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1. Implementacién de un sistema de analisis simultaneo de proteinas de alto y bajo peso

molecular

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis)
probablemente es la herramienta mas utilizada para el analisis de proteinas. Existen diferentes
variantes de PAGE que proporcionan distintos tipos de informacién sobre las proteinas como son el
peso, carga, pureza, entre otros. Dentro de estas variantes, se encuentran el sistema Glicina-SDS-
PAGE vy el Tricina-SDS-PAGE que se basan en el uso de un tampon de glicina o de tricina
respectivamente, para la separacion de proteinas en funcion del tamafo. La concentracion de
acrilamida y del crosslinker bisacrilamida junto con el uso de alguno de estos tampones permite la
separacion de proteinas dentro de un determinado rango de tamafo. Asi, por ejemplo, para
proteinas de <30 kDa es recomendable el uso del sistema Tricina-SDS-PAGE y para proteinas =30
kDa se utiliza el sistema Glicina-SDS-PAGE (Schagger, 2006).

Para separar proteinas con pesos moleculares muy distintos se suele utilizar un gel con un
gradiente de concentracion de poliacrilamida: una mayor concentracién para la parte inferior y una
menor para la parte superior de un gel. Un sistema de geles en gradiente con los tampones Tricina o
Bicina permiten analizar proteinas entre 300 kDa y 20 kDa en un mismo gel. Sin embargo, estos
sistemas resultaban bastante limitantes para lograr analizar las proteinas gigantes HERC, objetivo
de nuestro laboratorio. Por este motivo, anteriormente el laboratorio habia introducido y patentado el
sistema de geles LAG (low-percentage acrylamide gel), un sistema que combinaba de forma
continua un gel de acrilamida de bajo porcentaje (4%) con una proporcién de
acrilamida:bisacrilamida 80:1, con un gel en gradiente del 6 al 15% con una proporciéon de
acrilamida:bisacrilamida 40:1 (Casas-Terradellas et al., 2006). Este sistema aunque era bastante Uil
para separar proteinas grandes y pequefias en el mismo gel, utilizaba geles grandes de 16 x 18 c¢m,
que requerian una mayor cantidad de reactivos, asi como extractos de proteinas por encima de los
100 pg.

Durante los ultimos afios, se han comercializado un sistema de electroforesis basado en geles
de Tris-acetato para separar proteinas de distinto peso molecular en un mismo gel. Sin embargo, la
composicién de estos geles no esta disponible y deben comprarse ya hechos y al gradiente

determinado por el comerciante.
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Por este motivo, la primera etapa de esta tesis consistid en implementar un sistema de
electroforesis en geles de gradiente Tris-acetato que pudieran realizarse en cualquier laboratorio de
bioquimica de manera accesible, utilizando el sistema de electroforesis Mini-Protean Il (Bio-rad) para
hacer mini geles de 8 cm x 8 cm. Con un sistema asi seria posible analizar las proteinas gigantes

HERC junto con otras de menor tamafio molecular en un mismo gel.

Inicialmente, se probaron distintas concentraciones de acrilamida:bisacrilamida y del tampdn
Tris-acetato pH 7.0 hasta conseguir un gel con una densidad manejable y que pudiera utilizarse para
otras aplicaciones como la tincién o el western blot. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando
una concentracion final del tampon de 0.2 M y la solucion estandar de acrilamida: bisacrilamida
(40:1) que contiene 2.6% del crosslinker bisacrilamida. El siguiente paso fue probar diferentes
concentraciones de acrilamida para hacer geles en gradiente. Se probaron gradientes del 3-8%, 3-
10%, 3-15% y 3-20%. En la figura R1 se observa la separacion que se obtiene de los marcadores de

proteinas pretefiidos con un gradiente del 3-15% y la tincidn de este gel con azul de Coomassie.
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Figura R1. Gel de poliacrilamida en gradiente Tris-acetato. Ejemplo de un gel en gradiente del 3-15% Tris-acetato
realizado con el sistema Miniprotean Il de Bio-rad después de la electroforesis. Un extracto de proteinas de 50 ug
obtenido de células HEK-293 (H) y el marcador de proteinas pretefiido (M) de Invitrogen (31, 41, 51, 71, 117, 171, 238,
268 y 460 kDa) se analizaron en este gel posteriormente tefido con azul de coomassie.

