacia grados de
malignidad mas patoldgicos, reflejados en la invasidn local y metastasis a distancia, las células
cancerosas asociadas tipicamente desarrollan alteraciones en su forma y en su unién a otras
células y a la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés). La alteracién que ha sido la mejor
caracterizada, implica la pérdida de E-cadherina, una molécula clave de adhesion célula-célula.
Al favorecer la unién adherente de una célula epitelial con células epiteliales adyacentes, E-
cadherina ayuda a ensamblar [dminas de células epiteliales y mantener a las células dentro de
estas laminas epiteliales en forma inactiva (sin crecimiento, solo mantenimiento). Un aumento
en la expresidon de E-cadherina ha sido establecida como antagonista de la invasién y la
metastasis, mientras que la reduccion de su expresion puede potenciar fenotipos
carcinogénicos. La regulacidn negativa observada con frecuencia y la inactivacién mutacional

ocasional de E-cadherina en carcinomas humanos proporcionaron un fuerte apoyo para

10



establecer su papel como un supresor clave de esta capacidad caracteristica en cancer (Cavallaro

and Christofori, 2004; Berx and van Roy, 2009).

Los autores definieron caracteristicas distintivas del cancer como capacidades funcionales
adquiridas que permiten que las células cancerosas sobrevivan, proliferen y se diseminen; estas
funciones se adquieren en diferentes tipos de tumores a través de mecanismos distintos y en
diversos momentos durante el curso de los multiples pasos que llevan a la tumorigénesis. Como
se menciond al principio de esta seccidn, la adquisicién de los sellos caracteristicos del cancer,
pueden ser favorecidas por procesos de inestabilidad genédmica y evasion del sistema inmune.
El desarrollo de inestabilidad gendmica en las células cancerosas genera mutaciones aleatorias
que incluyen reordenamientos cromosdémicos; entre estos se encuentran los raros cambios
genéticos que pueden orquestar capacidades distintivas a las de células normales. Por otro lado,
también se menciona el estado inflamatorio de lesiones premalignas y francamente malignas
que es impulsado por las células del sistema inmune, algunas de las cuales sirven para promover

la progresién tumoral por diversos medios (Hanahan and Weinberg, 2011).

Sin embargo, se ha propuesto que otros atributos distintivos de las células cancerosas son
funcionalmente importantes para el desarrollo del cancery, por lo tanto, en un futuro podrian
agregarse a la lista de caracteristicas principales (Colotta et al., 2009; Luo, Solimini and Elledge,
2009; Negrini, Gorgoulis and Halazonetis, 2010). El primero implica la reprogramacidn hacia el
aumento del metabolismo de la energia celular, de forma que se favorezca el crecimiento y la
proliferacidn celular continua, reemplazando el programa metabdlico que opera en la mayoria
de los tejidos normales y alimenta las operaciones fisiolégicas de las células asociadas
(DeBerardinis et al., 2008; Semenza, 2008; Jones and Thompson, 2009; Kennedy and Dewhirst,
2010). El segundo implica la evasion activa por parte de las células cancerosas, del ataque y la

eliminacidn que ejercen las células inmunes; esta capacidad resalta las funciones de un sistema

11



inmunitario que puede antagonizar, pero que también puede mejorar el desarrollo y la
progresion del tumor (Teng et al., 2008; Vajdic and van Leeuwen, 2009; Mougiakakos et al.,
2010; Strauss and Thomas, 2010). Ambas capacidades bien pueden demostrar que facilitan el
desarrollo y la progresiéon de muchas formas de cancer humano vy, por lo tanto, pueden
considerarse como distintivos emergentes para el desarrollo del cancer. En la Figura 2 se
muestra la propuesta de dos nuevos sellos emergentes, ademdas de dos caracteristicas que se
habilitan durante el desarrollo de cancer; y que se han agregado gracias a los exhaustivos

esfuerzos por entender los mecanismos involucrados.

Sellos emergentes

Desregulacion de la Evasion de destruccion

energia celular inmune

Inestabilidad genémica y Inflamacion producida por
mutacion tumor

Caracteristicas habiitadas

Figura 2 Sellos emergentes para caracterizar el desarrollo de caner.

Se sugieren dos caracteristicas adicionales involucradas en la patogénesis de algunos o quizdas todos los canceres. Uno
implica la capacidad de modificar, o reprogramar, el metabolismo celular para apoyar de manera mas efectiva la
proliferacién neoplasica. El segundo permite que las células cancerosas evadan la destruccién inmunoldgica. Debido
a que ninguna de las capacidades esta aun generalizada y validada por completo, se etiquetan como distintivos
emergentes. Ademads, se han identificado dos caracteristicas que facilitan la adquisicién de los distintivos principales
y emergentes: inestabilidad gendmica e inflamacién. Figura modificada de (Hanahan and Weinberg, 2011).

Contribucién al desarrollo de cdncer

Como se menciond en la seccion anterior, los sellos caracteristicos del cancer pueden ser
observados en las diferentes células y tumores que se han estudiado con la finalidad de explicar
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el desarrollo del cancer. Pero écdmo se pueden explicar estas caracteristicas? Gran parte de las
explicaciones generadas desde que se inicio la investigacién sobre el cancer, se pueden resumir
en la siguiente frase: “el cancer es, en esencia, una enfermedad genética” (Vogelstein and

Kinzler, 2004).

Aungue recientemente se han agregado diversas alteraciones mas para explicar y estudiar las
contribuciones en el desarrollo de cancer, las alteraciones genéticas que han sido mayormente
estudiadas, y de las que se tienen evidencias mas contundentes, son: 1) alteraciones activadoras
en oncogenes y 2) alteraciones que inhiben la funcidn de genes supresores de tumores

(Vogelstein and Kinzler, 2004; Croce, 2008).

Las alteraciones (especialmente mutaciones®) en estas clases de genes pueden ocurrir en lalinea
germinal, lo que resulta en predisposicién hereditaria al cdncer, o en células somaticas Unicas,
dando como resultado tumores esporadicos (Vogelstein and Kinzler, 2004; Piccolo and Frey,

2008).

A diferencia de otras enfermedades, una sola alteracién genética no puede "causar" el
desarrollo de cancer. Las células de los mamiferos tienen multiples mecanismos de defensa para
protegerlas contra los efectos potencialmente letales de las mutaciones genéticas del cancer, y
solo hasta que se conjunta la expresion de varios genes modificados, serad posible el desarrollo
de un cancer invasivo. Por lo tanto, es mejor pensar que los genes que se encuentran alterados
en el cancer contribuyen al desarrollo del cancer en lugar de causarlo (Vogelstein and Kinzler,

2004).

Las mutaciones en genes normales pueden hacer que las células que los poseen adquieran
caracteristicas cancerosas. Esta hipdtesis obtuvo un mayor apoyo después de que las

herramientas de biologia molecular se aplicaron en la investigacion sobre este padecimiento.

> Mutacién: Cualquier cambio en la secuencia del ADN de una célula.
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Aparte del aumento en la funcién que gobiernan los oncogenes, el cadncer también puede surgir
debido a la pérdida o dafio de la funcidon de genes supresores de tumores que controlan el
crecimiento celular. En muchos casos, ambas razones contribuyen a causar cancer (Imran et al.,

2017).

Las mutaciones de genes supresores de tumores o de oncogenes funcionan de manera similar a
nivel fisioldgico: conducen el proceso neoplasico al inhibir los procesos de muerte celular o la
detencion del ciclo celular y aumentar el nimero de células tumorales mediante la estimulacion

de la formaciéon de nuevas células, respectivamente. (Vogelstein and Kinzler, 2004).

Se han identificado otras clases de genes que favorecen el desarrollo del cancer, llamados genes
de estabilidad o cuidadores, o microRNAs, aunque para propdsitos de este trabajo no se

explicaran en detalle.

GENES SUPRESORES DE TUMORES

Una mutacién en un gen supresor de tumores es analoga a un freno disfuncional en un
automovil; el auto no se detiene incluso cuando el conductor intenta aplicarlo. Generalmente
se requieren mutaciones en los alelos maternos y paternos de un gen supresor tumoral para

conferir una ventaja selectiva a la célula (Vogelstein and Kinzler, 2004).

Los supresores de tumores desempefian su papel al inhibir la proliferacién celular y el desarrollo
de tumores. En la mayoria de los tumores, la inactivacion de los genes supresores de tumores
elimina la regulacion negativa de estos genes sobre la proliferacion celular, lo que provoca que
el crecimiento celular sea anormal y que con un crecimiento sostenido pueda desencadenarse
procesos que conducen al desarrollo de cancer. Los genes supresores de tumores tienen
mutaciones de "pérdida de funcién" porque no ejercen su efecto inhibidor sobre la proliferacién

celular. Para que un gen supresor tumoral promueva el desarrollo tumoral, ambas copias del
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gen deben ser inactivadas porque una copia es suficiente para controlar la proliferacién celular,

es decir que estas mutaciones acttian de forma recesiva (Imran et al., 2017).

Las mutaciones en los genes supresores de tumores reducen la actividad del producto génico,
gue pueden ser deleciones o inserciones de diversos tamafos, mutaciones de paro que dan
como resultado una proteina trunca. Aunque también pueden ser mutaciones sin sentido en
residuos que son esenciales para su actividad, dando como resultado una proteina completa,
pero sin la actividad fisioldgica que desempefia de manera normal y que incluso pudiera tener
efectos contrarios, como se explicard mas adelante el caso de la proteina supresora de tumores
codificada por el gen TP53. Otra forma de alteraciones, que se ha estudiado recientemente, es

la que provoca silenciamiento epigenético.

Proteina supresora de tumores p53

En 1979, varios grupos descubrieron p53 de forma independiente al usar sueros de animales
con tumores inducidos por SV40, en los que sus elementos principales se unia a una proteina no
viral con una masa molecular aparente de alrededor de 53 kDa (Chang et al., 1979; Kress et al.,
1979; Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979; Linzer, Maltzman and Levine, 1979). La
proteina p53 estd codificada por el gen TP53 e inicialmente se describié como un oncogén
celular porque se observd que su presencia podia inmortalizar ciertos tipos de células y cooperar
con otros oncogenes en la transformacidn celular. Sin embargo, fue hasta finales de la década
de 1980 que se reveld que p53 es, de hecho, un supresor de tumores y que la evidencia de sus
supuestas funciones oncogénicas se habia obtenido erréneamente a partir de clones mutantes
derivados de los tumores estudados (Baker et al., 1989; Eliyahu et al., 1989; Finlay, Hinds and
Levine, 1989). Por lo tanto, el potencial del p53 mutante (mtp53) para promover el cancer fue

uno de los primeros hallazgos en el campo de la investigacion de p53.
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El funcionamiento normal y bastamente estudiado de la proteina supresora de tumores p53, ha
mostrado evidencia de que se trata de un factor de transcripcion que regula una amplia gama
de funciones, como la respuesta al dafio del ADN, la apoptosis y la senescencia; aunque se han
realizado estudios en los que se demuestra que p53 silvestre (wtp53) puede tener otras
actividades bioldgicas que son independientes de la transcripcion (Vogelstein, Lane and Levine,
2000; Liu and Chen, 2006). Los niveles de p53 de tipo silvestre son muy bajos en las células
normales; sin embargo, aumentan rdpidamente en respuesta a varias formas de estrés celular
como respuesta al dafio del ADN, la hipoxia, el metabolismo oxidante o la sefializacion
oncogénica, asi como también en respuesta al envejecimiento, manteniendo de esta forma la
integridad gendmica y previniendo la formacién de tumores (Murray-Zmijewski, Slee and Lu,

2008; Vousden and Prives, 2009; J Liu, Zhang and Feng, 2014).

El gen que codifica para la proteina p53 estd constituido por aproximadamente 20300
nucledtidos agrupados en 11 exones que codifican para una proteina de 393 aminoacidos (aa)
(http://p53.bii.a-star.edu). La proteina p53 consta de tres dominios funcionales principales

(Lane, 1992; Oren, 2003; Joerger and Fersht, 2007):

1) Dominio amino(N)-terminal: alberga un dominio de activacién transcripcional
(transactivacién) que comprende de los aa 1 al 44, el cual interactia con proteinas
reguladoras del complejo iniciador de la transcripcién y co-activadores. Dentro del
dominio N-terminal también se encuentra una secuencia de exportacién nuclear (aa 11-
24) y un sitio rico en prolina (aa 58-101), cuyo papel también es el de regular la funcion
de p53.

2) Dominio central de unién al ADN (DBD, por sus siglas en inglés) localizado en la regidn
media de la proteina (aa 102-292). A través de este dominio, p53 se une a regiones
promotoras de genes involucrados con las funciones reportadas, por ejemplo: en el

arresto del ciclo celular y en apoptosis, entre otros.
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3) Dominio carboxilo(C)-terminal (aa 293-393) que incluye secuencias de localizacidn
nuclear (aa 316-324, 370-376 y 380-386), una secuencia de exportacién nuclear (aa 340-
351) y una regién de oligomerizaciéon (aa 325-356), en donde se regula la formacién de

tetrameros de p53.

La estabilizacidon y la activacién completa de wtp53, como factor de transcripcion, se regula
principalmente a través de varias modificaciones post-traduccionales, mediante reacciones
de acetilacion, metilacion, nedilacién, fosforilacién, sumoilacion y ubiquitinacion (Brooks

and Gu, 2003; Watson and Irwin, 2006; Olsson et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Dominios de la proteina p53.
Se muestran los sitios de mutacion, de unidn a anticuerpos y sitios especificos para modificaciones post-
traduccionales a lo largo de toda la proteina p53 (Figura tomado de http://p53.bii.a-star.edu.sg/index.php).

Mutantes de p53

Las mutaciones en p53 encontradas en tumores estdn relacionadas con falta de control en el
ciclo celular, apoptosis defectuosa y reparacion ineficaz del ADN, dando como resultado una
proliferacidn celular descontrolada e inestabilidad genédmica (Soussi and Béroud, 2001; Resnick

and Inga, 2003; Vousden and Ryan, 2009).

Contrario a lo que sucede con muchos otros genes supresores de tumores que son inactivados

por mutaciones sin sentido o que provocan cambio en el marco de lectura, que inactivan
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completamente la funcidn de la proteina o que generan proteinas truncas; en el caso de p53
casi el 80% de sus mutaciones son sustitutivas, es decir, mutaciones puntuales. El cambio de UN
solo nucledtido provoca el cambio de UN aminodcido en la secuencia de la proteina con la

consecuente expresion de una proteina mutante (Olivier, Hollstein and Hainaut, 2010).

Se estima que las mutaciones somaticas de p53 son las mds comunes en los tumores de
humanos, ya que pueden ocurrir en casi todos los tipos de cancer con tasas de mutacion que
pueden ser de hasta el 50% en diferentes tipos de cancer, como: ovario, eséfago, colorrectal,
cabeza y cuello, laringe y pulmén; aproximadamente 5% en leucemia, sarcoma, cancer
testicular, melanoma malignho y con menor frecuencia en cancer de cuello uterino (Soussi, 2000;

Soussi et al., 2006; Kandoth et al., 2013; Leroy et al., 2013), representado en la Figura 4.
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Figura 4. Porcentaje de mutaciones somaticas de p53 en los diferentes tipos de cancer.
Se muestra la representacion de los datos estadisticos sobre mutaciones de p53 en diferentes tipos de cancer. Datos
tomados de la base de datos de TP53 de la IARC (Agencia Internacional para la investigacidn en cancer).
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Aunqgue estas mutaciones se han reportado a lo largo de toda la secuencia del gen TP53,
alrededor de un tercio de estas mutaciones se encuentran en seis residuos®: R175, G245, R248,
R249, R273 y R282, que corresponden al dominio de unién al ADN de p53 y se conocen como

“hotspots’”

mutacionales, tanto en tumores espontaneos como hereditarios (Figura 5) (Varley,
2003; Strano, Dell’Orso, Di Agostino, et al., 2007). Las alteraciones somaticas del gen TP53 son
frecuentes en la mayoria de los canceres humanos, mientras que las mutaciones en la linea
germinal TP53 ocurren con mucho menor frecuencia como un tipo raro de predisposicién al

cancer conocido como sindrome de Li-Fraumeni (LFS, por sus siglas en inglés) (Hainaut and

Hollstein, 2000).
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Figura 5. Distribucion de codones de p53 segtin su frecuencia de mutacion.
Se muestra la distribucidn de la frecuencia de mutaciones de p53, tomando los datos para diferentes tipos de cancer
mostrados por la Agencia Internacional para investigacién en cancer (IARC).

Las mutaciones son mas frecuentes en etapas avanzadas o en los subtipos de cancer con

comportamiento agresivo (como el cancer de mama triple negativo o con fenotipo de ERBB2

6 Para el objetivo de este trabajo, decidimos realizar la simplificacion de la mencién de las mutantes de
p53 de la siguiente manera: colocar el prefijo p53 seguido de la mutacién (por concenso, al mencionar
las mutaciones se coloca la letra del residuo de aminoacido que es silvestre, seguido de la posicién del
codon de la secuencia de aminoacido que esta mdificada y al final se coloca la letra del residuo de
aminoacido por el que se sustituye el silvestre. En este caso p53 (R) corresponde a una arginina (248)
corresponde al codén en el que se refleja la mutacion.

7 Hotspot: Zonas dentro de las secuencias gendmicas en las que se presenta una alta tasa de mutaciones
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amplificado) (Y Wang et al., 2004; Yun Wang et al., 2004; Langerod et al., 2007a). En los tipo de
cancer en el que se han reportado bajas tasas de mutacion, p53 a menudo se inactiva por
mecanismos alternativos como el virus del papiloma humano de alto riesgo en el cancer de

cuello uterino (Lagunas-Martinez, Madrid-Marina and Gariglio, 2010).

El hecho de que las proteinas mutadas de p53 sean reportadas con una elevada expresion en
muchos tipos de cancer humano, sugiere la existencia de una fuerte seleccion de este fenédmeno
en la carcinogénesis (Weisz, Oren and Rotter, 2007). Los datos sobre la relevancia de los
diferentes tipos de mutacién de p53 que se presentan en los diferentes tipos de cancer humano
se pueden revisar ampliamente a través de la base de datos generada por la Agencia
Internacional de Investigacion de Céancer (IARC, por sus siglas en inglés) (http://www-
p53.iarc.fr), un recurso que compila todas las variantes del gen TP53 que han sido reportadas,
incluyendo informacidon sobre el fenotipo tumoral, caracteristicas del paciente, impacto

estructural y funcional de las mutaciones, entre otras (Petitjean et al., 2007).

