Tincién Nimero de Embriones
Esperado Observado
Normal 21 (/9 22
Anormal * 7 (3/9) 6
Total 28

* 5 embriones mostraron tincién muy ligera y 1 fué negativo.

TABLA 13. Anilisis de Ciclo Celular in situ en embriones mutantes

bax/mdm?2 de 6.5 dias mediante inmunohistoquimica para PCNA.

Los embriones fueron obtenidos de las cruzas entre machos

heterocigotos para bax y mdm2 y hembras carentes de bax

y heterocigotas para mdm2 (bax +/- mdm2 +/- X bax - /-

mdm2 +/-). Los nimeros entre paréntesis indican la proporcién

del total esperada en cada caso.
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Figura 11. Determinacién de inhibicién de crecimiento celular en embriones mutantes
bax/mdm?2 de 6.5 dias de gestacién. Secciones transversales de deciduas
provenientes de las cruzas entre machos bax +/- mdm2+/- y hembras bax -/-
mdm?2 +/-. Tincién inmunohistoquimica para PCNA. A, Tincién de un
embrién normal. B, Tinci6én negativa de los restos de un embri6n. C,
Tincién débil de un embrién con apariencia anormal. Las flechas indican el
lugar donde se encuentra 0 deberfa encontrarse el embrién. Para controles

ver Apéndice 4.
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DISCUSION

En la actualidad la investigacién cientifica estd enfocada a la bisqueda y
entendimiento de las causas del cancer y las formas de prevenirlo. Los grandes
avances en el campo de la biologia y la genética moleculares han traido como
resultado el descubrimiento de genes que estdn implicados en las vfas de
desarrollo del cancer. Las herramientas utilizadas van desde sistemas bioqufmicos
y biol6gicos in vitro, hasta el uso de modelos animales de experimentacién. Los
sistemas in vitro han producido, y ain lo hacen, grandes cantidades de
informaci6n acerca de las caracterfsticas de determinadas moléculas. Por otro lado,
los modelos animales proveen de un sistema experimental in vivo para estudiar

todos los aspectos de los procesos biol6gicos.

En el estudio del cdncer y la tumorigénesis, la disponibilidad de ratones
transgénicos, que sobreexpresan un oncogen especifico, y de ratones “knockout” o
deficientes, con deleciones de genes supresores de tumores, ha traido como
resuitado una basta cantidad de informacién referente a los efectos de los
diferentes eventos genéticos en el desarrollo del cdncer. El uso de modelos
murinos nos permite determinar la importancia de la presencia del sistema
sanguineo y un sistema inmunoldégico intactos sobre la formacién y el crecimiento

de tumores. Ademds, el potencial metast4sico de células con alteraciones genéticas
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puede analizarse en un ratén, pero no in vitro en cultivo de tejidos (Lozano and

Liu, 1998).

En el presente trabajo se hizo uso de modelos murinos previamente
creados, para tratar de elucidar una parte méis de las vias del gen supresor de
tumores p53. Las alteraciones en p53 son de los eventos moleculares m4s
frecuentemente encontrados en neoplasias, tanto en humanos como en animales
(Greenblatt et al., 1994; Hainaut et al., 1998). En condiciones fisiol6gicas, en
células normales, la protefna p53 se expresa a niveles muy bajos y tiene una vida
media muy corta. Bajo el efecto de numerosos factores, tales como daiio al DNA,
hipoxia, hiperoxia, hipoglicemia, carencia de nucleotidos y activacién de
oncogenes, p53 se estabiliza y se activa (el-Deiry, 1998). Las respuestas que esto
puede desencadenar son: inhibicién del ciclo celular en la fase G1 o G2, apoptosis,
envejecimiento celular, diferenciacién, reparacién del DNA y antiangiogénesis
(El-Deiry, 1998). Estas respuestas son mediadas por diferentes genes blanco de
p53. mdm2 es un regulador negativo de p53 (Kubbutat et al., 1997) que cuando se-
une a él, bloquea su funcién como activador transcripcional e induce su
degradacién (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1998). p21-WAFI es activado por
p53 a través de sus dos elementos de respuesta en el promotor (el-Deiry et al.,
1993; el-Deiry et al., 1995), inhibiendo CDKSs y produciendo asi un arresto del
ciclo celular en la fase G1. bax es un gen blanco de p53 cuya expresién es

incrementada a través de un elemento de respuesta a p53 en su promotor
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(Miyashita and Reed, 1995) y produce induccién de apoptosis a nivel de liberacién

de citocromo C de la mitocondria (Rosse et al., 1998).