84



Resultados

Ademas de establecerse las condiciones 6ptimas para la preparacion de un gel en gradiente
con el tampdn Tris-acetato, se introdujeron modificaciones en los diferentes tampones utilizados
para la electroforesis, western blot y preparacion de la muestra. El tampon para la electroforesis
contenia los tampones Tricina, Tris, el detergente SDS y el reductor bisulfito de sodio (Tricina 50
mM, Tris 50 mM, SDS 0.1%, bisulfito de sodio 1.3 mM pH 8.2). El tampén para la preparacion de la
muestra también fue modificado con respecto al tradicional tampén de muestra Laemli. A diferencia
del tampdn Laemmli que contiene el detergente SDS, nuestro tampon contenia LDS (lithium dodecy!
Sulfate), un detergente anionico como el SDS pero que impide la rotura de los enlaces aspartato-
prolina (Kubo, 1995) y permite una completa denaturacién de las proteinas a 70°C (Tris-HCI 250 mM
pH 8.5, LDS 2% peso/volumen, DTT 100 mM, EDTA 0.4 mM, glicerol 10% peso/ volumen, rojo de

fenol 0.2 mM, azul de coomassie G 0.2 mM).

La mejor aplicacidn para comprobar la utilidad de estos geles era sin duda el western blot. Por
ello, estos geles fueron probados para ser transferidos a membranas de PVDF y la posterior
deteccion de proteinas por western blot. El tampdn de transferencia que se utilizd contenia los
tampones Bicina y Bis-Tris asi como el reductor bisulfito de sodio (Bicina 25 mM, Bis-Tris 25 mM,
EDTA 1 mM, bisulfito de sodio 13 mM pH 7.2, metanol 20%). Bajo estas condiciones, estandares de
proteinas comerciales de 10 a 460 kDa se transferian completamente a la membrana y se
detectaban con la tincion S-Ponceau (Figura R2) y proteinas con pesos moleculares muy distintos se
detectaban en el mismo gel mediante anticuerpos. Asi, proteinas gigantes como HERC1 (532 kDa) o
HERC2 (528 kDa), grandes como mTOR (289 kDa) o Clatrina (192 kDa), medianas como RSK (90
kDa), p70-S6K1 (70 kDa) o B-actina (42 kDa), o las mas pequefias como Ran (24 kDa) o LC3 (18
kDa) se podian separar y analizar en un mismo gel. Sorprendentemente, este sistema tiene una alta

sensibilidad al conseguir detectar la mayoria de estas proteinas con 10 ug de lisado celular.
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Figura R2. Western blot de proteinas obtenido en un gel de poliacrilamida en gradiente Tris-acetato que permite
analizar proteinas en un rango de 10-500 kDa en un mismo gel. Lisados de 10, 25, 50 o 100 ug de proteina
obtenidos de células HEK-293 fueron separados en un gel en gradiente del 3-15%, tefido con S-Ponceau (izquierda) y
transferidos a membranas PVDF para analizar por western blot (derecha) con anticuerpos para las proteinas indicadas
con su peso molecular. Dos marcadores de proteinas pretefiidos se utilizaron: M1 (10, 17, 28, 36, 55, 72 y 95 kDa de
Fermentas) y M2 (31, 41, 51, 71, 117, 171, 238, 268 y 460 kDa de Invitrogen).