Estudios in vitro sobre la estructura tridimensional de proteinas han permitido clasificar a las
proteinas mutantes de p53 en dos categorias principales de acuerdo con su efecto sobre la
estabilidad termodinamica de la proteina p53 (Bullock and Fersht, 2001): mutaciones de
"contacto” con el ADN y mutaciones "conformacionales". Las mutaciones de “contacto” afectan
residuos implicados directamente en la unién al ADN, como por ejmplo: p53R248 y p53R273. La
mutaciones “conformacionales” comprende mutaciones que causan distorsiones
conformacionales locales o globales (como en los residuos p53R175, p53R249 y p53G245), que
también afectan, aunque de manera indirecta, la unién al ADN (Cadwell and Zambetti, 2001;

Brosh and Rotter, 2009).

En cuanto a su funcidn, se han establecido tres efectos fenotipicos de las mutaciones en TP53

gue se mencionan a continuacion:
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1) Pérdidade funcidn (LOF, por sus siglas en inglés), provocan la pérdida parcial o completa
de su funcidn silvestre (Kato et al., 2003)

2) Efecto dominante negativo (DN) sobre el alelo de tipo silvestre restante, a través de la
heterooligomerizaciéon de la proteina mutante con la proteina de tipo silvestre (Milner
and Medcalf, 1991; Milner, Medcalf and Cook, 1991)

3) Ganancia de funcién (GOF, por sus siglas en inglés) que implica nuevas actividades
oncogénicas de p53 mutante, no presente en la p53 de tipo silvestre (Sigal and Rotter,

2000; Strano, Dell’Orso, Mongiovi, et al., 2007).

Como menciona el punto numero 3, algunas mutaciones de p53 le pueden permitir la
adquisicion de nuevas funciones que son independientes de las funciones normales de la
proteina silvestre. Estas nuevas propiedades adquiridas, denominadas como ganancia de
funcion (GOF) se han demostrado experimentalmente en sistemas in vitro e in vivo con ausencia
de p53 silvestre y funcional. La ganancia de funcidn de la mutantes de p53 ha cobrado gran
importancia debido a que se ha observado que contribuye al desarrollo del cancer, mediante la

unidn a nuevas proteinas y/o favoreciendo transcripcion de oncogenes (Brosh and Rotter, 2009).

Existen reportes en los que se ha comprobado que mutantes de p53 también pueden activar
regiones promotoras de genes virales y celulares que normalmente no son regulados por p53
silvestre, como por ejemplo: MDR1, EGFR, PCNA, VEGFR, IL-6, BFGF, HSP70, BAG-1 y c-myc
(Cadwell and Zambetti, 2001; Weisz, Oren and Rotter, 2007). Estos genes se encuentran
involucrados principalmente en proliferaciéon celular, contrario a la funcién que desempefian los
genes que de manera normal son inducidos por p53 silvestre. Ademas de la proliferacion celular,
las mutantes de p53 pueden favorecer otros procesos que se han denominado como
oncogénicos como, por ejemplo: tumorigenicidad aumentada, crecimiento celular
independiente del anclaje y aumento de la tasa de crecimiento, aumento de la metastasis e

invasividad, disminucién de la sensibilidad a los farmacos quimioterapéuticos (Blandino, Levine
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and Oren, 1999), interrupcion del punto de control del huso, actividad de la topoisomerasa |

activada e induccion de la amplificacion génica.

Es importante notar que existe heterogeneidad bioquimica y biolégica de los efectos de estas
mutantes lo cual puede deberse a la naturaleza del residuo resultante, indicando que no todas
las mutaciones son equivalentes (Soussi and Lozano, 2005). Por ejemplo, la mutante p53R175H
de p53 es capaz de inhibir la transcripcidn del gen pro-apoptético Fas; sin embargo la inhibicién
de este gen no es tan evidente con otras mutantes (codones 248 y 273) (Zalcenstein et al., 2003).
Por otro lado, se ha observado que células que expresan la mutante p53R248Q presentan
resistencia a doxorubicina y paclitaxel a diferencia de las células que contienen la mutante
p53R273C (Chan and Lung, 2004). Junk y colaboradores, observaron que la introduccion de la
mutante p53R273H aumenta el potencial migratorio e invasivo de células epiteliales mamarias

humanas, contrario a p53R175H con la cual no se ve efecto (Junk et al., 2008).

Los datos presentados sugieren que GOF tiene un verdadero papel pato-fisiolégico que puede
conducir a un desarrollo agresivo del cancer y a un peor prondstico para los pacientes en los que
se detecta la presencia de este tipo de mutaciones. Por lo tanto, actualmente la investigacién
sobre p53 no sdélo debe limitarse al estudio de los efectos de la pérdida de funciones de p53
silvestre, sino ademas a la identificacién de mutaciones en p53 en los tumores, que pueden
proveer de ventajas adicionales en el desarrollo de los tumores en diversos tipos de cancer
humano. Ademas, el mecanismo molecular de los fenotipos GOF y la regulacién positiva de la

expresion génica por mutantes de p53 aln no se ha determinado con claridad.

ONCOGENES
Una alteracién (especialmente diversos tipos de mutacidon) en un oncogén es analoga a un
acelerador atascado en un automavil; el automavil alin avanza incluso cuando el conductor quita

su pie de él (Vogelstein and Kinzler, 2004).
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Un proto-oncogén? codifica de manera normal para proteinas que controlan principalmente la
proliferacion celular. En el momento en que los proto-oncogenes son alterados hacia el
favorecimiento en el desarrollo de cancer, se les denomina oncogenes. La activacidon de
oncogenes puede deberse a: 1) reordenamientos cromosémicos, 2) mutaciones y 3)
amplificacién génica. Estos tres mecanismos causan una alteracién en la estructura del oncogén,
como parte de la transformacién oncogénica que finalmente genera una proliferacion
incontrolada de células; favoreciendo de esta forma el desarrollo de cdncer manifestada en una
ventaja de crecimiento o una mayor supervivencia de las células portadoras de tales alteraciones
(Croce, 2008). Es importante sefalar que, a nivel genémico, solo se requiere un Unico alelo

oncogénico para alterar la funcién normal del gen debido a su propiedad dominante.

Los productos de los oncogenes se pueden clasificar en:

1) Factores de transcripcion. Los factores de transcripcion a menudo son miembros de
familias (que involucran una gran cantidad y diversidad de genes) que comparten
dominios estructurales comunes. Para actuar, muchos factores de transcripcidn
requieren interaccidn con otras proteinas (Croce, 2008).

2) Remodeladores de la cromatina. Las modificaciones en el grado de compactacién de la
cromatina juegan un papel critico en el control de la expresién génica, la replicaciény la
reparacion, y de la segregacion cromosdmica. El patron de modificaciéon de las histonas
constituye un cédigo epigenético® que determina la interaccidn entre los nucleosomas

y las proteinas asociadas a la cromatina (Strahl and Allis, 2000). Estas interacciones, a su

8 Proto-oncogén: Gen que participa en el crecimiento normal de las células. Las mutaciones en un proto-
oncogén pueden hacer que éste se convierta en un concogén, que puede hacer que se fromen células
cancerosas.

9 La Epigenética se refiere a los cambios heredables en el ADN e histonas que no implican alteraciones en
la secuencia de nucleétidos y modifican la estructura y condensacion de la cromatina, por lo que afectan
la expresion génicay el fenotipo. Las modificaciones epigenéticas son metilacion del ADN y modificaciones
de histonas

23



vez, determinan la estructura de la cromatina y su capacidad transcripcional (Croce,
2008).

Factores de crecimiento. La activacion constitutiva de un gen del factor de crecimiento
puede contribuir a la transformacion maligna (Croce, 2008).

Receptores del factor de crecimiento. Los receptores del factor de crecimiento estan
alterados en muchos tipos de cancer (Heldin, 1995). En muchos tumores, una delecidn
del dominio de unién al ligando del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), una proteina transmembrana con actividad de tirosina quinasa, causa la
activacion constitutiva del receptor en ausencia de unién al ligando (Arteaga, 2002).
Transductores de sefiales. La union del receptor tirosina quinasa al ligando apropiado
provoca la reorganizacion de los receptores y la autofosforilacion de tirosinas en la
porcién intracelular de las moléculas (Pawson and Warner, 2007).

Reguladores de apoptosis. Existen dos vias principales que conducen a la apoptosis: a
través de la generacion de estrés celular como consecuencia de daio celular, activaciéon
de oncogenes o privaciéon de factores de crecimiento; y mediante la activacién del
receptor de muerte celular, activada mediante la unién de sus ligandos FasL, TRAIL y

TNF (Croce, 2008).

Las investigaciones que se han realizado para determinar los oncogenes implicados en el inicio
y la progresion de los tumores han permitido la identificacion de moléculas blanco para el
desarrollo de nuevos fdrmacos contra el cancer. La ventaja de la terapia dirigida es que permite
actuar sobre las células cancerosas que dependen del producto oncogénico para su crecimiento
y supervivencia. De esta forma, las células cancerosas son mas sensibles al tratamiento que las
células normales. No todos los blancos terapéuticos son equivalentes, por lo que se requieren
multiples farmacos para actuar contra los multiples blancos involucrados en el desarrollo del

cancer (Croce, 2008).
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Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HERZ2)

El gen ERBB2 codifica para el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2, también
identificado como HER2 (por sus siglas en inglés — Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
-) o como Neu por su relacidon con un oncogén identificado en ratones (Hynes and Stern, 1994;
Park et al., 2008). Debido a que el gen ERBB2 es importante para el desarrollo de tejidos en
ciertas etapas del desarrollo normal de un organismo, pero se desregula en cancer, es que se le
denomina como un proto-oncogén. La expresion del receptor HER2 puede ser normal en ciertos
tipos de tejidos y en ciertas etapas del desarrollo de un organismo; por lo tanto, depende de un
sistema de regulacién muy eficiente que permite el aumento o disminucién de su expresion. El
papel critico de HER2 como un proto-oncogén se ha establecido firmemente por numerosos

estudios preclinicos y clinicos (Yan et al., 2014).

HER2 es un miembro de la familia del Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR, por
sus siglas en inglés), que cumplen actividades de receptor Tirosina - Cinasa (RTK, por sus siglas
en inglés). Esta familia participa en la regulacién de la proliferacién celular, la angiogénesis, la
adhesidn celular, la motilidad celular, el desarrollo y la organogénesis, mediante la activacion de
diferentes vias de sefializacion (Roskoski Jr., 2014). En la Figura 6 es posible identificar a la
familia de EGFR, conformada por cuatro miembros estrechamente relacionados: EGFR, ERBB2

(Neu, HER2), ERBB3 (HER3) y ERBB4 (HER4) (Hynes and Stern, 1994).

Membrana

HER2

HER3

HER1

ErbB 2 / neu ErbB 3 HER4
ErbB 1 Citoplasma ErbB 4
EGFR Apoptosis Diferenciacion

Angiogénesis  Proliferacién

Figura 6. Familia de receptores del Factor de Crecimiento Epidérmico.
Se muestra una representacion de los receptores transmembranales con actividad tirosina cinasa (RTK), que forman
parte de la familia del Factor de Crecimiento Epidérmico. La parte del receptor que se encuentra por fuera de la célula
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contiene sitios de unién a ligando; una vez lleva a cabo la union, los receptores sufren un un cambio estructural que
expone sitios de sefializacidn del tipo tirosina cinasa a» @ @ - EGFR y HER4 son receptores funcionales que se
activan por unién de sus ligandos especificos ™7 . El receptor HER3 también tiene sitios de unién a ligando, pero no
tiene actividad funcional de tirosina cinasa. De manera excepcional, en el receptor HER2 no se han identificado sitios
de unién a ligando, pero se sabe que tiene una configuracion permanentemente activa. La sefalizacidn que
desencadenan estos receptores contribuye a procesos involucrados en procesos como angiogénesis, apoptosis,
proliferacién y diferenciacion.

Como todos los RTK, estos receptores existen como mondmeros en la membrana celular y
dependen de la unién con sus respectivos ligandos especificos para su activacion, que provoca
la dimerizacidn y trans-fosforilacién de sus dominios intracelulares (Yarden and Pines, 2012). A
esta familia de receptores se unen diferencialmente 11 ligandos, y aunque no se ha identificado
un ligando de activacion directo para HER2, si se ha observado que este receptor puede
interactuar con los otros miembros de la misma familia, previamente activados por ligando.
Estudios estructurales sobre el receptor HER2 han permitido concluir que este receptor se
expresa en una forma constitutivamente activa, y debido a esto, el receptor HER2 se conoce
como el compafiero de dimerizacidon preferido para los otros miembros de la familia (Graus-
Porta et al., 1997). Cuando existe mayor densidad de receptores HER2 también se pueden
formar homodimeros capaces de favorecer la sefializacion al interior de la célula (Bazley and

Gullick, 2005).

La funcién de estos receptores ha sido mas féacil de evaluar a nivel celular que a nivel de
organismo. Especialmente en el caso de HER2, este receptor se expresa en una variedad de tipos
de célulasy tejidos. Estudios a través de métodos inmunohistoquimicos sefialan que la expresion
del receptor HER2 se encuentra activa durante las etapas embrionarias del desarrollo, en las tres
capas germinales y especialmente identificada en el sistema nervioso, en el epitelio respiratorio
y digestivo. Hacia el final de la gestacién y después del nacimiento la distribucion del receptor
en los tejidos cambia. En animales adultos y en cultivos celulares, por ejemplo, la tincién
inmunoreactiva para HER2 se localizd en niveles moderados en células de origen epitelial o de

mesénquima, pero no fue detectable en el tejido conectivo ni en el sistema nervioso. En la piel
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humana, HER2 se expresa en los niveles mas altos en la epidermis media y superior, y su nivel
de expresion es bajo o ausente en células basales (Hynes and Stern, 1994). La expresion de los
receptores de la familia de EGFR, se ve en una variedad de tejidos a lo largo del desarrollo donde,
como se describe a continuacién, desempefian funciones esenciales durante la embriogénesis

al controlar la proliferacién y diferenciacion de las células.

Si bien HER2 esta ampliamente distribuido, la actividad de sefializacion estd sin duda regulada
por la presencia de sus socios transmodulantes. Por ejemplo, las interacciones mas estudiadas
en el desarrollo de céncer, son las que involucran a HER2 con EGFR y HER3 (Olayioye et al., 2000;
Holbro, Civenni and Hynes, 2003). La formaciéon de estos heterodimeros frecuentemente
aumenta la sefializaciéon relacionada con la proliferacién y la migracién celular (Hudelist et al.,
2003; Knowlden et al., 2003). Las mutaciones y/o desregulacidén de estos receptores han sido
correlacionadas con el desarrollo y progresiéon de diversos tipos de cancer (Yarden and

Sliwkowski, 2001; Mendelsohn and Baselga, 2003).

El modelo mas empleado para el estudio del efecto de la sobreexpresién del receptor HER2 es
el cdncer de mama. La importancia de ERBB2 en el cancer de mama humano primario se destaca
por el hecho de que el 20% -30% de los canceres de mama humanos muestran niveles elevados
del gen ERBB2 debido a la amplificacion gendmica de este protooncogén (Slamon et al., 1987,

2001; Winston, Ramanaryanan and Levine, 2004).

La amplificacién del gen ERBB2 o la sobreexpresion del receptor HER2 ademds se ha
correlacionado con un mal pronéstico en cancer de mamay con el desarrollo de otros tipos de
cancer humano, como de colon (Schuell et al., 2006), vejiga (Eltze et al., 2005), ovario (McKenzie
et al., 1993), endometrio (Hetzel et al., 1992), pulmdn (Hirashima et al., 2001), cérvico-uterino
(Mitra et al., 1994), cabeza y cuello (Beckhardt et al., 1995), es6fago (Reichelt et al., 2007),

estdmago (Jaehne et al., 1992) y piel (De Potter et al., 2001).

27



Existen algunos tumores con niveles elevados tanto de proteina como de ARNm, pero sin
amplificacidn a nivel de ADN. Para algunos tipos de tumores, como el de pulmdn, vejiga y
esofagico, la sobreexpresidon de la proteina del receptor HER2 se detecta con mayor frecuencia
qgue la amplificaciéon del gen, lo que nos pueda dar indicio de que existan mecanismos
transcripcionales y post-transcripcionales alternativos que controlen la expresién de HER2
(Hynes and Stern, 1994). En un carcinoma gastrico con una proteina HER2 elevada y sin
amplificacidn génica, se detectaron niveles altos de unién de una proteina a la caja TATA del
promotor del gen ERBB2. La regulacion postranscripcional también puede ser importante en la

sobreexpresion de HER2.

La importancia que ha cobrado este receptor en el desarrollo de cancer ha llevado a la
investigacion y al desarrollo de terapias anti-HER2. La terapia anti-HER2 ha sido aprobada en la
actualidad para cédncer de mama, gastrico y gastroesofdgico, cuando este receptor esta

sobreexpresado.

Elucidar los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la desregulacion del gen ERBB2
seria un paso importante para el entendimiento de la patogénesis del subgrupo particular de
tumores que sobre-expresan HER2 en cancer de mama, y en otros tipos de cancer en los que ya
se ha establecido su relacién (Dillon et al., 2007), asi como para encontrar nuevas alternativas

de terapia.

MODIFICACIONES EPIGENETICAS

La epigenética se define como rasgos hereditarios que no estan vinculados a cambios en la
secuencia del ADN; sin embargo, la epigenética se ha utilizado para describir los mecanismos
por los cuales las proteinas asociadas a la cromatina y las modificaciones postraduccionales
(MPT) de las histonas regulan la transcripcion. La regulacidon epigenética es importante para

mantener laidentidad celulary estd implicada en procesos fundamentales como la proliferacidn,
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el desarrollo, la diferenciacidn y la integridad del genoma. La regulacién epigenética de un gen
se puede determinar a través de la metilacion del ADN, la remodelacion del nucleosoma, el
intercambio de variantes de histonas y las MPT de las histonas (Egger et al., 2004; Helin and

Dhanak, 2013).

