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RESUMEN

p53 es el gen que se encuentra méds frecuentemente mutado en tumores y es
considerado como “el guardian del genoma”™, ya que protege a las células contra
estimulos que daifian al DNA, ya sea deteniéndolas en la fase G1 del ciclo celular o
conduciéndolas a una muerte celular programada (apoptosis). p53 lleva a cabo esta
funcion mediante la induccién de genes tales como: p21, mdm2, bax y otros (Figura 1).
MDM2 tiene la capacidad de unirse al dominio de activacién transcripcional de p53 e
inhibir sus propiedades. La ausencia del gen mdm2 produce letalidad embrionaria en
ratones y se ha encontrado que la deficiencia simultinea de p53 rescata este fenotipo.
Este resultado indica que la letalidad embrionaria era debida a una actividad desregulada
de pS3. En este trabajo planteamos la hipStesis de que 1a ausencia simultinea de los genes
blanco de p53, p2! o bax, rescataria el fenotipo de los ratones carentes de mdm2. Para
probar tal hipétesis necesitabamos obtener ratones deficientes en p2l/imdm?2 y bax/imdm2
a partir de cruzas de ratones heterocigotos para mdm?2 y ratones que carezcan de los genes
involucrados en estas dos vfas: el gen p2/ para la inhibicién de la divisién celular y el
gen bax para apoptosis. A partir de dichas cruzas encontramos que ni la ausencia de p21
ni la bax lograban rescatar la Jetalidad embrionaria.Como aiin cabfa la posibilidad de que
se produjera un rescate parcial, procedimos a disectar embriones a diferentes etapas
durante el desarrollo embrionario para su andlisis. En las ratones mutantes p21/mdm2, no
encontramos rescate parcial a los 9.5, 7.5 0 5.5 dfas del desarrollo. Al analizar embriones
a los 3.5 dfas de desarrollo encontramos una relacién esperada entre los posibles
genotipos, incluyendo embriones carentes de ambos genes, lo cual nos indicé que la

ausencia de p2] en estos ratones no cambia el fenotipo. Por otro lado, en lo ratones



mutantes bax/mdm2, no encontramos rescate parcial alos 7.5 dias del desarroilo, pero sf
a los 5.5 dfas. Decidimos analizar embriones de 6.5 dias con la finalidad de establecer
mas exactamente el dfa de muerte de los mismos y encontramos que también a los 6.5
dfas se producia el rescate. Estos nos indicaba que el fenotipo de letalidad embrionaria de
los ratones carentes de mdm2 se habfa cambiado de entre 3.5 y 5.5 dfas a 6.5 dfas de la
gestacién en los ratones carentes de bax y mdm2. En otro estudio se comprobé que los
embriones carentes de mdm2 mueren debido a apoptosis y como bax es un inductor
apoptdtico surgi6 la duda de sf estos embriones podfan haber cambiado el mecanismo por
el cual mueren. Para analizar esto, utilizamos la técnica de Tunel para determinar
apoptosis en los embriones de 6.5 dias y nos mostré que no estaban sufriendo apoptosis.
El otro mecanismo por el cual estos embriones pueden morir es la inhibicién del
crecimiento celular. Para comprobar si esto era la causa de muerte montamos una técnica
de deteccién inmunohistoquimica de una proteina relacionada con el ciclo celular,
PCNA, y los resultados obtenidos sugieren que los embriones carentes de bax y mdm2

mueren por inhibicién del crecimiento celular a los 6.5 dfas de gestacidn.



Figura 1. Las vias de p53. Las flechas W) representan induccién mientras que

las otras lineas (L) representan bloqueo.



IMPORTANCIA

El céncer es uno de los problemas mds importantes en el érea de la salud y a pesar
del inteso estudio que se ha llevado a cabo, atin no es posible definir precisamente
sus mecanismos moleculares de desarrollo. La importancia de este trabajo radica
en que se estudié un parte de la vfa molecular més frecuentemente implicada en el
control del cidncer, la de p53. Se buscaron datos que hablan acerca de las
funciones in vive de dos de sus blancos, p21 y bax, los cuales estdn involucrados
en el control de la proliferacién celular mediante la regulacién de inhibicién de la
divisién celular y apoptosis, respectivamente. Los resultados obtenidos en esta
investigacién son de gran trascendencia, ya que sientan las bases para estudios
posteriores encaminados a determinar nuevas estrategias de manipulacién de la

expresién y funciones de estos dos genes.



INTRODUCCION

La carcinogénesis, el paso de un célula normal a una cancerosa, es un proceso
muy complejo y de muchas etapas. Por definicién, cincer es un término general para més
de 100 enfermedades caracterizadas por el crecimiento anormal y descontrolado de
células en diferentes partes del cuerpo y que pueden diseminarse a otras partes del
organismo (Altman and Sarg, 1992). Clinicamente, el céncer es un grupo muy diverso de
enfermedades que varfan en tiempo de aparicién, velocidad de crecimiento, estado de
diferenciacién celular, detectabilidad diagnéstica, capacidad de invasién, potencial
metastisico, respuesta a tratamientos y prondstico. Sin embargo, en términos de biologia
celular y molecular, el cincer puede representar un niimero relativamente pequeiio de
enfermedades causadas por defectos moleculares similares en funcién celular y que son
resultado de alteraciones similares en los genes de la célula. En resumen, el cancer es una
enfermedad de expresién anormal de genes. Esta expresién anormal de genes puede
deberse a varios mecanismos que daiien directamente a los genes (tal como mutaciones,
translocaciones o amplificaciones de genes) o que alteren la transcripcién y/o la

traduccién,

Existen muchos tipos diferentes de céncer y las distinciones entre estos son de
gran importancia prictica debido a que son tratados de manera diferente y a que pueden
tener un desarrollo diferente en cada persona. Ademas de los distintos tipos de céincer, los
cinceres de un mismo tipo algunas ocasiones se comportan de diferente forma entre sf.

Actualmente el cincer es clasificado en cinco grandes grupos:



A. CARCINOMA. Es un tumor canceroso que se origina en los tejidos de la
superficie de los 6rganos. Es la forma mds comiin de c4ncer, ya que representa
entre el 80% y 90% de todos los casos.

B. SARCOMA. Tumor canceroso que se origina en el hueso, cartflago, misculo,
tejido conectivo fibroso o tejido adiposo.

C. MIELOMA. Tumor canceroso que se origina en las células plasméticas de la
médula ésea.

D. LINFOMA. Tumor canceroso que es originado en el sisterna linfatico.

E. LEUCEMIA. Céncer originado en el tejido que forma la sangre.

Las células cancerosas causan daiios en numerosas formas. Limitan a las células
normales en espacio y nutrientes. Pueden formar una masa o tumor que eventualmente
puede invadir y destruir tejidos normales. Se pueden diseminar viajando a través del

torrente sangufneo o el sistema linfatico a otras partes del cuerpo (metdstasis).

A pesar de la considerable diversidad que existe entre los cdnceres, el defecto
bésico en todas las formas de cincer es el crecimiento y divisién descontrolados de las
células cancerosas (Cooper, 1993). Debido a que el cuerpo completo se origina a partir
de una sola célula (el huevo fertilizado), se produce un gran proceso de crecimiento y
divisién celulares durante el desarrollo normal. La conducta de cada célula individual es
programada como parte de un esquema de desarrollo determinado, en el cual cada célula
crece y se divide como sea requerido para formar los tejidos y érganos del embrién en

desarrollo. En el adulto, pocos tipos de céiulas (como las células nerviosas) no son



capaces de dividirse, pero la mayoria continian haciéndolo cuando es necesario para

reemplazar células que se han perdido por dafio celular o muerte.

Esta cuidadosa regulacién del crecimiento y divisién celulares normal se pierde
en las células cancerosas. Las células cancerosas contimian creciendo y dividiéndose
cuando ya no deberian hacerlo. El cdncer comienza cuando una simple célula empieza a
proliferar anormalmente. Esta célula aiterada se divide para formar dos células que
también proliferan anormalmente y que a su vez se dividen para formar otras cuatro
células y asi sucesivamente. Ya que cada célula cancerosa de divide exponencialmente, el
mimero total de células cancerosas continia incrementandose rdpidamente. Bastarfan 20
divisiones celulares para que a partir de una sola célula, se produjeran 1 miflén de células
cancerosas. Y después de otras 20 divisiones, el nimero de células cancerosas resultantes
serfa de aproximadamente 1 trillén, lo que cotresponderia a aproximadamente medio
kilogramo de tejido. Las células que estin creciendo rapidamente pueden dividirse hasta
una vez diaria. Entonces una sola célula cancerosa dividiéndose a esta velocidad podria
desarroilar, en poco mas de un mes, un tumor de medio kilo de tamaiio. Sin embargo, el
tamafio de la mayorfa de los tumores en el cuerpo no aumenta tan rdpidamente,

normalmente toma varios meses © aiios hasta que un tumor se desarrolle a este tamaiio.

El céncer que es detectado y tratado antes de que haya invadido 6rganos
adyacentes 0 metastasisado, tiene una mayor probabilidad de ser curado. Hay cinco tipos
de tratamiento para el cdncer. A principios de siglo, en los afios 1900s, la CIRUGIA era

el dnico tratamiento conocido. En los 30s, la RADIOTERAPIA o radivm fué reconocida



como un tratamiento efectivo para el cincer. La QUIMIOTERAPIA, el uso de drogas
anticdncer, fué usada por primera vez en los afios 50s cuando fué exitosamente tratado
coriocarcinoma, un céncer ginecolégico. Los tratamientos han venido a ser méds y mis
efectivos a medida que se han establecido combinaciones entre cirugfa, radiacién y
quimioterapia en el tratamiento de diferentes canceres. En los 70s y 80s se desarroll6 la
terapia INMUNE o BIOLOGICA, que consiste en la activacin del sistema inmumoldgico
en contra del céncer. Finalmente, el mds reciente tipo de terapia contra el céncer es la
GENICA, en la cual se utilizan genes manipuiados por ingenierfa genética con la

finalidad de reconstruir los procesos moleculares dafiados que dieron origen al céncer.

El céncer es una de las principales causas de muerte en el mundo occidental. En
muchos casos las causas del cdncer no estdn claramente definidas, pero se sabe que
factores tanto externos (por ejemplo, quimicos en el ambiente y radiacién) como internos
(por ejemplo, defectos en el sistema inmune y predisposicién genética) juegan un papel
importante. Se ha demostrado fehacientemente que fumar es un factor causal muy
importante. Varios de estos factores pueden actuar juntos para iniciar (encender la mal
funcién genética inicial) y promover (estimular el crecimiento de las células iniciadas) la
carcinogénesis. No es raro que pueden pasar de 10 a 20 afios antes de que una célula

neoplésica iniciada se desarrolle en un tumor clinicamente detectable.

El céncer puede desarroilarse a cualquier edad, pero generalmente es considerado
una enfermedad relacionada con el envejecimiento. En promedio, el diagnéstico de los

mds comunes tipos de céncer se realiza a edades alrededor de los 67 afios. Aunque el



céncer es relativamente raro en nifios, aiin es la causa nimero uno de muerte entre los 1 y
14 afios de edad. De este grupo, la leucemia es la causa de muerte més frecuente, pero
también pueden presentarse otros tipos de cAnceres tales como osteosarcomas, linfomas y

tumores de Wilms (un céncer de rifién).

Afortunadamente, en la actualidad cada vez mds y mds gente est4 siendo curada
de cancer. Por ejemplo, en Estados Unidos en los aiios 40, solamente una de cada cuatro
personas diagnosticadas con céncer vivia al menos cinco afios después del tratamiento; en
los 90’s, este nimero se ha elevado al 40%. Este importante progreso es debido
principalmente a mejores técnicas de diagnéstico y tratamiento, muchas de las cuales han

surgido gracias al creciente conocimiento de la biologfa celular y molecular del céncer.