Por Ultimo, se decidio comparar la resolucidn y sensibilidad que se habia logrado obtener con el
sistema de geles en gradiente Tris-acetato con respecto al sistema tradicional con el tampon Tris-
HCI. Para ello, se realizaron 2 geles en gradiente del 3-15% con el tampon Tris-acetato o Tris-HCl y
se utilizaron las mismas condiciones de corrida, transferencia y western blot. En la figura R3, se
observa como con el gel realizado con el tampon Tris-acetato se obtiene una resolucidn similar pero
una mayor sensibilidad en la deteccion de las distintas proteinas y mejor aun para las proteinas

gigantes (HERC1, HERC2) y pequefias (LC3, Ran) con respecto al sistema Tris-HCI.
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Figura R3. Comparacion de los sistemas de electroforesis de geles de poliacrilamida Tris-acetato y Tris-HCI.
Analisis por western blot de proteinas utilizando los tampones Tris-acetato y Tris-HCI. Lisados de 10, 50 o 100 ug de
proteina de células HEK-293 fueron cargados y separados en geles de gradiente del 3-15% utilizando el tampon indicado
y analizado por western blot con anticuerpos especificos para las proteinas indicadas con su peso molecular.

Todos estos datos demuestran que el sistema de geles en gradiente de poliacrilamida Tris-
acetato permite la separacion y el analisis simultdneo de proteinas en un rango de 10-500 kDa con
una buena resolucion, alta sensibilidad, bajo coste y en poco tiempo, haciendo de este sistema una

herramienta Util en el andlisis de proteinas.
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2. Caracterizacion de la interaccion HERC2-p53

2.1 Caracterizacion de la proteina HERC2: validacion de anticuerpos y RNAs de

interferencia para estudios funcionales

Cuando se inicié el estudio de HERC?2 en nuestro laboratorio no estaban disponibles anticuerpos
contra la proteina, por lo cual se desconocia su expresion en las diferentes lineas celulares, asi
como en los tejidos de raton. Por ello, el primer paso fue la generacién de distintos anticuerpos
policlonales para la deteccién de HERC2. Tanto el proceso de generacion como de purificacion fue
un trabajo previo de master desarrollado por la estudiante de postgrado Roser Peiro-Jordan. Estos
anticuerpos policlonales se generaron contra el extremo carboxilo y amino de la proteina humana
HERC2, fueron denominados bvg1 y bvg2 para el extremo carboxilo y bvg3 y bvg4 para el amino
(Figura R4). Con estos anticuerpos se logré detectar especificamente a HERC2 tanto en fragmentos
purificados de la proteina, como en lisados de diferentes lineas celulares HEK-293, HelLa, U20S y
H1299, observando que HERC2 era una proteina ubicua que se expresaba en todos los tipos
celulares analizados, tal como su homologo HERC1. De esta manera era posible trabajar con la
proteina enddgena, tal como se hizo durante todo este trabajo, combinado ademas con la buena
resolucion que se obtenia con los geles en gradiente Tris-acetato fue posible analizar una proteina

gigante como es HERC2.

Mas tarde, aparecié el primer anticuerpo comercial para HERC2 de BD Transduction
Laboratories, anticuerpo monoclonal contra los aminoacidos 1781-1974 que se us6 para confirmar la
especificidad de los anticuerpos policlonales contra HERC2. Como se observa en la figura R5, el
anticuerpo monoclonal detecté una banda con la misma movilidad electroforética que los
policlonales, confirmandose asi la deteccion de HERC2 con diferentes anticuerpos, y validando el

uso de los anticuerpos policlonales generados en el laboratorio.

Luego los anticuerpos fueron testados para otros usos diferentes a la deteccién de HERC2 por
western blot, como las inmunoprecipitaciones. En este tipo de ensayos, el anticuerpo monoclonal
fallé para inmunoprecipitar HERC2, pero con todos los anticuerpos anticuerpos policlonales si fue