Las modificaciones epigenéticas son generalmente marcas estables, resultantes de la
modificacién covalente de la cromatina, que determinan la expresién génica de una manera que
es hereditaria en todas las divisiones mitéticas y como ya se mencidn, esto no implica que deba
existir un cambio en la secuencia del ADN. Las modificaciones epigenéticas son caracteristicas
de diferentes tipos de células y, de hecho, desempefian un papel clave en la definicién del
transcriptoma, que en ultima instancia determina la identidad de cada tipo de célula (Fisher,
2002; Ballestar and Esteller, 2008). Los cambios aberrantes en el patrén de modificaciones
epigenéticas darian como resultado una actividad nuclear alterada y, por lo tanto, un
transcriptoma alterado, que transformaria la identidad de la célula.

Parte de los avances realizados para comprender los mecanismos de regulacién en genes
eucariéticos ha sido el reconocimiento del papel de la cromatina, especificamente las
modificaciones de histonas, en la modulaciéon de la actividad génica. Durante los afios 80 y
principios de los 90, los investigadores se centraron en el estudio y la identificaciéon de los
factores de transcripcidn, que se consideraron los principales actores en la regulacién de genes.
En las células eucariotas, el ADN se empaqueta en cromatina, cuya subunidad repetitiva es el
nucleosoma, una particula caracterizada por un ntcleo proteico que contiene dos copias de cada
una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Considerando que, la porcidn central de estas proteinas
estd directamente involucrada en el ensamblaje del octdmero de histonas, sus extremos N-
terminales sobresalientes se caracterizan por la presencia de muchos residuos conservados que
son diana para una variedad de MPT.

La mayor parte de la cromatina existe en un estado en el que los nucleosomas se empaquetan
de manera compacta para formar una denominada "estructura de cromatina cerrada", que, por
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ejemplo, es tipica de la cromatina silenciada transcripcionalmente (Figura 7). Por medio de
microscopia 6ptica, esta cromatina cerrada, también denominada como heterocromatina

aparece caracteristicamente como las areas densamente tefiidas de los nucleos.

Cromatina abierta Cromatina cerrada

— - - ~\
/ \ /
/ \ / \

mCoG Des-acetilasa de Histonas Tn-meulacnor_I delalisina4 dela
@ P
histona 3

O CpG \/IJBB Dominio de unidn de Metil-CpG % Tri-metilacion de Ia Lisina 9 de la
g Histona 3
A Acetil-transferasa de Histonas Ac  Acetilacidn de Histonas

Figura 7. Estructura de la cromatina en promotores activos (cormatina abierta) y promotores inactivos (cromatina
cerrada).

En la cromatina abierta o activa transcripcionalmente, se caracteriza por citosinas desmetiladas y colas de histonas
acetiladas; ademas de la trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3. En cromatina cerrada, las citosinas metiladas se
unen a MBDs que atraen HDACs, que remueven grupos acetilo de las colas de histonas; el ADN lleva la trimetilacion
de la lisina 9 de la histona H3 como una marca de silenciamiento. Figura modificada de (GR@GNBAEK, HOTHER and
JONES, 2007).

A la inversa, las partes que se observan ligeramente tefiidas de los nucleos son representativas
de la eucromatina, en la que los nucleosomas son menos compactos y forman una "estructura
de cromatina abierta" accesible a la maquinaria transcripcional (Figura 7). Estas areas
transcripcionalmente permisivas comprenden solo una parte menor del genoma. El hecho de
que la transcripcion se produzca o no dentro de estas regiones esta regulado por una serie de
procesos dindmicos en los que intervienen factores de transcripcén y remodeladores de la

cromatina, en un contexto celular particular (GR@NBAEK, HOTHER and JONES, 2007).

Las modificaciones de histonas también se han definido como modificadores epigenéticos. Las
modificaciones postraduccionales de las histonas, incluidas la acetilacién y la metilacién de los

residuos de lisina conservados en los extremos amino-terminales, se han estudiado
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detenidamente en los ultimos afios. En general, la acetilacién de las histonas marca regiones
activas transcripcionalmente (eucromatina), mientras que las histonas hipoacetiladas se
encuentran en regiones heterocromaticas, que son transcripcionalmente inactivas. La
metilacién de la histona puede ser un marcador para las regiones activas e inactivas de la
cromatina. La metilacién de la lisina 9 en el extremo N de la histona H3 (H3-K9) es un sello
distintivo del ADN silencioso y se distribuye globalmente en regiones heterocromaticas como
los centromeros y los teldmeros. También se encuentra en el cromosoma X inactivo y en los
promotores silenciados. En contraste, la metilacién de la lisina 4 de |a histona H3 (H3-K4) denota
actividad y se encuentra predominantemente en promotores de genes activos (Egger et al.,

2004).

La modulacién de la estructura de la cromatina y la posterior regulacién de la expresion génica
se controlan mediante la metilacién directa del ADN [por las metiltransferasas de ADN (DNMT)]
y / o la modificacion estructural de los residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal de las
proteinas de las histonas mediante enzimas nucleares, incluidas las transferasas de acetil (HAT),
histona desacetilasas (HDAC), arginina metiltransferasas (RMT), lisina metiltransferasas (KMT) y
lisina desmetilasas (KDM). La alteracidn del estado de metilacion, acetilacion o fosforilacion de
cualquiera de las unidades nucleosémicas influye en la condensacién de la cromatina, lo que
facilita o impide la susceptibilidad del ADN a la unién de factores de transcripcién y el inicio de
la transcripcidon. En conjunto, la actividad de estas enzimas regula el epigenoma, el estado
reversible y heredable de la informacién genética. Recientemente, la epigenética es el campo
de estudio asociado con la comprensién de cdmo estos mecanismos contribuyen tanto a los
procesos fisiolégicos productivos como a las enfermedades humanas tan dispares como los
trastornos neuropsiquiatricos del desarrollo, la diabetes y los habitos perjudiciales inducidos por
farmacos, asi como la Inflamacién, y la progresién y el desarrollo del cancer (Decarlo and

Hadden, 2012).
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En la Figura 8 se muestra una imagen como resumen de las interacciones que existen entre los

factores genéticos y epigenéticos en el desarrollo del cancer:

Genes supresores de T
- tumores

Islas CpG Mutaciones
hipermetiladas genéticas
B miARN | (- Oncogene] ~
Hipometilacion Translocacién
global cromosomica

P

T Cambios —
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Figura 8. El cancer como resultado de desregulaciones genéticas y epigenéticas.

La hipermetilacidn de la isla CpG de un promotor de genes supresores de tumores resulta en una inactivacion estable.
Este mecanismo también inactiva microRNAs (miRNAs), que regula oncogenes. La hipometilacién global ha sido
asociada con inestabilidad cromosomal. Las mutaciones genéticas afectan tanto la inactivacidon de genes supresores
de tumores, como la activacién de oncogenes, La translocacion cromosomal tiene gran impacto en muchos procesos
diferentes. Figura modificada de (Ballestar and Esteller, 2008).

Debido a que muchas enfermedades humanas, incluido el cancer, tengan una etiologia
epigenética y que los cambios epigenéticos sean reversibles, se ha realizado investigacidn para
gue las enzimas responsables del mantenimiento de los patrones epigenéticos sean objetivo
potencial para varios compuestos que abren la posibilidad del disefio de nuevas familias de

agentes terapéuticos.

En la actualidad, existen varias moléculas pequefias que funcionan mediante la modulacion de
las actividades epigenéticas que ya estan aprobadas por la FDA, lo que indica la viabilidad clinica
de una amplia clase de compuestos farmacolégicos. El campo de la investigacion basada en
epigenética y el desarrollo de farmacos se estd expandiendo rapidamente a medida que se
explora su papel en una variedad de estados de enfermedades crénicas (Egger et al., 2004;

Ballestar and Esteller, 2008; Decarlo and Hadden, 2012).
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ANTECEDENTES

En trabajos anteriores realizados por el grupo de trabajo, se habia observado mediante ensayos
de inmunohistoquimica que la expresién de la proteina de HER2 en queratinocitos
inmortalizados con la proteina oncogénca E6 del VPH-16 se encontraba aumentada en
comparacién con queratinocitos inmortalizados con la oncoproteina E7 de VPH-16 (Figura 9A).
Estos resultados fueron correlacionados con resultados a nivel de ARN mensajero (ARNm) de

ERBB2 (Figura 9B).
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Figura 9. Ensayos preliminares en la evaluaciéon de HER2 debido a la influencia de oncoproteinas del VPH.

Analisis de la expresion de HER2 en queratinocitos tranfectados con las oncoproteinas E6 (QE6), E7 (QE7) o ambas
(QE6E7). A) Inmunohistoquimica de HER2. B) Expresién de ARN mensajero de ERBB2. En este caso se realizé una
comparacion con lineas celulares de cancer cervical, relacionadas generalmente con infecciones por VHP.

Pensando en una inactivacion de p53 que pudiera provocar un aumento en la expresion de
HER2, encontramos que Yang y colaboradores (Yang, Lee and Kang, 2006), observaron que la
expresion de HER2 estd regulada positivamente por la inactivacion de p53. Empleando un

sistema de recombinacién Cre-loxP en las células mamarias (MEC) de un ratén transgénico
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condicional que expresa la proteina p53 flanqueada por sitios loxP, p53¢s, lograron la expresion
de una proteina p53 deficiente de los exones 5 y 6, importantes en la unién de p53 con el ADN
(p53as,6), por lo que es inactiva transcripcionalmente. Observaron que la exposiciéon de MEC
p53fo/f0 @ la recombinasa Cre resultaba en un incremento significativo en (p53as,) y en los niveles
de HER2. Al intentar dilucidar cdmo es que ocurria este fenédmeno, encontraron que en células
MEC con p53 inactivo, AP-2 tiene mayor actividad en la regién promotora del gen ERBB2 y que
PKA también se encuentra activo, favoreciendo el aumento en la expresién de HER2. Este
trabajo apoya de manera importante nuestros resultados preliminares, mostrando que la

inactivacién de p53 pudiera favorecer un aumento en la expresion de HER2.

En un contexto celular similar al de nuestros resultados preeliminares, Narisawa-Saito y
colaboradores en el 2007 (Narisawa-Saito et al., 2007) realizaron un estudio en el que se
correlaciona la inactivacidon de p53 por efecto de la oncoproteina E6 del Virus del Papiloma
Humano 16 (VPH16-E6) con la expresién de HER2. E6 propicia la degradacién de p53 ya que al
unirse a E6AP, el complejo resultante actia como ubiquitina ligasa para la degradacion de p53.
Mediante la transfeccién de la oncoproteina E6 en queratinocitos inmortalizados demostraron
gue existe una correlacion entre la disminucion de la expresion de p53 y la sobreexpresion de
HER2, de igual manera lo demostraron en lineas celulares de cancer cervical con infeccién por
VPH16. Un dato interesante en este trabajo es el hecho de que ademas emplearon una linea
celular negativa para VPH: C33A, en la que también se observd sobreexpresién de HER2 incluso

mayor a la observada en las lineas positivas para infeccion por virus de papiloma humano.

Con base en el trabajo anterior, se planted la posibilidad de analizar la expresién de la proteina
HER2 por ensayos de Western blot, en diversas lineas celulares derivadas de cancer cervical,

como: SiHa, Hela y C33A (Figura 10).
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Figura 10. Western blot para HER2 y p53 en diferentes lineas de cancer cervical

A) Western Blot para determinar la expresion de la proteina HER2 empleando como control de carga Tubulina. El
control positivo empleado fue una linea celular de cancer de mama en la que se conoce la sobreexpresion de HER2.
B) Western Blot para determinar la expresion la proteina p53 empleando como control de carga Actina. Se
evaluaron queratinocitos tranfectados con las oncoproteinas E6 (QE6) o E7 (QE7), asi como en diferentes lineas
celulares de cancer cervical.

De manera consistente, observamos que a pesar de que en la linea celular C33A se detectan
altos niveles de p53, también hay expresion importante de HER2 comparando con las otras
lineas de cancer cervical. Es importante resaltar que esta linea celular expresa una de las
mutantes mas frecuentes de p53: p53R273C. Sin embargo, en el trabajo de Narisawa y
colaboradores, no se investigd si existia una contribucién de la mutante de p53 en el efecto de
sobreexpresion de HER2. En la literatura, se reportd que la oncoproteina E6 de VPH degrada a
p53 y que algunas mutaciones en esta proteina la estabilizan, como en el caso de C33A (Wrede

etal., 1991).

Ya especificamente en la relacidn de proteinas mutantes de p53 (mtp53), hay estudios en los
gue tanto mutaciones somaticas en TP53, como la amplificacién del gen HER2 se correlacionan
con un riesgo elevado de recurrencia del cdncer de mama y con una elevada mortalidad global
en comparacion con sdlo una o ninguna alteracién (Bull et al., 2004; Duffy, Synnott and Crown,
2018). En un estudio con muestras clinicas de cancer de mama se encontrd una asociacion entre
la presencia de diversas mutaciones de p53 y el subgrupo de pacientes HER2 positivo, sugiriendo
que la mutacién de p53 podria estar asociada con el desarrollo de cdncer de mama mas agresivo
(Langerod et al., 2007b; Schon and Tischkowitz, 2018). Ademas, se ha observado que pacientes
portadores de mutaciones en TP53 muestran una probabilidad significativamente mayor de
desarrollar cancer de mama con amplificacion del gen HER2 (83%) en comparacion una cohorte
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de casos de cancer de mama de aparicion temprana (16%) (Wilson et al., 2010a). Un estudio
mas amplio que apoya esta asociacidén, encontré que los pacientes con cancer de mama que
albergan una mutacion de linea germinal del gen TP53, tiene una prevalencia significativamente
mayor en tumores positivos para HER2, en comparacidon con pacientes en los que no se
determind ningun tipo de mutacion (Melhem-Bertrandt et al., 2012). Es importante sefialar que
los estudios mencionados anteriormente son sélo asociaciones clinicas y no se propone ningun

mecanismo para esta relacion.

Planteamiento del problema y relevancia

El aumento de la mortalidad a causa del cancer es un importante problema de salud en México
y en el Mundo. El desarrollo de cdncer se debe en parte a la inactivacién de genes supresores de
tumor y activacion de oncogenes. La sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén HER2 estd
asociada con el desarrollo de varios tipos de cancer como mama, colon, vejiga, ovario,
endometrio, pulmodn, etc. Ademas, el gen supresor de tumor p53 se encuentra mutado en mas
del 50% de todos los tipos de cancer. Interesantemente, existen reportes que sugieren que p53
puede regular negativamente la expresién de HER2 y que la inactivacion de p53 (E6 de HPV16)
favorece un aumento en los niveles de proteina de HER2. Asimismo, en otros reportes se ha
observado que la presencia de mutaciones en p53 coincide con la sobreexpresiéon de HER2; sin
embargo, el mecanismo no ha sido estudiado, por lo que seria importante elucidar si existe una

relacion directa entre mutantes de p53 y la sobreexpresién de HER2 en cancer.
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HIPOTESIS

“Proteinas mutantes de p53 inducirdn la sobreexpresion del receptor HER2 en lineas celulares

de diferentes tipos de cancer”.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si proteinas mutantes de p53 inducen la sobreexpresién del receptor HER2 en lineas

celulares de diferentes tipos de cdncer y proponer un mecanismo posible para la explicacién de

dicho fenédmeno.

Objetivos especificos

1.

Determinar los niveles de expresion de ERBB2 (ARNm) y HER2 (proteina) en lineas
celulares de cancer cervical (Hela, C33A), de ovario (OVCAR-3) y mama (MCF-7 y SKBR3).
Determinar los niveles de expresion de p53 en lineas celulares de cancer cervical (Hela,
C33A), de ovario (OVCAR-3) y mama (MCF-7 y SKBR3).

Analizar el efecto de las mutantes p53R273C, p53R248Q, p53R273H y p53R175H sobre
los niveles de expresion de ERBB2 (ARNm) y HER2 (proteina) a partir de transfecciones
transitorias en la linea celular Hela.

Determinar el efecto del silenciamiento de la expresidn de p53 mutante (shRNAs p53)
sobre los niveles de expresion de ERBB2 (ARNm) y HER2 (proteina) en lineas celulares
gue expresan diferentes mutantes de p53: C33A (p53R273C), OVCAR-3 (p53R248Q) y
SKBR-3 (p53R175H).

Analizar el efecto de la expresion de las mutantes p53R273C, p53R248Q sobre los
niveles de expresion de ERBB2 (ARNm) y HER2 (proteina) mediante transfecciones

estables en la linea celular Saos-2.
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Evaluar la estabilidad de la proteina HER2 como efecto de la expresidn de las mutantes
p53R273Cy p53R248Q en las lineas celulares Hela y Saos-2 transfectadas.

Evaluar el efecto de las mutantes p53R248Q y p53R273C sobre la activaciéon del
promotor de ERBB2 en la linea celular Saos-2 que expresan las mutantes de manera
estable.

Proponer un modelo de regulacién de las mutantes evaluadas de p53 sobre HER2.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se analizaron los niveles de expresion del gen y la proteina HER2 en lineas celulares que expresan
de manera enddgena alguna proteina p53 mutante. Posteriormente, se analizd6 mediante
trasfecciones transitorias el efecto de diferentes mutantes de p53 (p53R273C, p53R248Q,
p53R175H y p53R273H) sobre los niveles de HER2, en una linea celular que expresa niveles bajos
de wtp53 (Hela). Por otra parte, se determiné el efecto de shRNAs especificos para p53 sobre
los niveles de expresion del ARNm y la proteina HER2, en lineas celulares con diferentes
mutantes de p53: C33A (p53R273C), SKBR-3 (p53R175H) y OVCAR-3 (p53R248Q). Ademas, se
analizé el estado de fosforilacion de HER2 en las lineas celulares por WB con el propdsito de
observar si estas mutantes también provocan cambios en la activacion de la sefializacidn de esta
oncoproteina. Por ultimo, se analizé el efecto de las mutantes de p53 (p53R248Q y p53R273C)
sobre el promotor de HER2 (ensayo de luciferasa y ChIP) en diversas transfecciones estables

hechas en las lineas celulares Saos-2 (p53 nula).

Cultivos celulares

Se utilizaron lineas celulares derivadas de diversos tipos de cancer:

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas durante el trabajo.

