RESUMEN

El activador transcripcional p53 ha sido identificado como un supresor de tumores y su
alteracién o pérdida son eventos criticos en la etiologia de diversas tumores. Activa la
transcripcidén de varios genes invalucrados en la regulacién del ciclo celular (p2 1, mdm2)
0 apoptosis (bax). La proteina MDM2 se une a p53 ¢ inhibe sus funciones. Los ratones
que carecen de mdm?2 presentan letalidad embrionaria debida a apoptosis a los 3.5. dias
de gestacion. Y la ausencia simultinea de p33 rescata este fenotipo. Por otro lado, los
ratones carentes de p53 son viables y fértiles, pero tienen una alta predisposicién al
desarrollo de tumores. Aproximadamente el 75% de ellos desarrollan tumores, siendo los
linfomas de timao los més frecuentes. Mientras que los ratones que carecen tanto de p53
como mdmZ presentan una incidencia simular. El objetivo de este trabajo cra generar
ratones transgénicos que expresen p53 humano especificamente en timocitos. Una vez
generados estos ratones, fueron cruzados con ratones carentes de p53 y con ratones
carentes de p53 y mdm2. En los ratones transgénicos carentes de p53 enddgeno se
encontrd una disminucidn en la incidencia de tumores de timo, un aumento en otros tipos
de tumores y la aparicidn de tipos de tumores no observadas anteriormente en los ratones
carentes de p5J. Mientras que en los ratones transgénicos carentes de p3J y mdm2 se¢
observé el desarrollo de linfomas de timo, los cuales no presentan apoptosis ni expresién

del transgen.



INTRODUCCIO

La integracion estable de informacion genética exdgena dentro del genoma
murino ha venido a constituir una herramienta muy importante para diferentes aspectos
de la biclogfa. Es una caracteristica comin que el gen exdgeno integrado (el ransgen) sea
expresado de manera apropiada tanto espacial como temporalmente. La construccion de
diferentes lineas de ratones transgénicos expresando varias versiones de un gen permite
definir las secuencias de DNA que estin involucradas en su especificidad de expresion in
vivo. Esto a su vez abre el camino para una gran variedad de experimentos ¢n las cuales
un determinado gen es dirigido para expresarse en diferentes tipos celulares, lo cual es de
gran ayuda para descifrar la importancia fisiol6gica de dicho gen. Tal estrategia ha sido
utilizada, por gjemplo, para contestar preguntas acerca del papel de oncogenes en la

transformacidn maligna de las células normales.

Un aspecto muy interesante a través de los afios ha sido el tratar de comprender
como es posible que a partir de una sola célula (el huevo fertilizado) sea posible la
formacidn de un organismo complejo conformado por muy diferentes tipos de tejidos. La
informacion de dicho desarrollo se encuentra almacenado ¢n ¢l genoma en forma de
DNA, una secuencia de nucledtidos que es iinica ¢ idéntica para todas las células de un
organismo dado. Por lo cual, se ha concluido que ¢l secreto del desarrollo del huevo
fertilizado a un organismo adulto, debe radicar en una expresién sumamente controlada ,
tanto espacial como temporalmente, de genes especificos o grupos de genes. Se ha

realizado una vasta investigacion tratando de elucidar dichos patrones de expresion. Al



principio fué€ un gran avance el establecimiento de sistemas in vitro en los cuales se podia
poner 2 prueba la accién de determinados factores, tales como drogas, hormonas, virus,
etc., sabre secuencias especificas de DNA, esto gracias a la implementacién de diversos
métodos de biologia mulecular y celular tales camo la clonacidn y la transfeccidn. Pero a
la vez, siempre se habia especulado que tan extrapolables serian estos métodos cuando se
querian aplicar los datos a sistemas in viva. La complejidad presentada en un ser viviente
rebasa por mucho la de cualquier sistema de cultivo de tejidos in vitre, ya que en un ser
vivo se presenta toda la gama de moléculas y factores que realmente pueden tener alguna
influencia en el funcionamiento de¢ tal o cual molécula, mientras que en un sistema in
vitro linicamente entran en jucgo los factores contenidos en tal sistema celular y los que
se adicionen artificialmente. Es por ¢sto que se comenzd a considerar la posibilidad de
crear sistemas que permitieran €l estudio de moléculas utilizando organismos vivas como

tubos de ensayo complejos.

Después de muchos ensayos se logrd la creacidén de protocolos que permiten la
introduccién de genes exdgenos en el genoma de ratones y es por lo cual que este
organismo ha sido ampliamente utilizado para el estudio d¢ diversas moléculas en forma
de rransgen. La disponibilidad de tales animales transgénicos ha abierto nucvas
posibilidades en cuanto al estudio del desarrollo se refiere:

* Estwdiar el papel de varios genes en vias especificas de diferenciacién o en

sistemas fisiologicos

» Analizar las consecuencias de la ¢xpresién ectdpica o no regulada de ciertos genes



¢ Estudiar los efectos de la integracién del DNA per se, que algunas veces conlleva
a la generacion de mutaciones

¢ Crear modelos animales de enfermedades de humanos

» Aunalizar la posibilidad de curar ciertos defectos genéticos mediante el uso de

terapia geénica

Los ratones transgénicos pueden ser producidos al menos de tres formas diferentes:

1. Inyeccién directa del DNA en uno de los prondcleas de los huevos fertilizados

2. Infeccidn de los huevos con retrovirus

3. Uso de células estaminales previamente transfectadas con el DNA de interés para

producir quimeras mediante agregacidn o inyeccidn de blastocistos

A la fecha el método de inyeccion directa del DNA es el mds ampliamente utilizado y a
grandes rasgos se lleva a cabo de la siguiente manera: Se recolectan huevos fertilizados
de lus ratonas alrededor de 12 a 15 horas después del coito. En esta etapa los pronicleos
masculinos y femeninos adn se¢ encuentran de forma individual dentro del huevo. Los
huevos son mantenidos en un medio de cultivo especial bajo una capa de aceite mineral.
De ahi son tomados por medio de succién con una pipeta que es manejada a través de un
micromanipulador. La microinyeccidn se realiza con una micropipeta de vidrio conectada
a una jeringa y manejada por un segundo micromanipulador. Se inyectan dentro del
microntdcleo masculino aproximadamente de 1 a 2 picolitros (pl) de la solucién que
contiene €l DNA de interés. Los huevos microinyectados son entonces tranferidos a los

aviductos de hembras pseudoprefiadas obtenidas por apareamiento con machos que han



sido previamente vasectomizados. Los ratones que se desarrollan a partir de los huevos

transferidos se obticnen aproximadamente de 19 a 21 dias después de la transferencia.

Posteriormente, los ratones que contienen el transgen se pueden detectar de vanas
formas, siendo las més comunes el Andlisis de Southern Blot y la Reaccidn en Cadena de
la Polimerasa (PCR). Normalmente se espera que algunos de los ratones obtenidos de
este procedimiento hayan incorporado el transgen en sus cromosomas y esté, por lo tanto,
presente en todas las células del animal, incluyendo aquelias de la linea germinal. El
patron de digestion del DNA por enzimas de restriccion y la intensidad relativa de las
bandas abtenidas por hibridizacién con sondas marcadas radioactivamente, proporciona
informacion importante acerca del nimero de copias del transgen que se integraron al
DNA gendmico, asf como la posicidn de las mismas dentro del cromosoma (cabeza-cola,
cola—cola, cabeza-cabeza). En este punto es coman encontrar que en diferentes lineas de
transgénicos los locus de insercién varfan ampliamente de linea a linea. Pero dentro de
una misma linea de ratones transgénicos, este patrén de DNA debe ser el mismo entre los

diferentes tejidos del animal.

Finalmente, los ratones transgénicos encontrados en el paso anterior son cruzados
con ratones negativos o silvestres y la progenie de estas cruzas debe ser caracterizada por
los mismos métodos. Generalmente, si el ratén contiene el transgen en la linea germinal,
se¢ espera que la mitad de su progenie herede su mismo patrén especifico de insercion, al
igual que se esperaria de cualquier otro marcador genético. Sin embargo, en algunas

ocasiones el raton transgénico original aparecen como anumales mosaico, muy



probablemente debido a una insercién cromosomal retrasada del DNA microinyectado.
En esta situacion, es solo hasta después de la transmusidn del ransgen a su descendencia
que todas las células somdticas contendran el transgen. El protocolo se describe

esquématicamente en la figura 1.

Histéricamente, los primeros animales que contenian genes exdgenos introducidos
experimentalmente fueron derivados de la microinyeccion del DNA del virus de simigs
40 {SV40) dentro de la cavidad del blastocisto (Jaenisch, 1975; Jaenisch and Mintz,
1974). Sin embargo, en este expenimento no se demostrd la integracién del DNA viral en
la linea germinal. Un estudio posterior sugiere que algo del DNA de SV40 se manticne de
manera episomal en algunos tejidos somdticus. Posteriormente, la transmision en linea
germinal del DNA exégeno fué detectada en estudios subsecuentes en los cuales
embriones de ratdn fueron expuestos 4 virus infecciosos de la leucemia Moloney (M-
MuLV), lo que resulté en la generacién de la primcra cepa de ratones transgeénicos
{Jaenisch, 1976; Jaenisch, 1977). Por otro lado, la primeia vez que se logro la expresion
de¢ un transgen en ratones mediante la técnica de inycccidn directa del DNA exdgeno
dentru de prondcleos fué utlizando un gen de fusion que contiene la regidn promotora
del gen de la metalotioneina (MT) murina fusionada al gen estructural timida kinasa del
virus del herpes simplex (HSV-TK) o al gen de la hormona de crecimiento de rata
(Brinster et al., 1981; Palmiter et al., 1982). Desde entonces, muchos diferentes genes
exdgenos han sido insertados en la linea germinal del ratén mediante la inyeccion de

DNA. Obteniéndose de ello informacién muy importante:
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Desde una hasta mds de 100 copias del transgen se pueden integrar al genoma,
Cuando la integracion es multiple, las diferentes copias generalmente son
ardenadas una tras otra en una formacidn de cabeza a cola.

La integracion parece ser al azar,

Los transgenes se integran establemente y son transmitidos a las generaciones
subsecuentes. Sin embargo, existen al menos dos documentadas excepciones a
esta regla, en las cuales el DNA inyectado se mantuvo no integrado en forma de
episoma y fue wransmitido a la progenie de esa manera (Elbrecht et al., 1987,
Rassoulzadegan et al., 1986).

. El andlisis de las secuencias adyacentes en algunos casos ha demostrado la
presencia de rearreglos del DNA que tienen por objeto aminorar los efectos
producidos por 1a inscrcidn del transgen (Covarrubias et al., 1987).

Se ha encontrado que 1a expresion cspecifica de 105 transgenes, que también ¢s
establemente transmitida, es activa ya sea unicamente en un tipo celular, en
algunos tipos de células o en varios tipos de células.

Secuencias de vectores procariotes pueden resultar inhibidoras para la expresién
de algunos genes (Chada et al,, 1985; Townes et al., 1985).

cDNA carentes de intrones son menos eficientemente expresados que los genes
completos (Brinster et al., 1988).

La expresién es muy variable entre Ifneas de transgénicos independientes que
conticnen ¢l mismo transgen y la correlacién entre el nimero de copias y su
expresion es generalmente muy pobre. Esto puede deberse al sitio de integracidn

del transgen o a la carencia, lo cual es ¢l caso en la mayoria de las construgciones,



de alguna(s) secuencia reguladora importante que determinen su expresion

independientemente de |a posicién.

Una consecuencia muy importante de una expresidn transgénica correcta es que,
siempre que un promotor sea sujeto la regulacién a través estimulos externos (tales como
iones metdlicos, hormonas, antibidticos, etc.), esta propiedad es generalmente retenida en
los ratones transgénicos, 1o cual abre un camino al control in vive del efecto del producto

de un gen determinado mediante la creacidn de un ratén transgénico con un gen de fusion

(Jaenisch, 1988),

Infeccion retroviral.

A diferencia del DNA microinyectado, los retrovirus se integran al genoma can
un mecanismo precisamente definido. Solamente una copia proviral ¢s insertada en un
sitio cromosomal dado y no se inducen mds rearreglos del genoma huesped que una carta
duplicacidn de secuencias del huesped en el sitio de integracion (Varmus, 1982), Los
cmbriones de ratén en estado de preimplantacidn pueden scr expuesios a stocks virales
concentrados (Jaenisch, 1976) o co-cultivados sobre monocapas de células productoras
de virus (Jahner and Jaenisch, 1980). También existen métodas que permiten introducir
virus en embriones en ¢tapas post-implantacion entre los dias 8 y 12 de la gestacion
(Jaenisch, 1980). Aunque esto permite la infcccidn de células de muchos tejidos
somiticos, las células germinales son infectadas a una muy baja frecuencia (Soriuno and

Jaenisch, 1986). La principal ventaja en el uso de retrovirus o vectores retrovirales para la



transferencia de genes en animales es la facilidad técnica para introducir 1os virus en los
embriones en diferentes etapas del desarrollo. Ademds, se ha probado que es mas sencillo
el aislamiento de las secuencias del huesped adyacentes al inserto proviral que al de
aquellos adyaceates a insertos derivados de la inyeccién pronuclear. Esta ¢s una ventaja
importante cuando se tiene que identificar el gen endGgenoc alierado por la insercion del
transgen. Las principales desventajas en el uso de los retrovirus como vectores de
transferencia son el limite en el tamafio del DNA traducido y los problemas para

reproducir la expresion del transgen en el ammal.