El crecimiento celular es controlado entre otros factores por los miembros de dos
grandes familias de moléculas, los oncogenes y los genes supresores de tumores. Los
oncogenes inducen la formacion de cdncer. Se encuentran en células normales y es muy
probable que su oncogeni.cidad derive de un evento tal como la translocacidn,
amplificacién o mutacién de una secuencia nucleotidica clave. Se ha identificado un gran
nimero de oncogenes, entre los que se encuentran abl, erb, myc, ras, jun, ret, fos, sis, scr,
trk y otros. La funcién normal de estos genes en la célula es muy variada, algunos son
factores de crecimiento, otros son receptores de factores de crecimiento, proteinas

membranales o citopldsmicas con actividad kinasa, factores de transcripcién, etc.



Los genes supresores de tumores son moléculas que inhiben la proliferacién
celular descontrolada. En el caso de los oncogenes, una simple mutacién puede ser
suficiente para activarlos, una segunda mutacién no es crucial. Las mutaciones en
oncogenes son eventos de “ganancia de funcién” (gain-of-function) y conllevan a un
aumento en la proliferacién celular y un descenso en la diferenciacién. Las mutaciones de
los oncogenes no parece que sean heredadas a través de linea germinal ya que su efecto
dominante podria interferir con el desarroilo normal. Los oncogenes (por ejemplo, ras y
myc) estin mutados en una gran variedad de cdnceres humanos. En contraste, las
inactivaciones de los genes supresores de tumores son eventos de “pérdida de funcién™
(loss-of-function), que usuaimente requieren un evento mutacional en un alelo seguido
por la pérdida o inactivacién del otro alelo. Son de naturaleza recesiva y las mutaciones
resultantes se pueden transmitir por linea germinal. Entre los ejemplos de genes
supresores de tumores conocidos estdn: p53, RB, APC, DCC, NF, RET, VHL y WT1
entre otros. Sus funciones son variadas, pero algunos de ellos se encuentran en niicleo
actuando como factores de transcripcién, otros estin en membrana y actian en
transduccién de seiiales, adhesién celular o producci6n de la matriz extracelular, algunos

otros estdn involucrados en la reparacién del DNA.

En el control del crecimiento celular se produce una intricada red de interacciones
entre las funciones de los oncogenes y los genes supresores de tumores. La introduccién
de un gen supresor de tumores en una célula maligna que estd expresando un oncogen

conocido, da como resultado una represién de la malignidad de dicha célula, ain y
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cuando el oncogen se continda expresando. Por esta razén ademds del término gen

supresor de tumores, también se utiliza el de antioncogen.

Otro punto importante es que ya que estos genes regulan el crecimiento celular,
no solamente estén implicados en la regulacién de carcinogénesis, sino que también en el
desarrollo normal del organismo, De ahf que se deba seguir estudiando sus funciones ¢

implicaciones tanto en el desarrollo normal de organismos como en la carcinogénesis.
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ANTECEDENTES

L p53

La palabra “c4dncer” es usada para describir un grupo de estados patolégicos
heterogéneos en los cuales las células se multiplican anormalmente e invaden los tejidos
a su alrededor. Existen cientos de diferentes tipos de cdnceres, casi uno originado a partir
de cada tipo celular en el organismo de los mamiferos. La esperanza principal que ha
subsistido por mucho tiempo es que la via bioquimica alterada que controla el
crecimiento, sea la misma en muchos tipos diferentes de céncer, sin importar su
heterogeneidad biolégica; con lo cual se contaria con un comiin denominador para el
entendimiento, tratamiento y prevencién de esta enfermedad. La via que involucra a p53
cumple con este deseo, ya que al parecer, alteraciones en este gen supresor de tumores se
encuentran involucradas, directa o indirectamente, en la mayorfa de las neoplasias
humanas. La observacién de que mutaciones en p53 ocurrian con extraordinariamente
alta frecuencia en diversos tipos de cdnceres humanos, ha sido confirmada y ampliada
con el andlisis de mas de 2500 tumores y lineas celulares de tumer. Aproximadamente la
mitad de las principales formas de cdncer contienen mutaciones en p53 (Hollstein et al.,

1994).

p53 es crucial para la regulacién del ciclo celular bajo condiciones de dafio al
DNA. Se identificé originalmente por su asociacién con la oncoproteina viral antigeno T
grande de SV40 (Lane, 1979). Debido a que pS3 se encontré asociada con una
oncoproteina viral, en niveles elevados en células transformadas (Oren et al., 1982) y a

que mostré cooperacién con ras para transformar células (Eliyahu et al., 1984; Parada et
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al., 1984), se le consideré en un principio como un oncogene. Pero subsecuentes
investigaciones indicaron que p53 regula negativamente el crecimiento celular y por lo

tanto, que debia ser reclasificado como un supresor de tumores.

El gen p53 est4 localizado en el cromosoma 11 en el ratén y en el 17pl3 en el
humano (Benchimol et al., 1985; Donehower et al., 1992). Contiene 11 exones, el
primero de los cuales es no codificante (Oren, 1985). Este gen se encuentra conservado
entre todas las especies vertebradas analizadas, incluyendo humano, ratén, rata, mono,
rana y trucha. A nivel de protefna se distinguen 5 regiones muy conservadas entre las
diferentes especies, y corresponden a los siguientes aminodcidos: 1, 13-17; 11, 117-142;
IIL, 171-181; IV, 234-258 y V, 270-286 de la protefna humana (figura 2). La homologfa
en la secuencia de amino4cidos de la protefna p53 entre el humano y el ratén es de 81 %,
mientras que su homologfa en las regiones altamente conservadas es de 99 % (Soussi et

al,, 1990).

La proteina p53, que consta de 390 aminodcidos en el ratén y de 393 en el
humano, migra con una movilidad relativa equivalente a 53 kD en geles de
poliacrilamida-SDS. Estudios de la secuencia de aminoacidos dan algunos indicios de su
funcion. El extremo amino terminal contiene un grupo de residuos acidicos dispuestos en
alfa hélice, que es un dominio comin en muchos activadores transcripcionales acidicos.
El extremo carboxilo contiene una regién bésica dispuesta en alfa hélice (Soussi et al.,

1990) que estd involucrada en oligomerizacion (Sturzbecher et al., 1992). En esta regién
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Figura 2. Estructura de la proteina p53 humana. SLN= Seiial de localizacién nuclear;
P= Sitio de fosforilacién; I, II, III, IV y V: Dominios altamente conservados;
N= Terminacién amino; C= Terminacién carboxilo; las lfneas verticales indican

los sitios altamente propensos a mutaciones.
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tambien se encuentran tres sefiales de translocacién al micleo (Shaulsky et al., 1990), las
cuales estin muy conservadas en las protefnas p53 de mamiferos. Aquf también radica la

capacidad de unién inespecifica al DNA (Foord et al., 1991), ya que se ha demostrado
que protefnas p53 con el extremo carboxilo truncado no oligomerizan nt se pueden unir al
DNA. En cuanto a la regién central de la proteina, la cual es hidrofébica, rica en prolina
y conformada por laminas beta (Soussi et al., 1990), es la que le da especificidad de
unién al DNA, es por eso que esta region es mas conservada que las regiones amino y
carboxilo terminales y contiene cuatro de las cinco regiones altamente conservadas de
p33 (Soussi et al., 1990); en esta regién se localizan la mayorfa de las mutaciones que
inactivan a pS3 y que estan asociadas con tumores humanos (Hollstein et al., 1991); las
mutaciones en esta regién cambian la conformacién de la protefna de manera que ya no
es reactiva a anticuerpos que reconocen a la protefna p53 en estado silvestre (Pab246) y
se vuelve especifica para otros anticuerpos que reconocen esta regién mutada, tales como
Pab240 (Gannon et al., 1990); y, se ha encontrado que mutaciones o deleciones en esta
regién eliminan la actividad transcripcional de p53 en algunos modelos experimentales

(O'Rourke et al., 1990; Raycroft et al., 1991; Raycroft et al., 1990).

La inactivacién de p353 es un evento crucial en el desarrollo de muchos tumores de
origenes diversos, y es en realidad, el gen mds frecuentemente mutado en céncer
(Holistein et al., 1991). Las alteraciones consisten normaimente de una mutacién puntual
en uno de los alelos y delecién o rearreglo en el otro (Baker et al., 1990). Las mutaciones
puntuales a menudo ocurren en el dominio de unién especifica al DNA y eliminan la

capacidad de p53 de unirse al DNA y activar la transcripcién de genes blanco (De
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Fromentel and Soussi, 1992; Hollstein et al., 1991; Levine et al., 1991). Otros
mecanismos por los cuales se puede inactivar pS3 en tumores son: exclusién nuclear
(Moll et al., 1992), inactivacién viral y amplificacién del gen mdm2. La unién de la
proteina E6 del virus del papiloma humano induce la ubiquitinacién y consecuente
degradacién de p53 en el desarrollo de carcinomas de ovario. La amplificacién del gen
mdm2, que ocurre en el 33 % de los sarcomas, resulta en la sobreproduccién de la
proteina MDM2 que inhibe las funciones de p53 (Momand et al., 1992; Oliner et al.,
1992). Por lo tanto, ademds de las mutaciones en el gen p53 per se, alteraciones en otros

componentes de su via tambien contribuyen al desarrolio de tumores.

Mutaciones congénitas de p53 en linea germinal estdn asociadas con el sindrome
de Li Fraumeni (Malkin et al., 1990; Srivastava et al., 1990). Este sindrome familiar se
caracteriza por una aparici6n temprana de miltiples tumores primarios en tejidos suaves.,
La herencia en la linea germinal de un alelo mutante de p53 aumenta considerablemente
la predisposicién al desarrollo de estos tumores, ya que unicamente se requerird de
inactivar el dnico alelo silvestre. La eliminacién del gen p53 del genoma de ratones a
través de recombinacién homdloga produce ratones que, aunque son morfolégicamente
normales, desarrollan tumores a una velocidad muy elevada comparada con aquellos que
aun tienen p53 (Donehower et al., 1992). Una vez mis, la ausencia de p53 muestra que es

un factor de propensién para tumorigénesis.

Estudios en cultivo de tejidos han comprobado la actividad que p53 tiene como un

agente supresor de tumores. La introduccién de p53 en células cultivadas de carcinoma
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colorrectal que carecen de p353 redujo el fenotipo tumorigénico de estas células (Baker et
al., 1990). En ensayos de formacién de focus, p53 redujo la transformacién mediada por

la combinacién de varios oncogenes cooperadores (Eliyahu et al., 1984).

El mecanismo molecular por medio del cual p53 funciona en la célula para
regular su crecimiento ain no se ha definido en su totalidad. p53 estd involucrado en una
variedad de procesos celulares, entre los que se incluyen: transactivacién, muerte celular
programada (apoptosis), ciclo celular, reparacién del DNA y replicacién (Friedman et al.,
1990; Sturzbecher et al., 1988; Tack et al., 1989). Algunos trabajos indican que la
replicacién puede ser una respuesta a activadores transcripcionales (Baru et al., 1991). Se
ha mostrado que p53 inhibe la replicacién inducida por el antigeno T mayor de SV40
(Bargonetti et al., 1991), y que se une a la proteina A de replicacién (Dutta et al., 1993;
Li and Botchan, 1993). También, algunos experimentos indican que p53 produce una
inhibicién de la divisién celular en la etapa tardia de la fase G1 del ciclo celular, esto es,
un poco antes de que la replicacién, que se produce en la fase S, tome lugar (Baker et al.,

1990; Chen et al., 1990).