Tipo de cancer Caracteristicas

Linea celular
Queratinocitos Ne:IES Transfectados con
(QN;, QE6, QE7," =T JIEIE]ES oncoproteina E6,
QEGE7) oncoproteina E7,
oncoproteina E6/E7

Queratinocitos mtp53
inmortalizados H179Y
His 2 Tyr
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Cancer cervical VPH-18
wtp53
Cancer cervical VPH-16
wtp53
Cancer cervical VPH (-)
mtp53
R273C (MS)
Arg = Cis
Carcinoma mtp53
adrenocortical H193Y
His 2> Tyr
OVCAR-3 Carcinoma de mtp53
ovario R248Q
Arg 2 GIn
Adenocarcinoma wtp53
mamario
Carcinoma mtp53
mamario R175H (MS)
Arg = His
r Osteosarcoma p53 (-)

Las lineas celulares Saos-2, MCF-7, Hela, C33A, OVCAR-3, and SKBR-3 fueron obtenidas
originalmente de la Coleccion Americana de Cultivos (ATCC, por las siglas en inglés de American
Type Culture Collection). Las demas lineas celulares fueron obtendas mediante la donacion de
diversos laboratorios de la red de investigacion interna del pais.

Estas lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de Suero
Fetal Bovino (Gibco), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina (mezcla de antibidticos de Invitrogen, CA). Las calulas se incuban en una

atmosfera de 37 °C con una humedad del 5% de CO,. El crecimiento ideal de los cultivos celulares
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es del 50 al 80% de confluencial® antes del siguiente pasaje o de la preparacién de cultivos para

préoximos experimentos.

Tratamiento con cicloheximida (CHX)

Para los tratamientos con cicloheximida (CHX), las células fueron cultivadas de manera simétrica
en placas de cultivo de 60 x 15 mm y fueron adicionadas con la concentracion de 100 pg/ml de
cicloheximida (Sigma, St. Louis, MQO), una vez que los cultivos alcanzaron el 70 u 80% de
confluencia. Posterior a la adicion del compuesto, las célululas adheridas a la placa son

colectadas en los tiempos seleccionados: 30 minutes, 1h, 2h, 4h and 8h.

Purificacion de plasmidos

Los plasmidos que contienen las mutantes p53R248Q y p53R273C fueron obtenidos por
donacién del grupo de trabajo de Maria Lung (Chan and Lung, 2004). Los plasmidos que
contienen las mutantes p53R175H y p53R273H fueron comprados con el proveedor (Addgene
Watertown, MA). El plasmido que contiene la mutante wtp53 fue donado por el grupo del Dr.

Vogelstein (Baker et al., 1990).

A)

Modificaciones por
medio de mutagénesis
oligonucledtido dirigida:

Codon 248
(R;CGG to Q;CAG).

La secuencia para la
expresion de ésta
mutante fué clonada en
un vector pcDNA3.

Modificaciones por
medio de mutagénesis
oligonucledtido dirigida:

Cododn 273
(R;CGT to C,TGT).

La secuencia para la
expresion de esta
mutante fué clonada en
un vector pcDNA3.

* There is an ATG upstream A-150228
of the xba | site.

10 Confluencia: Medida del nimero de células en una placa de cultvo celular y se refiere al porcentaje de
cobertura en la superficie de la placa en cultivos adherentes.
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B)

Modificaciones por medio
de mutagénesis
oligonucledtido dirigida:

Coddn 175
(R;CGC to H;CAC).

La secuencia para la
expresion de esta mutante
fué clonada en un vector
pCMV-Neo-Bam.
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Figura 11. Esquema de los vectores
empleados para la transfecciéon de las
diferentes mutantes de p53 empleadas.
A) Los plasmidos p53R248Q y p53R273C
tiene como base un vector de pcDNA3. B)
El pldasmido p53R175H tienen como base
un vector de pCMV-Neo-Bam.

La purificacion de los plasmidos se realizé mediante el kit Qiagen Plasmid Purification (Qiagen

MD, USA), siguiendo la secuencia general sugerida por el proveedor e ilustrada en la Figura 11.

De manera general, los protocolos de purificacion de plasmidos se basan en un procedimiento

de lisis alcalina modificada, seguido de la unién del ADN de pldsmido a la resina que se encuentra

en columnas de purificacidon apropiadas de bajo contenido de sal y pH. El ARN, las proteinas, los

colorantes y las impurezas de bajo peso molecular se eliminan a través de los lavados

correspondientes. Finalmente, el ADN de pldsmido se retira de la columna en un amortiguador

con alto contenido de sal y luego se concentra y se desala por precipitacidon con isopropanol.
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Bacteria en pellet

l Lavado
Lisado alcalino
[
{ Elucién

) <— ) * -~

Limpieza del lisado
por centrifugacion

"‘ Unién del ADN l
Precipitacién con Isopropanol

} |

ADN plasmidico ultra puro

\

Figura 12. Secuencia de purificacidon de plasmidos.

Se realiza transformacién bacteriana de E.coli, para obtener una colonia que genere la cantidad sugerida de cultivo
liquido. Las células del cultivo anterior se recolectan por centrifugacion (pellet). Se afiade el buffer alcalino para la
lisis celular. La suspension obtenida se centrifuga para eliminar residuos celulares de mayor tamafio porque el
sobrenadante es el que se introduce a la columna de purificacion previamente equilibrada. Posteriormente la
columna de purificacion es lavada 2 veces y finalmente se realiza la elucién del ADN que se queda adherido a la
columna. El ADN de plasmido obtenido es precipitado con isopropanol y lavado con etanol para que su purificacién
sea completa.

Para la obtencion del ADN de plasmido, se partié de una colonia individual de E.coli obtenida de
una placa de seleccién estriada (Figura 13), colocandola en 5 ml de medio liquido LB adicionado
con ampicilina (LB+Amp). Este cultivo fue incubado durante un tiempo aproximado de 8 ha 37°C
y con agitacion vigorosa (aprox. 300 rpm). El cultivo obtenido, se diluyé 1/1000 en 500 ml de
medio LB+Amp y se incubd a 37°C durante un periodo de 12-16 h con agitaciéon vigorosa. En
estas condiciones, fue posible obtener un cultivo con densidad celular de aproximadamente 3-
4 x 10° células por mililitro. Las células del cultivo anterior fueron recolectadas mediante
centrifugacion a 6000 x g durante 15 minutos a 4°C. El sedimento bacteriano obtenido se
resuspendid por pipeteo y vortex en 10 ml de Buffer previo de lisis adicionado con RNAsa. Se
anadieron 10 ml de un segundo Buffer de lisis, invirtiendo vigorosamente el tubo de 4-6 veces y
se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C) hasta obtener una suspension
homogénea. La reaccién de lisis se detuvo inmediatamente transcurrido el tiempo, empleando
Buffer de neutralizacidn frio e invirtiendo vigorosamente de 4 a 6 veces, ademads de mantener

el tubo incubando en hielo por 20 minutos. La suspensién obtenida se centrifugd a 220,000 x g
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por 30 min a 4°C. El sobrenadante se pasa rapidamente a otro tubo para centrifugarse de nuevo
a 220,000 x g por 15 min a 4°C. Durante este paso, la columna de purificacién fue equilibrada
con 10 ml de Buffer de equilibrio y dejando que se vaciara por gravedad. Una vez que la columna
fue equilibrada y que se obtuvo el sobrenadante de la ultima centrifugacion, este es colocado
en la columna de purificacion, esperando a que todo el contenido pase por gravedad.
Posteriormente la columna de purificacién fue lavada 2 veces con 30 ml de buffer de lavado. En
este paso el ADN de plasmido se encuentra adherido a los componentes de la columna de
purificacién, por lo que se realizd el proceso de elucién con 15 ml de buffer de elucion. El ADN
de plasmido obtenido fue precipitado al agregar 10.5 ml (0.7 voliumenes) de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezclo bien para lograr la precipitaciéon, se centrifugé
inmediatamente a 215,000 x g durante 30 min a 4°Cy se decantd con cuidado el sobrenadante.
El sedimento de ADN se lavé con 5ml de etanol al 70%, se centrifugd a temperatura ambiente a
15,000 x g durante 10 min y se decantd con cuidado sin alterar el sedimento. El sedimento se
secd al aire durante 5-10 min y finalmente se disolvié el ADN obtenido en un volumen adecuado

de Buffer TE, enjuagando las paredes para recuperar el ADN.

A) B)
p53R273C p53R248Q

Por duplicado
MINI PREP

por duplicado
MINI PREP

MAXI PREP de

la colonia 2: MAXI PREP de

1870 ng/pl en a colonia 3:
500 i 1760 ng/pl en
500 pl

Figura 13. Seleccidn clonal para la purificacion de plasmidos.

Seleccion clonal de cada mutante con medio LB+Amp en placa para realizar el procedimiento de acuerdo con las
instrucciones del proveedor del Kit de purificacion y el resultado se observo a través de un gel de agarosa 1%. Se
muestran los resultados de tres procesos de purificacion de cada una de las mutantes A) p53R273Cy b) p53R248Q.

El rendimiento de la purificacion que se realizé de los vectores de las diferentes mutantes puede

observarse en la Tabla 2.
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Tabla 2 Cuantificacidon de plasmidos después de su purificacion.

PLASMIDO Cuantificacion = Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Promedio
ng/ulL ng/uL ng/uL ng/uL (ng/uL)
p53R273C 1770 1910 1870 1740 1822.50
p53R248Q 2680 2010 1760 1920 2092.50
p53R175H 100 45 72.50
pcDNA3 2130 897 1080 2140 1561.75
wtp53 1200 985 1092.50

Secuenciacion de pldsmidos
Todos los plasmidos empleados fueron verificados para la mutacién puntual en los codones
correspondientes, mediante secuenciacion de ADN con el kit: “BigDye® Direct Sanger

Sequencing Kit”.

La metodologia para realizar una secuenciacion con el kit Big Dye (Applied Biosystems, CA USA),

se realiza siguiendo el diagrama de flujo que se resume en la Figura 14:

Amplificacion por PCR

-

Ciclo de Secuenciacién

=

Purificacion de los productos de secuenciacion

=

Electroforesis capilar

-

Andlisis de resultados obtenidos

Figura 14. Procedimiento general de secuenciacion de los plasmidos.

Para realizar la secuenciacion de ADN se delimitar el tamafio de las secuencias y se obtienen grandes cantidades de
producto mediante una amplificacion por PCR en la que se incorporan secuencias especifcas que son reconocidas al
momento de pasar por la electroforesis capilar. Los resultados se entregan como archivos que deben ser analizados
al comparar con la secuencia blanco.

Para que las secuencias fueran reconocidas al momento de introducirlas en el equipo que realiza
la electroforesis capilar, se emplearon oligonucledtidos disefiados con las secuencias blanco

especificas, adicionando secuencias de reconocimiento universal M13 (Figura 15).
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M13 secuencia (sentido)

| Secuencia blanco especifica (sentido)

N\

I \
Secuencia blanco especifica (anti-sentido) ‘

M13 secuencia (anti-sentido)

Secuencia blanco

* M13 secuencia (sentido): 5’- TGTAAAACGACGGCCGT -3’
* M13 secuencia (anti-sentido): 5'- CAGGAACAGCTATGCC -3’

Figura 15. Disefio de oligonucleétidos empleados en la secuenciacion de los plasmidos.
Las secuencias blanco especificas son adicionadas de: Secuencia de reconocimiento universal M13 en sentido: 5’-
TGTAAACGACGGCCGT-3’ y Secuencia de reconocimiento universal M13 en anti-sentido: 5'-CAGGAACAGCTATGCC-3'.

La mezcla de componentes empleados para la reaccidon de PCR corresponde a: 4 ng de ADN, 0.8
UM de cada oligonucleétido acoplado a la secuencia M13, 5 pyL de la mezcla maestra
proporcionada por el proveedor (BigDye® Direct PCR Master Mix) y completar hasta un volumen
final de 10 L. La mezcla de reaccidn se colocd en el termociclador con el siguiente programa:
96°C 5 minutos, 35 ciclos (30s a 94°C, 45s a 62°Cy 45s a 68°C), 2 minutos a 72°C y finalmente la
mezcla de reaccion se llevé a 4°C. Los productos de PCR obtenidos se cuantificaron para colocar
20 ng en la mezcla de secuenciacién, agregando los siguientes componentes a la mezcla: 2 pL de
la Mezcla Maestra de secuenciacién (BigDye® Direct Sequencing Master Mix) y 1 uL de cada uno
de los oligonucleétidos M13 sentido y anti-sentido en dos mezclas diferentes. El programa de
secuenciacion se realizd como se menciona a continuacién: 37°C por 15 minutos, 80°C por 2
minutos, 96°C por 10s, 25 ciclos (10s a 96°C, 5s a 50°Cy 4 minutos a 60°C), y finalmente la mezcla
de reaccidn se llevd a 4°C. Los productos de reaccion obtenidos fueron purificados previo a la
electroforesis capilar que se llevd a cabo en la Unidad de Secuenciacion del Departamento de
Genética y Biologia Molecular del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional. Los resultados de secuenciacion fueron entregados en los archivos
correspondientes de acuerdo con el equipo de secuenciacién capilar empleado y a partir de
éstos se realizé el alineamiento de las secuencias obtenidas (Figura 16). La comparacién se

realizé con la secuencia de ADN de wtp53, con el fin de evaluar la presencia de las mutaciones
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puntuales correspondientes a la secuencia contenida en cada uno de los pldsmidos que seran

empleados para la transfeccién de las lineas celulares.

Secuenciacion de los plasmidos
mtp53 - Resultados

e d 4 A AR Al S W ik e S

N, - —

)

Figura 16. Resultados de la secuenciacion de los plasmidos de mutaciones de p53.

Los archivos de secuenciacidon entregados resultados de secuenciacion se comparan con la secuencia de ADN de
wtp53 para realizar el alineamiento de las secuencias con el programa Chromas Pro DNA Sequencing para identificar
que efectivamente los plasmidos purificados contienen la mutacidn que se quiere estudiar. A) Alineamiento de los
resultados para la mutante p53R175H. B) Alineamiento para identificar la secuencia de la mutante p53R248Q. A)
Alineamiento de los resultados para la mutante p53R273C.

Transfecciones estables y transitorias

El protocolo para las transfecciones fue el mismo tanto para la expresidn de proteinas de p53
(mutantes o silvestre), asi como para el silenciamiento de p53 en las lineas celulares que de

manera enddgena expresan las mutaciones de p53 estudiadas en el presente trabajo.

Las células fueron colocadas en placas de cultivo de 60 x 15 mm en una concentracién de 5 x 10°

células por placay se dejaron llegar a la confluencia mencionada en la seccién de cultivo celular.

Incialmente se realizé la estandarizacion de la concentracién de los plasmidos: vector vacio,
p53R175H, p53R273H, p53R248Q, p53R273C y wtp53. y transfectadas con diferentes
concentraciones de plasmido: 0.3, 0.5, 0.8 and 1.0 ug. Una vez que se establecié la concentracion
Optima de plasmido, ésta fue la que se utilizd para los siguientes ensayos, tanto para realizar

transfeciones transitorias como para realizar transfecciones estables.
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En el caso del proceso de silenciamiento de la expresién de p53, se utilizd el “SureSilencing

shRNA Plasmid Kit” (SABiosciences, Qiagen), que puede resumirse en la Figura 17.

7
GFP Marker ()‘5%\%‘1’“

Preparar stock de los plasmidos grado de transfeccién por amplificacién en bacterias.

Transfeccion de los 4 ShRNA2 y el control negativo en una placa de 6 pozos de 24 a
48 horas

Verificar la supresion de la expresion del gen usando PCR en tiempo real

Figura 17. Descripcion grafica del contenido de plasmidos shRNA de p53.

El kit empleado contiene cuatro plasmidos con secuencias para el silenciamiento de p53 y un control negativo. Se
sigue el procedimiento de purificacion de plasmidos. Se realizan combinaciones de plasmidos para lograr el
silenciamiento deseado y el resultado se mide como la expresion del gen por PCR en tiempo real.

Todas las transfecciones se realizaron con el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para el caso de las transfecciones transitorias, las
células fueron colectadas 48 horas después del proceso de transfeccién. En el caso de que se
requiriera que las lineas celulares transfectadas con los plasmidos se mantuvieran estables,
entonces se realizd un tratamiento con un antibidtico especifico para seleccionar las células
transfectada que adquirieron resistencia: Geneticina (G-418), en una concentracién de 1200
ug/ml (Sigma-Aldrich, St Louis MO). Posteriormente las células resistentes se mantuvieron en

crecimiento con una concentracién de 800 pug/ml del antibidtico G-418.

Transcripcidn reversa
La metodologia de la transcripcidn reversa utiliza como templado el ARN de las células. La

técnica requiere el uso del reactivo TRIZOL (Invitrogen, CA) que provoca la lisis celular y
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mantiene la integridad del ARN durante el proceso de extraccidn, al mismo tiempo que va

descartando componentes celulares no deseados.

Una vez agregado 1ml de TRIZOL y colectada la suspension celular en un tubo, se adicioné 200
uL de cloroformo y se mezcld por inversion, se dejaron reposando las muestras por 3 min y se
centrifugaron por 15 min a 14,000 rpm. Transcurrido este tiempo se recuperd la fase acuosa en
un tubo nuevo, al que se le agregd 500 pL de isopropanol y se incubaron las muestras a
temperatura ambiente por 10 min, siendo en seguida centrifugadas durante 15 min a 14,000
rpm. Se decantd el sobrenadante y se adiciond 1 mL EtOH 75% en agua DEPC, se centrifugd 5
min a 7,500 rpm, se decantd y se dejo secar la pastilla. Se resuspendié en 30 uL de agua DEPC.

El ARN fue sujeto a digestién con DNasa | (Ambion).

Finalmente, el ARN se centrifuga para formar un precipitado transparente que se resuspende
en agua tratada con DEPC!!, o de manera alternativa: con agua libre de enzimas que degradan

el ARN (ARNasas).

Una vez que se obtiene el ARN, es posible realizar la reaccidon de transcripcion reversa para
obtener el ADN complementario, a partir del ARN. A partir de 3ug de ARN colocados en un tubo,
se adicionaron: 1 pL de Oligo DT, 2 pL de dNTPs y con H,0 DEPC se llevaron a un volumen de 12
uL. Se incubd durante 5 min a 65°C, y en seguida se colocé en hielo por 2 minutos. Transcurrido
el tiempo se adiciond 4 L de Buffer 5x, 2 uL de DTT y 1 pL de Inhibidor de RNasa, se incubé por
2 min a 42°C y se colocd en hielo durante 2 min y finalmente se adiciond 1 pL de la enzima
Superscript Il. Las muestras fueron incubadas por 50 min a 42°C y finalmente se inactivo la
enzima incubando la muestra a 70°C por 15 min. El volumen final obtenido de ADN

complementario fue de 20 pl.