Células embrionarias estamunales o pluripotenciales.

Las c€lulas embrionarias estaminales (ES) se establecen in vitro a partit de
blastocistos explantados y que mantienen sus cariotipos normales en cuitivo (Doetschman
et al., 1985). Cuando estas cé€lulas son inyectadas de nuevo dentro de blastocistos, tienen
la capacidad de colonizarlos y contribuir a la linea germinal del aniral quimérico
resultante (Bradley et al., 1984, Gossler et al,, 1986). Se pueden introducir eficientemente
genes dentro de las células ES mediante transfeccién de DNA o transduccién mediada
por retrovirus y las células resultantes ain mantienen su capacidad pluripotencial,
Utilizando esta tecnologia, se hun generado ratones a partir de clonas de células que
fueron seleccionadas in virro por un fenotipo especifico (Hooper et al., 1987, Kuehn et

al., 1987).

Expresién de transgenes en lejidos especificos.
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En los primeros experimentos de transgénesis solamente s¢ obtenia expresién baja
o extremadamente variable del transgen. Una de las primeras variables que se encontrd
que contribuia a esto fué que la presencia de secuencias procariotas en 10s transgenes
producia una inhibicion en la expresidn de algunos genes como el de B-globina, a-actina
y a-fetoproteina, Entonces s¢ comenzaron a utilizar transgenes a los cuales se les
removian estas secuencias antes de realizar las micromyecciones. Sin embargo, algunos
otros genes camo los de inmunoglobulina (Ig), elastasa y coldgeno al parecer no eran
afectados significantemente por la presencia de las secucncias procariotas y eran
cxpresados independientemente de la posicidn cromosomal en donde se habian insertado.
Al analizar las diferencias entre los genes que s{ eran afectados por las secuencias
procariotas y los que no se observd que estos ultimos contenian secuencias 5° con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion. De ahi se dedujo que en esas regiones
deblan encontrarse elementos reguladores que promovian la expresion de los genes.
Ahora sabemos que se trata de los promotores y enhancers. Los promotores estdn
localizados (en su mayorfa) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién y son
normalmente de una longitud de alrededor de 100 pb. Se requicren para que ¢l tnicio de
la transcripcidn sea precisa y eficiente, mientras que los enhancers tienen como funcién la
de aumentar la transcripcidn. La caracteristica distintiva de los enhancers es que pueden
actuar sobre los promotores desde grandes distancias, en una forma independiente de su
orientacién y algunas veces desde rio abajo de la unidad transcripcional (Lewin, 2000;

Maniatis et al., 1987).
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En los promotores se encuentran secuencias cuya funcion es la de controlar la
expresidn del gen. Entre estas, existe una region rica en AT que se conoce como la caja
TATA, ademds de uno o mis elementos de entre 8 a 12 pb conocides como elementos
promotores rio arriba (UPEs, por sus siglas en inglés: upstream promoter elements). En la
mayaria de los promotores la caja TATA se encuentra situada aproximadamente a 25 pb
rio arriba del sitio de inicio y tiende a estar rodeada de regiones ricas en GC, lo cual
parcce ser importante e€n su funcionamiento. Existe una minoria de promotores que no
contienen la caja TATA. De manera general, 1a transcripcién comienza con la unién de
factores de transcripcidn a la caja TATA, lo cual marca el inicio de la formacién del
complejo transcripcional. Ademads, existen también otras regiones consenso que son
requeridas para la unién del resto de la maquinaria transcripcional. Aproximadamente a
75 pb rio arriba del sitio de inicio (-73) se encuentra una de estas regiones, la caja CAAT,
llamada asi por su secuencia conscnso. La caja CAAT juega un papel crucial cn la
eficiencia del promotor mas no as{ en la determinacién de especificidad del musmo. Otra
secuencia importante es la caja GC que se lacaliza a -90 pb y contiene la secuencia
GGGCGG. Frecuentemente se pueden encontrar multiples copias de este elemento y

pueden estar en cualquier direccién (Lewin, 2000).

Estos son los elementos bésicos de un promotar y aunque la mayar{a de los
promotores comparten en cierto grado esta estructura, su funcionalidad y especificidad
van a depender de los factores de transcripcidn que se unan a él y si también a la
presencia o ausencia de enhancers, Por ejemplo, €l enhancer de g dirige la expresion de

Ig o myc a células B (Iglesias et al., 1987; Ritchie et al., 1984) pero incrementa la
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expresidn del antigeno T de SV4( en varios tejidos (Suda et al,, 1987). Se ha demostrado
que ¢xiste una gran variedad de promotores especificos para un solo tipo de tejido, lo cual
€s una gran ventaja en la praduccidn de ratones transgénicos porque con ellos es posible
dirigir la expresion de un transgen a un tejido especifico. En la TABLA 1 se muestra una
lista parcial de promotores especificos y el tcjido en el que son activos. También se ha
mostrado que los pramotures que son sujetos a regulacién por estiinulos hormonales o
ambientales son capaces de controlar apropiadamente la expresion de transgenes. Entre
estos se encuentran el promator de la metalotioneina, que es estimulado con metales
pesados (Choo et al., 1987; Palmiter et al., 1983); ademas de promotores regulados por
hormonas como el del virus de tumores mamarios de racon (MMTV-LTR) (Choi et al.,
1987), el gen de la transferrina (Hammer ot al., 1986) y el gen H-2 E, (Le Mcur et al,,

1985), entre otros.

Aplicaciones de la tecnologia transgénica

Modelos de oncogénesis y enfermedades. La tecnologia transgénica ha sido de mucho
valor en el estudio de las consecuencias de la expresion de oncogenes en los animales.
Caon el uso de ratones transgénicos se han podido abordar problemas que no era posible
aclarar satifactoriamente en cultivos de tejidos. Por ejemplo, se puede saber que tipo de
tejidos son mas susceptibles a la actividad transformante de un oncogene, se puede
establecer la relacién entre las multiples etapas de la oncogénesis asi como la
caoperatividad entre oncogenes y el efecto de los oncogenes sobre el crecimiento y la

diferenciacion. Cuando un gene celular es introducido a la linea germinal bajo el control
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Tejido Gen o Promotor

MBP, Thy-1, NFP, GRH, VP

Cristalina

Cerebro

Cristalino
Células Epiteliales de Glandula Mamaria B-Lactoglobulina, WAP

Espermatidas Protamina

Pancreas Insulina, Elastasa

Rifién Ren-2

Higado Alb, AGP-A. CRP, 02u-G, AAT, HBV

Saco Vitelino o-Fetoproleina

Tejidos Hematopoyéticos

= (Células eritroides B-Globina

=  (Células B Klg, nlg

= (Células T Receptor de Células T, Ick

= Macrofagos M-MuLV LTR

Tejido Conectivo MSYV LTR, Colageno, Vimentina

o-Actina, Cadena Ligera de Miosina
H-2 (HLA), f2-m, CuZn SOD

Musculo

Varios Tejidos

ATT, al-antitripsina; AGP-A, al-glicoproteina 4cida; Alb, albimina; 0.2u-G, o2u globulina; f2-m, cadena
B2 de Ia microglubulina; CRP, Proteina C-reactiva; CuZn SOD, Dismutasa superexidasa de Cu/Zn; HLA,
Antigenos de histocompatibilidad; MBP, Proteina miclina basica; MSV, Virus del sarcoma muring; NFP,

Proteina de neurofilamentos; Ren-2, Renina 2; VP, Vasopresina; WAP, Proteina acidica whey. Adaptada de

Jaenisch, Science, 1988.

TABLAI. Promotores tejido especificos que se utilizan en la generacion de ratones

transgénicos.
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de un promator exdgeno, se asume que el fenotipo obtenido en los animales transgénicos
revelard uo solamente las consecuencias patoldgicas de {a expresion no regulada del
transgen, sino que también ayudari en el anélisis de su funcién normal en el desarrollo y
diferenciacion. Por otro lado, los fenotipos que se han inducido en ratones transgénicos
mediante la expresion de genes virales han venido a constituir excelentes modelos para el
estudio de enfermedades que en algunos casos son muy parecidas a 1as humanas. La tabla

2 muestra algunos oncogenes que han sido expresados transgénicamente en ratones.

Sistema Inmune. Los ratones transgénicos también han sido importantes en €l estudio de
la expresién de inmunoglobulinas. Se ha mostrado que genes de Ig funcionalmente
rearreglados al ser introducidos en linea germinal se activan y alteran la expresidn del
repertario de Igs endégenas (Ritchie et al., 1984). Asf, se ha encontrado que las cadenas
ligeras y pesadas, cuando son expresadas en suficiente cantidad, pueden interferir por
algdn mecanismo de autoregulacién con rearreglos posteriores de genes de Igs, as{ como
causar anormalidades muy complejas en ¢l sistema inmune. También s¢ han usada
ratones transgénicas en el estudio de los genes de clase [ y clase II del complejo mayor de

histocompatibilidad (Le Meur et al., 1985; Pinkert et al., 1985; Yamamura ¢t al., 1985).

Marcadores de linaje. Un tépico muy importante en la biologia es la construccidn de
mapas confiables que describan la ascendencia, la locacién y el compromiso celular en el
embrién en desarrollo. En ¢l estudio del linaje celular del embrién implantado era
necesario el desarrollo de marcadores estables de las células progenitoras individuales

que dejaran el embridn inalterado. La intoduccion de DNA exdgeno en embniones
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Afectado

Oncogene

Tipo de construccién

Fenoiipo

Organe o tejido

Referencia

Pancreas

Glandula Mamaria

Glindula Salivar

Piel

Cerebro

Sist. Nervioso
Periférico
Ojo

Higado
Pulmén

Endotelio Vascular

Ctlulas Linfoides

Corazdén

Hueso

Testiculos

Sv40
SV40
SV40
c-myc
c-myc
Ha-ras
Ha-ras
c-ney

Ha-ras
Ha-ras

Papiloma
bovino
SV40
SvV40
SV40
Sva0
V40
SV40
Ha-ras
Regtdn T-
media de
Polioma
c-myc

c-myc

c-myc

Sv40

SV40

c-myc

Elastasa 1 de rata (tE1)

Enhancer dc SV deletado® (SVA-
e-MGH)

Insulina L de rata (RIP!-Tag,
{RIR-Tag)

Promotor/enhancer de MMTV"
(MTV/c-mye)

Promotor de la proteina acidica
whey de ratén (wap-myc)
{wap-ras)

Promotoi/enhancer de MMTV
(MTV/v-Ha-as)
Promotor/enfiancer de MMTY
(MTV-c-neu)

{wap-ras)

Promotor/enhancer de MMTV
{MTV/V-Ha-ras)

Pldsmido linearizado (BPV-1}

Adenovirus 2y 5 (pK4)

Gen de fusion de metalotionefna
(SV-MGH)

Enhancer de ig humana y
promotor T de SV40F (Ig/Tp-T)
Enhancer deletado de SV
(SVAe-MGH)

Promotor del ¢eA-cristalino (o-
crys-Tag)

Enhancer deletado de SV *

{8V Ae-MGH)

Enhancer de Ig huruana (Ig/Tp-
ras)

Retrovirus no replicable (py-
MT)(N-TKmt)"

Enhancer de lg murina {Ep-
myc)

Promotor/enhancer de MMTV "
MTV/c-myc)

Enhancer de Ig humana® (1g/Tp-
myc)

Secucncias adyacentes al gen de
muring de la protamina 1 (mPL-
Sv40)

Secuencias adyacentes al gen de
muring de ia protamina I {mP1-
Sv4)

Promotor/enhancer de MMTV ®
(MTV{c-myc)

Tumores de células
acinares

Adenomas de cels. De
isletas

Hiperplasia de cels. B

Adenocarcinomas
Adenocarciromas

Tumores de lento
desarrollo
Adenpcarcinomas

Adenocarcinomas

Adenocarcinomas
Adenocarcinomas

Fibropapilomas

Glioblastomas
Papilomas en el plexus
coroideo

Tumaores en el plexus
coroideo

Neuropatias
deswclinizantes
Tumaores en las cels.
Epiteliales del cristalino
Carcinomna

Tumores adenoniatosos
multicéntricos
Hemangicmas

Linfomas de cels. B
Linfomas B, T,noB y
no-T

Linfomas pre-B

Rhabdomio-sarcomas

Qsteosarcomas

Neoplasmas de cels. de
Sertoli

Ornitz er.al. 1987
Messing et.al. 1985
Hanzhan 1985
Stweart et.al. 1984
Schoenenberger et.al.
1988

Andres et.al. 1987
Sinn et.al. 1987
Miller et.al. 1983

Andres et.al 1987
Sina etal. 1987

Lacey et.al. 1986

Kelly st.al. 1986
Palmiter et.al. 1985

Suda et.al. 1987
Messing et.zl. 1985
Mahon et.al. 1987
Messing et.al. 1985
Suda etal. 1987

Bautch et.al. 1987
Williams et.al. 1988

Adams er.al. 1935
Leder et.al. 1986
Suda ct.al. 1987
Behringer et.al. 1988

Behringer et al. 1988

Leder et al. 1986

a Como gen de fusién con el gen de la hormona de crecimiento metalotioneina humana

b MMTV, mouse mammniary tumor virus (virus de tumores de glandula mamaria de ratén)

¢ Enhancer de la inmunogiobulina humana y promotor T de $V40
d Regién t-media ligada al promotor de la timidina kinasa del virus del herpes simplex.