Muchos tipos de células transformadas, como el carcinoma colorectal (Baker et
al., 1990), osteosarcoma (Chen et al., 1990), fibroblastos transformados de rata (Martinez
et al., 1991), glioblastomas (Mercer et al., 1990) y leucemia mieloide crénica (Johnson et
al., 1991), detienen su divisién cuando el p53 silvestre es sobreexpresado. En tanto que
en otros tipos de células, esta sobreexpresién las conduce a una muerte celular

programada. La induccién de p33 silvestre en células de leucemia mieloide (Yonish-
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Rouach et al., 1991), linfoma de Burkitt (Ramqvist et al., 1993), eritroleucemia y céncer
de colon, lleva a las células a apoptosis tres o cuatro horas después de la expresién de p53
(Yonish-Rouach et al., 1993). Sin embargo, la causa de que la sobreexpresién de p53
algunas veces produzca inhibicién de la divisién celular, mientras que otras apoptosis,

aun es desconocida.

Muchos aspectos de la via de p53 aiin necesitan ser descifrados. Normalmente las
células tienen un nivel basal de la proteina p53, pero este se ve incrementado
drédsticamente cuando el DNA es dafiado por agentes tales como: luz ultravioleta (U.V.),
radiaciones ionizantes (L.R.) y drogas quimioterapedticas. La generacién de cortes a la
cadena doble del DNA parece inducir la activacién de p53, ademds, p53 tiene afinidad
por DNA de cadena sencilla y por extremos cortados. La ausencia de pS3 debida a
mutaciones en el propio gen o a alteraciones en la via de sefializacién que activa pS53,
permite que la célula continiie su ciclo a pesar de daiios en el DNA. Esto provaca que la
descendencia acumule mutaciones que la puede llevar a inmortalizacién y

transformacién.

La capacidad de desarrollar ratones carentes de p53 demostré que p53 no
indispensable para el crecimiento, diferenciacién y desarrollo de los embriones
(Donehower et al., 1992). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que el fondo
genético en el cual se encuentra el gen p53 inactivado puede influenciar

significativamente el fenotipo de los ratones carentes de p53. Los ratones que carecen de
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p33 son susceptibles al desarrollo de tumores, aproximadamente un 75 % de ellos

presentan muiltiples tipos de tumores a los seis meses de edad.

Aunque no estd totalmente entendido como lleva a cabo p53 su efecto en las
células, es claro que la funcién de activar la transcripcién es uno de los principales
componentes de sus efectos biolégicos (Crook et al., 1994; Pietenpol et al., 1994). La
identificacién de los blancos transcripcionales de p53 ha sido critica para disernir las vias
por las que p53 produce respuestas celulares tales como crecimiento, inhibicién y muerte

celulares.

Se ha ideatificado un gran ntimero de genes que contienen sitios de unién y/o
elementos de respuesta para p53, lo cual los convierte en potenciales genes blanco. Sin
embargo, no iodos ellos llenan los siguientes criterios para considerarlos como un gen
responsivo real de p53 (Ko and Prives, 1996):

1. La existencia de sitios de unién de p53 que puedan ser especificamente reconocidos
por p53.

2. La capacidad de estos sitios para actuar como un elemento de respuesta a p53,
activando la transcripcion basal (generalmente en una construccién que contenga un
gen reportero) en una forma dependiente de p53.

3. Larespuesta del elemento a p53 en el contexto del promotor genémico endégeno; y

4. La induccién del gen blanco despues de estrés celular, tal como dafio al DNA, en

células que contengan p53 silvestre pero no en aquellas que contengan p53 mutados.
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De acuerdo a lo anterior, existen varios genes que se consideran mediadores de la
respuesta de p353 y tienen funciones que son particularmente relevantes para las funciones
biol6gicas de p53: p21/WAF1/Cipl, que codifica una protefna inhibidora de kinasas
dependientes de ciclina (CDKs), en especial aquellas que funcionan en la fase G1 del
ciclo celular; mdm2, que codifica una protefna que forma un complejo con p53 e inhibe
su capacidad de activacién transcripcional; GADD45, cuyo producto interactia con el
factor de replicacién y reparacién PCNA e inhibe la entrada de las células a la fase S;
ciclina G, que codifica un “nueva” ciclina, la que aiin no se ha demostrado se asocie o
active alguna CDK conocida; bax, que es regulado positivamente por p53 y codifica una
proteina que promueve apoptosis; /GF-BP3 (Insulin-like growth factor binding protein
3), la protefna codificada por este gen, inhibe la seiializacién por el factor de crecimiento
tipo insulina y por lo tanto, es antimitogénico, lo cual representa otra posible via por la

cual p53 puede inhibir el crecimiento.

Otros candidatos para genes de respuesta a p53 incluye genes que codifican para
el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), trombospondina-1, fas/APO-1,
retinoblastoma, PCNA, el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF), ciclina D,
cretina kinasa y el propio p53. Estos genes generalmente no han cumplido con todos los
criterios antes mencionados, por lo que, atin no estd claro si son en realidad genes blanco

de p53 (Ko and Prives, 1996).



II. mdm2

El gen mdm2 fue originalmente clonado de la linea celular murina transformada
3T3DM. Es uno de tres genes mantenidos establemente en la forma de minutos dobles
(murine double minutes) responsable de la transformacién de la lfnea celular 3T3DM
(Fakharzadeh et al., 1991). Esto se confirmé al demostrarse que la sobreexpresién de
mdm2 ocasioné una transformacién de las lfneas celulares NIH3T3 y RAT2. Ademds,
estas células produjeron tumores en ratones desnudos mientras que las células parentales
no lo hicieron. La sobreexpresion de mdm2 también ocasion6 transformacién de una ifnea
celular normal de fibroblastos de embri6n de rata (FERs) en combinacién con el gen ras
activado (Finlay, 1993). Estos datos apoyan el hecho de que el gen mdm2 es un

oncogenc.

La clonacién y secuenciacién del gen mdm2 indic6 que tiene domunios similares a
los factores de transcripcién (Fakharzadeh et al., 1991). MDM2 tiene un dominio de
unién a zinc llamado dedo RING (Figura 3)(Boddy et al., 1994). También cuenta con un
dominio acfdico entre los aminodcidos 230-301, que consta de un 37 % de residuos de
4cidos aspértico y glutdmico. Este dominio es capaz de activar la transcripcién cuando se
fusiona al dominio de unién al DNA lexA (Oliner et al., 1993). Ademis, se ha encontrado
una potencial seiial de localizacién nuclear entre los amino4cidos 178-182, para dirigir el

transporte de MDM2 hacia dentro del nicleo.

Después de su identificacién como un oncogene, se descubrié que MDM2 se une

a p53 y que esta unién inactiva la funcién de activacién de la transcripcién de p53.
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Figura 3. Organizacién de la proteina mdm2. SLN= Seiial de localizacién nuclear;
TFIIE= Factor de transcripcion IIE; TBP= protefna de unién a la caja

TATA,; LS= protefna ribosomal L5 (Lozano and Montes de Oca Luna, 1998).



Especfficamente, MDM2 se une a la regién amino terminal responsable de la activaci6n
transcripcional de p53 y posiblemente inhibe de esta manera su interacci6n con la
maquinaria de transcripcién (Chen et al., 1993; Haines et al., 1994; Oliner et al., 1993).

Aiin no se sabe si el complejo MDM2-p53 tiene alguna otra funci6n adicional.

La interaccién de MDM2 con p53 despert6 mucho interés en el estudio de mdm2
debido a que p53 se encuentra mutado en mas del 50 % de c4nceres humanos (Greenblatt
et al., 1994). La significancia biolégica de la interacci6n entre estas dos protefnas fue
esclarecida cuando se analizaron muestras de tumor en busca de modificaciones de
mdm2. La clonacién y localizaci6én del gen mdm2 del humano indicé que se encuentra en
el cromosoma 12q13-14, una regién a menudo alterada en sarcomas (Oliner et al., 1992).
El andlisis de osteosarcomas y sarcomas de tejido suave revel$ amplificacién del gen
mdm?2 en aproximadamente un tercio de los tumores (Ladanyi et al., 1993; Oliner et al.,
1992). Muchos de los tumores que tenfan mdm2 amplificado, tambien contenfan p53
silvestre (Oliner et al., 1992). Tambien se ha encontrado amplificacién de mdm2 en
glioblastomas y carcinoma de pecho (Reifenberger et al., 1993; Sheikh et al., 1993).
Otros estudios han ayudado al entendimiento de las consecuencias biolégicas de la
sobreexpresién de MDM2 en cultivo de tejidos y han indicado que podria cooperar con
ras en la transformacién de FERs. El andlisis detallado de este foci revel6 la presencia de
P33 silvestre, en contraste a otros estudios que reportan que la transformacién por myc y
ras no puede tolerar la expresién de p53 silvestre, Esto lleva a la hip6tesis de que la
sobreexpresién de MDM2 causada por la amplificacién del gen representa un mecanismo

alterno para inactivar la funcién de p53.
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La relacién entre MDM2 y p53 va més allé de interacciones protefna-protefna. El
gen mdm2 contiene un sitio de unién para p53, el cual, cuando es puesto junto a un
promotor minimo estimula la transcripcién en un forma dependiente de pS3. De hecho,
la unién de p53 al gen mdm2 estimula la transcripcion de un transcripto fnico que
produce una proteina MDM2 capaz de unirse a p53 e inactivarlo (Barak et al., 1994;
Juven et al., 1993). Estos datos demuestran claramente un feedback autoregulador por

medio del cual p53 y MDM2 se regulan uno a otro.

Para estudiar las interacciones de MDM2 y p53 in vivo se deleté el gen mdm2 en
ratones utilizando recombinacién homéloga en células embrionarias estaminales (ES). Se
obtuvieron ratones heterozigotos para el alelo deletado de mdm2 y fueron
fenotfpicamente normales y fértiles. Sin embargo, no se ideatificaron mutantes
homozigotos entre mas de 50 crias nacidas de cruzas entre heterozigotos, lo cual indicaba
que los ratones deficientes en mdm2 estaban muriendo durante la embriogénesis. Al
analizar los embriones en diferentes etapas, se logré saber que mueren entre los 3.5y 5.5

dfas de gestacion (Montes de Oca Luna et al., 1995).

Ya que p53, p21 y mdm2 son altamente expresados en células ES, lo cual indica
que se expresan de manera temprana durante el desarrollo, se pudo hipotetizar que la
letalidad embrionaria observada en ratones mutantes carentes de mdm2, es causada por la
incapacidad de regular negativamente apoptosis o inhibicién de la divisién celular
dependientes de p53. Como los ratones deficientes en p53 son viables y fértiles, se

hicieron cruzas entre ratones heterocigotos para mdm?2 y para p53. Al analizar la



descendencia, se lograron identificar animales mutantes homocigotos para mdm2 en un
fondo genético deficiente de p53, pero no cuando pS3 era heterozigoto o silvestre. El
rescate de la letalidad de embriones mdm2 -/- en un fondo genético deficiente de p53
sugiere una de las principales funciones de MDM2 es la de regular negativamente la

actividad de p53 (Montes de Oca Luna et al., 1995).