11 DEPC: El pirocarbonato de dietilo (DEPC), también Ilamado dicarbonato de dietilo (nombre IUPAC), se
emplea para inactivar a la enzima ARNasa en agua y en utensilios de laboratorio.
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Diserio de oligonucledtidos
Los oligonucledtidos obtenidos fueron disefiados y obtenidos a partir de bibliografia conocida.
En el caso del disefio de oligonucleétidos, se utilizaron las secuencias que puden consultarse a

través de la base de datos “GenBank” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Una vez que

se cuenta con la secuencia, se empleé el programa de computadora “Primer Express Software”
en el, que colocando los parametros deseados nos arroja una serie de posibles secuencias que
contienen los menos problemas para permitir que los oligonucleétidos cumplan con su funcién
en reacciones de cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Una vez que se tiene el
disefio, los oligonucledtidos fueron adquiridos a través del proveedor Sigma-Aldrich (St Louis
MO).

Las secuencias que se emplearon para los ensayos de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

fueron los que se mencionan en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos

Secuencia del oligonucleétido Tamaiio del
GEN
Producto

Foward 5 —AGCTCTGCTACCAGGACACG -3’

HER2 168 pb
Reverse = 5" —TCAGGCTCTGACAATCCTCA-3’
Foward 5 —GATGCTGTCCCCGGACGA -3’

p53 127 pb
Reverse =5 —AGGGGCCGCCGGTGTAG -3’
Foward 5 —ACCCCCACTGAAAAAGATGAGT —3’

B2M 100 pb
Reverse 5 —ATGATGCTGCTTACATGTCTCG -3’

El disefio correcto de los oligonucledtidos empleados se comprobarron con herramientas de

NCBI, como se puede observar en la Figura 18.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), transcript variant 1, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_000546.5
GenBank Graphics

>NM_000546.5 Homo sapiens tumor protein pS53 (TP53), transcript variant 1, mRNA
GATGGGATTGGGGTTTTCCCCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCTAAAAGTTTTGAGCTTCTCAAAAGTC
TAGAGCCACCGTCCAGGGAGCAGGTAGCTGCTGGGCTCCGGGGACACTTTGCGTTCGGGCTGGGAGCGTG
CTTTCCACGACGGTGACACGCTTCCCTGGATTGGCAGCCAGACTGCCTTCCGGGTCACTGCCATGGAGGA
GCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTATGGAAACTACTT
CCTGAAAACAACGTTCTGT(CCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGA“
Cladaacedeicelcede e lddcdacc daaq GCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCT
GTCCCTTCCCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGHGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCA
AGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTJGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGT
GCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCOSCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCA
CAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCHCTGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCC
CTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCG
ACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGCTCH GACTGTACCACCATCCACTACAACTAC
ATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCEATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACT
CCAGTGGTAATCTAC TARGRACGRAM AGI TTTRAGRTA GRTTTATAC C TATIC TARAGAGAGACCGGOG

CACAGAGGAAGAGA/

Sequefice (5'->3')

Strand on template

Length

Start

Stop Tm

GC%

GCACTGCCCAACAAC .

TTCAGATCCGTGGG( Forward primer GATGCTGTCCCCGGACGA Plus 18 326 343 5571 66.67%
CCAGGCTGGGAAGG/ Reverse primer AGGSGCCGCCGGTGTAG Minus 17 452 436 5821 7647%
ACCTCCCGCCATAA/  Product length

TTCCCCACTGACAGH

TTGCTTGCAATAGG Products on intended target

AAGTTGGCCTGCACT >NM_000546 4 Homo sapiens tumor protein p: 53), transcript variant 1, mMRNA

AGGTTTTTACTGTG/

AGCCACATTCTAGG" product length = 127 PN

TCTAACTTCAAGGC( Forward primer 1  GATGCTGTCCCCGGACGA 18 \ 500 1000 1500 2000 2500
TAATGAAATAATGT/ Template - { TG SRSy e 343 -2

AGGGTGCTTGTTCC( Reverse primer 1 GGTGTAG 17

Template 452 436

Figura 18. Ejemplo del disefio de oligonucleétidos (TP53).
Los oligonuledtidos para identificar el gen TP53 fueron disefiados con el programa Primer Express a partir de la

secuencia “Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), transcript variant 1, mRNA” de NCBI. Fueron verificados con la
herramienta de “Electronic PCR” (Rotmistrovsky, Jang and Schuler, 2004).

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
Punto final

Los ensayos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa cualitativa se llevaron a cabo empleando
las cantidades sugeridas por el proveedor, de los siguientes reactivos: 1 ug de ADN
complementario, Enzima polimerasa, dntps, MgCl, (Invitrogen, CA). Todos los componentes de
la reaccién se colocan y mezclan en un tubo de ensayo de 0.2 ml, para posteriormente colocarse
en el Termociclador Maxigen (Axigen, Corning NY USA) para realizar el proceso de amplificacidn
con los cambios de temperatura programados de la siguiete manera: 95°C for 5 min para la
desnaturalizacion del acido nucléico de muestra, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C
por 30 s y finalmente 72°C por 30 s. Los productos de amplificacidon obtenidos con esta reaccion
solo pueden ser visualizados a través de un gel de agarosa, en este caso el gel se preparé al 1%.

Los productos de amplificacion se hacen pasar por un campo eléctrico con ayuda de un
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amortiguador que nos permitird determinar el tamafio de los productos obtenidos, lo cual es un
pardmetro para asegurar el resultado. Estos productos pueden ser visualizados en los geles
porque son tefiidos con un colorante que se intercala en las dobles cadenas de ADN (bromuro
de etidio) y luz ultravioleta (UV). El empleo de un marcador de peso molecular permite
identificar el tamafio de los productos de amplificacidn obtenidos. Ademas de las reacciones con
los oligoucledtidos especificos para lo que se quiere identificar, también es necesaria la
obtencidon de productos de amplificacion de un gen constitutivo que al final nos permite
determinar la amplificacidn relativa del gen de interés, con respecto al gen constitutivo, en este

caso, se empled el gen de beta-2-microglobulina (B2M), como el gen constitutivo (Figura 19).

o
o
S
>
(o]

Figura 19. PCR punto final para beta-2microglobulina (B2M).
Se muestran los resultados de una reaccion de amplificacion por PCR del gen beta-2-microblobulina o B2M, empleado

como gen contitutivo de las extracciones de ADN para cada linea celular: Saos-2, HelLa, C33A, SKBR-3 y OVCAR-3. Este
gen se emplea como control para el analisis de resultados de los genes blanco. Gel de agarosa al 1% empleando buffer
TAE 1X y tefiido con Bromuro de Etidio.

Tiempo real (cuantitativa)

Los ensayos de Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa se llevaron a cabo empleando
la mezcla maestra de colorante “SYBR Green” (Thermo Scientific, Waltham MA) en un equipo
de tiempo real “ABI 7300 Real Time PCR system” (Applied Biosystems, California USA). Las
condiciones déptimas para llevar a cabo estos ensayos se establecieron de acuerdo con las
instrucciones del fabricate del reactivo y del equipo empleado. A continuacién, se muestra el
programa temperaturas y tiempos empleados para la obtencion de los resultados de este
trabajo: 95°C for 5 min para la desnaturalizacién del acido nucléico de la muestra, seguido por

40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 30 s, y una fase final de elongacién de los
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productos obtenidos de 72°C por 7 min. Después del proceso de amplificacidn, se programd una
curva de disociacidn usada para corroborar que solo se obtiene UN producto deseado a partir
de las amplificaciones secuenciales. El valor basal (denominado como CT) para cada muestra se
empled para determinar los niveles de expresion relativa del gen evaluado, de acuerdo con el

método de CT comparativo (222" method) (Livak and Schmittgen, 2001).

Andlisis de proteinas por Western Blot

Para la obtencién de concentrados proteinicos, las células que se obtuvieron de los cultivos
celulares fueron lavadas dos veces con PBS 1x y lisadas'? con un amortiguador hiperténico®®
(50uM Tris HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA pH 8.0, NP40 1%, Deoxicolato de sodio 0.5%,
Dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés) 0.1%, 1mM Fenil-metil-sulfonil floruro
(PMSF, por sus siglas en inglés) y una mezcla completa de inhibidores de proteasas marca
Roche). Los concentrados obtenidos fueron cuantificados mediante un método colorimétrico RC
Protein Assay (BioRAD) basado en el ensayo de Lowry y modificado para ser usado en presencia
de varios agentes reductores y detergentes, generando una coloracién que puede ser medida a

una absorbancia de 650 a 700 nm.

Cantidades equitativas de proteinas fueron separadas mediante electroforesis vertical en un gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS — PAGE) y transferidas por medio de
electroforesis horizontal en una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (Millipore, Billerica MA).
En la Figura 20 se muestran ejemplos de tinciones empleadas para la visualizacion de la correcta
difusién de las proteinas en los diferentes soportes empleados para la metodologia de

inmunodeteccién por Western Blot.

12 |isar: Destruccién de las células.
13 Hipertonico: Medio con alta concentracidn de sales que provoca la salida de agua de las células que se
encuentran en él, rompiendo la membrana celular y permitiendo la salida de los componentes celulares.
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Figura 20. Ejemplos de tinciones con Azul de Coomasie y con Rojo de Ponceau.

A) Tincidn con Solucién de Azul de Coomasie de un gel de acrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS).
Se colocaron voliumenes de 10 pl de cada mezcla de proteinas obtenidas a partir de lisados de lineas celulares de
Saos-2, Hela, MCF-7, SKBR-3, OVCAR-3 y C33A sin tratamientos especificos. El Azul de Coomasie permite la
visualizacion de la distribucién de la electroforesis vertical de las proteinas y el ajuste de las cantidades necesarias
para tener la misma cantidad de proteina de cada muestra. B) Tincidn con Soluciéon de Rojo Ponceau S de una
membrana de nitrocelulosa posterior a la transferencia de proteinas de un gel de acrilamida SDS-PAGE en gradiente
discontinuo (8 y 12%). En cada carril se colocaron 20 pg de proteina de cada lisado celular. Este colorante es
compatible con membranas de PVDF y nitrocelulosa, ademas de ser una tincion reversible que no interfiere en la
union de los anticuerpos. Se empled marcador de peso de proteinas pretefiido en un rango de 10 a 170kDa (Thermo
Scientific, MA).

Una vez que las proteinas se inmovilizaron en la membrana de nitrocelulosa, se realizé un
blogqueo de la membrana con 4% de leche sin grasa en Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS,
por sus siglas en inglés). Las condiciones para cada una de las proteinas evaluadas son los

siguientes:

Tabla 4. Condiciones de determinacion de la expresion de proteinas por Western Blot.

HER2 8% 0.8% HER2 receptor Anticuerpo de 20 minutos
monoclonal conejo promedio
primary conjugado con
antibody  (Cell peroxidase de
signaling, caballo
Danvers, MA) (Sigma-

Dilucion Aldrich, St
1:1000 Louis MO)
Toda la noche Dilucién
1:10000
1 hora

P53 10% 1% Anticuerpo p53- Ninguno 2 minutos
DO1 conjugado promedio
con peroidasa
(Santa Cruz
Biotechnology)

Dilucién 1:500

Toda la noche
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Actina 10% 1% Anticuerpo Anticuerpo de 20 segundos

Actina Dilucién = ratén promedio
1:200 conjugado con
1 hora peroxidasa

1:1000

1 hora

Debido a que los anticuerpos anticuerpos secundarios (y algunos primarios, como es el paso del
aticuerpo contra p53) estdn acoplados a peroxidasa, la expresion de proteinas puede ser
detectada por medio de quimioluminicencia usando el sustrato “Supersignal West Pico”
(Thermo Scientific, Waltham MA). La intensidad de la banda de proteinas observada puede ser

analizada a partir de las imdgenes de Western Blot obtenidas a través del software Syngne.

Expresion de promotor de gen con reportero de luciferasa

Las células Saos-2 transfectadas de manera estable con: vector!* vacio, wtp53, p53R248Q y
p53R273C fueron transfectadas con el vector reportero de luciferasa que contiene el promotor
de HER2 (pNeulite) (Xing et al., 2000) obtenido a través de Addgene Inc. (Cambridge, MA) bajo
las mismas condiciones que se emplearon para las transfecciones anteriores. Después de 24
horas, las células fueron lisadas y las muestras obtenidas fueron evaluadas con el sistema Dual-
Glo°Luciferase Assay (Promega, Madison WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y
gue también pueden ser revisadas en la bibliografia (Weisz et al., 2004). En la Figura 21 se
muestra una representacion grafica de la interpretacion de los resultados que se obtienen
mediante esta metodologia. El resultado fue detectado mediante el equipo Fluoroskan Ascent
FL (Labsystems, Pert) en las siguientes condiciones: 0.5 segundo de integracion / pozo. La
induccidon de la expresion del promotor de HER2 se calcula como las unidades relativas de luz
gue se obtienen en las células Saos-2 transfectadas con las mutantes de p53 comparando con el

promedio de unidades relativas de luz que expresan las células Saos-2 trasnsfectadas con el

14 Vector: Moléculas de ADN que se replican y que sirven para transferir fragmentos de ADN entre
células (plasmidos)
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vector vacio. Los resultados fueron normalizados con la expresidn relativa de las unidades de luz

de renilla y graficados contra el logaritmo de la concentracion de los componentes.

Tost Roadouts

[pNeuLite] = 2020 ng/ul

e7
*fom 8 o
L see €% B ...

= AL

0
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.

Figura 21. Resumen grafico de la metodologia para la evaluacion de un reportero de luciferasa.

Se realiza la transfeccidn del reportero en las mismas condiciones estandarizadas para las lineas celulares empleadas.
Tiempo después de esta transfeccion, las células se lisan y se obtienen las fracciones celulares en la que se medira la
emision de luz de la luciferasa, con ayuda de un lumindmetro. Después de normalizar los resultados con la cantidad
de luz emitida por la renilla (control), los resultados se expresan como unidades de expresidn relativa. Mayor
luminiscencia indica una mayor actividad del reportero en el promotor de interés, infiriendo una mayor actividad del
promotor.

Inmunoprecipitacion de cromatina

Los ensayos de Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlIP, por sus siglas en inglés) se realizaron
de acuerdo con el protocolo del fabricante del kit (ChIP One Day Kit, Qiagen) (Figura 22). De
manera breve, las células se fijan con 1% de formaldehido por 10 minutos y posteriormente el
formaldehido es neutralizado con 125 mmol/L de glicina por 5 minutos a temperatura ambiente.
Las células fueron lavadas dos veces con PBS y generosamente cosechadas con amortiguador de
lisis y colectadas por centrifugacion a 4°C para obtener los lisados celulares. Los lisados son
incubador por 15 minutos a temperatura ambiente con rotacién y posteriormente son
centrifugados; el pellet!® fue resuspendido en amortiguador de enriquecimiento. Los materiales
insolubles que se encontraban en el pellet fueron resuspendidos en 1 ml de amortiguador de

inmunoprecipitaciéon y los complejos de ADN-proteina fueron sonicados para producir

15 pellet: Precipitado de material bioldgico obtenido a partir de centrifugacién
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fragmentos de cromatina de longitudes entre 200 y 600 pares de bases (pb), esto pudo
observarse con el empleo de un gel de agarosa mediante electroforesis horizontal. Una décima
parte de la cromatina fragmentada se apartd para tener un control de INPUT y la muestra
restante fue pre-lavada con proteina A/G. Para cada ChlIP, se adicionaron los anticuerpos: anti-
p53 (DO-1) (Santa Cruz Biotechnology), anti-Histona 3 (Upstate, Millipore Merck) or anti-Histona
4 (Upstate, Millipore Merck), o con control no especifico (IgG) y se incubaron toda la noche a
4°C. Los complejos formados fueron precipitados a 4°C con 1/20th del volumen de perlas
magnéticas de proteina G, las perlas fueron lavadas y los complejos de anticuerpos-cromatina
fueron eluidos y la interaccidn cruzada de ADN-proteina fueron revertidos con la adicién de
NaCl. Las muestras fueron tratadas subsecuentemente con proteinasa K, y el ADN gendmico fue
recuperado y purificado mediante columnas de afinidad. La cuantificacién de ADN a partir de las
muestras inmunoprecipitadas con p53, H3ac y H4ac, control sin anticuerpo y el control INPUT

se realizd con PCR cuantitativa por como se describié anteriormente.

Las secuencias empleadas para la evaluacion de los inmunoprecipitados fueron los que se

describen en las Tablas 5y 6.

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados para evaluar la Region PROXIMAL del promotor de HER2

Secuencia del oligonucleétido Tamaiio del
GEN
Producto

Foward 5 —GTTGCCACTCCCAGACTTGT -3’
HERZ2a 321 pb
Reverse 5 —CTCCATGGTGCTCACTGC-3’

Foward 5" —CACATCCCCCTCTTGACTA -3’
HER2b 331 pb
Reverse = 5 —GCAACTCCCAGCTTCACTTT -3’

Foward 5 —GGTGGCACATGCCTGTAATC -3’

HER2c 329 pb
Reverse 5 —AATGGTTTTCCCACCACATC-3’
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Tabla 6. Oligonucleétidos empleados para evaluar la Region DISTAL del promotor de HER2

Secuencia del oligonucleétido Tamaiio del
GEN
Producto

Foward 5 —ATCTGCCCTGATCTGAGTTT -3’
HER2d 220 pb
Reverse = 5 —GCTGCTGATTCGATTTCCTC -3’

Foward 5 —CTCAAGCCTACTCTGAGGAA -3’

HER2e 302 pb
Reverse 5 —GCAACTCCCAGCTTCACTTT -3’
Foward 5 —GCAGTAGCAAGCATCGAGTT -3’

HER2f 202 pb
Reverse 5 —TGGATCATCACAAAGGTTTTCA -3’

El disefio de los oligonucledtidos empleados para evaluar la regién proximal (HER2a, HER2b y
HER2c) y distal (HER2d, HER2d y HER2e) del promotor de HER2, fueron tomados de los trabajo

realizados por Hurst en 2001 y Delacroix en 2005 (Hurst, 2001; Delacroix et al., 2005).

W Proteina: Entrecruzamiento de ADN con

formaldehido
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Figura 22. Resumen general de la metodologia de Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChiIP).