Se ha logrado la creacién de ratones deficientes en p53 por varios grupos de
investigacién y todos han obtenido resultados similares (Clarke et al., 1993;
Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994; Tsukada et al., 1993). La ausencia de
p33 acorta considerablemente la sobrevivencia de estos ratones debido a un
incremento en la predisposicién al desarrollo de tumores. El espectro de tumores
observado es similar en todos los casos, predominando los linfomas (Aprox. 75%)
y los sarcomas (Aprox. 25%). Sin embargo, también ha quedado claro que el
fondo genético de cada ratén es un factor importante en el desarrollo de ciertos
tumores. Treinta y cinco porciento de los ratones p53 -/- de la cepa 129/Sv pura
desarrollan tumores testiculares mientras que solo el 9% de los ratones p53 -/- de

la cepa 126/Sv-C57BL/6 hibrida lo hacen (Harvey et al., 1993).

La delecion de mdm2 en ratones producce letalidad embrionaria entre los
3.5 y 5.5 dias de gestacién (Jones et al., 1995; Montes de Oca Luna et al., 1995).
La ausencia simultdnea de p53 rescata este fenotipo, demostrando que la letalidad
es causada por una actividad desregulada de p53. El objetivo de este trabajo fué
elucidar el mecanismo de letalidad dependiente de p53 que estd ocurriendo por la

ausencia de mdm?2.
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Las posibilidades que estudiamos son la inhibicién del ciclo celular
mediada por p21 y la apoptosis mediada por bax. Ratones carentes de p21,
que son viables y fértiles (Brugarolas et al., 1995), fueron cruzados con ratones
heterocigotos para un alelo mutante de mdm2 (Montes de Oca Luna et al., 1995).
No se obtuvieron ratones que fueran carentes de p21/ y mdm2 a la vez (tablas 1 y
2). Esto indica que la ausencia de p21 no logra imitar la ausencia de p53 en el
rescate del fenotipo letal de los embriones carentes de mdm2. Sin embargo, atin
prevalecia la posibilidad de que se produjera un rescate parcial ya que hay reportes
de que p21 se expresa en los embriones de ratén en diferentes etapas del
desarrollo, incluyendo 8.5, 9.5, 10, 13 y 15 difas de gestacién (Schmid et al., 1991),
y que p53 y sus genes blanco mdm2 y p21, son expresados en alta cantidad en
células ES obtenidas de blastocistos de 3.5 dias de gestacion (Montes de Oca Luna
et al., 1997). Se estudiaron embriones provenientes de las cruzas de ratones
carentes de p21 y heterocigotos para mdm2 en diferentes etapas del desarrollo. No
se logré encontrar rescate parcial a 9.5, 7.5 0 5.5 dias (tablas 3, 4 y 5; figura 7). La
tnica posibilidad restante de que p2] estuviera implicado en este sistema era que
su ausencia hiciera ain mas agudo el fenotipo, esto es, que la letalidad ocurriera a
un tiempo mis temprano en la gestacion. Para analizar esta posibilidad, se
revisaron blastocistos de 3.5 dias de gestacién provenientes de las cruzas descritas
anteriormente y se encontr$ la presencia de embriones carentes de p21 y mdm2
simultaneamente en la relaci6n esperada. Lo cual indica que la ausencia de p2] no

altera el fenotipo de letalidad embrionaria de los ratones carentes de mdm2 y
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establece que si el mecanismo de muerte seguido por los mismos es inhibicién del

ciclo celular, entonces debe ser independiente de p21.

La via p53/p21 es muy compleja. La informacién con que se cuenta
actualmente es muy extensa y en algunas ocasiones contradictoria. Es claro que la
induccidén de la expresion de p2] se correlaciona muy bien con la inhibicién del
ciclo celular que precede a la diferenciacién terminal en varios tejidos de
animales estudiados (Gartel et al., 1996; Parker et al., 1995). Lo mismo sucede en
la diferenciacion terminal y el fin de la proliferacién de varios sistemas in vitro
(Gartel et al., 1996; Michieli et al., 1994; Missero et al., 1995; Steirman et al.,
1994). Un dato muy interesante es que en embriones de entre 8.5 y 10 dias de
gestacion se ha encontrado expresion de p53 en todas sus células, mientras que
p21 solo se expresa en aquellas que estidn en diferenciacién, lo que demuestra que
la presencia de p53 no implica necesariamente la induccién de p27 (Schmid et al.,
1991). En embriones carentes de p53 la expresién de p21 es normal, lo que indica
que la induccién de la transcripcién de p21 durante el desarrollo de l1a mayorfa de
los tejidos no requiere pS3 (Parker et al., 1995). En tejidos de ratones adultos la
expresién de p21 estd limitada a células que estin diferenciandose de manera
terminal y en la mayoria de los 6érganos, excepto el bazo, es independiente de p53