IL p21/WAF-1/Cipl

El gen p21, que codifica una protefna inhibidora de CDKs (Harper and et.al.,
1993; Xiong et al., 1993), es uno de los principales blancos de p53 involucrado en el
proceso de la inhibicidn de la divisién celular (el-Deiry et al., 1993). Se localiza en el
cromosoma 6p21.2 del ratén y su secuencia, estructura y activacién por p53 estd
conservada entre los roedores. Por andlisis de hibridacién sustractiva se aislé un
fragmento del cDNA humano de WAF-1 (wild-type p53 actived fragment) a partir de
células que sobreexpresaban p53 (el-Deiry et al., 1993). Las proteinas Cipl (Cdk-
interacting protein), p21 y p20CAP, que son idénticas a WAF-1 fueron coincidentemente
descubiertas en levaduras mediante la técnica “two-hybrid screening” para protefnas
humanas que pudiesen interactuar con CDK2, o en secuenciacién de péptidos y postenior
clonacién de una protefna que co-inmunoprecipite con ciclina D o CDK2. p21 también
fué aislado en un anilisis funcional como un inhibidor de la sintesis de DNA en células

senescentes, Sdil (senescent cell DNA synthesis jnhibitor) (Cox and Lane, 1995).



El gen p21 contiene dos elementos de respuesta a pS3 en su promotor, lo que lo
convierte en un blanco directo de p53. Codifica una proteina de 21 kD que forma un
complejo cuaternario con ciclina, CDK y PCNA en células que se encuentran
dividiéndose de manera normal (Xiong et al., 1992). La estequiometrfa de este complejo
puede variar y se ha postulado que una molécula de p21 en un complejo permite la
actividad de kinasa, mientras que dos o méis moléculas de p21 son inhibitorias. Este
complejo cuaternario no ha sido observado en células transformadas, lo que sugiere que
puede ser importante para modular el ciclo celular en células normales y que su ausencia

contribuye a la progresién de neoplasias (Zhang et al., 1994).

Se ha descubierto que p21 y algunas otras proteinas pequeiias funcionan como
inhibidores de los complejos ciclina/CDK. En ensayos de transfeccién temporal, la
sobreexpresién de p21 con un marcador de seleccién produce un decremento en la
resistencia de las colonias a drogas (Cox and Lane, 1995). p2l funciona como un
supresor del crecimiento en muchas lfneas celulares, pero no se le ha encoatrado

implicacién en apoptosis y tampoco se encuentra mutada en tumores.

La regulacién positiva de la expresién de p21 por p53 en respuesta a radiacién
puede inhibir la actividad de ciclina E/CDK2, permitiendo la acumulacién de la protefna
retinoblastoma (Rb) hipofosforilada, que resulta en un bloqueo del ciclo celular en la fase
G1l. Ademis, p21 también inhibe el complejo ciclina A/CDK2 que actda en G1/S, el
complejo ciclinaA/CDC2 que actia en la fase S y en la etapa inicial de la fase G2, y se ha

mostrado actividad inhibitoria en contra de complejos de ciclina D/CDKs (Figura 4). Sin
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Figura 4. Inhibicién de CDKs por p21. G1, S, G2 y M= Fases del ciclo celular; cyc=
ciclina; CDK= kinasa dependiente de ciclina. Flechas indican induccién y

las otras lineas (L) bloqueo.
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embargo, se ha encontrado que fibroblastos deficientes en p2] son solo parcialmente
deficientes en su respuesta a dafio en el DNA. La expresién de p21 en una variedad de
tejidos provenientes de ratones deficientes de p53 sugiere que p2! es tambien regulado

por mecanismos independientes de p53 (Parker et al., 1995).

Se ha logrado la generacién de un ratén con una deficiencia homocigota de p21 en
linea germinal que, al igual que los ratones p53 -/-, no muestran algtin fenotipo especial,
son viables y fértiles, Estas caracteristicas los convierte en una buena herramienta para el
estudio in vivo de las interacciones de p21 con otros genes involucrados en la via de p53

(Brugarolas et al., 1995).

IV. bax

Este gen fué identificado originalmente en experimentos de co-
inmunoprecipitacién por su interaccién con Bcl-2, el cual es un gen represor de la muerte
celular programada. Con la clonacién y secuenciacién del gen bax se encontré que
consiste de seis exones contenidos en una regién de 4.5 kb. La informacién que codifica
la protefna es contribuida por los seis exones. Los marcos de lectura (ORFs) de bax en
el humano y en el ratén tienen 576 pb y presentan una homologfa del 89.4 %. Ambos
ORFs codifican una proteina de 192 amino4cidos con un peso molecular predicho de 21.4
kD. Las protefnas Bax murina y de humano son altamente conservadas, siendo 96 %

homodlogas con solamente seis cambios conservativos de aminodcidos y ocho no

28



conservativos, localizados principalmente en la mitad amino terminal. El RNA de bax
muestra un complejo patrén de maduracién, del cual se predicen tres formas de Bax: @,
de 21 kD y que posiblemente contiene un segmento transmembranal; B, de 24 kD y

localizacidn citoplasmatica; y Y de 4.5 kD y también citoplasmatica (Oltvai et al., 1993).

Se ha encontrado una identidad del 20.8 % y una similaridad del 43.2 % entre los
genes humanos de Bcl-2 y Bax (p21). La mayor homologfa se localiza en dos dominios,
BH1 y BH2, los cuales han sido implicados en la regulacién de la formacién de dimeros.
La homologfa y asociacién fisica entre Bax y Bcl-2 sugirié que Bax podrfa modular
también la muerte celular programada. La sobreexpresién de Bax acelera la muerte
apopt6tica inducida por la eliminacién de citocina en una lfnea celular dependiente de IL-

3 (Oltvai et al., 1993).

La relacién Bcl-2/Bax determina la susceptibilidad a muerte después de un
estimulo apoptético. Cuando Bcl-2 estd en exceso, las células estdn protegidas. Sin
embargo, cuando Bax estd en exceso y predomina su homodimero, las células son
suscei:tibles a apoptosis (Figura 5). Pueden ser varios los mecanismos por los cuales esta
interaccién proteina-proteina ejerza su funcién reguladora. Bax puede funcionar como
una molécula efectora de muerte que es neutralizada por Bcl-2. En este escenario, Bcl-2
puede ser simplemente un componente inerte que disrumpe la formacién de
homodfmeros de Bax. Por otra parte, Bcl-2 podrfa poseer una funcién bioquimica que sea

opuesta a Bax. Otro posible mecanismo serfa que Bcl-2 funcione como una molécula
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Figura 5. Modelo de las interacciones Bcl-2/Bax y la regulaci6n de la apoptosis.



represora de muerte y que sea reprimida por una molécula Bax inerte. De cualquier
manera, la capacidad de Bax y Bcl-2 para competir en la formacién de dimeros sugiere
una relacién reciproca en la cual, monémeros u homodimeros de Bcl-2 favorecen la

sobrevivencia y homodimeros de Bax favorecen la muerte (Oltvai et al., 1993).

Con la generacién de un ratén deficiente en bax se han logrado conocer
importantes aspectos de su funcién in vivo. Estos ratones presentan un fenotipo normal,
pero muestran hiperplasia en tejidos linfoides. Los machos bax -/- son estériles y
presentan atrofia en los testiculos,en conjunto con azoospermia, lo cual podria suponer un
papel de bax en la regulacién del ciclo meidtico. En contraste, los ovarios de hembras bax
-/- se presentan relativamente normales en cuanto al desarrollo de oocitos y la formacién
folicular. Sin embargo, s¢ han encontrado acumulaciones de células granulosas
atrofiadas, que presumiblemente fallaron en entrar en apopiosis. Este resultado establece

un papel para Bax en la muerte de células granulosas (Knudson et al., 1995).
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HIPOTESIS

La ausencia del gen p2] 6 bax rescata la letalidad embrionaria

causada por p53 en ratones carentes de mdm2.
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OBJETIVOS

Determinar si la letalidad embrionaria causada por p53 en ratones carentes de
mdm?2 es mediada por los genes blanco de p53 , p21 o bax involucrados en las vias

de inhibici6n de la division celular y apoptosis respectivamente.

A. Generar ratones que carezcan de los genes mdm2/p21 y

mdm2/bax.

B. Determinar si la ausencia del gen p21 o bax rescata el fenotipo de

letalidad embrionaria causada por la ausencia del gen mdm2.

C. Determinar la fase embrionaria en que se produce la muerte de

los ratones que carecen de los genes mdmd2/p21 o mdm2/bax.

D. Determinar si la via responsable de la letalidad embrionaria es

apoptosis.
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DIAGRAMA DE FLUJO




MATERIALES Y METODOS

El objetivo central de este trabajo fué determinar si la letalidad embrionaria
causada por p53 en ratones deficientes de mdm2 es mediada por los genes blanco de p53
implicados en las vias de apoptosis o inhibicién del crecimiento celular. Para esto
generamos ratones que son deficientes en los genes involucrados en estas vfas, bax y p21
respectivamente, y en el gen mdm2. La estrategia consisti6 de la realizacién de cruzas
entre ratones hembra heterozigotos para el gen mdm2, con machos heterocigotos para p2/
y machos heterocigotos para bax. Se determinaron los genotipos de las crias obtenidas de
estas cruzas y se eligieron aquellas que fueron heterocigotas para ambos genes,
mdm2ip21 y mdm2/bax, y se cruzaron entre sf para buscar la produccién de ratones
homocigotos deficientes para ambos genes. Si esto se lograba nos indicaria un rescate
total del fenotipo y el gen que lograra hacerlo nos daria indicios de la vias de muerte

‘nvolucrada.

Al no obtenerse un rescate total del fenotipo, se buscé por un posible rescate
parcial. Lo cual se realizé disectando embriones a diferentes etapas de gestacién y
revisando sus genotipos en busca de embriones mutantes para ambos genes. Ya que los
embriones que carecen de mdm2 mueren entre 3.5 y 5.5 dias de gestacién, el
descubrimiento de embriones carentes de estos genes en etapas mas avanzadas de la
gestacién nos indicarfa que la ausencia del otro gen (p2! o bax) esta implicado al menos

en parte en ¢l proceso de la muerte de estos ratones.
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Los ratones que utilizamos en este trabajo se citan a continuacién y bisicamente
se obtuvieron por medio de recombinacién homéloga de genes (apéndice 1), mediante la
cual se introduce una secuencia exégena dentro del gen silvestre, el cual queda mutado e
inactivo.

1. Ratones carentes en mdm2. Creados en el laboratorio de la Dra Guillermina Lozano,
Departamento de Genética Molecular, Universidad de Texas, Centro de Céncer M.D.
Anderson, Houston Tx., por el Dr Roberto Montes de Oca Luna (figura 11) (Montes
de Oca Luna et al., 1995).

2. Ratones carentes en p2.. Facilitados por el laboratorio del Dr Tyler Jacks, Instituto
Médico Howard Hughes, Centro para la Investigacién del Céancer, Instituto de
Tecnologia Massachusetts, Cambridge, MA., generados por el Dr James Brugarolas
(figura 12) (Brugarolas et al., 1995).

3. Ratones carentes en bax. Facilitados por el laboratorio del Dr Stanley J. Korsmeyer,
Instituto Médico y Divisién de Oncologia Molecular Howard Hughes, Deptos. de
Medicina y Patologia, Escuela de Medicina de la Universidad de Washington, St.
Louis, MO., generados por el Dr C. Michael Knudson (figura 13) (Knudson et al.,

1995).