Posterior a la lisis celular el formaldehido permite mantener fijo el ADN unido a la cromatina, se emplean tiempos
especificos para que un exceso de formaldehido no intervenga en los pasos siguientes. Estandarizar el tiempo y fuerza
del proceso de sonicacidon permite obtener fragmentos de cromatina del tamafio adecuado para evaluar las
secuencias de interés. Mediante el uso de perlas de Proteina A y anticuerpos especificos contra lo que se quiere
evaluar, se lleva a cabo una inmunoprecipitacion. Para recuperar el ADN gendmico, el entrecruzamiento es revertido
con adicion de sales y posteriormente debe ser purificado para analizarse mediante reacciones de PCR, en este caso
se empled PCR en tiempo real.
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Andlisis estadistico

En todos los casos, cada experimento se realizé al menos 3 veces, y los resultados se presentan
como el promedio + Desviacion Estanddar del Promedio (SEM, por sus siglas en inglés). El analisis
estadistico se realizd con una t-student pareada de 1 cola para los promedios entre los controles
y los datos experimentales. Tanto las graficas como los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa Prism 6 (GraphPad, San Diego CA). * p<0.05, ns= no significativo de acuerdo con el

analisis de diferencia estadistica.
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RESULTADOS

Niveles de expresion de HER2Z y p53 en lineas celulares derivadas de
cdancer.

Se determind la expresion tanto de la proteina como del ARNm de HER2 mediante ensayos de

RT-gPCR y Western Blot en diversas lineas celulares: Hela, SiHa, C33A, SW13 y HaCaT.
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Figura 23. Nivel de expresion de HER2 y p53 en distintas lineas celulares derivadas de cancer.

Analisis de la expresién de HER2 y p53 en réplias bioldgicas de las lineas celulares Hela, SiHa, C33A, ademas de incluir
la evaluacién de las lineas celulares SW13 y HaCaT. A) Niveles de expresion del ARNm de ERBB2 determinada
mediante RT-gPCR. Los resultados se muestran como la media + el error estandar de la media (SEM) de tres ensayos
independientes. El analisis estadistico se realizé comparando cada linea celular con la linea celular Hela con la prueba
de t-student, * p <0.05. B) Niveles de expresidén de proteina HER2 y p53 en lineas celulares de cancer determinados
mediante Western Blot, estandarizando con el control de carga a Actina.

Se pueden observar resultados importantes: C33A, HaCat y SW13 mostraron un elevado nivel
de expresion del receptor HER2 a nivel de proteina y de ARNm en comparacion con las lineas
celulares Hela y SiHa. En estos resultados, podemos observar que la expresién de HER2 en las
lineas celulares C33A, HaCat y SW13 con mutaciones en p53, p53R273C, p53H179Y y p53H193Y
respectivamente, es mayor que en las lineas celulares en las que p53 es inactivado por efecto

de la oncoproteina E6 del VPH (Figura 23).

Los niveles de expresién de la proteina HER2 en Hela, SiHa y C33A correlaciona con los

resultados obtenidos por Narisawa-Saito (Narisawa-Saito et al., 2007). Y aunque el resultado
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observado de ARNm de ERBB2 es contrario a lo reportado por el autor y colaboradores, cabe
resaltar que en ese trabajo sélo determinaron la expresion del ARNm por PCR semicuantitativo,

a diferencia de nuestro trabajo donde realizamos PCR cuantitativo en tiempo real.

Nuestros resultados sugieren que p53 silvestre puede participar en la regulacién negativa de la
expresion de HER2 y que como consecuencia de la inactivacion de p53, provocada por la
oncoproteina E6 del VPH, podria aumentar la expresion de HER2. Lo mds importante es que
cuando p53 se encuentra mutada, ésta podria participar de manera activa induciendo una

sobreexpresion HER2.

Dado que la mutacion de C33A (p53R273C) tiene una participacion importante en la expresion
de HER2 y por lo tanto seria interesante revisar esta correlacion. Encontramos que el grupo de
Maria Lung (2004), reporto que dos mutantes de p53 pueden actuar de manera diferencial sobre
la resistencia farmacos en cancer hepatico (p53R273Cy p53R248Q), por lo que se solicitaron los
vectores empleados en ese trabajo para nosotros evaluar en nuestro sistema el efecto de estas

mutantes de p53 sobre los niveles de expresién de HER2 (Chan and Lung, 2004) .

Niveles de expresion de la proteina HERZ en células HelLa transfectadas
transitoriamente con diferentes mutantes de p53

Mutacion p53R273C

Con la finalidad de determinar la aportaciéon de la mutacion especifica p53R273C que es
expresada enddégenamente en C33A, y en la que observamos consistentemente un elevado nivel
de expresién de HER2 tanto a nivel de proteina como a nivel de ARNm, se realizaron
transfecciones transitorias en la linea celular Hela, con el plasmido especifico para la mutacién
p53R273C clonado en el vector pcDNA3. De manera inicial, se estandarizé la concentracién del
pldasmido, probando tres concentraciones: 0.3, 0.5 y 0.8 pg y fue posible observar un aumento

considerable de los niveles de proteina HER2 en todas las transfecciones a las distintas
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concentraciones comparadas con el control transfectado con el vector vacio pcDNA3 (Figura 24).
No observamos diferencias en la induccién de HER2 entre las distintas concentraciones
utilizadas de vector después de hacer la densitometria y normalizar con el control de carga de

actina.

HelLa ctrl pPCDNA3

Hela R273C 0.3
HelLa R273C 0.5
HelLa R273C 0.8
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Figura 24. Contribucion de la mutante p53R273C en los niveles de expresion de la proteina de HER2.

En el panel se muestra el resultado de Western Blot para determinar los niveles de expresidn de las proteinas HER2
y p53 posterior a la transfeccién de concentraciones crecientes del plasmido que contiene la mutante p53R273C en
la linea celular Hela. Se empled actina como control de carga.

Para los siguientes experimentos, se empled sélo la concentracion de 0.5 pg para determinar los
niveles de expresién del ARNm de ERBB2, lo cual nos indicaria si la regulacion de HER2 por esta

mutante es a nivel de ARNm o proteina o de ambas.
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Figura 25. Nivel de expresion de HER2 y p53 como respuesta a la mutante p53R273C.

A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2, mediante RT-gPCR. B) Western Blot de HER2, p53 y actina (como control
de carga). La evaluacion se realizé en células Hela transfectadas de manera transitoria con 0.5 pg de plasmido que
contiene la mutante p53R273C y el Control empleado fue la misma linea celular transfectada con la misma
concentracidn del vector vacio de dicho plasmido. Los resultados se muestran como la media + el error estandar de
la media (SEM) de tres ensayos independientes.
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Mutante p53R248Q

Deigual forma que con la mutante p53R273C, se realizaron transfecciones transitorias en células
Hela, utilizando un vector clonado con la secuencia para la expresién de otra de las mutantes
mas frecuentes de p53: p53R248Q, y que se empled en este caso con la finalidad de observar si
los resultados en la expresidn de HER2 serian los mismos que con la mutante anterior o si existe
alguna diferencia entre estas dos mutaciones de p53 sobre la expresion de HER2. En forma
similar al ensayo anterior, se emplearon las mismas concentraciones de plasmido: 0.3, 0.5y 0.8

ug.

Hela ctrl pCDNA3
Hela R248Q 0.3
Hela R248Q 0.5
Hela R248Q 0.8

185kDa HER2

42kDa = A — s Actina

Figura 26. Contribucion de la mutante p53R248Q en los niveles de expresion de la proteina de HER2.

En el panel se muestra el resultado de Western Blot para determinar los niveles de expresion de las proteinas HER2
y p53 posterior a la transfeccidon de concentraciones crecientes del plasmido que contiene la mutante p53R248Q en
la linea celular Hela. Actina se emple6 como control de carga.

De igual manera, observamos que es notable el aumento de la proteina HER2 como
consecuencia de la expresion de la mutacidon p53R248Q en todas las concentraciones evaluadas
de plasmido comparando con el control transfectado con el vector vacio (Figura 26). Los

proximos experimentos se realizaron utilizando solamente la concentracién de 0.3 pg.
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Figura 27. Nivel de expresion de HER2 y p53 como respuesta a la mutante p53R248Q.

A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2, mediante RT-gPCR. B) Western Blot de HER2, p53 y actina (como control
de carga). La evaluacion se realizé en células Hela transfectadas de manera transitoria con 0.3 pg de plasmido que
contiene la mutante p53R248Q y el Control fueron células Hela transfectada con la misma concentracién de vector
vacio de dicho plasmido. Los resultados se muestran como la media + el error estandar de la media (SEM) de tres
ensayos independientes.

Mutante p53R273H

En el caso de la mutante p53R273H, es interesante observar que los resultados no son similares
a los obtenidos con las mutantes evaluadas anteriormente (p53R273Cy p53R248Q). A pesar de
multiples evaluaciones con el plasmido, se requirieron cantidades mucho mayores de plasmido
(1, 5y 10 pg) para lograr observar una expresion de HER2 similar a la que se obtuvo con 0.8ug
de plasmido de p53R273C, ademas de que las lineas celulares transfectadas con esta mutacion

no lograron ser estables. En la Figura 28 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos.

Hela ctrl pCDNA3
Hela R273H 10pg
Hela R273C 0.8pg

‘ Hela R273H 1pg
;‘ Hela R273H Spg

185 kDa > .-q HER2

53 kDa > N -53
42 kDa > A cting

Figura 28. Contribucion de la mutante p53R273H en los niveles de expresion de la proteina de HER2.
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En el panel se muestra el resultado de Western Blot para determinar los niveles de expresién de las proteinas HER2
y p53 posterior a la transfeccion de concentraciones crecientes del plasmido que contiene la mutante p53R273H en
la linea celular Hela. Actina se empled como control de carga.

Mutante p53R175H

De igual manera que en los casos anteriores, se realizaron transfecciones transitorias con la
mutante p53R175H en la linea celular Hela. El efecto de esta mutante sobre la expresion del
receptor HER2 fue un aumento tanto a nivel transcripcional (Figura 29A) como a nivel de

proteina (Figura 29B).
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Figura 29. Nivel de expresion de HER2 y p53 como respuesta a la mutante p53R175H.

A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2, mediante RT-qPCR. B) Western Blot de HER2, p53 y actina (como control
de carga). La evaluacion se realizd en células Hela transfectadas de manera transitoria con 0.5 pg de plasmido que
contiene la mutante p53R175H y el Control fueron células Hela transfectada con la misma concentracién de vector
vacio de dicho plasmido. Los resultados se muestran como la media + el error estandar de la media (SEM) de tres
ensayos independientes.

Como conclusién de esta seccion, podemos decir que las mutantes p53R273C, p53R248Q vy
p53R175H inducen un aumento en los niveles de expresion de HER2. Para el caso especifico de
la mutante p53R175H, no fue posible obtener lineas celulares transfectadas de manera estable,

por lo que para el objetivo de este trabajo se omitié esta mutante (Figura 30).
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Figura 30. Nivel de expresion de HER2 y p53 como respuesta a las mutantes p53R273Cy p53R248Q.

A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2, mediante RT-qPCR. B) Western Blot de HER2, p53 y actina (como control
de carga). La evaluacidn se realizd en células Hela transfectadas de manera transitoria con 0.5 pg de plasmido
p53R273Cy 0.5 ug de plasmido p53R248Q. El Control fueron células Hela transfectadas con el vector vacio de dichos
plasmido. Los resultados se muestran como la media + el error estandar de la media (SEM) de tres ensayos
independientes. El analisis estadistico se realizd comparando cada linea celular con la linea celular Saos-2 con la
prueba de t-student, * p <0.05; ns = analisis estadistico no significativo.

Niveles de expresion de HERZ y p53 en lineas celulares derivados de otros
tipos de cdncer.

Con la finalidad de establecer una posible correlacion entre las mutantes de p53 y la expresién
del receptor HER2, evaluamos tanto su nivel de expresién del ARNm como de la proteina en un
panel de lineas celulares derivadas de cancer humano, descritas previamente en la seccién de
“Estrategia Experimental”. Las lineas celulares MCF-7 y Hela expresan p53 silvestre, aunque la
linea celular Hela se encuentra infectada por el VPH-18 y por lo tanto expresa la oncoproteina
E6 la cual favorece la degradacion de p53. Las lineas celulares C33A, SKBR-3 y OVCAR-3 expresan
de manera enddgena tres de las mutantes “hotspot” que existen en los diferentes tipos de
cancer humanos: p53R273C, p53R175H y p53R248Q. Con el fin de presentar un sistema con
menos intererencias para nuestro objetivo, se optd por emplear la linea celular Saos-2, que tiene
como caracteristica principal (para nuestro propdsito), delecidon bialélica de p53. Esta linea

celular ha sido ampliamente empleda para la evaluacidon de mutantes de p53 (Leroy et al., 2014).
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De esta manera es posible concluir una modificacion en la regulacion de HER2 como

consecuencia de la expresion exdgena de diferentes mutantes de p53.

Para evaluar los niveles de expresion del ARN mensajero, se llevaron a cabo ensayos de PCR
cuantitativo, como se detalld en la seccién de “Estrategia Experimental”. Los resultados
muestran que las lineas celulares en las que las mutantes de p53 se expresa de manera
endégena, tienen un mayor nivel de expresion del receptor HER2 comparando con las lineas
celulares que expresan wtp53 o en el caso particular de Saos-2, que no tiene expresidn de esta
proteina (Figura 31A). En concordancia con los resultados obtenidos para la expresion de ARNm
de ERBB2, también observamos mayores niveles de expresidon de la proteina en las lineas

celulares que expresan las diferentes mutantes de p53 (Figura 31B).
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Figura 31. Panel de lineas celulares con expresidon de p53 mutante muestran elevados niveles de expresion de
ARNm de ERBB2 y proteina HER2.

A) La expresion relativa del ARNm de ERBB2 se determind mediante RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR); los datos finales
se calcularon mediante el método del ciclo de umbral (CT) comparativo (2-AACT), empleando el transcrito de B2-
microglobulina (B2M) como control de normalizacién. Los resultados se muestran como la media + el error estandar
de la media (SEM) de tres ensayos independientes. El analisis estadistico se realiz6 comparando cada linea celular con
la linea celular Saos-2 con la prueba de t-student, * p <0.05; ns = analisis estadistico no significativo. B) Los niveles de
proteina HER2 se determinaron mediante un ensayo de Western Blot. Se utilizaron cantidades iguales de lisados
celulares totales y se identificaron las proteinas como se describe en la Estrategia Experimental. Las placas se
volvieron a probar para el anticuerpo anti-B-actina como control de carga. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes.
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Ademas, en la Figura 32A se puede observar que la expresidén exdogena de wtp53 en la linea

celular Hela, influenciada por el efecto de E6 de VPH-18, disminuye la expresién del ARNm de

ERBB2.

Evaluando el efecto de wtp53 sobre HER2, se realizd la transfeccion de wtp53 en las lineas
celulares Hela (Figura 32A) y en la linea células Saos-2 (Figura 32B), observamos que esta
transfeccién disminuye la expresion del gen ERBB2. Determinamos también el efecto de la
transfeccion de wtp53 en la linea celular Saos-2 (empleando un exceso de proteina para lograr
ver la expresién de HER2 en Saos-2), observamos que wtp53 disminuye la expresion de HER2
(Figura 32D). Al evaluar el efecto del silenciamiento de wtp53 en la linea celular MCF-7,

observamos que se aumenta la expresion de ERBB2 (Figura 32C).
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Figura 32. Expresion de wtp53 correlacionando con los nieles de expresion de ARNm de ERBB2 y proteina HER2.

Las células se procesaron para determinar los niveles de ARNm de ERBB2 mediante RT-qPCR. Estos experimentos se
realizaron por triplicado y los datos se muestran como la media + SEM. El analisis estadistico se realizé con la prueba
de t-student comparando los resultados obtenidos en: A) Hela B) Saos-2, células transfectadas con wtp53 frente a
células transfectadas con vector vacio. C) MCF-7 transfectadas con shp53 frente a células transfectadas todas con
plasmido Control. * p <0.05, ns = analisis de diferencia estadistica no significativa. D) La expresion de la proteina HER2

en Saos-2 transfectadas con wtp53 se evalué mediante ensayos de Western Blot y la imagen de la transferencia es
representativa de tres experimentos independientes.

Silenciamiento de las diferentes mutantes de p53 en lineas celulares
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Debido a los resultados obtenidos en el panel de lineas celulares, se decidié también evaluar el
efecto que tendria el silenciamiento de las mutantes de p53 que se expresan de manera
enddgena en las lineas celulares analizadas: C33A, SKBR-3 y OVCAR-3. Se empled la transfeccion
de un shRNA para inhibir la expresion de la mutante de p53 en cada linea celular, de acuerdo
con lo descrito en la seccidon de “Estrategia Experimental”. Consideramos que evaluar el efecto
de la regulacion de HER2 por parte de las mutantes de p53 puede ser mas interesante en una
linea celular que representa uno de los tipos de cancer en el que la expresion de este receptor

tiene una relevancia clinica muy importante (SKBR-3).

Linea celular C33A (p53R273(C)

El shRNA logré inhibir en un 80% la expresion de la mutante de p53 en la linea celular C33A, esta
inhibicién fue suficiente para disminuir considerablemente los niveles de expresién tanto a nivel
de ARNm de ERBB2, como de proteina HER2 (Figura 33). Este resultado corrobora lo observado
con la transfeccidn transitoria de la mutante p53R273C en la linea celular Hela, sugiriendo que
existe una relacién directa entre la presencia de esta mutante de p53 y la sobreexpresion de

HER2.
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Figura 33. Inhibicidn de la expresion de la mutante p53R273C en la linea celular C33A.

La expresion de la mutante p53R273C en la linea celular C33A fue inhibida transitoriamente por el shRNA contra p53
(shp53). Después de 48 h, las células se procesaron para determinar: A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2 por
RT-qPCR. los datos se muestran como la media + SEM. El analisis estadistico se realizé con la prueba de t-student. B)
ensayo de expresién de proteinas por Western Blot. La imagen de la transferencia es representativa de tres
experimentos independientes. * p <0.05.
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Linea celular OVCAR-3 (p53R248Q)

De igual forma que con la mutante p53R273C, el efecto del shRNA para inhibir la expresion de
p53 logrd disminuir la expresidn de la mutante de p53R248Q en la linea celular OVCAR-3 y esta
inhibicién permitié observar un efecto de diminucidn en los niveles de expresidon del ARNm y de

la proteina de HER2 (Figura 34).
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Figura 34. Inhibicion de la expresion de la mutante p53R248Q en la linea celular OVCAR-3.