(Macleod et al., 1995; Parker et al., 1995).
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El epitelio intestinal ha sido utilizado como un modelo para examinar el
papel de p21 en la regulacién de la diferenciaci6n y proliferacién celulares in vivo,
Se han generado ratones quimeras compuestos de células p27 -y p2I +/+ y al
estudiar su desarrollo y diferenciacién intestinal, no se detectaron diferencias en
las células p21 -/- (Brugarolas et al., 1995). Por otro lado, los ratones carentes de
p21 son capaces de desarrollarse normalmente hasta los 7 meses de edad, sus
fibroblastos en cultivo no se detienen en G1 en respuesta a daiio al DNA y falta de
nucleétidos, pero la apoptosis en timocitos y el checkpoint para la formacién del
huso mitético son normales (Deng et al., 1995). La activacién transcripcional de
p21 luego de dafio al DNA se ha demostrado que es dependiente de p53 en
fibroblastos humanos diploides (Dulic et al.,, 1994) y en células humanas del
epitelio de la tiroide (Namba et al., 1995), conduciendo en ambos casos a la
inhibicién del ciclo celular. En ratones también se encontr6 una dependencia de
p53 en la activacién transcripcional de p21 después de radiacién ionizante en la
mayoria de los'tejidos, exceptuando los intestinos, donde p21 se expresa altamente
de forma constitutiva (Macleod et al., 1995). En algunos sistemas experimentales
la induccién de p21 es independiente de p53 (Akashi et al., 1995) y en otros, p53
es capaz de producir inhibicién del ciclo celular sin inducir la expresién de p21

(Hirano et al., 1995).

Todo lo anterior nos indica que p21 juega un papel muy importante en el

control del ciclo celular y que su activacién estd ligada a la funcién de p53 en



muchos casos, pero que en otros es independiente. En nuestros experimentos s¢
demostré que p21 no parece estar participando en el fenotipo resultante de la
actividad de p53 en ausencia de mdm2. Una explicacién puede ser que la
induccién de p21 dependiente de p53 ha sido observada bajo condiciones de daiio
al DNA, lo cual no ocurre en este sistema. En estos ratones la actividad de p53
estd incrementada por 1a ausencia de mdm?2, su principal regulador negativo, sin
embargo, nuestros resultados hasta ahora no son suficientes para concluir que el
mecanismo de muerte que se sigue no es la inhibicién del ciclo celular, ya que p53
puede producir arresto del ciclo celular por medio de otros efectores distintos a
p21. También es posible que p21 si esté involucrado en esta via, pero que al no
estar éste presente, p53 active una via alterna de induccién de inhibicién del ciclo

celular.

Para analizar la via donde p53 induce apoptosis a través de bax, se cruzaron
ratones heterocigotos para un alelo inactivado de bax (Knudson et al., 1995) con
ratones heterocigotos para un alelo mutante de mdm2 (Montes de Oca Luna et al.,
1995). De estas cruzas no se logré la obtencién de ratones que simuitancamente
carecieran de bax y mdm2 (tablas 7 y -8). Tal resultado indica que la ausencia de
bax no es suficiente para rescatar el fenotipo letal de los embriones carentes de
mdm?2. Se ha encontrado que la sobreexpresién de p53 en células embrionarias de
ratén activa la expresién de bax (McCurrach et al., 1997). La muerte de los

embriones deficientes en mdm2 se inicia en la etapa de blastocistos (3.5 dfas)



siguiendo el mecanismo de apoptosis (Lisa L. Amelse, comunicacién directa).
Existe 1a posibilidad de que p53 active bax, ¥ por lo tanto, induzca apoptosis en
estos embriones, haciendo posible, por consiguiente, que la ausencia de bax
produzca un rescate parcial del fenotipo letal. Para comprobar esto, se analizaron
embriones obtenidos de las cruzas entre machos heterocigotos para bax y mdm?2
(ya que los machos carentes de bax son estériles (Knudson et al., 1995)) y hembras
carentes de bax y heterocigotas para mdm2. En los embriones de 7.5 dias de
gestacion no se logré detectar ninguno que careciera de mdm2 (tabla 9). Esto
indica que no se da rescate parcial en esta etapa de la gestacién por la ausencia de
bax. Posteriormente, al analizar embriones de 5.5 dias por medio de histologifa, se
encontré un rescate parcial del fenotipo representado por una disminucién en el
nimero de deciduas vacfas encontradas con respecto a las esperadas (tabla 10 y
figura 8). Se procedié al andlisis de embriones de 6.5 dias y una vez mis se
encontr6é un niimero menor de deciduas vacias que el esperado (tabla 11), ademis,
algunas de estas aiin presentaban restos del embrién (figura 9). Esto indica que la
ausencia de bax rescata parcialmente la letalidad de los embriones mdm2 -/-,
cambiando la muerte de la etapa comprendida entre 3.5 y 5.5 dias a los 6.5 dfas de

gestacion.