AISLAMIENTO DEL DNA GENOMICO

Para la extraccién de DNA genémico de los ratones se cortd una porcién de la

cola de aproximadamente 1 centfmetro de largo cuando los ratones tenfan tres semanas de

edad. Se colocaron en 500 ul de un buffer de lisis (0.1M Tris pH 8.0, SmM EDTA, 0.2%



SDS, 0.2M NaCl) con 15 pul de proteinasa K (10 mg/ml) y se incubaron en agitacién
suave a 55°C toda la noche. Se agitaron en el vortex por 1 o 2 segundos y se
centrifugaron a 14000 rpm durante 6 minutos. Se tomaron 400 il del sobrenadante y se
pasaron a un tubo nuevo. Se afiadi6 un volumen igual de isopropanol y se mezclaron por
inversion hasta que se observaba precipitacién del DNA. Se centrifugaron 1 minuto, se
descarté el sobrenadante y se le afiadi6 1 ml de etanol al 70%. Se agitaron, se
centrifugaron 4 minutos a 14000 rpm y se descartd el sobrenadante. Se dejaron secar a
temperatura ambiente o en una centrifuga con vacfo y se redisolvieron en 300 pul de agua

o buffer. De aqui, se utiliz6 1 pl de una dilucién 1:10 para realizar el PCR.

DETERMINACION DEL GENOTIPO DE LOS RATONES

La determinacion del genotipo de los ratones se realizé mediante la técnica de la

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), para lo cual se utilizon los siguientes juegos

de oligonucle6tidos iniciadores:

Para el gen mdm2:
mdm(4: 5’-ATCTGAGAGCTCGTGCCCTTCG-3’
mdm020: 5’-TGTGGCTGGAGCATGGGTATTG-¥
Neo3'd. 5’-GGCGGAAAGAACCAGCTGGGGC-3'
Para el gen p21I.

p21UP: 5’-AAGCCTTGATTCTGATGTGGGC-3’
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p21+21A: 5’-GCTCCTGTGCGGAACAGGTCG-3’

Neol8: 5’-GTCGATCAGGATGATCTGGACG-3’

Para el gen bax:
BaxI5-R: 5'-GGGTTGACCAGAGTGGCGTAGG-3" .

BaxES-F: 5'-GAGCTGATCAGAACCATCATGG-3’

NeoR: 5°-ACCCGCTTCCATTGCTCAGCGG-3'

Se utilizaron 100 ng de cada oligo por reaccién a un volumen total de 25ul, que
contenia lo siguiente:
1 ul de DNA
1 pl de cada olige (100 ng/ul)
2.5 pl de buffer 10X para PCR
2.5 ul de dNTPs 2.5 mM
16 pl de agua
0.2 ul de Taq DNA polimerasa

Y el programa de temperaturas usado fué:
1 ciclo:

94°C durante 4 minutos

35 ciclos:
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94°C durante 1 minuto

65°C durante 1 minuto

72°C durante 3 minutos
Finalmente:

72°C durante 7 minutos

Finalmente, los productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa al 0.8
% en buffer TBE 0.5X (Tris-Borato [Acido Bérico, Trizma Base] 0.045 M, EDTA 0.001
M) mediante una tincién con bromuro de etidio. El corrimiento de las muestras fué a un
voltaje constante de 80 volts por un tiempo de 1.5 horas. Se revelaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

ANALISIS DE LOS EMBRIONES

Al no obtenerse un rescate total del fenotipo letal, se procedié a la diseccién de
embriones en diferentes etapas de gestacién. Se llevaron a cabo cruzas entre ratones
machos y hembras homocigotos mutantes para p21 y heterocigotos para mdm2; y entre
machos heterocigotos para bax y mdm2 con hembras homocigotos mutantes para bax y
heterocigotos para mdm2. En general, los embriones se obtuvieron por sacrificio y

disecci6n de la hembra prefiada a diferentes dias de gestacién.



Embriones de 7.5 dias.

Las hembras fueron sacrificadas a los 7.5 dfas de gestaci6n, se disectaron y se les
extrajo el iitero, dentro del cual se hayaban implantados los embriones. Posteriormente,
los embriones contenidos dentro del saco vitelino fueron aislados de las estructuras que
los contienen. Se colocaron en 50 pl de buffer de lisis (Buffer para PCR 1X, 1 mg/ml de
Proteinasa K , 1% Trit6n X-100) y se incubaron a 55°C durante tres horas en agitacién
suave. Se inactivé la proteinasa K por calentamiento a 95°C durante 5 minutos y se

usaron 5 pul para determinar el genotipo por PCR.

Embriones de 6.5 dias.

Se sacrificaron las hembras a los 6.5 dfas de gestacion y se les extrajeron los
uteros, se cortaron las partes que contienen los embriones y se introdujeron en solucién
de Bouin o solucién fijadora frfa (10ml Formaldehido 37%, 90ml PBS 1X libre de Hg*?
y Ca*?), se dejaron a 4°C durante toda la noche. Posteriormente fueron tratados como se
describe en Procesamiento de Embriones para Histologia. Una vez obtenidas las
laminillas con las secciones de los embriones se sometieron a tincién con Hematoxilina y

Eosina, o a tincién inmunchistoqufmica para PCNA o deteccién de apoptosis (Tunel).

Embriones de 5.5 dias.

Mismo procedimiento utilizado con los embriones de 6.5 dfas, solo que a los 5.5
dfas de gestacién y estos solo fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se analizaron al
microscopio en busca de estructuras vacfas, las cuales serfan debidas a embriones

muertos después de su implantacién.



Embriones de 3.5 dias.

Se sacrificaron las hembras a los 3.5 dfas de gestacién, se les extrajo el iitero y se
realiz6 un lavado interno del mismo con la ayuda de una jeringa de 1 ml. Se introdujo la
aguja cerca de uno de los extremos del ttero y se hizo pasar 1 ml de medio de cultivo a
través de €l, recolectando el liquido de lavado en una caja petri de 30 mm. Se observé la
placa en un microscopio estereoscépico para localizar los blastocistos obtenidos y se
recogieron con la ayuda de una microaguja. Se transfirieron a microtubos, un blastocisto
por tubo, y se le afladieron 20 pl del buffer de lisis utilizado en los embriones de 7.5
dias. Se incubaron por 3 horas en agitacién suave a 55°C y luego 5 minutos a 95°C. Se

utiliz6 todo el extracto para determinar el genotipo por PCR.

PROCESAMIENTO DE EMBRIONES PARA HISTOLOGIA

Se sacrificé el ratén hembra en la fecha apropiada y se le removié el dtero. Se
disectaron los embriones con sus deciduas y se lavaron con PBS 1X frfo dos veces. Se
colocaron en el Fijador frio (10ml Formaldehido 37% , 90ml PBS 1X). Se fijaron por
aprox. 26 hrs a 4°C, cambiando el fijador dos veces. Se deshidrataron incubdndolos en
etanol al 40% por 1 hr. Posteriormente en etanol al 50% por 1 hr., etanol al 70% por 2
hrs (los embriones se podfan almacenar a -20°C en este paso), etanol al 80% por 30 min.,
etanol al 90% por 30 min., etanol al 96% por 30 min. y luego 1 hr., etanol al 100% por 30
min. y luego 1 hr. Se clarificaron sumergiéndolos en Xileno por 30 min. a temperatura
ambiente, Se incubaron sumergidos en parafina (60°C) por 30 min. y luego 45 min. Se

embebieron en los bloques de parafina y se cortaron secciones de 10 im de grueso en un
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microtomo. Se flotaron las secciones en agua caliente (45°C) y se colocaron en un

portaobjetos. Se dejaron secar toda la noche sobre una placa caliente a 40°C.,

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para analizar la histologfa de los embriones se realiz6 la tincién de Hematoxilina-
Eosina en las laminillas obtenidas previamente. El protocolo es el siguiente: Se
remojaron las laminillas en Xilenos por 3 minutos. Posteriormente en la siguiente serie de
solventes: Xilenos sumergir y sacar. Etanol al 100% sumergir y sacar, dos veces. Etanol
al 95% sumergir y sacar, dos veces. Etanol al 70% sumergir y sacar, dos veces. Agua
corriente hasta que se vefan “limpias” (Aprox. 2 min). Sumergir en Agua destilada.
Hematoxilina de Lerner 3X por 2 minutos (Filtrarla después de usar y almacenar). Agua
corriente por 2 minutos. Dos sumergidas rdpidas y luego sumergir lentamente en Etanol
Acido (5ml de HCI concentrado en S00ml de Etanol al 70%). Agua corriente por 2
minutos (se repetfa lo anterior si aiin estaba muy oscuro). 5 o 6 sumergidas en Agua
Amoniacal (Hidr6xido de amonio al 0.25%). Agua corriente por 2 minutos. Sumergida
rapida en Eosina-Y. Etanol al 70% sumergir y sacar, dos veces. Etanol al 95% sumergir y
sacar, dos veces. Etanol al 100% sumergir y sacar. Etanol al 100% por 30 segundos.
Xilenos por 1 minuto, dos veces. Se agrega 1 gota de Permount y se coloca el

cubreojbetos. Se dejan secar las laminillas al aire.
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DETERMINACION DE APOPTOSIS

Para investigar el proceso de muerte que estd ocurriendo en estos embriones se

procedié a analizar dos posibilidades: apoptosis e inhibicién del ciclo celular.

Para el analisis de apoptosis se utilizaron laminillas obtenidas de los embriones de
6.5 dfas de gestacién y se sometieron al ensayo de TUNEL (TdT-mediated dUTP pick
end labeling), utilizando el kit “In Situ Cell Death Detection, POD”. El rompimiento del
DNA gendémico durante la apoptosis puede dar lugar a fragmentos de DNA de doble
cadena y bajo peso molecular (mono- y oligonucleosomas), asf como a rompimientos de
cadena sencilla (nicks) en DNAs de alto peso molecular, Estos rompiemientos en las
cadenas de DNA pueden ser identificados mediante el marcaje con nucle6tidos
modificados (fluoresceina) del grupo 3’-OH terminal en una reaccién enzimdtica. En
este kit se utiliza la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa (TdT), que cataliza la
polimerizacion de nucleétidos en los grupos -OH de las terminales 3° de DNA en una
forma independiente del templado. La fluorescefna incorporada es luego detectada por
anticuerpos de borrego conjugados con peroxidasa (POD) de rdbano (horse-radish).
Finalmente, después de la reacciéa con el sustrato, las células tefiidas pueden ser
analizadas al microscopio de luz (Apéndice 3). Para este experimento se siguieron las

instrucciones del fabricante.
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DETERMINACION DE INHIBICION DE CICLO CELULAR

(PROLIFERACION)

Para el analisis de la inhibicién del ciclo celular (proliferacién) se utilizaron
laminillas obtenidas de los embriones de 6.5 dfas de gestacién y se someticron
inmuhistiquimica para PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Para este fin se utilizé
el kit “ZYMED® PCNA Staining Kit” (Sistema Estravidina-Biotina para la tincién de
PCNA). PCNA era conocido anteriormente con ¢l nombre de ciclina. Es una proteina no
histona, de peso molecular de 36 kDA , encontrada en ¢l nicleo domde juega un papel en
la iniciacién de la proliferacién celular mediante la DNA polimerasa. Los niveles de
PCNA son elevados en las fases S, G2 y M del ciclo celular de células en mitosis en
tejidos normales o malignos. Su expresién tiene una amplia correlacién con la actividad
mitStica y puede ser usada como un marcador para la proliferacién celular, in vivo como
in vitro. Este kit utiliza un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-PCNA (clona PC10),
por lo que se elimina la necesidad de un anticuerpo secundario especifico de especie,
trayendo como resultado una tincién excepcionalmente limpia debido a la auscencia de
background causado por la reaccién cruzada con inmunoglobulinas end6genas. Utiliza
estreptavidina-peroxidasa como generador de seiial y diaminobencidina (DAB) como
cromégeno para dar una tincién café oscuro a los micleos que contienen PCNA

(Apéndice 4).



RESULTADOS

GENOTIPIFICACION DE RATONES Y EMBRIONES.