TABLA 2. Oncogenes que han sido expresados transgénicamente en ratones.
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después de la etapa de una célula produce mosaicismo genético que puede ser utilizado
para analizar tales relaciones de linaje. El primer estudio de este tipo, que utilizd
retrovirus como marcadores genéticos, mostrd que aproximadamente 8 células cran
asignadas para la formacidn de todos los tejidos somdticos, mientras que las células

germinales parece ser que son asignadas antes que las somaticas (Soriano and Jacnisch,

1986).

Marcadores para regiones cromosomales. La insercién de DNA exdgeno puede servir
como marcador molecular para las regiones adyacentes del loci huesped para las cuales
no seria posible obtener sondas de alguna otra manera. Por ejemplo, un genoma proviral
integrado en la regidn pseudoautosomal de los cromosomas sexuales del ratén resultd ser
un marcador Gnico para ¢l anilisis de esta regidn, que estd compuesta de secuencias

altamente repetidas (Harbers et al., 1986; Soriano ¢t al., 1987).

Muiaciones en ratones transgenicos. La insercion de transgenes en el genoma celular
puede causar mutaciones debido a la eliminacién de la funcidn de un gen enddgeno. La
mayoria de las inserciones producen mutaciones que son tecesivas y han sido observadas
lo mismo en embriones infectados con retrovirus que en aquellos en donde se utilizé la
microinyeccién de pronicleos para su generacion. Los retrovirus inducen mutaciones a
una frecuencia de alrededor del 5 al 6 %, mientras que con la inyeccidn del trunsgen en
los promiicleos parece ser que dicha induccidn es mayor (Copeland et al., 1989; Spence et
al., 1939). La generacién de mutantes por insercion de transgenes es atractiva debido a

que, como s¢ mencionaba en la parte anterior, el mismo DNA introducido puede ser
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wtilizado como sonda para idensificar el sitio de insercidn y las secuencias del huesped

adyacentes al mismo.
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ANTECEDENTE

P33 es un gen supresor dc tumores que se encuentra involucrado, directa o
indirectamente, en la mayoria de las neoplasias humanas. La observacion de que habia
una frecuencia extraordinariamente alta de mutaciones en p53 en diversos tipos de
cdnceres humanos, ha side confirmada y ampliada con el andlisis de mds de 2500
tumores y lineas celulares de tumor. Més de la mitad de las principales formas de c¢dncer

conticnen mutaciones en p33 (Hollstein et al., 1994; Hollstein et al., 1991).

p53 es crucial para la regulacidn del ciclo celular bajo condiciones de daiio al
DNA y fué identificado originalmente por su asociacién con la oncoproteina vical
antigeno T grande de SV40 (Lane, 1979). Debido a que p53 se encontrd asociada con
una oncoproteina viral, en niveles elevados en células transformadas [Oren, 1982 #3 y a
que mostrd cooperacion con ras para transformar células (Eliyahu et al,, 1984; Parada et
al., 1984), se le consideré en un principio como un oncogene. Pero subsecuentes
investigaciones indicaron que el gen p53 estaba mutado y que su funcién real es la
regulaccidn del crecimiento celular y por lo tanto, que debia ser reclasificado como un

supresor de tumores,

El gen pdJ estd localizado en el cromosoma LL en el ratén y en el 17pl3 en el

humano (Benchimol et al., 1985; Donchower et al., 1992). Coutiene 11 exones, el
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primero de los cuales es no codificante (Oren, 1985). Este gen se encuentra conservado
entre todas las especies vertebradas analizadas, incluyendo humano, ratdn, rata, mono,
rana y trucha. A nivel de proteina se distinguen 5 regiones muy conservadas entre las
diferentes especies, y corresponden a los siguientes aminoacidos: [, 13-17; I, 117-142;
IOI, 171-181; IV, 234-258 y V, 270-286 de¢ la proteina humana (figura 2). La homologia
en §a secuencia de aminodcidos de la proteina p33 entre el humano y €l ritén es de 31 %,
mientras quée su homologia en las regiones altamente conservadas es de 99 % (Soussi et

al., 1990).

La protefna 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 aminodcidos dan algunos indicios de su
funcidn. El extremo amino terminal contiene un grupa de residuos acidicos dispuestas en
alfa hélice, que ey un dominio comiin en muchos activadores transcripcionales acidicos.
El extremo carboxilo contiene una region bdsica dispuesta en alfa hélice (Soussi et al.,
1990) que estd involucrada en oligomenizacion (Sturzbecher et al., 1992). En esta regién
tambien se encuentran tres sefiales de translocacidn al niicleo (Shaulsky et al., 1990), las
cuales estan muy conservadas en las proteinas p53 de mamiferos. Aqui también radica la
capacidad de unidn inespecifica al DNA (Foord et al_, 1991), ya que se ha demostrado
que proteinas p33 con el extremo carboxilo truncado no oligomerizan ni se pueden unir al
DNA. En cuanto a la regién central de la protefna, la cual es hidrofobica, rica en prolina
y conformada por iaminas beta, es la que le da especificidad de unién al DNA, es por €50

que esta regién es mds conservada que las regiones amino y carboxilo terminales y
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Dominio de unién

< s s » Dominio de unién
Dominio de activacién inespecifica al DNA y
transcripcional de oligomerizacion
K 1 v v i

SLN1 SLN2Z SLN3

Figura 2. Estructura de la proteina p53 humana. N, terminacién amino. C, terminacién
carboxilo. P, sito de fosforilacion. SLN, seiial de localizacién nuclear. I, II, III, IV y V,

dominios altamente conservados entre especies. Las lineas verticales indican los sitios

altamente predispuestos a mutaciones.
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contiene cuatro de los cinco domunios altamente conservados de p33 (Soussi et al.,
1990); en esta regién se localizan la mayoria de las mutaciones que inactivan a pS3 y que
estan asociadas con tumores humanos (Hollstein et al., 1991). Las mutaciones en esta
region cambian la conformacién de la proteina de manera que ya no es reactiva a
anticuerpos que reconocen a la proteina p53 en estado silvestre (Pab246) y se vuelve
especifica para otros anticuerpos que reconocen esta region mutada, tales como Pab246
(Gannon et al., 1990}. Ademas, s¢ ha encontrado que tanto mutaciones como deleciones
en esta regién eliminan la actividad transcripcional de p33 en algunos modelos

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

La inactivacidn de p33 es un evento crucial en el desarrollo de muchos tumores de
origenes diversos, y ¢s en realidad, ¢l gen mis frecuentemente mutado en cancer
(Hollstein et al., 1921). Las alteraciones consisten normalmente de una mutacién puntual
en uno de los alelos y delecidn o rearreglo en ¢l 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 transcripcion de genes blanco (De
Fromentel and Soussi, 1992; Hollstein et al., 1991; Levine et al., 1991). Otros
mecanismos por los cuales se puede inactivar pS3 en tumores son; exclusion nuclear
(Moll et al., 1992), inactivacidn viral y amplificacion del gen mdm2. La unidn 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 amplificacidn del gen
mdm2, que ocurre ¢n el 33 % de los sarcomas, resulta ¢n la sobreproduccidn de la

proteina MDM2 que inhibe las funcianes de p53 (Momand et al., 1992; Oliner et al.,
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1992). Por lo tanto, ademds de las mutaciones en el gen p33 per se, alteraciones en otros

componentes de su via contribuyen también al desarrollo de tumores.

Mutaciones congénitas de p3¥ en linea germinal estdn asociadas con el sindrome
de Li Fraumeni (LF3) (Malkin et al.,, 1990; Srivastava ¢t al.,, 1990). Este sindrome
familiar es un desorden autosomal familiar que se caracteriza por una aparicion temprana
de multiples tumores primarios en tejidos suaves. Mas del 60% de lus familias con LFS
presentan mutaciones en uno de los alelos del gen p53 (Evans and Lozano, 1997). La
herencia en la linea germinal de un alelo mutante de p5J incrementa considerablemente
la predisposicidn al desarrollo de tumores, ya que tnicamente se requerird de inactivar el
alelo silvestre restante, hecho que ha sido encontrado en numerosas musstras de tumores
provenientes de estas familias (Barel et al., 1998; Hung et al., 1999; Sedlacek et al.,
1998). La eliminacidn del gen p53 del genoma de ratones a través de recombinacidn
homdloga produce ratoncs que, aunque son morfolégicamente normales, desarcollan
tumores a una velocidad muy elevada comparada con aquellos que adn tienen pj3J
(Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994). Una vez mis, la ausencia de p53 muestra

que es un factor de propension para tumorigénesis.

Estudios en cultivo de tejidos han comprobado el efecto que tiene pS3 como
agente supresor de tumores. La introduccién de p53 en células cultivadas de carcinoma
colorrectal que carecen de p53 redujo ¢l fenotipo tumorigénico de estas células (Baker et
al,, 1990). En ensayos de formacion de focus, p33 redujo la transformacién mediada por

la combinacidn de varios oncogenes cooperadores (Eliyahu et al., 1984).
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El mecanismo molecular por medio del cual p53 funciona en la célula para
regular su crecimiento ain no s¢ ha definido en su totalidad. p53 estd involucrado en una
variedad de procesos celulares, entre los que se incluyen: transactivacion, muerte celular
programada (apoptosis), ciclo celular, reparacién del DNA y replicacion (Friedman et al.,
1990; Sturzbecher ct al., 1988; Tack ¢t al., 1989). Algunos trabajos indican que la
replicacidn puede ser una respuesta a activadores transcripcionales (Baru et al., 1991). Se
ha mostrado que p53 inhibe la replicacion inducida por el antigeno T mayor de SV40
(Bargonetti et al., 1991), y que se une 4 lu protefna A de replicacién (Dutta et al., 1993;
Li and Botchan, 1993). También, algunos experimentos indican que p53 produce una
inhibicién de la division celular en la etapa tardia de la fase Gl del ciclo celular, esto es,
un poco antes de que la replicacion, que se produce en la fase §, tome lugar (Baker et al.,

1990; Chen et al., 1990).

Muchos tipos de c¢€lulas transformadas, como el carcinoma colorrectal (Baker et
al., 1990), osteasarcoma (Chen et al., 1990), fibroblastos transformados de rata (Martinez
et al., 1991), glioblastomas (Mercer et al., 1990) y leucemia mie¢loide crénica (Johnson et
al., 1991), detienen su divisidn cuando ¢l p33 silvestre ¢s sobreexpresado. En tanto que
cn otros tipos de células, esta sobreexpresion las conduce a una muerte celular
programada. La induccién de p53 silvestre en células de leucemia mieloide (Yonish-
Rouach et al., 1991), linfoma de Burkitt {(Ramqvist et al.,, 1993), eritroleucemia y cancer
de colon, lieva las células a apoptasis tres o cuatro horas después de la expresidn de p53

{Yorush-Rouach et al., 1993). Sin embargo, la causa de que la sobreexpresidn de p53
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algunas veces produzca inhibicién de la divisién celular, mientras que otras apoptosis,

adun es desconocida,

Muchos aspectos de la via de 53 adn necesitan ser descifrados. Normalmente las
células tienen un nivel basal de la proteina p53, pero este se ve incrementado
drasticamente cuando ¢l DNA es dafiado por agentes tales como: luz ultravioleta (U.V.),
tadiaciones ionizantes, choque térmico, hipoxia, hiperoxia y drogas quimioterapeuticas.
En respuesta a la mayoria de estas agentes, los niveles de la proteina p53 se incrementan
de 1 a 12 horas después del tratamiento, Este aumento ¢s debido a la combinacidn de una
elevacion en la traduccién de p53 y una inhibicién en su degradacién (Maltzman and
Czyzyk, 1984). La generacién de cortes a la doble cadena de DNA induce la activacién
de p53, ademds, p33 tiene afinidad por DNA de cadena sencilla y por extremos cortados
de DNA. La ausencia de actividad de p53 debida a mutaciones en el propio gen o a
alteraciones en la via de sefializacion que es activada por p33, permite que la célula
contintie su ciclo a pesar de dados en el DNA. Esto provoca que la descendeacia acumule

mutaciones gue la puede llevar a 14 inmortalizacion y (ransformacion.