Como bax est4 involucrado en la induccién de apoptosis dependiente de
P53 en algunos sistemas (Han et al., 1996; Miyashita et al., 1994; Selvakumaran et

al.,, 1994; Yin et al., 1997) y como los embriones mdm2 -{- mueren por apoptosis,



era probable que en los embriones bax -/- mdm2 -/- este mecanismo estuviera
alterado. Para comprobar esto, deciduas de 6.5 dias de gestacién s¢ sometieron d
determinacién de apoptosis por la técnica de tunel. Ninguno de los embriones
analizados presenté apoptosis extensiva, mientras que en los controles positivos y
algunas 4dreas de los embriones donde normalmente se produce apoptosis,
principalmente el 4rea donde se forma la cavidad proamni6tica (Foster et al., 1983;
Theiler, 1989) si fué observada (tabla 12 y figura 10), lo que indica un cambio en
el mecanismo de muerte. El otro posible mecanismo de muerte dependiente de pS3
es la inhibicién del ciclo celular. Para revisar si estos embriones estaban utilizando
este mecanismo, deciduas de 6.5 dias se sometieron a una tincién
inmunohistoquimica para PCNA, una proteina cuya presencia indica crecimiento y
cuya ausencia indica arresto del ciclo celular (Waseem and Lane, 1990),. Algunos
de los embriones analizados mostraron bajos niveles de PCNA, mientras que en
uno de ellos PCNA fué indetectable (tabla 13 y figura 11). Este resultado sugiere
que posiblemente el mecanismo de muerte seguido por los embriones carentes de

mdm2 en la ausencia simultanea de bax sea la inhibicién del ciclo celular.

Nuestros datos demuestran que bax juega un papel determinante en la
induccién de apoptosis dependiente de pS53 en el sistema estudiado. Existen datos
que se contraponen con este resultado. Kundson et al encontraron que los
timocitos derivados de ratones carentes de bax no entran en apoptosis luego de su

exposicién a radiacién ionizante, demostrando una independencia de bax en la



apoptosis dependiente de p53 en estas células (Knudson et al., 1995). Sin
embargo, hay varias diferencias entre los dos sistemas que pueden estar afectando
estos resultados. Una diferencia fundamental es que se trata de dos tipos celulares
distintos y con grados de diferenciaci6én muy diferentes. En nuestro sistema se
trata de células embrionarias pluripotenciales, que son muy poco diferenciadas,
mientras que en ¢l otro sistema se trata de timocitos, células con un grado de
diferenciacién mas avanzado. Ademas, los timocitos fueron sometidos a cultivo de
tejidos antes del ensayo en tanto que nuestras células fueron analizadas in vivo. Es
posible que bax sea mds activo en la induccién de apoptosis dependiente de p53 en
las etapas tempranas del desarrollo y no asf en etapas posteriores. P53 puede
activar apoptosis por medio de otros genes, entre los cuales estin: Fas/APO1
(Owen-Schaub et al., 1995), KILLER/DRS (Wu et al., 1997), PIG (Poiyak et al.,
1997), IGF-BP3 (Buckbinder et al., 1995) y PAG608 (Israeli et al., 1997),
entonces, es muy probable que en los timocitos irradiados, al estar ausente bax,
p53 utilice alguna de las vias alternas de induccién de apoptosis para asegurar la
eliminacién de las células defectuosas. Por otro lado es posible que estos genes
alternos no se expresen en las etapas tempranas del desarrollo donde ocurre la
letalidad embrionaria en nuestro sistema, y que p53 simplemente utilice un

mecanismo de induccién de muerte celular diferente a la apoptosis.

Yin et al utilizando un sistema de ratones transgénicos demostraron que

bax es requerido parcialmente en la apoptosis dependiente de p53 en las células
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tumorales del plexo coroideo (Yin et al.; 1997). McCurrach et al también
demostraron que la mitad de la apoptosis dependiente de p53 inducida por el
adenovirus E1A en fibroblastos en cultivo requiere de bax (McCurrach et al.,
1997). Aunque estos dos reportes también muestran un papel de bax en la
apoptosis dependiente de p53, a diferencia de nuestros datos, ambos grupos
presentan una dependencia nicamente parcial. Una vez maés, los motivos
principales que podrian ser la causa de las diferencias observadas entre todos estos
sitemas son los tipo celulares y su grado de diferenciacién, asf como el uso de

cultivo de tejidos.