En la figura 6 se muestran los productos de PCR obtenidos en la genotipificacién
de los ratones o embriones utilizando el sistema de tres oligonucleétidos iniciadores

descrito anteriormente.

RESCATE DE LA LETALIDAD EMBRIONARIA DE RATONES mdm2 -/-

MEDIANTE LA ELIMINACION SIMULTANEA DE p21.

Debido a que la delecién de p53 rescat6 la letalidad embrionaria de'los ratones
carentes de mdm2, se quiso determinar si un gen blanco de p53, p21, podria producir el
mismo efecto. Para este objetivo, se cruzaron ratones heterozigotos para un alelo
inactivado de p21 (p21 +/-) con hembras heterozigotas para mdm2 (mdm2 +/-). De
dichas cruzas se obtuvieron ratones que fueron heterozigotos tanto para p2/ como para
mdm2 (p21 +/- mdm2 +/-). Estos ratones fueron a su vez cruzados entre s para
determinar si los ratones carentes de ambos genes (p2] -/- mdm2 -/-) que se pudieran
producir, eran viables. De estas cruzas, Gnicamente 1 de 16 ratones podria carecer de
ambos genes. De 26 ratones nacidos, ninguno fué carente de ambos genes. El resto de los
genotipos se obtuvo en la relacién esperada (Tabla 1). Para incrementar el porcentaje de

ratones que se podrian esperar ser carentes de ambos genes, se cruzaron entre si ratones
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Figura 6. Productos de PCR en la genotipificacién de ratones y embriones. A,

para el gen bax B, para el gen mdm2 C, para el gen p21.



Genotipo Niamero de Embriones

Esperado Observado

p21 +/+ mdm2 +/+ 2 (1/16) 3
p21 +/+ mdm?2 +/- 4 (1/8) 4
p2l+/+ mdm2-/- 2 (1/16) 0

p21+/- mdm2 +/+ 4 (1/8) 4
p21 +/- mdm2 +/- 8 (1/9 9
p21 +/- mdm2-/- 4 (1/9 0
p2l-/- mdm2 +/+ 2 (1/16) 4
p21-/- mdm?2 +/- 4 (1/8) 2
p21-/- mdm?2 -/- 2 (1/16) 0

Total 26

TABLA 1. Andlisis Genético de ratones mutantes p2l/mdm2. Resultados
del andlisis de PCR para los genes p2] y mdm2 de los ratones
obtenidos de las cruzas entre ratones dobles heterocigotos (p2!
+/- mdm2 +/- X p21 +/- mdm2 +/-). Los nimeros entre paréntesis

indican la proporcién del total esperada en cada genotipo.
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carentes de p21 y heterozigotos para mdm2 (p21 /- mdm2 +/-). De estas cruzas, el 25%
de la progenie se espera que sea carente de ambos genes. De 46 ratones nacidos, 11
(24%) fueron p21 -/- mdm2 +/+, 35 (76%) p21 -I- mdm?2 +/- y ninguno fué p2] -/- mdm?2 -
/- (Tabla 2). Estos resultados inidican que la delecién de p21, a diferencia de la delecién

de p53, no rescata la letalidad de los embriones mdm?2 -/-.

RESCATE PARCIAL

La ausencia de p2] no fué suficiente para lograr que los embriones mdm2 -/-
vivieran hasta el nacimiento, pero alin cabia la posibilidad de un rescate parcial, esto es,
que lograra que los embriones sobrevivieran mas ail4 de los 5.5 dfas de gestacién. Para
probar esto, de nuevo se cruzaron entre si ratones p2! -/- mdm2 +/- y las hembras
prefiadas se sacrificaron a diferentes tiempos durante la gestacién para analizar los

embriones.

9.5 DIAS

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos de 14 deciduas que fueron analizadas
en esta etapa. Fenotfpicamente, 13 deciduas contenfan embriones normales y 1 estaba
vacia. El genotipo encontrado fué de 7 embriones p21 -/- mdm2 +/+, 6 p21 -I- mdm2 +/-y
ninguno p2/ -/- mdm2 -/-. Estos resultados indican que no hay rescate parcial del fenotipo

a los 9.5 dias de gestacion,



Genotipo

Niumero de Embriones

Esperado Observado
p21-/- mdm2 +/+ 11 /9 11
p21-/- mdm2 +/- 23 (1/2 35
p21-/- mdm2-/- 11 (/9 0
Total 46

TABLA 2. Andlisis Genético de ratones mutantes p21/mdm2. Resultados

del andlisis de PCR para los genes p21 y mdm2 de los ratones

obtenidos de las cruzas entre ratones carentes de p2l y

heterocigotos para mdm2 (p21 -I- mdm2 +/- X p21 -I- mdm2

+/-). Los mimeros entre paréntesis indican la proporcién del total

esperada en cada genotipo.
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A.

Fenotipo Numero de Embriones
Esperado Observado
Normal 10-11 (379 13
Anormal 34 (1/9) 1
Total 14
B.
Genotipo Ndamero de Embriones
Esperado Observado
p21-/- mdm2+/+ 3 (1/9 7
p21-/- mdm2 +/- 6-7 (1/2) 6
p21-/- mdm2-/- 3 /9 0
Total 13

TABLA 3. A, Andlisis Histol6gico de embriones mutantes p2l/mdm2 de
9.5 dias obtenidos de las cruzas entre ratones carentes de
p21 y heterocigotos para mdm2 (p21 -/-mdm2 +/- X p21-/-
mdm2 +/-) B, Andlisis Genético de los embriones normales que
son presentados en A. Los mimeros entre paréntesis indican la

proporcién del total esperada en cada fenotipo o genotipo.




1.5 DIAS

El anélisis de 42 deciduas en esta etapa de la gestacién produjo los resultados que
se presentan en la tabla 4. De las 42 deciduas, 35 contenian embriones normales y 7
estaban vacfas. Mientras que el genotipo de los 35 embriones encontrados fué: 10
embriones mdm2 +/+, 25 embriones mdm2 +/- y ninguno mdm2 -/-. El nimero de
deciduas vacfas y la auscencia de embriones mdm?2 -/- concuerdan con lo esperado y nos

indica que no se ha logrado rescatar el fenotipo a los 7.5 dfas de gestacién.

3.5 DIAS

Aun permanecia la posibilidad de que la ausencia de p21! retardara la muerte de
los embriones mdm2 -{- por un periodo de tiempo muy corto. Para revisar si este era el
caso, se cruzaron iatones p21 -/- mdm2 +/- entre sf, se sacrificaron las hembras prefiadas
a los 5.5 dias de gestacion , se disectaron las deciduas que contienen los embriones y se
embebieron en parafina. Los resultados del andlisis histolégico de 25 deciduas se
muestran en la tabla 5. Cinco (20%) de estas deciduas estaban vacfas (Figura 7). Este
nimero de deciduas vacias corresponde con el observado previamente en las cruzas entre
ratones mdm2 +/-, que era de aproximadamente 25% (Montes de Oca Luna et al., 1995).
Por lo tanto, 1a ausencia de p2] no es capaz de rescatar parcialmente la letalidad de los

embriones mdm?2 -/-.
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A,

Fenotipo Namero de Embriones
Esperado Observado
Normal 32 (3/) 35
Anormal 10 (1/4) 7
Total 42
B.
Genotipo Niamero de Embriones
Esperado Observado
p21-/- mdm2 +/+ 9 /9 10
p21-/- mdm?2 +/- 18 (@1/2) 25
p21-/- mdm2-/- 9 1/9 0
Total 35

TABLA 4. A, Andlisis Histol6gico de embriones mutantes p2l/mdm2 de
7.5 dias obtenidos de las cruzas entre ratones carentes de
p21y heterocigotos para mdm2 (p21 -I- mdm2 +/- X p21 -I-
mdm2 +/-) B, Anélisis Genético de los embriones normales que
son presentados en A. Los nimeros entre paréntesis indican la

proporcién del total esperada en cada fenotipo o genotipo.
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Fenotipo Niumero de Embriones
Esperado Observado
Normal 19 @3/9) 20
Anormal 6 (1/9 5
Total 25

TABLA 5. Andlisis Histolégico de embriones mutantes p21/mdm2 a los

5.5 dias de gestacién obtenidos de las cruzas entre ratones
carentes de p2l y heterocigotos para mdm2 (p2l -I- mdm?2
+/- X p21 -/-mdm2 +/-). Los mimeros entre paréntesis indican

la proporcién del total esperada en cada fenotipo.
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Figura 7. Histologfa de embriones mutantes p21/mdm?2 de 5.5 dias de gestaci6n, tincién
de hematoxilina y eosina. A, Decidua con embrién normal. B, Decidua vacfa.
Las flechas indican el lugar donde se encuentra o deberia encontrarse el

embrién.



3.5 DIAS
Aun restaba un posible cambio en el fenotipo de ios embriones p21 -/- mdm2 -/-,

este era que la ausencia de p21 hiciera que los embriones murieran antes de los 5.5 dias
de la gestacion. Para probar si esto estaba pasando, se analizaron embriones de 3.5 difas
de gestacién (bla;stocistos) provenientes de las cruzas entre ratones p21 +/- mdm2 +/-. En
la tabla 6 se muestra que de 83 blastocistos analizados, 18 (22%) fueron mdm2 +/+, 43
(52%) fueron mdm2 +/- y 22 (26%) fueron mdm2 -/-. Con esto se¢ demostré la presencia
de embriones p21 -/- mdm2 -/-, lo que nos indica que p2/ no afecta el desarrollo de los

embriones mdm2 -/-.

RESCATE DE LA LETALIDAD EMBRIONARIA DE LOS RATONES mdm2 /-

MEDIANTE LA ELIMINACION SIMULTANEA DE bax.

La letalidad embrionaria de los ratones mdm2 -/- es debida a una funcién
descontroladad de p33, ya que su delecién logra rescatar el fenotipo. Se detrminé si otro
gen blanco de p53, bax, era capaz de producir el mismo rescate. Para este fin se cruzaron
ratones heterozigotos para un alelo inactivado de bax (bax +/-) con ratones heterozigotos
para mdm2 (mdm?2 +/-). De estas cruzas se obtuvieron ratones dobles heterozigotos, bax
+/- mdm2 +/-, que fueron a su vez cruzados entre s{ buscando generar ratones carentes de
ambos genes (bax -/- mdm2 -/-). En este tipo de cruzas se esperaba que 1 de 16 ratones
fuera bax -/- mdm2 -/-. De 90 ratones analizados, ninguno fué carente de ambos genes

(Tabla 7). Para aumentar la probabilidad de obtener ratones bax -/- mdm
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Genotipo

Niumero de Embriones

p21-/- mdm2 +/+
p21-/- mdm2 +/-
p21-/- mdm2-/-

Total

Esperado
21 @1/9)
41 (@1/2)
21 (1/79)

Observado
18
43
22

83

TABLA 6. Andlisis Genético de embriones mutantes p2l/mdm2 de

3.5 dias de gestacién obtenidos de las cruzas entre ratones

carentes de p21 y heterocigotos para mdm2 (p2l -/- mdm2

+/- X p2l -/-mdm2 +/-). Los nimeros entre paréntesis indican

la proporcién del total esperada en cada genotipo.