La expresidn de la mutante p53R248Q en la linea celular OVCAR-3 fue inhibida transitoriamente por el sShRNA contra
p53 (shp53). Después de 48 h, las células se procesaron para determinar: A) Expresion relativa del ARNm de ERBB2
por RT-gPCR. los datos se muestran como la media + SEM. El andlisis estadistico se realizé con la prueba de t-student.
B) ensayo de expresidon de proteinas por Western Blot. La imagen de la transferencia es representativa de tres
experimentos independientes. * p <0.05.

El resultado es muy similar a lo observado con la transfeccién de la mutante p53R273C en la
linea celular Hela, lo que nos indica que ambas mutantes pudieran causar una regulacién de
HER2. Efectos mas especificos debieron ser evaluados para identificar un posible mecanismo de

estas mutantes sobre la expresion de HER2.

Linea celular SKBR-3 (p53R175H)

A pesar del resultado positivo obtenido en la linea SKBR-3, con respecto a la expresién de HER2
y de p53; asi como los resultados previos que obtuvimos con la transfeccion transitoria de la
mutante p53R175H en la linea celular Hela; no fue posible lograr transfecciones de shRNA en la
linea celular SKBR-3, por lo que decidimos enfocarnos en las mutantes con las que obtuvimos

resultados mas consistentes.
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A partir de este punto se decidié que solo trabajariamos con las lineas celulares C33A y OVCAR-

3, las cuales representan a las mutantes p53R273Cy p53R248Q, respectivamente.

Efecto de la transfeccion de mutantes en la estabilidad de la proteina HERZ2
(Ensayos con CHX)

Otro dato interesante que observamos fue que, en el caso de la mutante p53R273C, se observa
una mayor expresion a nivel de proteina que a nivel de ARNm en la linea celular Hela, por lo que
se revisaron los efectos de esta mutante sobre la estabilidad de HER2 en esta linea celular. Para
detener la sintesis de proteinas se emplearon pulsos del compuesto Cicloheximida (CHX), es
decir, se exponen las células a una misma concentracion del reactivo en diferentes periodos de
tiempo. Los estudios con CHX consistieron en evaluar la estabilizacién de la proteina HER2,
debido a que este compuesto detiene el proceso de traduccidn de proteinas®® en las células y
por lo tanto permite evaluar la estabilidad de las proteinas ya sintetizadas en los periodos de
tiempo seleccionados (McKeehan and Hardesty, 1969). En la Figura 35 se puede observar que la
proteina HER2 permanece estable después de 8 horas de exposicidn a la CHX en células Hela
transfectadas con p53R273C en comparacion con células transfectadas con el vector vacio, en

donde la expresion de la proteina HER2 se pierde casi de manera total a las 8 horas.
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16 Traduccion de proteinas: Proceso de la sintesis de proteinas en la que se genera una cadena de
aminodcidos (polipéptido) a partir del ARN mensajero
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Figura 35. La mutante p53R273C aumenta la estabilidad de la proteina de HER2 en células Hela.

Después de los tratamientos con 100 pg/ml de cicloheximida (CHX) en células Hela transfectadas de manera estable
con la mutante p53R273C (A) o vector vacio (B), los niveles de proteina HER2 se midieron en diferentes puntos de
tiempo mediante ensayos de Western Blot. C) El analisis de densitometria de las imagenes de Western Blot que se
muestran, se realizé con el software Syngene.

También se evalud la estabilidad de la proteina HER2 en células Saos-2 transfectadas con ambas
mutantes (p53R273C y p53R248Q). Encontramos que la proteina HER2 es aparentemente mas
estable, incluso a las 8 horas después de la exposicion a CHX, en células Saos-2 que expresan
cada una de las mutantes (Figura 36A y 36B) en comparacién con las células control

transfectadas con el vector vacio (Figura 36C).
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Figura 36. La expresion de las mutantes p53R273C y p53R248Q aumentan la estabilidad de la proteina HER2.

La estabilidad de la proteina HER2 se analizd en células Saos-2 transfectadas de manera estable con las mutantes
p53R248Q (A), p53R273C (B) y vector vacio (C). Después del tratamiento con CHX (100 pg/ml) durante los periodos
de tiempo indicados, las células se procesaron y la expresion de HER2 se evalué mediante Western Blot, empleando
actina como control de carga. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.

Los resultados obtenidos en este apartado nos permiten pensar en la posibilidad de que las
mutantes de p53 pudieran favorecer la estabilidad de la proteina de HER2, sin embargo, para

poder concluir el resultado, se requieren mas estudios.

Efectos de las mutantes p53R273C y p53R248(Q sobre la expresion de HERZ
en la linea celular Saos-2
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Para corroborar en un modelo mas “limpio” si las mutantes de p53 estdn contribuyendo en la
induccion de sobreexpresion de HER2, se decidié hacer transfecciones estables con los
pldasmidos que expresan a las mutantes de p53R273Cy p53R248Q, en la linea celular Saos-2. La
razén para usar esta linea celular fue evitar la interpretacion errénea de efectos adicionales de
wtp53 sobre HER2, que sean debidos a factores intrinsecos de la linea celular (como, por
ejemplo, la infeccién por VPH-18 en la linea celular Hela). La linea celular Saos-2 tiene una
menor eficiencia de transfeccién que Hela, pero a pesar de eso, nos fue posible tener una
eficiencia de transfeccidon adecuada para nuestro propdsito, ademads de expresar bajos niveles

de HER2, como puede observarse en los resultados anteriores (Figura 31Ay 31B, Pagina 67).
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Figura 37. Las mutantes p53R273C y p53R248Q regulan de manera positiva la expresion del ARNm de ERBB2 y la
proteina HER2.

La linea celular Saos-2 se transfectd de manera estable con la mutante p53R273C, con la mutante p53R248Q, o con
vector vacio. Las células transfectadas se procesaron después de la seleccion estable para: (A y C) el ensayo de
expresion de ARNm de ERBB2, mediante RT-qPCR. Los datos se muestran como la media + SEM y el analisis estadistico
serealizd con la prueba de t-student. La expresion de la proteina HER2 (B y D) se realizéd mediante ensayos de Western
Blot. La imagen de la transferencia es representativa de tres experimentos independientes. * p <0.05.

Al favorecer la expresion exdgena de las mutantes p53R273C (Figura 37A y 37B) y p53R248Q
(Figura 37C y 37D) en la linea celular Saos-2, observamos resultados consistentes con los
obtenidos en la linea celular Hela. En estas nuevas transfecciones estables, ambas mutantes

favorecen la sobreexpresion del ARNm y de la proteina de HER2.
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Los resultados obtenidos tanto en la linea celular HeLa como en la linea Saos-2, sugieren que la
mutante p53R248Q regula de manera positiva la expresién de HER2 en ambos niveles, tanto a
nivel transcripcional como a nivel traduccional, mientras que la regulacidon por parte de la

mutante p53R273C pudiera depender de su contexto celular.

Posteriormente, se revisaron diferentes aspectos a nivel transcripcional, para concluir con la
propuesta de un mecanismo que nos permita explicar la regulacion de la sobreexpresion de

HER2 como efecto de la expresién de las mutantes p53R248Q y p53R273C.

Las mutantes p53R248Q y p53R273C inducen la activacién transcripcional
en el promotor de ERBB2

Evaluamos el efecto de las mutantes p53R248Q y p53R273C sobre el promotor!’ de ERBB2
empleando un ensayo de transactivacion para este promotor, por medio del indicador
luciferasa, el cual se describe ampliamente en la seccién de “Estrategia Experimental”. Las lineas
celulares usadas fueron Saos-2 modificadas para expresar de manera exdgena y estable cada
una de las mutantes a evaluar. Observamos que, bajo nuestras condiciones experimentales, las
mutantes p53R248Q y p53R273C aumentaron de manera significativa, en mas del 50%, la
actividad del promotor de ERBB2 con respecto al control (células Saos-2 transfectadas de
manera estable con el vector vacio) (Figura 38). También determinamos la actividad de este
promotor, en la linea celular Saos-2 transfectada con wtp53. Los resultados mostraron que la
expresion exdgena de wtp53 disminuye de manera significativa la actividad del promotor de

ERBB2 (Figura 38).

17 promotor: Regién del ADN que contiene diferentes secuencias especificas para la unién de factores de
transcripcion y que determina el lugar en el que la ARN polimerasa comienza la transcripcién de un gen.
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Figura 38. Las mutantes p53R248Q y p53R273C, pero no wtp53 transactivan el promotor de HER2 en células Saos-
2 transfectadas de manera estable.

Las células Saos-2 establemente transfectadas se cotransfectaron con el plasmido reportero de luciferasa pNeulite
(dirigido a evaluar la activacién del promotor de ERBB2). Después de 48 h, la actividad de luciferasa se cuantificd
como se describe en la “Estrategia Experimental”. Los resultados de la actividad de luciferasa se normalizaron a la
actividad de la luciferasa de Renilla y se graficaron como la media + SEM de tres experimentos independientes. El
analisis estadistico se realizé con la prueba de t-student comparando los resultados obtenidos para la Actividad
Relativa en células Saos-2 transfectadas con p53R48Q, p53R273C o wtp53 contra el vector vacio: * p <0.05.

Las mutantes p53R248Q y p53R273C se unen e inducen la acetilacion de
histonas en el promotor de ERBBZ2

El hecho de observar que ambas mutantes de p53, p53R248Qy p53R273C, aumentan de manera
positiva la actividad del promotor de ERBB2, nos llevé realizar experimentos mas especificos
para poder explicar los resultados obtenidos. En este sentido, se pensd en evaluar un panorama
a nivel molecular para determinar si existe una posible interaccion fisica entre el promotor de
ERBB2y las mutantes de p53. Llevamos a cabo ensayos de Inmunoprecipitacion de la cromatina,
con anticuerpos especificos contra p53 y contra las formas acetiladas de las histonas H3 y H4.
De nuevo empleamos las lineas celulares Saos-2 transfectadas establemente con cada una de
las mutantes de p53 y con el control de vector vacio. Como se explica en la seccidén de “Estrategia

|”

Experimental”, tomamos el disefio de oligonucledtidos realizado por Hurst en 2001 y Delacroix
en 2005, y que permite evaluar las regiones Distal y Proximal del promotor de ERBB2 (Hurst,

2001; Delacroix et al., 2005). Estos oligonucledtidos se denominaran de la misma forma que se
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encuentran en la referencia citada: HER2a, HER2b y HER2c para la regién Proximal, y HER2d,

HER2e y HER2f para la regidn Distal del promotor (Figura 39A y 40A).

La region HER2a tiene una caja TATA en la posicién de -22 a -26 pb, un sitio de unién para los
factores transcripcionales de la familia ETS en la posicidn de -30 pb, y una caja CAAT (CCAAT) en
la posicion que va de -71 a -75 pb. La region HER2b, incluye una secuencia correspondiente al
factor de unidn transcripcional AP-2 en la posicién -217. La regidon HER2c, también incluye un
sitio de unién AP-2 en -495 pb (Figura 39A). Encontramos que en las regiones HER2a y HER2b,
ambas mutantes p53R248Q y p53R273C tuvieron un enriquecimiento similar después de la
inmunoprecipitacién de p53: HER2a (enriquecimiento de 2.3 y 3.0 veces, respectivamente) y
HER2b (2.4 y 2.5, respectivamente); ademds, en ambas regiones hay un aumento importante en
las marcas de acetilacion de las histonas H3 y H4 (Figura 39B y 39C). Para HER2c, encontramos
que la mutante p53R248Q tiene el mayor enriquecimiento observado en la regién Proximal del
promotor ERBB2, mientras que la mutante p53R273C tuvo un enriquecimiento de patrén y nivel
similar a lo observado tanto en HER2a como en HER2b (enriquecimiento de 10.4 y 2.2 veces,
respectivamente) (Figura 39D). La linea celular Saos-2 transfectada con p53R248Q presentd el
nivel mas alto de proteina p53 y las histonas acetiladas (particularmente H4) en las tres regiones

proximales.
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Figura 39. Las mutantes p53R248Q y p53R273C se asocian a la cromatina e induce la acetilacion de histonas H3 y
H4 en la region proximal del promotor de ERBB2.

Las células Saos-2 transfectadas de manera estable con p53R248Q, p53R273C o vector vacio se analizaron mediante
ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Se usaron anticuerpos contra la histona acetilada H3, H4,
proteina p53 e IgG como anticuerpo control. A) Muestra una representacién grafica de las regiones proximales
flanqueadas por los oligonucledtidos utilizados. EI ADN precipitado se amplificd con los oligonucledtidos descritos en
la seccion de “Estrategia Experimental”: HER2a (B); HER2b (C) y HER2c (D). El nivel de enriquecimiento de las histonas
H3 y H4 acetiladas, asi como de p53 en las diferentes regiones promotoras de ERBB2 se determinaron mediante RT-
gPCR. Los resultados de enriquecimiento de las regiones se grafican como la media * SEM de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizd con la prueba de t-student empleando diversas comparaciones * p
<0.05.

Para la evaluacion de la regién Distal del promotor ERBB2, los oligonucledtidos denominados
como HER2d y HER2e cubren respectivamente dos sitios de unidon a AP-2 ubicados en las
regiones -4000 pb y -4500 pb del promotor (Figura 40A). Observamos que HER2d tiene el mayor
enriquecimiento en el caso de la mutante p53R273C en el promotor HER2. En general, hubo un
modesto enriquecimiento de las marcas de histonas acetiladas para las regiones que
corresponden a HER2d y HER2e (Figura 40B y 40C). Vale la pena notar que en las regiones
distales (HER2d y HER2e) el enriquecimiento de H3 y H4 acetilados tiene diferencias entre las
dos mutantes evaluadas; por otro lado, p53R273C indujo un aumento mayor en el
enriquecimiento de las marcas de acetilacidn de las histonas para la region HER2d, por otro lado,
la mutante p53R248Q favorecié un aumento mayor de estas marcas de acetilacion en la region

HER2e. En conjunto, estos resultados sugieren que ambas mutantes p53R248Q y p53R273C
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pudieran estar involucradas directamente en la activacién del promotor de ERBB2. Por lo tanto,
podemos pensar que ambas mutantes de p53 contribuyen a la modificacidén en el promotor de

ERBB2 hacia una cromatina mas activada.

Ademds, en esta evaluacion se incluyd otra regién mas alejada del promotor de ERBB2, que
corresponde a sitios en los que no se ha observado que participen en la activacion del promotor,
y que, para fines de este trabajo, se denominé como HER2f (Figura 40A). Como era de esperarse,
la region denominada como HER2f fue en la que se observé el menor enriquecimiento para las
marcas de acetilacién en las histonas H3 y H4, coincidiendo ademas con el reclutamiento mas

bajo de p53 en este promotor (Figura 40D).
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Figura 40. Las mutantes p53R248Q y p53R273C incrementan la acetilacion de histonas y la union de p53 a la region
distal del promotor de HER2.

Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se llevaron a cabo en células Saos-2 transfectadas
establemente con p53R248Q, p53R273C y vector vacio. Se usaron anticuerpos contra la histona acetilada H3, H4,
proteina p53 e IgG como anticuerpo control. A) Muestra una representacion grafica de las regiones distales
flanqueadas por los oligonucledtidos utilizados. EI ADN precipitado se amplificd con los oligonucledtidos descritos en
la “Estrategia Experimental”: HER2d (B) y HER2e (C). Los oligonucledtidos denominados como HER2f (D) se emplearon
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como control. El nivel de enriquecimiento de las histonas H3 y H4 acetiladas, asi como de p53 en las diferentes
regiones promotoras de ERBB2 se determinaron mediante RT-qPCR. Los resultados de enriquecimiento de las
regiones se grafican como la media + SEM de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé con
la prueba de t-student empleando diversas comparaciones * p <0.05, ns = andlisis de diferencia estadistica no
significativa.

DISCUSION

Es muy conocido y aceptado ampliamente el hecho de que algunas de las proteinas mutantes
de p53 (mtp53) promueven la carcinogénesis al ejercer un efecto dominante negativo sobre la
proteina wtp53; o al adquirir nuevas actividades oncogénicas denominadas ganancia de funcién
(GOF), que evidentemente son independientes de las funciones que normalmente desempefia
wtp53 (Lozano, 2007; Weisz, Oren and Rotter, 2007; Oren and Rotter, 2010; Solomon, Madar
and Rotter, 2011; Freed-Pastor and Prives, 2012; Muller and Vousden, 2013; Juan Liu, Zhang and
Feng, 2014). Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales se observa una GOF por parte
de las mutantes de p53, recientemente se han comenzado a definir y estudiar (Goldstein et al.,
2011). Existen reportes donde se ha identificado que las mutantes de p53 se detectan con mayor
frecuencia en subgrupos de pacientes con cancer de mama y/o gastrico con un mal prondstico,
especialmente en el subtipo que sobreexpresa el receptor HER2 (Jaehne et al., 1992; Langerod
et al., 2007b), por esta razén en este trabajo estudiamos la posible regulacidn de la expresion

de HER2 por mutantes de p53.