Nuestros datos también sugieren que p53 cambia su mecanismo de accién
de la induccion de apoptosis al de inhibicién del cicio celular en lo embriones bax
-/- mdm2 -/-. Este punto no est4 completamente claro ya que se utilizé un andlisis
inmunohistoqufmico para PCNA y los resultados obtenidos fallaron en mostrar
una ausencia total de PCNA. Unicamente un embrién fué negativo, mientras que
otros presentaron bajas cantidades del antigeno. Una explicacién a este problema
es que la vida media de PCNA es de alrededor de 20 horas (Bravo and
Macdonald-Bravo, 1987), por lo tanto, si los embriones acaban de morir, la
proteina aiin se encuentra ahi pero en una concentracién menor. Otro problema es
que no fué posible establecer el genotipo de los embriones o restos de embri6n que
mostraron bajos niveles de PCNA. En esta estapa del desarrollo los embriones son

demasiado pequefios para ser disectados de las deciduas sin contaminacién con



tejido materno, por lo que no ha sido posible realizar PCR de ellos. Una opcién
serfa el uso de PCR in situ, pero debido a que los embriones fueron fijados con
formaldehido es probable que el DNA no sea de buena calidad para la reaccién,
sin embargo atin estamos tratando de establecer la técnica y checar su feasibilidad
en nuestros embriones. También se pueden analizar embriones de .etapas mas
tempranas, principalmente en la de blastocistos, para revisar el estatus de PCNA
en ellos y probar si la inhibicién del ciclo celular estd comenzando desde entonces.
Si esto resulta positivo, se podrian tomar algunas células de cada blastocisto y
ponerlas en cultivo de tejidos para posteriormente analizar su genotipo y buscar
una correlacién entre la ausencia de bax y mdm2 en un embrién con la ausencia o

bajos niveles de PCNA en ei mismo.



CONCLUSIONES

. La ausencia de p2! no logra rescatar el fenotipo de letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm2.

. La ausencia de p2] no logra rescatar parcialmente la letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm?2 alos 9.5, 7.5 0 5.5 dias de gestacion.

. La ausencia de p2! no hace miés severo el fenotipo de letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm?2.

. La ausencia de bax no logra rescatar el fenotipo de letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm2.

. La ausencia de bax rescata parcialmente el fenotipo de letalidad embrionaria de los
ratones carentes de mdm2, cambiando el tiempo de muerte de la etapa comprendida

entre los 3.5 y 5.5 dfas a los 6.5 dfas de gestacién.

. A diferencia de los embriones carentes de mdm2, los embriones carentes de bax y
mdm?2 no mueren por apoptosis, sino que al parecer 10 hacen por inhibicion del

crecimiento celular,



APENDICE 1

INACTIVACION DE GENES

El proceso de inactivacién de genes se inicia con la construccién del vector de
recombinacién conteniendo las secuencias del gen que se desea inactivar con un inserto

que rompa la integridad de dicho gen, generalmente el gen de resistencia a Neomicina

(figuras 11, 12 y 13) (Joyner, 1993).

Una vez obtenidas las contrucciones de DNA, estas son introducidas en
células estaminales embrionarias de ratén (figura 14). Posteriormente, estas
células son inyectadas dentro de blastocistos de ratén de una cepa distinta y los
blastocistos son implantados en ratonas pseudopreiiadas de la misma cepa que los
blastocistos. Se espera que nazcan los ratones y se eligen aquellos que son
quimeras {mezcla de las dos cepas de ratones, que se identifica por diferente
coloracién en el pelo). Estas quimeras son cruzadas con ratones silvestres en
busca de la transmisién de la mutacién en linea germinal . Si todos los ratones
obtenidos de estas cruzas son de coloracién oscura, significa que la mutacién es
transmicible por linea germinal y con esto se ha logrado una lfnea de ratones con

un gen inactivado o “knockout” (KQO).
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Figura 12. Inactivacién del gen mdm2. Construccién del vector de recombinacién.
Neo= cassette con el gen de resistencia a neomicina (marcador de
seleccién positiva). Tk= gen de la timidina kinasa (marcador de selecci6n

negativa). E=EcoRl. K=Kpnl.
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Figura 13. Inactivacién del gen p2l. Construccién del vector de recombinacién.
PGK-Neo= cassette con el gen de resistencia a neomicina (marcador de
seleccioén positiva). PGK-Tk=gen de latimidina kinasa (marcador de

seleccién negativa). HIII=HindIIl. Sph=Sphl.
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Figura 14. Inactivacion del gen bax. Construccién del vector de recombinacién.
PGK-Neo= cassette con el gen de resistencia a neomicina (marcador de
seleccién positiva), HSP-Tk=gen de la timidina kinasa de herpes

virus (marcador de seleccién negativa). X=Xhol. RI=EcoRI. B=BamHI.
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Figura 15. Inactivacion de genes en ratones. Esquema del protocolo experimental

utilizado en la inactivacién de genes.
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APENDICE 2