Genotipo Niamero de Embriones
Esperado Observado

bax +/+ mdm2 +/+ 6 (1/16) 7
bax +/+ mdm2 +/- 11 (/8 21
bax +/+ mdm2-/- 6 (1/16) 0
bax +/- mdm2 +/+ 11 (/8 10
bax +/- mdm2 +/- 22 (1/9 31
bax +/- mdm?2-/- 11  @a/9) 0
bax -/- mdm2 +/+ 6 (1/16) 7
bax -/- mdm2 +/- 11  @1/8) 14
bax -/- mdm?2 -/- 6 (1/16) 0

Total 90

TABLA 7. Andlisis Genético de ratones mutantes bax/mdm2 obtenidos de
las cruzas entre ratones heterocigotos para bax y mdm2 (bax
+/- mdm2 +/- X bax +/-mdm2 +/-). Los nimeros entre
paréntesis indican la proporcién del total esperada en cada

genotipo.
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-/-, se realizaron cruzas entre machos doble heterozigotos (bax +/- mdm2 +/-) y hembras
carentes de bax y heterozigotas para mdm2 (bax -/- mdm2 +/-), aquf se esperaba que 1 de
cada 8 ratones fuera bax -/- mdm2 -/-. De 67 ratones analizados, ninguno fué carente de
mdm?2 (Tabla 8). Los resultados obtenidos demuestran que la delecion de bax no logra

rescatar el fenotipo de los embriones mdm2 -/-.

RESCATE PARCIAL

La delecién de bax en los ratones mdm2 -/- no logré salvar el fenotipo letal. El
siguiente paso fué probar la posibilidad de un rescate parcial. Se cruzaron machos doble
heterozigotos (bax +/- mdm2 +/-) con hembras carentes de mdm2 y heterozigotas para
mdm2 (bax -/- mdm2 +/-). Las hembras prefiadas fueron sacrificadas en diferentes etapas

de la gestacién y los embriones se disectaron para su andlisis.

1.5 DIAS

Se analizaron 55 deciduas en esta etapa y de ellas, 45 (82%) contenian embriones
normales mientra que las 10 (18%) restantes estaban vacfas. Se determiné el genotipo de
42 embriones encontrandose que ninguno de ellos era carente de mdm2 (Tabla 9). Esto
indica que no hay rescate parcial de la letalidad en embriones mdm2 -/- por la ausencia

de bax a los 7.5 dfas de gestacién.
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Genotipo

Niamero de Embriones

bax +/- mdm2 +/+
bax +/- mdm2 +/-
bax +/- mdm2-/-

bax -/- mdm2 +/+
bax-/- mdm2 +/-
bax -/- mdm2-/-

Total

Esperado

8 (1/9)
17 (/9
8 /8

8 (1/8)
17 (1/9)
8 (1/8)

Observado

11
23
0

11
22
0

67

TABLA 8. Andlisis Genético de ratones mutantes bax/mdm2 obtenidos de

las cruzas entre machos heterocigotos para bax ymdm2 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

genotipo.




A.

Fenotipo Nidmero de Embriones
Esperado Observado

Normal 41 (3/9) 45*

Anormal 14 (1/9) 10

Total 55
* 3 perdidos
B.

Genotipo Namero de Embriones

bax +/- mdm2 +/+
bax +/- mdm2 +/-
bax +/- mdm2 -/-

bax -/- mdm2 +/+
bax -/- mdm2 +/-
bax -/- mdm2-/-

Total

Esperado

5 (@1/8)
10 /9
5 (1/8)

5 (1/8)
10 /9
5 @1/8)

Observado
6
8
0

14
14
0

42

TABLA 9. A, Andlisis Histolégico de embriones mutantes bax/mdm2 de 7.5

dias 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 +/-) B, Anilisis Genético

de los embriones normales que son presentados en A.Los niimeros

entre paréntesis indican la proporcién del total esperada en cada

fenotipo o genotipo.




3.5 DIAS

Se realiz6 un andlisis histolégico de embriones en esta etapa de la gestacién. Dado
que la muerte de los embriones mdm2 -/- inicia en la etapa de blastocisto previo a la
implantacién (Lisa L. Amelse, comunicacién directa) y puesto que no hay tejido
embrionario a los 5.5 dfas de gestaci6n, la presencia de embriones en esta etapa nos
indicaria un rescate parcial. Estd establecido que de las cruzas entre ratones heterozigotos
para mdm?2 y silvestre para bax, el 25% de las deciduas analizadas a esta edad estdn
vacias (Montes de Oca Luna, et al. 1995). Y como el fenotipo de carencia de bax no es
letal, este porcentaje no cambiarfa en las cruzas realizadas para este experimento,
unicamente los embriones carentes de mdm2 estarfan ausentes. En la tabla 10 se muestra
que de 30 deciduas analizadas, se esperaba que 8 estuvieran vacfas. Sin embargo,
solamente se encontraron 3 (Figura 8). Esto nos indica que la ausencia de bax estd
permitiendo a los embriones carentes de mdm2 sobrevivir al menos hasta los 5.5 dfas de

la gestacién.

6.5 DIAS

Debido a que la ausencia de bax logré un rescate parcial del fenotipo de lo
embriones mdm2 -/- al menos hasta los 5.5 dfas de la gestacién y cambi6 la letalidad a la
etapa comprendida entre 5.5. y 7.5 dfas en lugar de entre 3.5 y 5.5 dfas mostrado en los
embriones mdm2 -/-, se analizaron embriones de 6.5 dias para determinar exactamente el
tiempo en que ocurre la muerte. Se analizaron 61 deciduas (Tabla 11), de las cuales, 15

se esperaba que estuvieran vacfas. Solamente 10 presentaron anormalidades, siendo en 8
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Fenotipo Numero de Embriones
Esperado Observado
Normal 22 (3/9) 27
Anormal 8 (1/9) 3
Total 30

TABLA 10. Anélisis Histolégico de embriones mutantes bax/mdm?2 de 5.5

dias obtenidos de las cruzas entre machos heterocigotos para

bax ymdm?2 y hembras carentes de bax y heterocigotas para

mdm?2 (bax +/- mdm2 +/- X bax - [-mdm2 +/-). Los mimeros

entre paréntesis indican la proporcién del total esperada en cada

fenotipo.
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Figura 8. Andlisis histolégico de embriones mutantes bax/mdm2 de 5.5 dias de gestaci6n.
Cortes transversales de deciduas obtenidas de las cruzas de machos bax +/-
mdm2 +/- y hembras bax -/- mdm2 +/-. Tincién de hematoxilina y eosina. A,
Embrién normal. B, Decidua vacfa. Las flechas indican el lugar donde se

encuentra o deberia encontrarse el embrién.
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Fenotipo Nuamero de Embriones
Esperado Observado
Normal 46 (3/4) 51
Anormal 15 (1/9) 10*
Total 61
* 2 restos de embrién

TABLA 11. Anilisis Histol6gico de embriones mutantes bax/mdm?2 de 6.5
dias 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

fenotipo.



de ellas una ausencia total de embrién, mientras que las otras 2 mostraron restos del
tejido embrionario (Figura 9). Estos resultados nos indican que la ausencia de bax logra
producir un rescate parcial del fenotipo de letalidad embrionaria de los ratones carentes

de mdm2, retrasando la letalidad de entre 3.5 y 5.5 dfas a 6.5 dfas de gestacion.

MECANISMO DE LETALIDAD

Se establecié que los embriones carentes de bax y mdm2 logran sobrevivir hasta
los 6.5 dias de gestacién. También se sabe que los embriones carentes de mdm2 empiezan
a morir a los 3.5 dias de gestacién por apoptosis (Lisa L. Amelse, comunicacién directa).
Debido a que bax es un gen involucrado en la induccién de apoptosis dependiente de p53,
cabfa la posibilidad de que el mecanismo de la letalidad en los embriones bax -/- mdm2 -

/- estuviera modificado.

APOPTOSIS

Para comprobar si los embriones segufan muriendo por apoptosis o no, se
revisaron 19 deciduas por la técnica de Tunel (Tabla 12), de estas se esperaba que 5
fueran positivas. Sin embargo, las 19 resultaron negativas para Ja tincién (Figura 10).

Esto nos indica que los embriones bax -/- mdm2 -/- no mueren por apotosis.



5
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Figura 9. Analisis histol6gico de embriones mutantes bax/mdm2 de 6.5 dias de
gestacién.Cortes transversales de deciduas provenientes de las cruzas
entre machos bax +/- mdm2 +/- y hembras bax -/- mdm2 +/-. Tinci6n
de hematoxilina y eosina. A, Embrién normal. B, Decidua vacia. C,
decidua mostrando residuos de un embridn. Las flechas indican el

lugar donde se encuentra o deberfa encontrarse el embrién.



Tincién Niumero de Embriones
Esperado Observado
Positiva 5 (1/9) 0
Negativa 14 (3/9) 19
Total 19

TABLA 12. Anilisis de Apoptosis in situ en embriones mutantes bax/mdm?2
de 6.5 dias mediante la técnica de Tunel. Los embriones fueron
obtenidos de las cruzas entre machos heterocigotos parabax
y mdm2 y hembras carentes de bax y heterocigotas para
mdm2 (bax +/- mdm2 +/- X bax - /-mdm2 +/-). Los nlimeros

entre paréntesis indican la proporcién del total esperada en

cada caso.

67



INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR

El otro posible mecanismo de la letalidad de los embriones es la inhibicién del
crecimiento celular. Existen varios métodos para medir estc mecanismo. Entre los mas
utilizados estd el de incorporacién de bromo desoxi-uridina (BrdU). En este caso,
las células dividiéndose normalmente incorporan la BrdU mientras que las que no estén
en divisién no lo hacen. Se intent6 utilizar esta técnica pero no se logré detectar la BrdU
en ninguno de los embriones analizados, probablemente debido a que en esta etapa del
desarrollo aiin no cuentan con sistema vascular y la BrdU inyectada en las hembras
prefiadas nunca logré llegar a los embriones. Entonces se opté por un segundo método, la
deteccién inmunohistoquimica de PCNA, una proteina nuclear que se encuentra
normalmente en las células en crecimiento, pero que estd ausente en las células que no
estdn dividiéndose. Se analizaron 28 deciduas (Tabla 13), de las cuales se esperaba que 7
(1/4) fueran negativas a la tincién. Se encontraron 6 con tincién anormal (Figura 11), 5 de
ellas mostraron una tincion ligera y 1 fué negativa. Estos resultados indican que los
embriones bax -/- mdm2 -/- estdn muriendo por inhibicién del crecimiento celular en

lugar de la apoptosis mostrada en los embriones mam2 -/-.



Figura 10. Determinacién de apoptosis en embriones mutantes bax/mdm2 de 6.5 dias de
gestaciéon mediante la técnica de Tunel.. Cortes transversales de deciduas
provenientes de las cruzas de machos bax +/- mdm2 +/- y hembras bax -/-
mdm?2 +/-. A, Tinci6n negativa de un embrién normal. B, Tincién negativa de
un embrién con apariencia anormal. Las flechas indican la posicién del

embri6én. Para controles ver el Apédice 3.



Tincion Niamero de Embriones
Esperado Observado
Normal 21 @a/9 22
Anormal * 7 (/9 6
Total 28

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

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

bax/mdm?2 de 6.5 dias mediante inmunochistoquimica 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 -/-
mdm2 +/-. Tincién inmunohistoquimica para PCNA. A, Tincién de un
embrién normal. B, Tinci6n negativa de los restos de un embrién. C,
Tinci6én débil de un embri6én con apariencia anormal. Las flechas indican el
lugar donde se encuentra o 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 céncer 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 c4ncer. Las herramientas utilizadas van desde sistemas bioqufmicos
y biolégicos in vitro, hasta el uso de modelos animales de experimentacién. Los
sistemas in vitro han producido, y alin 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 biolégicos.