La capucidad de desarrollar ratones carentes de p5J3 demostrd que p33 no es
indispensable para el crecimicnto, diferenciacién y desarrollo de los ¢mbriones
(Donehower et al., 1992; Jacks et al., 19Y94). Sin embargo, estudios posteriores han
demostrado que el fondo genético en el cual se encuentra inactivado el gen p53 puedc
influenciar significativamente €l {enotipo de los ratones carentes de p53. Los ratones que

son heterocigotos para el alelo mutante de p33 desarrollan tumores desde los 9 meses de
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edad y presentan una sobrevivencia promedio de 18 meses. Estos ratones muestran una
gran variedad de tumores, siendo los sarcomas los de mayor prevalencia. En los pacientes
de Li-Fraumeni el tipo de tumor mds frecuente también son los sarcomas, lo cual
convierte a estos ratones en un muy buen modelo de estudio para el sindrome de Li-
Fraumeni. Por otro lado, los ratones que carecen de 233 son también muy susceptibles al
desarrollo de tumores, aproximadamente un 75 % de ellos presentan miiltiplcs tipos de
tumores a los seis meses de edad y tienen una svbrevida promedio de 19 semanas. El
principal tipo de tumor que se desarrolla en estos ratones es el linfoma de tima, con una
incidencia de alrededor del 71%. Mientras que un pequeiiv porcentaje de ellos desarrollan
algun otro tipo de tumor, ya sea solo o en conjunto con el linfoma de timo. Durante el
desarrollo embrionario de estos ratones, a excepcidn de que 20% de las hembras -/-

desarrollan exencefalia (Sah et al., 1995), no se observan otras anormalidades.

Aunque no estd completamente entendido como p53 lleva a cabo su efecto en las
células, es claro que la funcidn de activar la transcripcién es uno de los principales
aspectos de sus efectos bioldgicos (Crook et al., 1994; Pietenpol et al., 1994). La
identificacion 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. Existen varios genes que se consideran mediadores de la respuesta de p53 y
que son particularmente relevantes para las funciones biolégicas de p53, algunos de los
cuales se mencionan a continuacién: p2I*4F“%!  que codifica una proteing inhibidora de
kinasas dependientes de ciclina (CDKs), induce arresto en la fase Gl del ciclo celular

dependiente de p53. Aln y cuando los ratones que carecen de p2! son viables y no
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desarrollan tumores, tienen una deficiencia de alrededor del 60% en la induccidn de
arresto celular dependiente de p53 (Brugarolas et al., 1995; Deng et al., 1993).
Recientemente se describié un nuevo gen blanco de p53 que también estd implicado en
inhibicién del crecimiento, 14-3-3a (HMEIL, Strarifin), s6lo que el producio de esie gen
genera inhibicidn de ciclo celular en la fase G2 (Hermeking et al., 1997) y no en Gi
como lo hace p2l. La expresidn exdgena de esta proteina produce un bloquea del ciclo
celular no coordinado, con sintesis de DNA pera sin mitosis, que da lugar a poliploidia.
Otro gen implicado en control de crecimiento ¢s PTGF-8 (p53-induced Transforming
Growth Factor f), que se expresa altamente en placenta, estd implicado en la formacién
de cartflago y hueso, ademds de tener actividad anti-inflamatoria e inhibir [a proliferacién

de progenitores hematopoyéticos (Tan et al., 2000).

Entre los genes blanco de p53 que estan involucrados en la via de apoptosis se
encuentran: bax, que pertenece a la familia de Bcl2, es regulado positivamente por p53 y
codifica una proteina que promuecve apoptosis (Miyashita and Reed, 1995}, Fas/APO-{,
receptor de la familia del receptor de TNF (TINF-R} que activa apoptosis después de la
unién de anticuerpos especificos (Owen-Schaub et al., 1995). IGF-BP3 (Insulin-like
growth factor binding protein 3), la proteina codificadu por este gen, inhibe la
sefializacidn por el factor de crecimienta tipo insulina y por lo tanto, es antimitogénico, lo
cual representa atra posible via por la cual p33 puede mmhibir el crecimiento (Buckbinder
et al., 1995). PAG608/wig-1, produce una proteina que se localiza principalmente en
nucledlo y cuya expresion se induce por dafio al DNA y activa apoptosis (Israeli et al.,

1997). KILLER/DRS, otro miembro de la familia de TNF-R que activa la cascada de
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caspasas (Wu et al., 1997). TRUNDDP*#TRILE yp receptor *falsa’ de TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) que retrasa la apoptosis mediada por KILLER/DRS y
p33 (Meng et al., 2000). PUMA, su producto contiene dominios BH3 clisicos de la
familia de Bcl2 los cuales utiliza para unirse a Bel2 y de esa manera inducir Lla activacion
de apoptosis (Nakano and Vousden, 2001; Yu et al., 2001). NOXA, proteina inducida por
rayos X que también contiene dos dominios BH3 y se localiza en la mitocondria, donde
activa la caspasa 9 (Oda et al., 2000). PERP (p53 apoptosis Effector Related to PMP-22),
proteina transmembranal que se activa rdpidamente después de dafio al DNA e induce
apoptosis (Attardi et al., 2000). HSP27, proteina de choque térmico cuya expresion ¢s
inducida por eliminacion de andrégeno y que estd implicada en resistencia a apoptosis
inducida por drogas citotdxicas (Gao et al., 2000). PS3AIP1 (pS3-regulated Apoptosis
Inducing Protein 1), proteinag mitocondrial que depende de la fosforilacion de [a serina 46
de p53 para su activacidn transcripcional y que provoca muerte celular por la disipacién
de la molécula AWm mitocondrial (Oda et al., 2000). PSIDINP1 (p53-dependent
Damage-Inducible Nuclear Protcin 1), la sobre-expresién de su proteina induce la
fosforilacion de la serina 46 de p33, que induce p33AIPl y por consecuencia apoptosis
(Okamura et al., 2001). Sin embargo, minguno de estos genes ha mostrado de manera
individual ser escencial para la apoptosis dependiente de p33. Por ejemplo, ratunes
carentes de Bax o Fas pueden presentar apaptosis dependiente de p53 (Knudson et al.,
1995; Reinke and Lozano, 1997). Esto es debido muy probablemente a que varios de los
genes mencionados pueden tener funciones redundantes y la eliminacion de uno de ellos
es compensada por otro. Ademds, existen reportes que sugieren que p53 es capaz de

inducir apoptosis independiente de transcripcidn (Caelles et al., 1994). Pero
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recientemente se generd un raton que tiene mutado el gen de p53 (Leu25 a Glu, Trp26 a
Ser) y produce una proteina cuyo linico defecto es que no puede inducir transcripcidn
(Jimenez et al., 2000). Las ratones homocigotos para esta mutacion presentan un fenatipo
muy similar al de los ratones que carecen de p33, lo que indica que la funcionalidad de
p53 es principalmente a través de la activacién de la transcripcidn de sus genes blanco.

La {igura 3 muestra lus vias de p33 y algunos de los genes iplicados en lus mismas,

Owros genes blanco de p53 que no estdn implicados en inhibicién del crecimiento
celular o apoptosis son: mdm2 codifica una proteina que forma un complejo con p53 ¢
inhibe su capacidad de activacion transcripcional; GADD45, cuyo producto interactda
con el factor de replicacién y reparacién PCNA ¢ inhibe la entrada de las células a la fase
S; ciclina G, que codifica un ciclina, la que alin no se ha demostrado se asocie a 0 active

a alguna CDK conocida.

Mds candidatos para genes de respuesta a p53 incluyen los que codifican para el
factor de crecimiento transformante alfa (TGF-¢t), trombospondina- 1, metaloproteinasas
de matriz (MMPs), catespina D, Kang ai (KAIl) factores de crecimiento de fibroblastos,
retinoblastoma, PCNA, el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF), ciclina D,
creatina kinasa y el gen dc la resistencia a multidrogas 1 (MDR1) (Dameron et al., 1994,
Ko and Prives, 1996; Sun et al., 1999). Recientemente se han identificado mas genes
blanco de p33: La enzima antioxidante Glutation Peroxidasa (GPX) (Tan et al., 1999), la

proteina de umién a Calcio S100AZ, TPSITG! (Takeietal., 1998), TPS3ITG3
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Figura 3. Las vias de p53. Las flechas (| ) representan inducci6n, mientras que las otras

lineas (L) representan bloqueo.
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(Ng et al., 1999}, p53R2 (Tanaka et al., 2000), GML (Furuhata et al., 1996), P2XM

(Urano et al., 1997), BA/l (Nishimori et al., 1997) y CSR (Han et al., 1998).
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El gen mdm2 fue clonado originalmente de la linea celular munina ransformada
JT3DM. Es uno de tres genes mantenidos establemente en la forma de minutos dobles
(murine double minutes) y es el responsable de la transformacién de la Ifnea celular
3T3DM (Fakharzadeh et al., 1991). Esto se confirmé al demostrarse que la
sobreexpresién de MDM?2 ocasiond una transformacidn de las lineas celulares NIH3T3 y
RATZ, Ademas, estas ¢élulas produjeron tumores en ratones desnudos mientras gue las
células parentales no lo hicieron. La sobreexpresion de mdm?2 también ocasiond
transformacion de una linea celular normal de fibroblastos de embridn de rata (FERs) en
combinacién con el gen ras activado (Finlay, 1993). Estos datos apoyan el hechao de que

el gen mdm?2 es un oncogene.

La clonacién y secuenciacion del gen mdm2 indicé que tiene dominios similares a
los factores de transcripcion (Fakharzadeh et al., 1991). Actwalmente el gen mdm2 se ha
secuenciado en humano, bamster, ratén, pez zcbra y rana. Su alineacion mucstra tres
regiones con alta identidad y se les ha denomuinado CR1, CR2 y CR3, La identidad entre
cllas es de 45%, 37% y 48% respectivamente, que es alta si se compara con 16% de
ilentidad total entre dichos genes (Momand et al., 2000). MDM2 tiene un dominio de
unién a zinc llamado dedo de anillo (figura 4)(Boddy et al., 1994). También cuenta con
un dominio acidico entre los aminodcidos 230-301, que consta de un 37 % de residuos de
acidos aspartico y glutamico. Este dominio es capaz de activar la transcripecidn cuando se

fusiona al dominio de wnién al DNA lexA (Olineretal., 1993). Ademds, se han
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p19A/p14At

Figura 4. Organizacion de la proteina MDM2. SLN, seiial de localizacién nuclear. SEN,
senal de exportacién nuclear. CR, regiones conservadas entre diferentes especies. Las
lineas horizontales indican la regién a la cual se unen las moléculas indicadas bajo cada

linea.
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encontrado una sefial de localizacién nuclear (SLN) entre los aminoidcidos 178-182, para
dirigir el transporte de MDM2 hacia dentro del micleo; una sefial de exportacién nuclear
(NES) que permite que MDM2 viuje del nicleo al citoplasma y; un dominio de unidn de

ATP (Momand et al., 2000),

Después de su identificacién como un oncogeng, s¢ descubrié que mdm2 es
activado transcripcionalmente por p53 y que su producto se une a p33 e inhibe sus
funciones, formédndose de esta manera un feedback de autoregulacion (Barak et al., 1994;
Juven et al., 1993; Wu et al., 1993). Se conocen tres mecanismos por medic de los cuales
MDM?2 puede inhibir las funciones de p53 (figura 5): inhibicién transcripcional (Barak et
al.,, 1993; Momand et al., 1992), exclusién nuclear (Tao and Levine, 1999) y
ubiquitinacidén (Honda et al., 1997). Especificamente, MDM2 se une a la regién amino
termminal responsable de la activacidn tanscripecional de p53 y bloquea la mteraccion de
p53 con TAF40 yTAF60, que son requeridos para la transactivacién (Chen et al., 1993;
Haines et al., 1994; Oliner et al., 1993). Ademds, cuando MDM2 se une a p53, ¢l
complejo es exportado al citoplasma mediante la sefial de exportacién nuclear de MDM2,
hecho que impide que p33 se una al DNA y ejerza su accidn transcripcional. El otro
proceso de inactivacidn es la ubiquitinacidn de p53, que lo marca para degradacién. La
ubiquitina ¢s un residuo proteico de 76 AAs que se une covalentemente a las proteinas
substrato en sus grupos amino primarios {(como la terminacién amino o los residuos de
lisina) (Hershko and Ciechanover, 1998) y produce una cadena de poli-ubiquitina. La
canjugacidén con ubiquitina marca las proteinas para una protedlisis rdpida por un

proteosoma 265 que reside en el citoplasma. En uno de los pasos que conducen a la
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protedlisis de p353, se produce la transferencia de una unidad de ubiquitina de un residuo
de cisteina (Cys464) de MDM2 a p53 (Lys386). Sin embargo, esto no estd
completamente claro ya que existen datos que indican que p33 es mono-ubiquitinado en
varios AAs (Lai et al., 2001). MDM2 es una ubiquitina ligasa E3, que actia camo la
unién entre p53 y las enzimas ubiquitinantes E1 (enzima activadora de la ubiquitina) y E2
(Ubc4). Se ha observado que una proteina MDM?2 mutante que es incapaz de unirse a
p30Q (un co-activador dg¢ p53) es capaz de unirse a p53 y promover su ubiquitinacion e
inhibir su actividad transcripcional, pero no produce la degradacién de p53 (Zhu et al.,

2001).