Segregacion génica

A partir de una cruza determinada de dos ratones con genotipos conocidos, se
puede calcular la proporcién de genotipos esperados en la progenie. Para tal efecto se
realiza una tabla que incluya los genotipos de interés en cada ratén y se combinan con los

del otro rat6n utilizado en la cruza como se muestra en la siguiente figura:

Hembra Macho
-=f+ - + o[+ -
H M o i <y Pl bax mdm2 Prob.
+- ++ 1/8
+- +- 1/4
-/+ +-/++ | +-/+- | -=/++ | --/+- & o 1/8
e + + 1/8
-/- +ofH- | ) | )| /- o t: }//3
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APENDICE 3.
ANALISIS DE TUNEL

A. DNA
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El panel A muestra el principio en el que se basa la determinacién de apoptosis
mediante la técnica de Tunel. B, Control positivo: intestino de ratén. C, Control negativo:
intestino de ratén sin anticuerpo. D, Control positivo: embrién de rat6n silvestre de 6.5
dias de gestacién. Las flechas indican las células con tincién positiva. Ab= anticuerpo.

TdT= Terminal-desoxinucleotidil Transferasa. POD= peroxidasa.
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APENDICE 4.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA PCNA.

—

PRECWPITADO
CAFE OSCURO

El panel A muestra el principio en el que se basa la determinacién de la inhibicién
de crecimiento celular mediante el uso del sistema Zymed para la deteccién
inmunohistoquimica de PCNA. B, Control positivo pre-tefiido inclufdo en el kit, intestino
de ratén. C, Control positivo, intestino de ratén. D, Control positivo, embri6én de ratén de
6.5 dfas de gestacién proveniente de padres silvestres. E, Control negativo, mismo
embrién que en D pero sin anticuerpo. Ab= anticuerpo. DAB= Diaminobenidina. SA=

estreptoavidina.



8.

9.

APENDICE 5

LISTA DE REACTIVOS, SISTEMAS Y BUFFERS.

Acido bérico. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Acido citrico monohidratado. Sigma Chemicals, St. Louis, MO,

Acido clorhidrico (HCI). Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.

Acido etilendiamino tetra-acético (EDTA). Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
Agarosa grado ultrapuro. Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.
AmpliTag DNA polimerasa. Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN.

Azul de bromofenol, sal s6dica. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
Bicarbonato de sodio. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Borato de sodio. Sigma Chemicais, St. Louis, MO.

10. BrdU, 5-Bromo 2’-desoxiuridina. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

11. Bromuro de etidio. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

12. Buffer de PCR 1X. Bochringer Mannheim, Indianapolis, IN.

13. Cloruro de sodio (NaCl). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

14. DAB (3, 3’-Diaminobenzidina). Vector Labs, Burlingame, CA.

15. Dodecil sulfato de sodio (SDS, CMS Chempure Ultra).Curtin Matheson Scientific,

Inc. Houston, TX.

16. Eosina Y Accustain, solucién alcohélica. Sigma Diagnostics, St. Louis, MO.

17. Etanol absoluto. AAPER. Alcohol and Chemical, Co. Shelbville, KY.

18. Fenol ultrapuro. Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

19. Formaldehido. Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.



20. Fosfato de sodio, monob4sico y monohidratado. Sigma Chemicals, St. Louis, MO,

21.Hematoxilina modificada de Harris, con 4cido acético y libre de mercurio. Fisher
Scientifics, Fair Lawn, NJ.

22. HEPES. Sigma Chemicals, St. Louis, MO,

23. Hidr6xido de sodio (NaOH). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

24. Hidréxido de amonio (NH,OH). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

25. Isopropanol (2-propanol, Optima). Fisher Scientifics, Fair Lawn, NJ.

26.Kit para deteccién de apoptosis: In Situ cell death detection kit POD. Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN.

27.Kit para deteccién inmunohistoquimica de PCNA: PCNA staining kit. Zymed
Laboratories, San Francisco, CA.

28. Marcador de Peso Molecular para DNA, 1 Kb Plus DNA Ladder. Gibco BRL, Life
Technologies, Grand [sland, NY.

29. Medio de cultivo DMEM., . Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

30. Metanol, grado HPLC. Fisher Scientifics, Fair Lawn, NJ.

31. Parafina. Fisher Scientifics, Fair Lawn, NJ.

32.Permount (B-Pinene Polymer, SP15-100, Toluene Solution). Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA.