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

de tumores. Ademds, el potencial metastédsico de células con alteraciones genéticas
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puede analizarse en un ratén, pero no im 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 més
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 pS3 (Kubbutat et al., 1997) que cuando se
une a él, bloquea su funcién como activador transcripcional ¢ induce su
degradacién (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1998). p21-WAF1 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 CDKs 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
p53 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 p33 -/- 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 delecién 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 p2I no logra imitar la ausencia de p53 en el
rescate del fenotipo letal de los embriones carentes de mdm2. Sin embargo, alin
prevalecia la posibilidad de que se produjera un rescate parcial ya que hay reportes
de que p2] se expresa en los embriones de ratén en diferentes etapas del
desarrollo, incluyendo 8.5, 9.5, 10, 13 y 15 dfas de gestacién (Schmid et al., 1991),
y que p53 v sus genes blanco mdm2 y p21, son expresados en alta cantidad en
células ES obtenidas de blastocistos de 3.5 dias de gestacién (Montes de Oca Luna
et al.,, 1997). Se estudiaron embriones provenientes de las cruzas de ratones
carentes de p2] 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
tinica posibilidad restante de que p217 estuviera implicado en este sistema era que
su ausencia hiciera ain mas agudo el fenotipo, esto es, que la letalidad ocurriera a
un tiempo més temprano en la gestacién. Para analizar esta posibilidad, se
revisaron blastocistos de 3.5 dfas 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/p2]1 es muy compleja. La informacién con que se cuenta
actualmente es muy extensa y en algunas ocasiones contradictoria. Es claro que la
induccién de la expresién de p21 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 expresién de p53 en todas sus células, mientras que
p21 solo se expresa en aquellas que estdn en diferenciacion, 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 transcripcion de p21 durante el desarrolio de la mayoria de
los tejidos no requiere p53 (Parker et al., 1995). En tejidos de ratones adultos la
expresion de p21 estd limitada a células que estdn diferenciandose de manera
terminal y en la mayorfa de los 6rganos, 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 diferenciacién y proliferacién celulares in vivo.
Se han generado ratones quimeras compuestos de células p2] =y p21 +/+ y al
estudiar su desarrollo y diferenciacion 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 mit6tico son normales (Deng et al., 1995). La activacién transcripcional de
p21 luego de daiio 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 encontré una dependencia de
P53 en la activacién transcripcional de p2! después de radiacidn 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 p2/ 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 se
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 ocwre en este sistema. En estos ratones la actividad de p53
estd incrementada por la ausencia de mdm2, 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, p5S3 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 simultancamente
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 sobreexpresion 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 dias)



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 dfas 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 histologfa, 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 anilisis de embriones de 6.5 dias y una vez mds se
encontré 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 se 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 dreas 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 p53
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 protefna 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

mdm?2 en la ausencia simultanea de bax sea la inhibicion del ciclo celular.

Nuestros datos demuestran que bax juega un papel determinante en la
induccién de apoptosis dependiente de p53 en el sistema estudiado. Existen datos
que se contraponen con este resultado. Kundson er 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 resuitados. 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 vive. Es
posible que bax sea mas 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 estdn: 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 inicamente parcial. Una vez mas, 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 pS3 cambia su mecanismo de accién
de la induccion de apoptosis al de inhibicion del ciclo celular en lo embriones bax
-/- mdm?2 -/-. Este punto no estd completamente claro ya que se utiliz6 un analisis
inmunohistoqufmico para PCNA vy 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 ain se encuentra ahi pero en una concentracién menor. Otro problema es
que no fué posible establecer el genotipo de los embriones o restos de embrién que
mostraron bajos niveles de PCNA. En esta estapa del desarrollo los embriones son

demasiado pequeiios 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 reacci6n,
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 p2I no logra rescatar el fenotipo de letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm2.

. La ausencia de p21] no logra rescatar parcialmente la letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm2 alos 9.5, 7.5 0 5.5 dfas de gestacién,

. La ausencia de p21 no hace mas severo el fenotipo de letalidad embrionaria de los

ratones carentes de mdm2.

. 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
mdm2 no mueren por apoptosis, sino que al parecer 1o hacen por inhibicién del

crecimiento celular.



APENDICE 1

INACTIVACION DE GENES

El proceso de inactivaci6n 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 rat6n (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 lfnea germinal . Si todos los ratones
obtenidos de estas cruzas son de coloracién oscura, significa que la mutaci6n es
transmicible por linea germinal y con esto se ha logrado una lfnea de ratones con

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

negativa). E=EcoRI. K=Kpnl.
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Figura 13, Inactivacién del gen p2l. Construccién del vector de recombinacién.
PGK-Neo= cassette con €l gen de resistencia a neomicina (marcador de
seleccién positiva). PGK-Tk=gen de latimidina kinasa (marcador de

seleccién negativa). HIlI=Hindill. Sph=Sphl.
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Figura 14. Inactivacién del gen bax. Construcciébn 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=EcoRl. 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 proporcion de genotipos esperados en la progenie. Para tal efecto se
realiza una tabla que incluya los genotipos de interés en cada rat6n y se combinan con los

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

R M. g
e S T T

i 7 SR ESEYESE RIEY ARG RSN Ol A bax mdm2 Prob.
+ - 5 ol 2 1/8
I % +- 1/4
iy +-/++ | +-/+- | --/++ | --/+- Pz = 1/8
X ++ 1/8
/- +-/H- | /- | = | -/ :: t: 5‘;




APENDICE 3.
ANALISIS DE TUNEL

A. DNA

OOO Sustrato
X X%
OO

e

W ’Q 4 ° Precipitado

® ¢ café oscuro

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 rat6n. C, Control negativo:
intestino de ratén sin anticuerpo. D, Control positivo: embrién de ratén silvestre de 6.5
dfas 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.

—

PRECWITADO
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-teiiido inclufdo en el kit, intestino
de ratén. C, Control positivo, intestino de ratén. D, Control positivo, embrién de rat6n 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 cftrico 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.
AmpliTaq DNA polimerasa. Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN.

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

Borato de sodio. Sigma Chemicals, 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. Boehringer 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 &cido 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 Island, 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. Protefnasa 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, MI.

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



APENDICE 6

ARTICULO PUBLICADO

(Montes de Oca Luna et al., 1997)



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'Z. [n 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 susvival 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 pS53 target that binds and
inhibits the function of the cyclin-
cyclin—dependent kinase complexes and
thus halts cell-cycle progression®”7.

To determine the importance of the p53
target, p21, 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. 14). 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 p2! 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*/* p21--, 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 mdm27- embryos
to survive until birth, but that a partial res-
cue occurred. Again, mdm2*- p21-/~ mice
wete tated with each other, and pregnant
females were examined during gestation.
Genotyping of embryos at days 9.5and 7.5
of gestation did not yield any double null
embryos (Fig. 15). 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
p217~mdm2* mice were dissected at 5.5
days of gestation and embedded.
Of 25 deciduae sectioned, five (20%)
showed lack of embryo development rem-
iniscent of the empty deciduae seen in
mdm2 heterozygous crosses’ (Fig. 2a,b).
Thus, loss of p21, in contrast to p53 dele-
tion, did not even partly rescue the lethal-
ity of mdm27 embryos.
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correspondence

a b P21+ mdm2%-xp21+ mdm2*
phenotype genotype

stage normal  abnormal mdm2%* mdm2*- mdm2*+
mdm2 E9S 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 a, 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 indicate appropriate loading.
b, Genetic analysis of p21/mdm2 embryos. Only the mdm2 genotype s shown, as all mice from
this cross were p21 null. The abnormaiity seen in this cross is an empty decidua. na, not applica-
ble; nd, not determined.

A between p21+ mdm2* mice were
by dissected, paraffin embedded and sec-
1 tioned. While most embryos were nor-
iz mal (@), 20% of the embryos had an

% abnormal phenotype (b). To assay for

p21 induction by p53, normal embryos

& were treated with 5.0 Gy of ionizing
radiation and hybridized in situ with
anti-sense (¢) and sense (d) p21
probes. As a control for induction of
the p53 pathway, in situ hybridization
N8 with antisense (@) and sense (f) mam2
. probes was performed on irradiated
embryos. Anti-p21 (g) and anti-mdm2
antibodies th) were used to detect
protein. As controls, anti-p21 antibod-

Ue ies were also used on uteri of normal
3 () and p21 aull mice (f).

de (Fig. 21), but not in the same tissue Roberto Montes de Oca Luna,

from p21 null mice (j). Lisa L. Amelse’, Arturo Chavez-Reyes',
Although the lethality of mdm2 null Susan C. Evans', James Brugarolas?,

embryos is rescued in the absence of Tyler Jacks? & Guillermina Lozano'

P53, surprisingly, the loss of p2 could ’Department of Molecular Genetics, University

not substitute, even partly, for loss of of Texas M. D. Anderson Cancer Center, 1515

p33.p53 is a regulator of many path- ?oko' | i mmm ‘rexas“ m!c.ngr“”

ways, and the possibility exists that 10 cancey Research, Massachusetts institute of

single target can affect the functions of Jachnology, Cambrdge, 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 " m;.,_r,‘,’:ﬁ‘g; Slavne; Al Mol Cox. A
and mdm2 mRNAs in embryos at 5.5 days  mice to tumorigenesis®!S, However, thelack 2. Oliner, J.D. etal. Natwe 362, 857-860 (1993).

of development after irradiation with S0 Gy.  of p21 induction by p53 in wild-type 3 jort=s 5 Oc Lt & Wagner, 0.5, & Lozana, G
In embryos, p53 was induced by 100 min- embryos at 5.5 days of development indi- 4. jones, S.N, Roe, A.E, Donehowet, LA. & Bradiey A.
utes (data not shown), with no induction of ~ cates that p21 is not part of this pathway.  ; gReSUIRIBITE o0

p21 mRNA (Fig. 2¢,d). In contrast, another  Thus, we have unveiled an in vivo situation 6. Harper, W.J,, Adami. G.R, We, N., Keyomars, K. &

transcriptional target of p53, the mdm2 in which the ability of p53 to exert its effects Shedge; S CAPTS. MT SIS (1SS

: o . Sl 7. Xiong. Y etal. Nature 366, 701-704 {1993).

gene®!!, was induced by gamma radiation  is not dependent on activation of p21. 8. Brugarolss ) etal Natre 77, 552-557 (1995).

; . . . Juven, T_ Haffer, R. & Oren, M. EMBO /.

in both the embryo and surrounding mater- 12,461 4681963

nal tissue of the decidua (Fig. 2e,f, respec- 10. Juven, J Barak, Y, :ams?‘. ;’s;:m DL &
. . el - ‘ e ‘ .,

tively). Anti-p21 and -n’gdmz antlbodlgs Adknowledgements i m°""'x. mo"‘*. e, Ghar. D & Kovan. A @i

were used 10 detect protein, The p21 anti- We thank . Elledge for the p21 plasmid and Dev.7, 1126-1132(1993)

did not detect protein, whereas MDM2 ~ W. Harper for the murine-specific p21 antibody.  12. Shiohara, M etal Blood 84, 3781-3784 (1934).
w Pmduces in these meryos (Fi& This study was SUPPOI?Qd by grants CAS7296 13. i, Y.-J, Laurem-Pug, Salmon, AJ., Thomas, G. &

and DAMD17-96-1-6222 10 G.L. and CA16672t0 o hamelh R Oncogene 10,595 601 (1995),

: e . Gao, X, . Oncogene 11, 1395-1398 (1 .
zg’h’ IEPCCUVE‘Y).ASCOHU’O.IS, the p2] anti- e University of Texas M. D. Anderson Cancer 15. Da:‘ :’z’““" P, Harper, j.v;. m $J). &
body was able to detect p21 in uterine mus-  Center. Leder, P Cell 82, 675-684(1996).
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