La interaccién de MDM2 con p53 desperté mucho interés en ¢l estudio de mdm2
debida a que pJ3 se encuentra mutado en mas del 50 % de cdnceres humanos (Greenblatt
et al., 1994), La significancia biolégica de¢ la interaccion entre estas dos proteinas fué
esclarecida cuando se analizaron muestras de tumores en busca de madificaciones de
mdm2. La clonacidn y localizacién del gen mdmZ del humano indicS 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 revelé amplificacion del gen
mdm?2 en aproximadamente un tercio de los tumores. Muchos de los tumores que tenfan
mdm?2 amplificado, tambien contenfan p53 silvestre (Qliner et al., 1992). También se ha
encontrado amplificacion de mdm2 en glioblastomas y carcinuma de pecho (Reifenberger
et al., 1993; Sheikh ct al., 1993). Otros estudios han ayudado al entendimiento de las
consecuencias bioldgicas de la sobreexpresion de MDM2 en cultive de tejidos € indican

que podria cooperar con ras ¢n la transformacion de FERs. El andlisis detallado de este
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Joci revel6 la presencia de p53 silvestre, en contraste a otros estudios que reportan que la
transformacién por myc y ras no puede tolerar la expresién de p57 silvestre. Esto lleva a
la hipdtesis de que la sobreexpresion de MDM?2 causada por la amplificacion del gen

representa un mecanismo alterno para inactivar la funcién de p53.

La relacion entre MDM2 y pS53 va mds alla de interacciones proteina-proteina. 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 p53. De hecho,
la unidn de p53 al gen mdm?2 estimula la transcripeién de un transcrito dnico que produce
una proteina MDM2 capaz de unirse 4 p53 e inactivarlo (Barak et al., 1994; Juven et al.,
1993; Wu et al., 1993). Estos datos demuestran claramente un feedback autoregulador

por medio del cual pS3 y MDM?2 se regulan uno a otro.

Para estudiar las interacciones de MDM?2 y pS3 in vivo se inactivé el gen mdm2
en ratones utilizando recombinacidon homéloga en células embrionarias estaminales (ES).
Se obtuvieron ratones heterozigotos para el alelo inactivado de mdm2 y fueron
fenotipicamente normales y fértiles, Sin embargo, no se identificaron mutantes
homozigotos entre mis 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 logrd saber que mueren entre los 3.5y 5.9

dias de gestacion ,
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Ya que p53, p21 y mdm2 son aliamente expresados en células ES, la cual indica
que s¢ 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 ¢ inhibicién de la divisién celular
dependientes de p53. Como los ratones deficientes en p33 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 genética deficiente de p53, pero no cuando p53 era heterozigoto o silvestre. El
rescate de la letalidad de embriones mdm2 -/- en un fondo genético deficiente de p53
sugiere que una de las principales funciones de MDM2 es la de regular negativamente la
actividad de p53 (Jones et al., 1995; Montes de Oca Luna et al., 1995). Posteriormente se
comprobd que ly muerte de estos embriones es a través de la via de apoptosis (Lisa L.
Amclse, comunicacidn directa). Estos datos muestran que MDM?2 es un regulador
negativo de p33 in vive y que la letalidad de los embriones carentes de MDM2 es debida
a una actividad no regulada de p53 que termina en la apoptosis del embridn. Ademds,
estudios realizados en los cuales se reintrodujo p53 en MEFs p3J3-/~mdm2-/- e indujo
apoptosis, corrobararon los datos obtenidos anteriormente in vivo (de Rozieres et al.,
2000}. Estudios posteriores en MEFs y tumorigenesis mostraron poca diferencia
fenotipica entre ratones p53-/- y ratones p53-/-mdm2-/-, lo que sugiere que la iinica

funcién de MDM?2 es regular a pS3 (McDonnell et al., 1999; McMasters et al., 1996).

Estudios de expresidon transgénica de MDM2 han sugerido funciones de MDM2

que son independientes de p53. La sobre-expresion de MDM?2 en gldndula mamaria de
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ratonas lactantes mostré que el 16% de las ratonas que hubieran tenido miltiples
embarazos (y por lo tanto, miltiples lactancias) desarrollaron tumores a los 18 meses de
edad (Lundgren et al., 1997). Durante la lactancia, que es cuando ocurre la sobre-
expresiin de MDM2, parece que la gldndula mamaria sufre hipertrofia y algunas células
contienen varios nacleos, _10 que indica que mientras que algunas c€lulas mueren o no se
diferencian, otras sufren inestabilidad genémica. Cuando estos ratones son cruzados a un
fondo genético carente de pJ3 el fenotipo no cambia, indicando que el efecto de la sobre-
expresién de MDM2 es independiente de p53. Otros ratones transgénicos que expresan
MDM2 en todo el cuerpo desarrollan sarcomas (Jones et al., 1998). Esto correlaciona con
los datos clinicos que sefialan que el 30% de los sarcomas estdn asaciados con la sobre-
expresion de MDM2, También s¢ encontrd que cuando estos ratones fueron cruzados a
un fondo genético sin p53, matuvieron el mismo fenotipa, indicando una vez més que

MDM?Z tiene un papel en tumorigénesis independiente de pS3.

Ademds de unirse a p53, MDM2 también se una a otras proteinas, una de ellas es
prlo**p14**F (Chin et al,, 1998; Kamijou et al., 1997; Kurokawa et al., 1999), producto
del locus Ink4a/Arf murino (CDKNZ A en humanos). Este gen genera dos proteinas
mediante el uso de diferentes marcos de lectura, pl6™** y p19*". P19*" puede unirse a
MDM2 en el AA 284 de la region amino terminal, pero parece que la regidn carboxila
termninal es necesaria para incrementar la eficiencia de esta unidn (Pomerantz ¢t al., 1998,
Zhang et al., 1998). La unién de P19* con MDM2 in vitro produce una disminucidn de
la actividud ubiquitina ligasa de MDMZ2 (Honda and Yasuda, 1999) y lo secuestra en los

nucledlos (Tao and Levine, 1999; Weber et al., 1999), lo cual libera a p53 de su regulador
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y le permite ejercer sus funciones como activador transcripcional. El hamélogo humanao
de P19"" es P14*" y actua igual que la versidn murina, solo que parece ser que esie €s
capaz de formar un complejo ternario con MDMZ2 y p53 (Stott et al., 1998) (Zhang and
Xiong, 1999). P53 regulu negativamente la expresion de P14* | lo cual vendria a
aumentar la actividad de MDM2 y por lo tanto, reducir la actividad de p53, creando asi
otro feedback autaregulador (Stott et al., 1998). En resumen, p53 puede regular
positivamente a MDM2 de dos formas diferentes: 1) activacion transcripcional directa de

mdm2 y 2) regulacién negativa del inhibidor de MDM2, p14*".

MDM?2 también se une a E2F1, un factor de transcripcién que activa genes
especificos de la fase S del ciclo celular, E2FL forma un complejo con DPL y juntos
activan la ranscripeién de genes a través de un dominiv llamado E2F. MDM2 estimula la
activacién dependiente de E2F1/DP1 dcl promotor de E2F (Martin et al., 1995). Otra
proteina que se une a MDM2 es ¢l supresor de tumores Retinoblastoma (Rb). La unién de
Rb a MDM2 en ¢l CR2 (Xiao et al., 1993) bloquea su capacidad de desestabilizar a p33
(Hsieh et al., 1999). El complejo Rb-MDM2 se mantiene unido a p53 cuando inhibe su
actividad transcripcional y MDM2 que tiene unido a Rb na inhibe la apoptosis mediada
por p33. Rb también se une a E2F1 y lo inhibe, pero cuando estda unido a MDM2 es
incapaz de hacerlo. MDM?2 también se une 4 la proteina de unién a CREB (CBP, por sus
iniciales en inglés) y a p300, que son co-activadores transcripcionales que se unen €
incrementan la transactivacion mediada por p53 (Avantaggiati et al, 1997, Gu and

Roeder, 1997, Lill et al., 1997). CBP/p300 se une a MDM?2 y en condiciones normales es



capaz de secuestrarlo casi por completq, pero parece ser que CBP/p300 es necesario para

la degradacion de p53 mediada por MDM?2 (Grossman et al,, 1998),

MDMX es el homélogo de MDM2 que ha sido aislado mds recientemente. Su
descubrimiento se logré en una bisqueda de proteinas que se unen a p33 en una
biblioteca de expresidon de cDNA de embrién completo de ratdn de 16 dfas (Shvarts et al.,
1996). En los fragmentos obtenidos aqui se encontrd que presentaban una alta homologia
con MDM2 y cuando se logré aislar la secuencia completa se observd que el cDNA de
mdmx codifica una proteina de 489 aminoicidos, que es exactamente el mismo tamatfio de
la proteina MDMZ murina. Su peso molecular calculado es de 54 kDa, pero ¢n geles de
SDS-poliacrilamida MDMX migra a un peso de aproximadamente 70 kDa a diferencia de
MDM2 que lo hace a 90 kDa. El nivel de homologia mas alto (49.7%) entre estas
proteinas se encuentra en los primeros 111 aminodcidos donde se localiza el dominio de
union a p53, el siguiente punto de alta homologia es en la parte C-terminal (41.6%) que
comprende algunos dominios funcionales importantes. El nivel de identidad total entre
las proteinas es de 34.0% (figura 6). Estructuralmeate, MDMX ademds de tener ¢l mismo
sitio de unién a p53 que MDM2, también comparte otros dominios tales como unos
dedos de zinc (zinc finger), unos dedos en anillo (ring finger), y un dominio de unién de
ATP. Sin embargo, a pesar de que al igual que mdmZ2 también posee un dominio de
senalizacidn nuclear y uno de exportacion del ndcleo, estos se encuentran en diferentes

regiones de la proteina (Shvarts et al., 1996). Ademds, la sefial de exportucion nuclear de
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MDMX parece no contener todos lo elementos necesarios para interactuar con la

maquinaria de exportacién y es, por lo tanto, no funcional (Jackson and Berberich, 2000).

Al igual que MDM2, MDMX es capaz de inhibir la actividad transcripcional de
p53 (Jackson and Berberich, 2000; Shvarts et al., 1996; Stad et al., 2000), ademis,
MDM2 y MDMX pueden formar un heterodiplex para lo cual los dominios ning finger
de ambas proteinas son escenciales (Stad et al., 2000). La unién de MDMX con MDM?2
conlleva a una estabilizacion de MDM2, resultandg en la elevacion de niveles basales de
la proteina MDMZ2. Este heteradiipiex es capaz de unirse también a p53 y lo estabiliza, a
diferencia de la unién de la proteiva MDM2 sola que marca a p53 para su degradacién,
(Sharp et al., 1999). Contrario « MDM2, MDMX no es capaz de transportar a p53 fuera
del nicleo ni de inducir su degradacidn via ubiquitinacién (Jackson and Berberich, 2000;
Sharp et al,, 1999; Stud et al., 2000). Otra diferencia importante es que la expresion de
mdmx no se activa después de ¢l tratamiento ¢on radiacion ultravioleta (Shvarts et al,,

1996).

MDMX se expresa en todos los tejidos de ratén analizados (corazén, cerebro,
bazo, pulmdn, higado, mdsculo, nifién y testiculos) y es igual a la expresién de MDM?2
(Shvarts et al., 1996). En algunos tumores que no presentan mutaciones en p53 ni
sobreexpresion de MDM2 se ha observado una amplificacion de MDMX, lo cual indica
que la amplificacién y sobreexpresién de MDMX representa un mecanismo molecular
alterno para la inactivacion del control de crecimiento dependiente de p53

(Riemenschneider et al., 1999),
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A pesar de que MDM2 y MDMX son muy similares estructuralmente, sus
funciones son muy diferentes. Algunos sistemas in vitro han ido analizando algunas de
las funciones de MDMX, pero ha sido hasta la creacion de ratones carentes de MDMX
que se han aclarado algunas de ellas. En este laboratario creamos un ratén con una
disrupcidn en el gen de mdmx que causa su inactivacion (Parant et al., 2001). Estos
ratones presentan letalidad embrionaria a los 7.5 dias post-coitum. A diferencia de los
ratones carentes de mdm2, que mueren a los 5.5 dias por apoptosis (Jones et al., 1995;
Montes de Oca Luna et al., 1995)(L..Amelse, datos no publicadas), los ratones carentes de
mdmx mueren por inhibicidén del crecimiento celular, Sorprendentemente, este fenotipo,
al iguul que ¢l de mdm2, es también rescatado por la ausencia simultinea de p53,
produciendo ratones viables y fértiles. Esto vino a demostrar le relacién entre MDMX y
p33 in vivo, asi como el hecho de que MDM2 y MDMX a pesar de su gran similitad
estructucal no tienen funciones redundantes, ya que ninguno es capaz de cubrir la

ausencia del otro durante la embriogénesis.

LeK (Lymphoid Cell Kinase)

El gen Ick codifica una tirosina kinasa especifica de linfocitos conocida como
p56"* (Perlmutter et al., 1989). Es un miembro de la fumilia de protefnas tirosina kKinasas
sre (Perlmutter et al., 1989) y anteriormente era conocido como Isk o £5k (Voronova and

Sefton, 1986). La brisqueda de sus transcritos (RNAs), de 2.3 Kb dc longitud, ha



demostrado que dnicamente s¢ expresa en 6rganos linfoides o en tejidos en los cuales se
sabe que contienen un gran nimero de linfocitos. En humanaos, estos transcritos aparecen
en el timo alrededor de los 70 dias de gestacién, cuando los pragenitores
hematopoyéticos migran por primera vez a la region donde se desarrollard ¢l timo. Tanto
las células T CD4+ como las CD8+ de sangre periférica contienen transcritos de /ck, lo
mismo se observa en timocitos conteniendo alguno de estos dos marcadores (CD4 y
CD8), ambos o ninguna. Por hibridizacién in situ se ha encontrado que la expresion del
Ick murino es méxima en la corteza externa del timo pero no en los timoblastos
subcapsulares. En este caso, la expresion de Ick parece no correlacionar con ninguno de
los bien definidos estados del desarrollo de los timocitos, sino mas bien estar presente en

¢€lulas T de todos tipos (Perlmutter et al., 1989).