33. Peroxido de hidrégeno, solucién 30% peso/peso. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

34. Portaobjetos Superfrost Plus. Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.

35. Proteinasa K. USB, Cleveland, OH.

36. Solucién fijadora de Bouin. PolySciences, Inc., Warrington, PA.



37. Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), libre de magnesio (+2) y libre de calcio.
Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

38. Suero fetal de bovino (FCS). HyClone Laboratories. Logan, UT.

39. Tritén X-100. Sigma Chemicals, St, Louis, MO.

40. Trizma Base. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

41. Tween 20 (polyoxyethilene-sorbitan monolaurate). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

42, Xilenos, grado reactivo. Stephens Scientifics, Kalamazoo, ML

43, Xylene cyanole FF. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
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correspondence

Deletion of p21 cannot substitute for p53 loss
in rescue of mdm2 null lethality

he MDM2 protein negatively regulates

the activity of the p53 tumour suppres-
sor by binding its transcriptional activation
domain'=. In fact, the early embryonic
lethality seen in mdm2 null embryos is due
to an inability to inactivate p53, and is
completely rescued by the absence of p53
(refs 3,4). Because the MDM2/p53 interac-
tion is critical to the survival in this in vivo
model, it is ideal for studying the p53 path-
way, specifically the contribution of down-
stream effectors of p53. One of the genes
activated by p53 is p21 (ref. 5). p21 is the
only known p53 target that binds and
inhibits the function of the cyclin-
cyclin—dependent kinase complexes and
thus halts cell-cycle progression®’.

To determine the importance of the p53
target, p2l, in rescue of the mdm2/-
lethality, we first asked whether these genes
were expressed in early development.

336

Northern analysis using RNA from embry-
onic stem cells obtained from 3.5-day blas-
tocysts revealed that p53 and its effectors,
mdm2 and p21, were highly expressed in
these cells (Fig. 1a). Thus, these compo-
nents of the p53 pathway were present
early in development.

To examine p21 as an effector of p53
function in vivo, we asked whether dele-
tion of p21 could substitute for deletion of
p53 in the rescue of mdm2~/~ embryos.
Mice heterozygous for mdm2 and null for
P21 were mated with each other®®, In this
cross, 25% of the mice are expected to be
double null. Of 46 mice born, 11 (24%)
were mdm2*'* p217-, 35 (76%) were
mdm2*"~ p21~- and none wére mdm2--
p217", These data indicate that the loss of
p21, unlike the loss of p53, does not rescue
the lethality of mdm2¥- embryos.

The possibility remained that loss of p21

was insufficient to allow mdm2~- embryos
1o survive until birth, but that a partial res-
cue occurred. Again, mdm2*- p217~ mice
were mated with each other, and pregnant
females were examined during gestation.
Genotyping of embryos at days 9.5 and 7.5
of gestation did not yield any double null
embryos (Fig. 1b). To address the possibil-
ity that rescue of mdm2~ lethality at 5.5
days of development by loss of p21 delayed
death by a very short time, the deciduae
containing embryos from a cross between
p217mdmZ* mice were dissected at 5.5
days of gestation and paraffin embedded.
Of 25 deciduae sectioned, five (20%)
showed lack of embryo development rem-
iniscent of the empty deciduae seen in
mdm2 heterozygous crosses? (Fig. 24,b).
Thus, loss of p21, in contrast to p53 dele-
tion, did not even partly rescue the lethal-

ity of mdm2*- embryos.

naturs genetics volume 16 august 1997



correspondence

b P21 mdm2*xp21+ mdm2*+
phenotype genotype
stage normal  abnormal mdm2v*  mdm2¥- mdm2+
p21 E9.5 13 1 7 6 0
E7.5 30 6 9 21 0
E5.5 20 5 nd nd nd
total 63 (84%) 12(16%) 16 (37%) 27(63%) O
E3.5 na na 18 (22%) 43(52%) 22(26%)

Fig. 1 », RNA isolated from testes and ES cells was hybridized with the mdm2, p53 and p21
probes, The ethidium-stained RNA gel is shown {(bottom panel) to indiate appropriate loading,
b, Genetic analysis of p21/mdm2 embryos. Only the mdm2 genotype i shown, as all mice from
this cross were p21 nuil. The abnormaiity seen in this cross is an empty decidua. na, not applica-
ble; nd, not determined.