En el presente trabajo hicimos un andlsis in vitro de la GOF de dos de las mutantes de p53 mas
frecuente, haciendo uso de un panel seleccionado de lineas celulares que son descritas de
manera general en la seccion de “Estrategia Experimental”. La linea celular Saos-2 se eligio por
ser nula para la expresion de p53, ya sea de forma silvestre o mutante, y cominmente es
empleada para estudiar nuevos roles de wtp53, asi como efectos de p53 mutantes (He, Ni and
Huang, 2014). En el caso de las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y SKBR-3, Xiao et al.,
observaron que las células MCF-7 tienen un nimero normal de copias de genes y un contenido
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bajo de proteina HER2, mientras que SKBR-3 las células contienen aproximadamente 10 veces
mas copias del gen ERBB2 y 15 veces mas el contenido de su proteina (Xiao et al., 2009). De
acuerdo con los resultados de Xiao, observamos la mayor expresién de ARNm y expresion de
proteinas de HER2 en la linea celular SKBR-3, aunque finalmente se decidié no utilizar la linea
celular SKBR-3 o la mutante p53R175H en experimentos posteriores, debido a que la
amplificacion de HER2 en esta linea celular no nos permite analizar la posible regulacion de las
mutantes de p53 sobre la expresiéon de HER2. A pesar de que MCF-7 también alberga wtp53,
los niveles basales de proteina HER2 observados en esta linea celular pueden ser inherentes al
fondo genético normal necesario para mantener la funcién de las células mamarias; ademds de
gue se ha sugerido que la via de la p53 esta alterada en este tejido (Lacroix, Toillon y Leclercq
2006; Park et al. 2008). Por otro lado, en el caso de los adenocarcinomas cervicales, hay informes
gue concluyen que la amplificacién de HER2 y las mutaciones en TP53 no son muy comunes en
este tipo de cancer y que otros fendmenos como la ganancia en el nimero de copias del
cromosoma 179 no esta asociada con la sobreexpresién de HER2 (Chavez-Blanco et al., 2004).
Hela es una linea celular de céncer cervical que contiene el genoma del virus del papiloma
humano 18 (VPH-18) que codifica para la oncoproteina E6 y causa la degradacién de p53
(Lagunas-Martinez, Madrid-Marina and Gariglio, 2010); lo que podria explicar la expresion de la
proteina HER2 en las células Hela. Evaluamos también una linea celular de cancer cervical
(C33A), en la que los niveles de expresién de HER2 es elevada y que expresa una proteina
mutante de p53 (Narisawa-Saito et al., 2007). Demostramos que en dos lineas celulares
diferentes que albergan wtp53 (HelLa y MCF-7), el ARNm de HER2 se expresa en un nivel muy
bajo, lo que concuerda con los resultados de Yang et al., en 2006 indicando que wtp53 podria
regular negativamente HER2 (Yang, Lee and Kang, 2006). Beaufort et al., describieron varias
lineas celulares de cancer de ovario y confirmaron que existe una mutacién de p53 para la linea
celular OVCAR-3, pero no se ha reportado que estas células presentaran amplificacion de HER2

(Beaufort et al., 2014). Con el panel de lineas celulares que utilizamos en este estudio,
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encontramos evidencia que soporta la idea de que mtp53 estd implicado en la regulacidn
positiva de la expresion de HER2. Nos interesamos particularmente en el efecto observado en
las lineas celulares que albergan tres de las mutantes de p53 mds comunes (p53R273C,
p53R175H y p53R248Q). En estas lineas celulares observamos elevados niveles de expresidon de
HER2 (ARNm y proteina) en comparacién con las lineas celulares que expresan una wtp53
funcional (MCF-7), una wtp53 con funcidn inactivada (Hela) o con expresién nula de p53 (Saos-
2). Nuestros resultados son consistentes con otros estudios que sugieren una asociacion clinica
entre la presencia de mutaciones de p53 y la sobreexpresion de HER2 (Bull et al., 2004; Wilson

etal., 2010b; Melhem-Bertrandt et al., 2012).

A pesar de haber comenzado con la evaluacién del efecto de otras mutantes sobre la expresién
de HER2: p53R273Hy p53R175H, los resultados no fueron lo suficientemente concluyentes para
seguir trabajando con éstas. Por lo tanto, nos enfocamos a analizar el posible mecanismo de
regulacién de la expresion de HER2 como consecuencia de la expresion exdgena de las mutantes
p53R248Q y p53R273C en dos tipos de células diferentes, Hela y Saos-2. En contraparte,
analizamos el efecto de inhibir la expresion de estas mutantes, que se expresan de manera
enddgena en las lineas celulares OVCAR-3 y C33A (p53R248Q y p53R273C, respectivamente).
Observamos diferencias en la eficacia de accidon del shRNA empleado para dicho propésito, lo
cual puede deberse a la eficacia de la transfeccién intrinseca a cada linea celular. La mayor
inhibicién de la expresién de p53 fue para la expresion de la mutante p53R273C en comparacion
con la expresién para la mutante p53R248Q. A pesar de esto, en ambos casos, la inhibicién de
la expresion de las mutantes de p53 fue suficiente para disminuir la expresién de HER2, tanto a
nivel de ARNm como de proteina. La regulacion de HER2 por mutantes de p53, podria sugerir
importantes implicaciones clinicas en el diagndstico y la terapia de diersos tipos de cdncer que

presentan sobre expresion de HER2 (Olivier et al., 2009).
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Con el fin de obtener informacién sobre los mecanismos moleculares mediante los cuales las
mutantes de p53 evaluadas regulan positivamente la expresion de HER2, evaluamos dos
posibilidades, que no son mutuamente excluyentes: 1) Estabilizacién de la proteina HER2

aumentada y 2) Induccién de la actividad del promotor de ERBB2.

En el caso de la primera hipdtesis, encontramos que p53R273C induce la estabilidad de la
proteina HER2 en las lineas celulares Hela y Saos-2. En contraste, la mutante p53R248Q solo
mostrd un ligero efecto en la estabilidad de la proteina HER2. Estos resultados nos sugieren que
esta propiedad de la mutante p53R273C es independiente del contexto celular general. Por otra
parte, con estos resultados podemos deducir que no todas las proteinas mutantes de p53
presentan las mismas caracteristicas de GOF. Trabajos anteriores ya habian reportado la
posibilidad de la estabilizacion de HER2 demostrando, por ejemplo, que la mutante p53R175H
puede regular algunos genes que contribuyen a la estabilidad de la proteina HER2, como es el
caso del gen de EGFR, que como efecto final puede contribuir a la dimerizacion de HER2
(Roskoski Jr., 2014; Yallowitz et al., 2015). Por otro lado, se tiene conocimiento de reportes en
los que se indica que la HSP90 (chaperona de choque térmico 90, de acuerdo con su traduccién
del inglés) también induce la estabilizacion de la proteina HER2 (Powers and Workman, 2006).
El sistema de proteinas chaperonas!® ayuda a controlar la estabilidad de las formas recién
traducidas, tanto de EGFR como de HER2, pero una vez que la proteina se encuentra maduray
en funcionamiento, HSP90 solo puede ayudar a la estabilizacién de HER2 y no de EGFR.
Curiosamente, también se ha informado que HSP90 también puede desempefiar un papel clave
en el plegamiento de las proteinas!® mutantes de p53 y su consecuente estabilizacion: esto

sugiere que una terapia dirigida a HSP90 podria inhibir al mismo tiempo la via de sefializacion

18 proteina chaperona: Proteinas que tienen como funcidn estabilizar a las proteinas desplegadas,
desplegarlas para su paso a través de membranas o para su degradacion, y/o ayudarlas para su correcto
plegamiento o ensamblaje

19 plegamiento de proteinas: Proceso en el que una cadena del polipéptido formado en la traduccién de
proteinas se dobla para convertirse en una proteina biolégicamente activa en su estructura nativa 3D.
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de HER2 y la ganancia de funcion de las mutantes de p53 (Li et al., 2011). Recientemente,
también se demostré que las mutantes de p53 promueven la fosfoactivacion de HSF1, su
estabilizacidn y la unidn de esta proteina a secciones especificas de ADN en los promotores de
sus genes blanco; HSF1 es el principal regulador transcripcional de las chaperonas de choque
térmico, incluida la HSP90, por lo tanto se sugiere una cooperacién oncogénica mtp53-HSF1-
HSP90 para estabilizar la proteina HER2 (Li et al., 2014). Con la aproximaciéon experimental que
realizamos en nuestro modelo, no nos fue posible establecer una asociacién directa de la
expresion de la proteina Hsp90 con la estabilidad en HER2 como consecuencia de la expresion
de las mutantes de p53 evaluadas, asi como no fue posible establecer que Hsp90 contribuyera

en la propia estabilidad de estas mutantes (datos no mostrados).

Con el fin de evaluar la segunda posibilidad para la sobre expresién de HER2, tomamos en cuenta
que en trabajos anteriores, se habia demostrado la activacién del promotor de genes como
MDR1, EGFR, NF-kB y Axl por el efecto de mtp53 (Muller and Vousden, 2013; Vaughan et al.,
2014). Nuestros resultados mostraron que ambas mutantes de p53 (R248Q y R273C) expresada
de forma estable en la linea celular Saos-2 indujeron la actividad del promotor del gen ERBB2.
La regulacidon positiva de la actividad del promotor ERBB2 podria ser el resultado de la unién
directa de las proteinas p53 mutantes al ADN, o como resultado de la induccién o el
reclutamiento de otros factores de transcripcién y activadores transcripcionales, como podria
ser el caso de las acetil-transferasas de histonas (HAT, por sus siglas en inglés). Entre los
activadores conocidos del promotor de ERBB2 se encuentran los factores de transcripcion de la
familia de ETS: AP-2 y YY1 (Hurst, 2001; Bosc and Janknecht, 2002; Allouche et al., 2008); asi
como también represores, como por ejemplo FOXP3, PEA3 y GATA4 (Xing et al., 2000; Hua et
al., 2009). De acuerdo a la secuencia reportada del promotor de ERBB2 descrito por Hurst en
2001, evaluamos si la regulacion positiva en la expresién del ARNm de ERBBZ2 puede ser por
efecto de la unién de p53 mutante a la secuencia promotora de ERBB2 que contienen sitios de
unién para AP-2 o ETS (Hurst, 2001). Demostramos el reclutamiento especifico de las mutantes:
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p53R248Q y p53R273C tanto en la regién proximal como distal del promotor de ERBB2, pero es
importante sefialar que no todas las regiones presentaron el mismo nivel de enriquecimiento.
De hecho, observamos que la mutante p53R248Q se une principalmente a la regién proximal
del promotor de ERBB2, mientras que la mutante p53R273C muestra su mayor nivel de
reclutamiento en la regidn distal de este mismo. Aunque los mayores enriquecimientos de cada
mutante se observaron en diferentes regiones del promotor de ERBB2, estos tienen en comun
que se localizan en sitios de unién a AP-2. Es posible que las mutantes de p53 solas o en complejo
con proteinas AP-2 tengan una afinidad diferente o que se unan selectivamente a diferentes
secuencias cerca de los sitios de unién de AP-2 en el promotor de ERBB2. Previamente se ha
demostrado que los factores AP-2 se unen a wtp53 in vitro e in vivo (McPherson, Loktev and
Weigel, 2002; Modugno et al., 2002); por ejemplo, en una uniéon dependiente de p53, AP-2a
puede regular el promotor del gen p21WAF1/CIP1 (McPherson, Loktev and Weigel, 2002;
Wajapeyee and Somasundaram, 2003). Vale la pena mencionar que las mutantes p53R248Q y
p53R273C son capaces de activar las regiones de unién de AP-2 en otros promotores, sugiriendo
gue estas mutantes de p53 podrian cooperar con AP-2 para activar la transcripcidon de ERBB2.
También se ha demostrado que otros factores de transcripcion interactian con las mutantes
p53, incluidos SP1, ETS1, ETS2, NF-Y y el receptor de vitamina D (Santoro, Strano and Blandino,
2014), que alteran la expresién de sus genes blanco. A pesar de que en nuestro trabajo
descartamos el estudio de la mutante p53R273H, se ha demostrado que ésta podria ejercer su
ganancia de funcidn oncogénica al unirse a secuencias gendmicas humanas que corresponden a
sitios de unién de factores transcripcionales de la familia de ETS, en regiones proximales o
distales de los promotores (Vaughan et al., 2014). Como se menciond anteriormente, el
promotor proximal de ERBB2 cuenta con una secuencia de ETS; por lo tanto, es posible pensar
que las mutantes p53248Q y p53R273C puedan interactuar con los factores de transcripcién

ETS.
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De manera simultanea, en el ensayo de ChIP fue posible analizar el efecto de las mutantes de
p53 sobre la activacion directa o indirecta de las marcas epigenéticas de acetilacion en histonas
H3 y H4 (H3Ac y H4Ac), sobre la actividad del promotor de ERBB2 (Mishra et al., 2001; Falahi et
al., 2013). Como se esperaba, el enriquecimiento de la acetilacién de histonas H3 y H4 inducido
por las mutantes p53 coincide con el nivel de activacidn del promotor de ERBB2. Se observo una
importante activacion de la acetilacion de ambas histonas en la regidn proximal del promotor
de ERBB2, lo que nos sugiere que esta region pudiera tener una participacién mas relevante en
la activacion de dicho promotor. En este sentido de acuerdo con nuestros resultados, Zhu et al.
demostraron que las mutantes GOF de p53 pueden unirse a genes reguladores de la cromatina,
como las metiltransferasas MLL1, MLL2 y la acetiltransferasa MOZ, lo que favorece cambios en
los patrones de metilacién y acetilacién de histonas en todo el genoma. El analisis del Atlas del
genoma del cancer muestra una regulacion especifica del aumento de MLL1, MLL2 y MOZ en
tumores derivados de pacientes en los que se determinaron proteinas mutantes de p53 con
ganancia de funcion (Zhu et al., 2015). El gen MOZ, codifica para una enzima que agrega un
grupo acetilo a la lisina K9 de la histona H3, lo que permite un aumento de la expresion génica
(zhu et al., 2015). De manera particular, en el caso de la histona H3, observamos que las
mutantes p53R248Qy p53R273C, aumentan el nivel de marcas acetiladas en la histona H3 en el
promotor ERBB2. Por otro lado, observamos que el nivel de acetilacién de la histona H4 fue mas
alto que el de la histona H3 en todas las regiones analizadas, debido principalmente al efecto de
la mutante p53R248Q. Estos resultados coinciden con la observacidon de Mishra SK et al., 2001,
en la que se utilizaron inhibidores de HDAC para evaluar el efecto de estas marcas de acetilacion
sobre el promotor de ERBB2 (Mishra et al., 2001). En nuestro trabajo, podemos sugerir que la

acetilacion de H4 es mds importante para la activacién de ERBB2.

En la Figura 41 se muestra una representacion esquemadtica propuesta en base a nuestros
resultados, sobre la disposicidn de las histonas y la unién de las mutantes de p53 evaluadas en
las regiones distal y proximal del promotor de ERBB2.

85



Modelo propuesto
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Figura 41. Modelo de regulacidn positiva de ERBB2 por mutantes de p53.

En el modelo propuesto se representan tres mecanismos moleculares diferentes de como es que p53 mutante puede
activar la transcripcion del promotor del gen ERBB2. A) p53 mutante puede inducir la acetilacion de histona (s) y/o
inhibir desacetilasas de histonas, causando el enriquecimiento de las formas acetiladas de las histonas H3 y H4 y como
consecuencia la reorganizacion de la cromatina en el promotor de ERBB2. B) Las mutantes de p53 pueden inducir la
interaccion de uno o mas factores de transcripcion con el promotor de ERBB2, como, por ejemplo, AP-2 y ETS; C) Las
propias mutantes de p53 puede interactuar directamente en el promotor de ERBB2. Estas 3 posibilidades no son
mutuamente excluyentes y podrian conducir a la activacién del promotor de ERBB2 y la consecuente expresion del
gen. En esta representacion, las histonas son esferas azules grandes, las marcas acetiladas de histona H3 son
pequeias esferas verdes, las marcas acetiladas de histona H4 son pequefias esferass amarillas, las proteinas p53
mutantes se muestran como 6valos de color azul claro, los factores de transcripcion como AP-2 son 6valos amarillos
y ETS es un 6valo verde; la secuencia de ADN se muestra en rojo.
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CONCLUSIONES

En conclusion, nuestro estudio ha demostrado por primera vez que 1) la sobreexpresién de HER2
puede ser inducida por mutantes p53 a través de la activacidn transcripcional de ERBB2 y en
cierto modo favoreciendo la estabilizacién de su proteina; 2) La acetilacidn de las histonas H3 y
H4 se asocian principalmente a la region proximal del promotor de ERBB2 en presencia de las

mutantes p53R248Qy p53R273C.

Sin embargo, se requieren mas estudios para dilucidar por completo el mecanismo a través del
cual estas mutantes de p53 pueden inducir una regulacion positiva de la expresién del ARNm de
ERBB2 y la sobreexpresion de su proteina. Explorar la ganancia de funciones oncogénicas de las
mutantes de p53 puede revelar nuevas oportunidades para el diagndstico y la terapia. En este
sentido, nuestros resultados podrian tener implicaciones clinicas en el cdncer de mama y otros
tipos de cancer en los que se ha observado sobreexpresion de HER2 y que por lo tanto se ha
utilizado como un objetivo terapéutico. Como mencionamos en la seccion de antecedentes,
Wilson et al. realizaron una asociaciéon clinica e informaron que los pacientes portadores de
mutaciones de p53 muestran una probabilidad significativamente mayor de desarrollar cancer
de mama con amplificacién del gen ERBB2. Serd necesario demostrar si en particular las
mutantes p53R248Q y p53R273C tienen alguna asociacidn clinica a la sobreexpresion de HER2
en el cancer o si existen otras mutaciones especificas de p53 asociadas a la sobreexpresion de

este receptor.
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PERSPECTIVAS

Nuestros resultados son significativos estadisticamente, pero aun asi consideramos que es
indispensable mejorar nuestro modelo de estudio, ya sea agregando mds variantes in vitro 6
comenzando con la evaluacién de estos fendmenos en estudios in vivo para poder tener un

mayor acercamiento a lo que pasa en un organismo completo, con las variantes que esto implica.

El hecho de contar ya con lineas celulares que expresan de manera estable dos de las mutantes
mas frecuentes de p53: p53R248Q y p53R273C, nos permite analizar el efecto de esta mutantes
en otros aspectos relacionados con el desarrollo o mantenimiento del cancer in vitro. Por
ejemplo, en una colaboracidn que se realiza con el Instituto Nacional de Cardiologia, ya se tienen
resultados importantes para la publicacion del efecto de la mutante p53R248Q sobre el
mantenimiento de la glicélisis y la disminucién del estrés oxidativo en diferentes condiciones de

suminsitro de oxigeno.

Los resultados que obtuvimos de la estabilidad de la proteina pueden ser explicados mas
ampliamente, al observar como se modifican las proteinas involucradas en la estabilidad del

receptor HER2, por lo que en ese aspecto aun tenemos trabajo importante que desarrollar.

A nivel de la regulacién transcipcional del gen ERBB2, logramos obtener mayores resultados que
nos permiten identificar como es que las mutantes de p53 evaluadas pueden participar en la
regulacién de este gen. Los resultados nos permitieron realizar la propuesta de un modelo en el
que se explica que el efecto de las mutante p53R248Q y p53R273C sobre el promotor de ERBB2
puede ser mediante interaccién directa o mediante la modificaciéon epigenética

(especificamente sobre la acetilacion de histonas).
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