Varigs lineas de células B humanas y murinas tambiéa contienen transcritos de
fck, aunque algunas otras no. Al menos algunas poblaciones normales de células B
contienen MRNA de {ck. También algunos linfocitos granulares grandes, incluyendo la
mayoria de las células con un fenotipo de células NK (natural killer), contienen
cantidades apreciables de transcritos de Ick tanto en humanos como en ratas. Por lo tanto,
se tienen reportes de la expresién de Ick en todas las principales clases de linfocitos

{Pcrimutter et al., 1989).

Las secuencias codificantes del gen ick estdn distribuidas en 12 ¢xones en
alrededor de 10.5 Kb de DNA en la porcién distal del cromosoma 4 murino. Su expresion

estd regulada por dos elementos promotores no relacionados estructuralmente entre s y
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que se encuentran separados por mas de 9 Kb de DNA en el humano (Takadera et al.,
1989) y al menos 10 Kb en el ratén (figura 7) (Garvin et al., 1988). Estos elementos son
conocidos como 3’ o distal y 5’ o proximal y los transcritos derivados de ambos codifican
proteinas idénticas y difieren solamente en sus regiones no traducidas 5°. La comparacion
entre las secuencias génicas de Ick humuna y murina revela una alta conservacifn
(alrededor de 85% de homologia entre nucledtidos) en la regién de 500 pb 5' con
respecto al sitio de iniciacion de la transcripcion, lo cual indica que aquf se ubican
elementos promotores escenciales para la funcién del gen ick. Aunque ni la secuencia
murina ni la humana de lck contienen dominios tipicos de un promator, en la posicidn
-25 del gen murino hay una secuencia conservada TGTGAA que comparte cierta
similitud con la caja TATAA encontradas frecuentemente en una pusicién similar en
otras unidades transcripcionales de la polimerasa [1. Mientras que la secuencia CCAT en
la posicion —69 del gen murino (y conservada en ¢l humano) muestra cierta resemblanza
con las secucncias CAAT encontradas en muchos genes cerca de la posicion —70.
Tampoco se presentan sitios consenso de union para los factores de transcripcién SPI,

AP1 o AP2 (Garvin et al., 1988; Voronova et al., 1987).

Dcbido a la presencia de dos diferentes promotores para el gen lck y a que dicha
gen se expresa en células T en diferentes estados de desarrollo, se supuso que los
promotores podrian tener diferentes funciones en diferentes tejidos. Para analizar esto se

estudiaron células T en sus diferentes estadios de maduracién:



10 Kb

5’ o Distal Proximal
v Aprox. 10 Kb 5’ del promotor proximal. v Adyacente al gen.
X Activa la expresion de Lck en timocitos y v+ Activa la expresion de Lck en
células T maduras. timocitos.

Figura 7. Organizacién de la regién promotora del gen LcK y su patrén de expresion.
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CD4- / CD8- Doble Negativas (DN)

l_) «—— Reareglos V(D)JP

CD44+ / CD25-

L

CD44+/CD25 +

L

CD44- / CD25+
L) «———— Complejo Pre-TCR
CD44- / CD25-

L

CD4+ / CD8+ Daoble Positivas (DP)

L

CD4+ / CD3 -

Q, CD4-/CD8 + Células T Maduras (SP)

Encontcdndose que la proteina estd ausente en el estadio CD44+ / CD25+, pero mds del
90% de las células CD44- / CD25+ y CD44- [ CD25- lo expresan. As{ también, mas del
90% de las células DP y SP son positivas para lu expresion de p56**. Ademads, alrededor
del 60% de las células de los nédulos linfiticos periféricos y cerca del 30% de los
esplenocitos expresan también 1a proteina p56™*. Pero se mostr que las células que
expresan Ick en los nddulos linfiticos ¥ en el bazo son células T (analizadas con

anticuerpos especlficos). Menos del 1% de las células B y macréfagos expresan p56.
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Aproximadamente 50% de las células NK y 70% de las células T yd maduras contienen

también la protefna p56'* (Buckland et al., 2000).

En otra estudio se encontré que tanto los timocitos como las células T maduras
expresan transcritos provenientes del promotor distal. Pero al analizar los transcritos
derivados del promotor proximal se encontré que estos s0lo s¢ expresan en (imocitos y no
estin presentes en células T de sangre periférica (Allen et al., 1992; Garvin et al., 1988;
Reynolds et al., 1990; Wildin et al., 1991). Esto indica que existe alglin mecanismo que
regula ¢l uso de estos dos promotores. En un andlisis de secuencia se encontrd que
algunas regiones consenso son compartidas por los promotores distal y praximal, pero
también se encontraron sitios de unidén de proteinas presentes unicamente en el promotor
proximal que podrian tener un papel de reguladores negativos de la transcripeion en

cé€lulas T circulantes (Allen et al., 1992).

El promotor proximal de {ck ha sido utilizado ampliamente en la generacién de
ratones transgénicos pard la expresion especifica de genes en ¢l imo. Allen ef.al. (Allen
et al., 1992) crearon un ratén transgénico que expresaba el mismo gen de Ick pero
eliminaron del transgen la porcién 5’ del gen que contiene ¢l promotor distal y
encontraran que el transgen se expresa ¢specificamente en el timo y que sus transcritos
no se acumulan en tejidos no linfoides. Abraham et.af. (Abraham et al., 1991) utilizando
una estrategia similar sobreexpresaron también ick silvestre y mutante y encontraron que
una sobreexpresién de 3 o 4 veces conduce a la formacion de linfomas de timo a las 8

semanas de edad. Wildin er.al. (Wildin et al., 1991) expresaroa el antfgeno T grande de
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SV40 bajo el promator distal humano de Ick en ratones y encontraron mRNA de SV40 T
en tima y bazo, asi como una débil expresidn en corazdn, mientras que en higado y niién
la expresion fué nula. Al analizar el desarrollo de tumores ¢n estos los ratones se
encontraron tumores hemorrdgicos en bazo y ganglios linfiticos, as{ como un crecimiento
anormal del timo, Pero no se desarrollaron tumores en €l corazéu ni en ningian otro
érgana no linfoide. Chaffin er.al. (Chaffin et al., 1990) crearon un ratdn transgénico que
expresa la subunidad S1 de B. pertussis bajo la influencia del promotor proximal de Ick.
La expresién de la proteina se encontrd en timacitos pero no asi en bazo, rifidn, corazén,

higado, pulmon o cerebro.

Todos estos datos indican que el uso del promotor proximal del gen Ick es una
buena estrategia para la expresidn especifica de transgenes en ¢l timo de ratones. Sia
embargo, Buckland et al. (Buckland et al., 2000) crearon ratones transgénicos que
expresan la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés). Obtuvieron 4
diferentes lineas con expresiones rciativas del transgen que van de 1 a 20 veces. Y
aunque la expresion se mantuvo confinada al linaje de células T, esta no se limitd a los
timacitos camo era de esperarse, sino que también fué observada en células T circulantes
y c€lulas NK. También Shimizu et al. (Shimizu et al., 2001) crearon un ratdn similar que
expresa GEP byjo la influencia del promotor proximal de ick. A diferencia de Buckland,
aqui no se encontraron células NK que expresaran GFP, pero también se observé que las

¢élulas T circulantes expresaban €l transgen.
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HIPOTESIS

La expresion transgénica especifica de p53 humano en el timo de

ratones carentes de p53 enddgeno es capaz de inhibir el desarrollo de

linfomas de timo.
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OBJETIVOS

General

Determinar si la expresion de un transgen humano en el timo disminuye la
frecuencia de linfoma.

Particulares

1. Construccién de un vector para la expresion de pS3 humano en el

timo.

2. Crear ratones transgénicos que expresen 753 humano especiticamente

en el timo.

3. Generar ratones transgénicos con un fondo genético carente de p53.

4. Analizar la frecuencia de tumores en los ratones transgénicos en un

fondo genético carente de p53.
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A ETOD

El objetivo central de este trabajo fué determinar si la expresion transgénica de
p353 humano en el amo de ratones carentes de p33 era capaz de eliminar o disminuir el
desarrollo de linfomas de timo caracteristicos de estos ratones. La estrategia consistié en:
la construccién del vector de expresién transgénica, su microinyeccidn en los prontcleos
de hucvos fertilizados de ratén de 1 dia de edad y la generacidn de ratones transgénicos a
partiar de ellos. Una vez obtenidos los ratones se caracterizaron para confirmar la
presencia del transgen y la especificidad de expresién del mismo. Los ratones con las
caracteristicas deseadas fueron posteriormente cruzados con ratones ¢on un fondo
genético carente de p53 o carente de p33 y mdm2. De estas cruzas se seleccionaron los
ratones que contenian el transgen y ademds carecian de p353 o p33/mdm2. Se

conformaron los grupos de estudio y se mouitorearon para el desarrollo de tumores.

ANIMALES UTILIZADQS

Los ratones que utilizamos ¢n este trabajo se citan a continuacidn y se obtuvieron
basicamente por medio de recombinacién homdéloga de gemes, que consiste en la
introduccién de una secuencia exégena dentro del gen silvestre, el cual queda mutado e

nactivo,
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1. Ratones carentes en mdm2. Creados en el laboratorio de la Dra Guillermina Lozano,
Depto de Genética Molecular, Universidad de Texas, Centro de Cdncer M.D. Anderson,
Houston Tx., por el Dr Roberto Moates de Oca Luna.

2. Ratones carentes en p53. Facilitados por el laboratorio del Dr Robert A. Weinberg,
Instituto Médico Howard Hughes, Centro para la Investigacién del Cancer, [nstituto de

Tecnologia Massachusetts, Cambridge, MA., generados por el Dr Tyler Jacks.

Ademds, para 14 generacidn de los ratones transgénicos se¢ utilizaron ratones
silvestres B6/D2-F1J para la obtencidn de los hucvos fertilizados y CD1 (original Swiss)

como aceplores en la transferencia de los huevos microiyectados obtenudos de diferentes

casas comerciales.

El vector de expresién transgénica fué creado a partir de dos pldsmidos:

3. plck-hGH de 8.0 Kb que contiene 3.2 Kb del promotor del gen LcK murnino (LeKp),
en donde estd incluido dnicamente ¢l promotor proximal del mismo. También
contiene 2.1 Kb del gen de la hormona del crecimiento humano (AGH) que aporta la
sefial de poliadenilacién. El vector en que estdn incluidos estos fragmentos es
pUCIY (2.7Kb), Este plasmido [ué facilitado por el Dr Mike Knudson, Instituto
Médico Howard Hughes, Escuela de Medicina de la Universidad de Washington, St.

Louis MO, USA.
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4. pC53-SN de 8.15 Kb que conticne el CDNA completo del gen 253 humano (Hp53)

insertado en el gen de la B-globina de conejo y bajo el promotor de citomegalovirus.

Este plasmido es parte de la coleccién de nuestro laboratorio.

Como se describe en la figura 8, armbos plismudos fueron digeridos con lu enzima de
restriccion BamH/. De esta manera, el fragmento de 1.8 Kb del pldsmido pC53-SN que
estd conformado por el cDNA de Hp3J es liberado y el plismido plck-hGH es
linearizado. Se corri6 un gel de agarosa de 1.8% con el digerido de pC53-SN y se purificé
la banda de 1.8Kb. El fragmento obtenido fué posteriormente clonado en ¢l sitio Bam#ll
del pldsmido plck-hGH. Este nuevo pldsmido fué llamado pLckHp33 y contiene un
cassette de expresida dirigido por el promotor proximal del gen LcK |, seguido por el
cDNA de Hp33 y la seiial de pali-adenilacidn proporcionada por el gen AGH.. El cassette

de expresion se puede purificar del vector por medio de digestién con la enzima Notl.

NERA E NI

El fragmento Notf del plasmido pLcKHp53 fué purificado de geles de agarosa
utilizando €l QlAquick Gel Extraction Kit de purificacidn en calumna (QUIAGEN). El
fragmenta purificado fué microinyectado en los promicleos de huevos fertiles de ratén de
1 dia de gestacion obtenidos de hembras B6/D2-F1J, Los huevos microinyectados fueron
transferidos quinirgicamente a los oviductos de hembras CD1 pseudaprefiadas y se

permitié que los embriones se desarrollaran a terming, aproXimadamente entre 19 y 21
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dias. A los 21 dias de nacidos los ratones obtenidos fueron destetados y se les corté una

porcién de la cola para la extraccién de DNA y su posterior genotipificacidn (figura 1).