RNA

5] Fig. 2 The phenotype and expression

SEN between p21-+ mdm2*- mice were
by dissected, paratfin embedded and sec-

£1 tioned. While most embryos were nor-
e mal (8), 20% of the embryas had an
abnormal phenotype (b). To assay for
p27 induction by p53, normal embryos
were treated with 5.0 Gy of ionizing
radiation and hybridized in situ with
anti-serse (¢) and sense (d) p21
probes. as a control for induction of
the p53 pathway, in situ hybridization
with antisense (@) and sense (f) mam2

probes was performed on imadiated
= embryos. Anti-p21 (g) and anti-mdm2
% antibodies (h) were used to detect
7Y protein, As controls, anti-p21 antibod-
"‘_ ies were also used on uteri of normal
5% () and p21 aull mice ().

de (Fig. 2i), but not in the same tissue Roberto Montes de Oca Luna',
from p21 null mice (j). Lisa L. Amelsa', Arturo Chavez-Reyes',
Although the lethality of mdm2null Susan C. Evans', James Brugarolas?,
embryos is rescued in the absence of Tyler Jacks? & Guillermina Lozano!
P53, surprisingly, the loss of p21 could 'Department of Molecular Genetics, University
not substitute, even partly, for loss of m;:b"‘:' s%dm Camm (’;’:
pad:p5d i "S“Ifggj' of “.‘a“’;hl;aﬂ" ZHoward Hughes Medical Institute, Center for
ways, and (he possiDility exists LHAl N0 e Research, Massachusetts institute of
single target can affect the functions of rechnaiogy, Cambnidge, Massachusetts 02142,
We further examined the ability of p53to  p53—a possibility supported by the lack of USA. Correspondence to be addressed to G.L

activate transcription in this system. We  mutations in p2! in human tumours}2-14
analysed induction of p53 protein, and p21  and the lack of susceptibility of p21 null
and mdm2 mRNAs in embryos at 5.5 days  mice to tumorigenesis®!>, However, thelack 2
of development after irradiation with 5.0 Gy.  of p21 induction by p53 in wild-type 3
In embryos, p53 was induced by 100 min- embryos at 5.5 days of development indi- 4.
utes (data not shown), with no induction of ~ cates that p21 is not part of this pathway. ~ , WA= 2TAZ62BI, @
21 mRNA (Fig. 2¢.d). In contrast, another  Thus, we have unveiled an in vivo situation 6. Harper, W), Adami, GR, We, N, Keyomars, K. &

7

8.

9

. Chen, 1., Marechal, V & Levina, A.J. Mol. Celf. Biol.
13, 41074114 (1993)

. Olirver, ).D. et /. Nature 382, 857-860 (1993).

. Montes de Oca Luna, R, Wagner, D.5. & Lozano, 6.
Natire 378, 203-206(1995).
Jones, $.N, Roe, A.E,, Donehower, LA. & Bradiey, A

transcriptional target of p53, the mdm2  in which the ability of p53 to exert its effects Srrdae. 3. Cal79. B0 S10 (1994

p -t i R . Xiong. Y et #l. Nature 366, 701-704 {1993}
gene>!!, was induced by gamma radiation  is not dependent on activation of p2I. Brugarolas, J, et af, Nature 377, 552-557 (1995).

: : , Barak, ¥, luven, T, Haffner, R. & Oren, M. EMBO J.

in both the embryo and surrounding mater- 12 461-468 (1993,

nal tissue of the decidua (Fig. 2e,f, respec- 10. Juven, T., Barak, ¥, Zauberman, A., George, D &
. : Y Oren, M Oncogene 8, 3411-3416 (1993),

tively). Anti-p21 and -n?dmz antlbodlgs Acknowledgements 1. Wy, X, s.yn.‘ffﬁ'. Ofson, D. & Lewne, A, Genes

were used to detect protein, The p21 anti-  We thank s, Elledge for the p21 plasmid and " ?:v 7, 1126-1132(1993) —

j 1 W. Harper for the murine-specific p21 antibody, 12, Shichara. M etal Biood B4, 3761-3784 (1994).
body did not detect protein, whereas MDM2 Tk :{fdy oas supp:md ;‘;’f;;mgz sl 13. 1, Y., Laurert-Pug, Saimon, RJ, Thomas, G. &
was clearly produced in these embryos (Fig, Hameh, R. Oncogene 10, 539-601 (1995).

. = and DAMD7-96-1-6222 to G.L. and CA16672 to 14. Gao, X, et #/, Omogene 11, 1395-1398 (1995).
2g.h, respectively). Ascontro}s, the p2lanti- g Unjversity of Texas M, D. Anderson Cancer 15. Deng, C, Zhang, P, Harper, LW, Elledge, $J. &
body was able to detect p21 in uterine mus-  Center. Leder, P Cell 82, 675-684(1996).
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