NTO DEL DN

Para la extraccion de DNA genémico de los ratones se corté una porcidn de la
cola de aproximadamente 0.5-1 centimetro de largo cuando los ratones tenian tres
semanas de edad. Se colocaron en 500 pl de un buffer de lisis (0.1M Tus pH 8.0, SmM
EDTA, 0.2% 5DS, 0.2M NaCl) con 15 ul de proteinasa K (10 mg/ml) y se incubaron en
agitacidn suave a 55°C toda la noche. S¢ agitaron en el vortex por | o 2 segundos y se
centrifugaron 8 14000 rpm durante 6 minutos, Se tomaron 400 pl del sobrenadante y se
pasaron a un tubo nuevo. Se anadié un volumen igual de fenol y se agité por rotacién
durante 15 min a temperatura (temp) ambiente. Se centrifugaron por 10 min y la fase
acuosa se transfirié a otro tubo. Se afiadié un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se agutd por 15 min Se centrifugd por 10 minutos y se transfino el
sobrenadante a otro tubo. Se afiadid un volumen igual de cloroformo y se agité por 15
minutos. Sc¢ centrifugd por 10 minutos y la fase acuosa se transfiri6 a otro tubo. Se anadié
un volumen igual de isopropanol y se mezclaron por inversion hasta que se observaba
precipitacion del DNA. Se recolectd el DNA con una varilla de vidrio y se lavé con
etanol al 70%. Se dejaron secar a temperatura ambiente y se redisolvieron en 300 pl de

agua o buffer. De aquf, se utiliz6 | pl de una dilucidn 1:10 para realizar el PCR.

57



El genotipo de los ratones obtenidos se realizé de dos maneras: andlisis de

Southern Blot y por PCR.

Para el andlisis de Southern Blot se eligié como sanda ¢l fragmento BamHI de 1.8
Kb del pldsmido pLcKHpS53. 20 ug de DNA gendmico fueron digeridos con BamH| por
al mcnos 5 horas y luego fueron corridos en un gel de agarosa al 1.8% por
aproximadamente 4 horas. Posteriormente, el DNA fu€ transferido a una membrana de
nitrocelulosa por el método alcalino de capilaridad (utilizanda un huffer de NaOH al
0.4%) durante toda la noche. El DNA fué fijado a la membrana por medio de calor (1
minuto en autoclave en fase de liquidos). La membrana fué pre-hibridizada con una
solucidn de hibrdacién (NaCl IM, Sulfato de Dextrano 10%, SDS 1%) y 200ug/ml de
DNA de esperma de salmdn par | he 3 §5°C,

Por otro lado, de 50 a 100 ng de la sonda purificada fueron marcados

radiactivamente con o’’PdCTP de la siguiente manera:
9 il de sonda
2 ul de Mezcla 10X de hexanucleétidos
3 ul de ANTPs (sin CTF)
S ul de &¥PACTP
1 pul de enzima Klenow
La sonda se calenté a 95°C por 5 min y luego se colocé en hiclo por § min antes de

afiadir el resta de los componenies de la reaccién. Después se incubaron todos los
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reactivos a 37°C por al menos 2 hrs (e inclusive toda la noche). Finalmente se detenia la
reaccién con la adicién de 80 pl de TE (Tris, EDTA) y la radiactividad se cuantificaba en
un contador de centelleo liquido. La membrana era hibridizada con [x10° CPM/ml de la
sonda radiactiva a 65°C durante toda la noche y luego era lavada con una solucién de
S§SC 2X 7 SDS 0.1% varias veces ¥ finalmente era expuesta a una pelfcula radiagrafica

durante toda la noche.

Para la determinacion del genotipe mediante la técnica de PCR se utilizaron los
siguientes juegos de oligonucledtidos iniciadores:
Para el gen mdm2:

mdm04: 53'-ATCTGAGAGCTCGTGCCCTTCG-3°

mdmQ20: 5’ -TGTGGCTGCCGAGCATGGUTATTG-3’

Neo3'd: 5'-GGCGGAAAGAACCAGCTGGGGC-3"
Para el gen p33:

p33-X6: 5'- AGCGTGGTGGTACCTTATGAGC -¥°

p33-X7: 5’- GGATGGTGGTATACTCAGAGCC -3°

Neol9: §°- GCTATCAGGACATAGCGTTGGC -3°
Para el transgen existen varias opciones que se muestran en la figura 10, pero la

combinacion que mejores resultados mostrd fué la siguiente:
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HP53LCK-1R: 5'-GGGAAGGGACAGAAGATGACAG-T’

LCKPRO-ZF; 5’-GGGCTOCAGGCTGAGGGTTGAC-3’

Se utilizaron 100 ng de cada oligo por reaccidon a un volumen total de 25, que
contenia la siguiente:
1 plde DNA
1 ul de cada oligo (100 ng/pl)
2.5 nl de buffer 10X para PCR
2.5 i de dNTPs 2.5 mM
16 pl de agua (17 pl para el transgen)

0.2 ul de Taq DNA polimerasa (Boehringer Mannheim)

Y el programa de temperaturas usado fué:
I ciclo:
94°C durante 4 minutos
35 ciclos:
94°C durante | minuto
65°C durante | minuto (60°C para el transgen)

T72°C durante 3 minutos

Finalmente:

72°C durante 7 nunutos



Finalmente, los productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa (Ultra
Pure, Gibca BRL, Life Technologies) al 0.8 % en buffer TBE (Acido Bérico, Trizma
Base, EDTA) mediante una tincion con bramuro de etidio. El corrimiento de las muesiras
fué a un voltaje constante de 80 volts por un tiempa de 1.5 horas. Se revelaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

Para confirmar que los ratones transgénicos conservaban Hp5J integrado a su genoma sin
mutaciones se realizaron secuenciaciones de los productos de PCR obtenidos a partir de
DNA gendmico. Se utilizaron 3 juegos de oligonucledtidos iniciadores para cubrir toda la
secuencia de Hp53:
6. Regidn 3':

LCKPRG-2F: 5'-GGGCTGAGGCTGAGGGTTGAC-3’

GESR: Y'-TCCAAATACTCCACACGCAA-3’

7. Regién central;
CSF: 5’-TACTCCCCTGCCCTCAACAA-Y

C7R: 5’-TGATGATGGTGAGGATGGGC-3’

8. Region 3';
P16: 5°-GCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTA-3’

hGH- LcK: 5'-GTAGCCATTGCAGCTAGGTG-3"
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Para determinar la especificidad de expresidn del transgen se extrajeron proteinas de
diversos Organos de los ratdnes para ser analizadas por Western Blot. Se sacrificaron
animales positivos para el transgen por PCR y Southern Blot dos horas después de
exponerlos a radiacion ionizante (2.5 Gy) para inducir la expresién de p53. Se efectuaron
necropsias y se disectaron timo, pulmdn, corazén, bazo, riiién, mdsculo, higado ,
intestino y testiculos. Los drganos fueron colocados inmediatamente sobre CO, sélido
(hielo seco) y postertormente almacenados a —-80°C hasta su uso. Para la extraccion de
proteinas se colocaron los érganos en 700 pl de solucién de lisis (Tris 0.05M pH 6.8,
NaCl 0.15 M, Cocktail inhibidor de proteasas 2X) y se homogenizaran utilizando un
Politrén. El tejido homogenizado fué centrifugado por 4 min a 4°C y al sobrenadante
obtenido se le determiné la concentracién de prateinas (los extractos se mantienen
almacenados a -80°C) utilizando el Bio-Rad Protein Assay (BioRad Laboratories,
Hercules, CA.). 100 g de proteina fueron corridos en cada pozo de un gel de SDS-
poliacrilamida, posteriormente las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa por transferencia eléctrica en un aparato semi-hiimedo. Se bloquearon las
membranas con una solucion de leche descremada al 5% en PBS-Tween20 al 0.1% por 1
hora a temperatura ambiente. Se incubaron con el anticuerpo monaocional primario Bp33-
12 en una dilucién 1:1000 (Santa Cruz) durante toda la noche a 4°C en agitacion. Se
lavaron con la solucidn de PBS-Tween al 0,1% 5 veces por 5 minutos en agitacidn y se

incubaron con el anticuerpo secundario (anti-ratén) en una dilucién 1:5000 por 1 hora a
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temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente como se¢ indic6 antes y se sometieron a la
deteccidon quimioluminescente utilizande el ECL Western Blotting Analysis System
(Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra). Finalmente, las membranas se

expusieron a peliculas radiograficas.

PROCESAMIENTO DE 1.0S TEIIDOS PARA HISTOLOGI

Se sacrificd el ratén cuando mostraba signos de enfermedad, debilidad o tenia
tumores obvios a simples vista. Se disectaron los diferentes érganos y tumores. Se
colocaron en la solucion fijadora {10ml Formaldehido 37% [Fisher Scientific], 90ml PBS
1X libre de Hg** y Ca* [Gibco BRL, Life Technologies]). En algunos casos una parte del
wmor fué congelada y se mantiene almacenada a -80°C para su posible uso en el futuro.
Las muestras fijadas se remojaron con etanol al 40% por | hr. Se remojaron con etanol al
50% por 1 hr. Se remojaron con etanol al 70% por 2 hrs (los tejidos se podian almacenar
a -20°C en este paso). Se remojaron con etanol al 80% por 30 min Se remojaron con
etanol al 90% por 30 min Se remojaron con etanol al 36% por 30 min y luego | hr. Se
remojarcen con etanol al 100% por 30 min y luego 1 hr. Se remojaron con Xileno por 45
min a temperatura ambiente. Se remojaron con parafina (60°C) por 30 min y luego 45
min. Se embebieron en los bloques de parafina y se cortaron secciones de 7 pm de grueso
en un 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.
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Para analizar la histologia de los tejidos se realizd la tincidn de Hematoxilina-
Eosina (H&E) en las laminillas abtenidas previamemnte. El protocolo ¢s el siguicnte: Se
remojaron las laminillas en Xilenos por 3 minutos. Posteriormente ea la siguieate serie de
solventes: Xilenos sumergir y sacar. Etanol al 100% sumergir y sacar, dos veces. Etanol
al 95% sumergur y sacar, dos veces. Etanol al 70% sumergir y sacar, dos veces, Agua
caorriente hasta que se veian “limpias” (Aprox. 2 min). Sumergir en Agua destilada.
Hematoxilina de Lermner 3X por 2 minutos (Filtrarla después de usar y almacenar). Agua
corriente por 2 minutos. Dos sumergidas rdpidas y luego sumergir lentamente en EtOH
Acido (Sml de HCI concentrado en 500ml de Etanol al 70%). Agua corriente por 2
minutos {se repetia lo anterioc si aun estaba muy oscuro). 5 o 6 sumergidas en Agua
Amoniacal (Hidréxido de amonio al 0.25%). Agua corriente por 2 minutos. Sumergida
rdpida en Eosyn-Y. Etanol al 70% sumergir ¥ sacar, dos veces. Etanol al 95% sumergir y
sacar, dos veees. Etanol al 100% sumergir y sacar. Etanol al 100% por 30 segundos.
Xilenos por 1 minuto, dos veces. Se agregaba | gota de Permount (B-pinene polymer,

tolucne solution. Fisher Scientific) y se cubria. Se dejaban secar las laminillas al aire.

Para analizar uno de los efectos esperados por la expresidn del transgen (apoptosis), las
muestras de tumores se sometieron a la técnica de TUNEL (TdT-mediated dUTP nick

end labeling) para la determinacién de apoptosis. Las laminillas se sometieron a



desparafinizacion y re-hidratacion utilizando series de xilenos y alcoholes de la misma
maneta que en la tincidn de H&E. Luego fueron sometidos a Proteinasa K 20 pg/ml por
15 min a temperatura ambiente. Se les inactivaron las peroxidasas endégenas por
exposicion a una salucién al 3% de H,0,; en metanol por 5-10 min a temperatura
ambiente. Se incubaron con buffer TdT (Tris 30mM, Cacodilato de sodia 140mM, CoCl,
lmM) por 2 min a temp ambiente. Se sometieron a la TdT (1:400) y dUTP-biotina
(1:200) (Boehringer Mannheim) por 45 min a 37°C, Se lavaron con buffer TB (NaCl
300mM, Citrato de sodio 30mM) 2 veces por 5 min a temp ambiente. Se incubaron con
albimina 1l 2% por 10 min a temp ambiente. Y finalmente se utilizan los sistemas de
estreptavidina-peroxidasa (VECTASTAIN ABC Elite Mouse Kit, Vector) como
generador de sedal y diamumnobenciding (DAB Substrate Kit, Vector) como cromdgeno
para dar una tincién café oscuro a las células positivas y hematoxilina como tincién de

contraste.,

MUNQHE I

Para determinar la expresidn de la proteina HpS53 fn situ se empled la écnica de tincidn
inmunohistoquimica. Las laminillas son desparafinadas y re-hidratadas como antes. Para
obtener una mejor exposicion de los antigenos se sometieron las lamunillas a una cdmara
de vapor por 25 minutos en un buffer de citratros (1.05 g de 4cido citrico monohidratado
en 500 m! de agua). Se incubaron 15 min en H,O,en metanol por 15 min a temp

ambiente. Se bloquearon con suero normal de caballo (Vector). Se afiadid el anticuerpo
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monoclonal primario Bp53-12 (1:1000) y se incubd por 2 hr a 37°C en una cdmura
htmeda. S¢ lavaron y se aiiadié el anticuerpo secundario, anti-ratén (Amersham Life
Science), por 1 hr a temperatura ambiente. También se utilizan los sistemas de
estreptavidina-peroxidasa (VECTASTAIN ABC Elite Mouse Kit, Vector) como
generador de seflal y diaminobencidina (DAB substrate kit, Vector) como cromdgeno
para dar una tincién café oscuro a las células positivas y una tincién final de contraste con
Nuclear Red Fast (Vector) por 45 segundos. Finalmente se deshidratan pasdndolas a

través de series de alcoholes y xileno, se fijan con Permount (Fischer Scientific) y se

cubren.
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RESULTADOS

VECTOR DE EXPRESION TRANSGENICA.

El fragmento BamHI del plasmido pCN53-SN fué clonado dentro del sitio BamHI
del vector plck-hGH, para generar el vector de expresion transgénica pLcK-Hp33 (Figura
8). Para caracterizar dicho vector se sometié a digestién por varias enzimas de restriccién
y se obtuvieron los fragmentos esperados en cada caso (Figura 9). La restriccién con Notl
produce la liberacion del cassette transgénico completo. Mientras que la digestién con
BamHI produce un fragmento de 1.8 Kb que consiste del cDNA completo de Hp53. Este
fragmento fué posteriormente utilizado como sonda para los andlisis de Southern Blot.
Por otro lado, la digestién con Smal produce un fragmento de aprox. 2 Kb que sirve para

comprobar la orientacién correcta del cDNA (dato no mostrado).

GENERACION Y CARACTERIZACION DE LOS RATONES TRANSGENICOS

El fragmento Notl fué purificado de geles de agarosa y microinyectado en los
proniicleos de huevos de ratén en fase de 1 célula fertilizados. Estos huevos fueron
transferidos a ratonas aceptoras y los embarazos se llevaron a término. De la primera
microinyeccion se obtuvieron 9 ratones, cuatro de los cuales al ser analizados por PCR
con varias combinaciones de oligonucledtidos iniciadores (figura 10) presentaron el
producto esperado. Sin embargo, cuando todos estos ratones fueron analizados por

Southern Blot, solamente 3 presentaron la banda esperada (figura 11).
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Figura 8. Construccion del cassette de expresion transgénica. LcK, Kinasa de células
linfoides (lymphoid cell kinase). hp53, p53 humana. hGH, hormona del crecimiento

humana.
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enzimas indicadas,
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PRIMERS Productos de PCR
1. LckPro-2F 1-6 1200 bp
2. LckPro-1F 2-6 900bp
3. P3 4-7 900bp
4. CSF 1-5 800bp
5. Hp53Lck-1R 2-5 500bp
6. GESR 3.6 500 bp
7. hGH

Figura 10. Oligonucledtidos iniciadores para la genotipificacion del transgen. A la
derecha se indican los tamanos de producto esperados con las diferentes combinaciones

de oligos. En color rojo se muestran los oligos utilizados actualmente en la

genotipificacién de los ratones.
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Figura 11. Genotipificacién de los ratones obtenidos de la primera microinyeccién. A,
Productos de PCR utilizando los oligonucleétidos iniciadores CSF y C7R. B, Andlisis de
Southern Blot de DNA genémico digerido con Spel contra la sonda fragmento BamHI de
pLcKHp53. C, Andlisis de Southern Blot de DNA genémico digerido con BamHI contra

la sonda fragmento BamHI de pLcKHp53. Color azul indica un control positivo. El color

rojo indica controles negativos, DNA de ratones no transgénicos.
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Estas tres lineas de ratones fucron cruzadas contra ratones p53-/- y ratones p53-/-
mdm2-/- para la generacién de animales transgénicos carentes de p53 endégeno por un
lado y carentes de p53/mdm2, por el otro. De las tres lineas, una no fué capaz de procrear
y fué descartada. Una segunda linea si produjo progenie pero no se observd la presencia
del transgen a nivel DNA (por PCR y Southern Blot) en ninglin miembro de su
descendencia y por lo tanto fué también eliminada. Finalmente, de la tercera linea si se
obtuvieron ratones positivos para ¢l transgen en su DNA y se continué toda la

investigacion con ellos.

El siguiente paso era la determinacién de la expresion del trunsgen en estos
ratones, asi como la especificidad de la misma. Para tal efecto se extrajeron proteinas del
timo y otros érganos de estos ratones y se sometieron a andlisis por el método de Western
Blot utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente p53 humano
pero no p33 murino. En este andlisis s¢ encontré que la linea de ratones que tenemos si
expresa Hp353 en el timo, pero también lo hace en otros tgjidos, como lo son: corazén,
pulmén, rifién y bazo (figura 12). Adicionalmente, para comprobar que el transgen se
habia integrado al genoma del ratén sin mutaciones, se procedid a la secuenciacién del
cDNA de Hp33 por amplificacién por PCR mediante el uso de 3 juegas de
oligonucledtidos iniciadores que cubren la totalidad del gen. En e¢sta secuenciacién
solamente se encontrd una mutuacién puntual pero es silenciosa, por lo tanto el cDNA de

HpJ3 transgénico debe ser capaz de producir una proteina normal.
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Figura 12. Determinacion de la expresion del transgen en diferentes 6rganos de ratén por
Western Blot. A. Western Blot de timos de varios ratones transgénicos sin exposicién a
radiacion ionizante. |1 a 8 proteinas provenientes de diferentes ratones. La flecha indica la
posicién de la proteina p53. (+)C, control positivo, p53 humano producido en E. coli. T,
timo. B. Western Blot de varios 6rganos de un ratén transgénico expuesto a radiacién
ionizante. C, corazén. I, intestino delgado. P, pulmén. H higado. R, rifién. B, bazo. Kda,

kilodaltones.

73



Los ratones utilizados en este estudio se obtuvieron de cruzas entre el ratén
transgénico fundador y ratones p33-/- y ratones p53-/-mdm2-/-, por lo cual para revisar el
estatus de estos genes en ellos se utilizé PCR., En la figura 13 se mucstra un ejemplo de
los resultados que se obtienen en la genotipificacién de estos ratones por medio de PCR

para p53 y mdm2,

Debido a que la linea de ratones transgénicos no cumplia con ¢l objetiva que nos
habiumos planteado, inmediatamente se iatentd la creacidn Jde nuevas lineas.
Desafortunadamente, por problemas técnicos, esto no fué posible sino hasta
recientemente., Como ya se contaba con un buen nimero de ratones con los genatipos
deseados, se decidid realizar los experimentos planteados con ellas en espera de poder
repeticlos con alguna linea nueva de transgénicos que presente expresion especifica de
Hp53 en el timo. En la figura 14 se muestran los resultados de la genotipicacion de las
primeras dos camadas de ratones obtenidas para la creacion de nuevas lineas. De 16
ratones obtenidos, 8 resultaron positivos por PCR. Se procedid entonces a analizar la
expresidn del transgen en las lineas positivas por PCR y los resultados del Western Blot
se¢ muestran en la figura 15 panel A. De las 8 lineas positivas por PCR 4 mostraron
expresion de la proteina Hp353 en el tima, dos de ellas con alta expresién, una con
moderada y una mas con baja expresion. Posteriormente se eligieron las dos lineas con la
expresidn mas elevada y se prosiguid a revisar la especificidad de dicha expresién. Como
se muestra en la figura 1S paneles B y C, ambas lineas tienen una expresion especifica en
el timo, ya que no se observd la proteina en ninguno de los otros tejidos analizados.

Actualmente se estdn realizando las mismas cruzas con estas lineas para compararlas con
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Figura 13. Genotipificacién de los ratones por PCR. p53, Productos de PCR para el gen
p53. mdm2, Productos de PCR para el gen mdm2. Wi, alelo wild type o silvestre; Mut,

alelo mutante.
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Figura 14. Caracterizacién de las nuevas lineas de ratones. Genotipificaciéon por PCR
utilizando los oligonucledtidos iniciadores LCKPRO-2F y Hp53LCK-IR. C(+), control
positivo, DNA de ratones previamente determinados como poseedores del transgen; C(-),

control negativo, DNA de ratén silvestre; H,O, control negativo sin DNA.
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Figura 15. Caracterizacion de las nuevas lineas de ratones transgénicos. A, andlisis de
Western Blot en timos de los ratones positivos por PCR. B, anilisis de Western Blot en
diferentes 6rganos del ratén L47 para determinar la especificidad de expresién. C,
andlisis de Western Blot en diferentes 6rganos del ratén 192 para determinar la
especificidad de expresion. MM, marcadores de peso molecular. C(+), control positivo,

proteina p53 humana producida en E.coli.
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este trabajo.

CURVAS DE SOBREVIVENCIA

Se formaron grupos de ratones pJ3 -/- y positivos para el transgen (p33-/-Tg+) y
ratones p33 -/- negativos para el transgen (p53-/-Tg-). Se monitorearon para observar el
desarroilo de tumores 2 0 3 veces por semana y se fueron sacrificando los animales que
mostraban sintomas de enfermedad, debilidad o aquellos en los que el tumor era obvio a
simple vista. En la figura 16 se muestran las curvas de sobrevivencia obtenidas de este
estudio. Ambos grupos de ratones presentan el mismo patrén de sobrevivencia y sus
curvas se entrecruzan. Cuando se compararon estas curvas con las reportadas por Jacks et
al, se aobservd una diferencia de aproximadamente 4 semanas al 50% de sobrevivencia,

pero en general, las curvas son muy similares (date no mostrado).

INCIDENCIA DE TUMORES

Cuando los ratones eran sacrificados o bien, cuando se encontraban muertas, se
les practicaba una necropsia en busca de anormalidades (tumores, 6rganos de tamafios
anormales, coloraciones anormales, ¢tc) que eran registradas en una bitédcora. De cada
ratén se almacenaban los tumores y demds tejidos (timo, corazén, pulmdn, higado,
intestino, bazo, pancreas, testiculo y en algunos casos cerebro) en una solucién fijadora
de formaldehido hasta su proccsamiento. En el estudio patoldgico se encontré que la

incidencia de linfomas de timo disminuydé ligeramente en el grupo p53-/-Tg+ con
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Figura 16. Comparacién de las curvas de sobrevivencia de los ratones carentes de p53
positivos (Tg+) y negativos (Tg-) para el transgen. N, tamafio de la muestra. Time,

tiempo en semanas. % Survival, porcentaje de sobreviveacia.



respecto al grupo p33-/-Tg-, 64% y 71% respectivamente (figura 17), pero esta diferencia
no es significativa (p-value= 0.3990, Apéndice 1). Ademds se encontré que la mayor{a de
los ratones con linfoma de timo mostraban diseminacion o metistasis de dicho tumor a
otras Grganos (Figuras 18A-18C). Sin embargo, un descubrimiento mds interesante fué
que ¢l resto del espectro de tumores observados mostro diferencias entre ambos grupos
(Figura 19). El segundo tipo de tumor mds frecuentemente observado después del
linfoma de timo es el hemangiosarcoma (figura 20A), con una incidencia de 33%, contra
13% observado en el grupo control. Taumbién se gbservaron tumores en el grupo de
ratones pi3-/-Tg+ que no s¢ desarrollaron en el grupo control o bien, se desarrollaron en
menor proporcidn, tales como: retinoblastoma (figura 20A), tumores en glandula
mamaria (figura 20B), sarcoma (figura 20B), adenocarcinoma (figura 20C) y teratoma
(figura 20D). De estos, Unicamente el hemangiosarcoma y los tumores de glindula
mamaria muestran diferencia significativa eatre los dos grupos, p-value= 0.0056 y
0.0486, respectivamente (Apéndice 1). Otra dato interesante desde el punto de vista
patoldgico fué la identificacién de un tipo de tumor del cual no existen reportes en la
literatura. Se trata de un hemangiosarcama de células gigantes (figura 21). La tabla 3
muestra un resumen de los resultados obtenidos, asi como la comparacia con los datos
reportados por Jacks et al.
RATONES p53</-mdm2-/- Tg+

Otro de los objetivos centrales de este estudio era la creacion de ratones
trasngénicos que expresaran fp53 en ratones con un fondo genético carente de mdm2.
Los ratones mdmZ2-/- no son viables y la inica forma de conseguirlos es eliminando

también a p53. Por esta razén no ha sido posible tener informacién acerca del papel de
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Figura 17. Incidencia de linfomas de Timo. Tg (+) es el grupo de ratones p53-/- positivos
para el transgen. Tg(-) es el grupo de ratones p53-/- negativos para el transgen. Las barras
azules indican el porcentaje de animales que desarrollaron linfoma de timo y las barras

rojas indican el porcentaje de los animales con linfoma de timo que mostraron

diseminacién del linfoma a otros tejidos.
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Figura 18A. Histopatologia del linfoma de Timo y su diseminacion a otros tejidos.
Tincién de hematoxilina y eosina. A, Linfoma de timo. B, Corazén normal. C, Corazén
invadido por el linfoma de timo. La flecha indica el lugar en donde se localiza el tumor

invasor.
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Figura 18B. Histopatologia del linfoma de Timo y su diseminacion a otros tejidos.
Tincién de hematoxilina y eosina. A, Higado normal. B, Higado invadido. C, Pulmon
normal. D, Pulmén invadido. Las flechas indican el lugar en donde se localiza el tumor

INVasor.
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Figura 18C. Histopatologia del linfoma de Timo y su diseminacién a otros tejidos.
Tincién de hematoxilina y eosina. A, Rifion normal. B, Rifién invadido. C, Glandula
mamaria normal. D, Glandula mamaria invadida. Las flechas indican el lugar en donde se

localiza el tumor invasor.
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