posible inmunoprecipitar HERC2 en lisados de células HEK-293 (Figura R6).
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Figura R4. Validacion de los anticuerpos policlonales contra HERC2. (A) Estructura de la proteina HERC2 que
indica los aminoacidos contra los que se generaron los anticuerpos bvg1, bvg2, bvg3 y bvgd. (B) Sensibilidad de los
anticuerpos bvg3 y bvg2, diferentes concentraciones de anticuerpo purificado se testaron sobre slot-blots que contenian
100 ng de proteinas de fusién a GST o 6x-His 0 BSA (albiimina sérica bovina) como control negativo. (C) Deteccién de
HERC2 con el anticuerpo bvg2 en lisados de las lineas celulares indicados. La deteccion de HERC1 y Ran con
anticuerpos especificos se muestran como controles del experimento.
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Figura R5. Especificidad de los anticuerpos policlonales contra la proteina
171 HERC2 comparada con el anticuerpo monoclonal. Lisado obtenido de
. células HEK-293 fue analizado para la proteina HERC2 por western blot (1B)
117 - P utilizando tanto el anticuerpo monoclonal como los policlonales bvg1, bvg2 y
- = bvgd contra HERC2. Todos los anticuerpos reconocen una banda con una
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IP
anti-HERC2 Figura R6. Inmunoprecipitacion de HERC2 con
Input Pl bvg1l bvg2 bvg3 bvg4 diferentes anticuerpos policlonales. Los diferentes
2 anticuerpos policlonales contra HERC2, bvg1 y bvg2
“ Jhonc’ HERC2 (extremo carboxilo terminal), bvg3 y bvg4 (extremo
e , =i amino terminal) fueron analizados para la

inmunoprecipitacion (IP) de la proteina endégena
HERC2 en lisados de células (Input) HEK-293. PI
(suero pre-inmune).

Adicionalmente, para demostrar la especificidad de los anticuerpos policlonales y validar los
RNAs de interferencia o siRNAs contra HERC2 para anular o disminuir su expresion, se realizaron
ensayos de knockdown en células HEK-293. Se utilizaron como controles, un siRNA control negativo
(NT: Non Targeting) y un siRNA contra HERC1, proteina homologa de HERC2 y con una movilidad
electroforética similar a HERC2. Tras 72 horas de transfeccion con los siRNAs, se observo un total
silenciamiento de las proteinas HERC2 y HERC1 con los siRNAs, asi como la especificidad de los
anticuerpos anti-HERC2 al no reconocer HERC1 en células donde la expresion de HERC2 estaba
anulada y vice-versa para los anticuerpos anti-HERC1 (figura R7). La expresion de proteinas como
mTOR, TSC2 o TSC1 no se vieron modificadas por el silenciamiento de HERC2 o HERCA1.

siRNA: HERC2 HERC1 NT

- e " LERC2

Figura R7. Validacion de los siRNAs contra HERC2.
Células HEK-293 fueron transfectadas con los siRNAs
P & HERC1 HERC2, HERC1 o NT vy analizadas a las 72 horas post-
transfeccion por western blot con los anticuerpos
especificos para las proteinas HERC2, HERC1, mTOR,
mTOR TSC2, TSCH1.

T we— o w—— TSC2
TSC1

Se habia descrito las proteinas pequefias HERC forman heteroméricos (Hochrainer et al.,
2008). Para analizar la posibilidad de la existencia de un complejo heteromérico entre las proteinas
gigantes HERC1 y HERC2, se realizaron ensayos de inmunoprecitacion tanto con anticuerpos anti-
HERC1 como con anticuerpos anti-HERC2, y se analizd si HERC2 o HERC1 se asociaban
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respectivamente a la proteina inmunoprecipitada. Con cuatro anticuerpos diferentes que
inmunoprecipitaban HERC2, HERC1 no se asociaba. Resultados similares se obtuvieron con cuatro
anticuerpos para HERC1, donde HERC2 no formaba un complejo con HERC1 (Figura R8). Con
estos resultados se concluydo que las proteinas HERC2 y HERC1 no forman complejos

heteroméricos entre ellas.

IP 1P
anti-HERC2 anti-HERC1
Input Pl bvg1 bvg2 bvg3 bvg4 Input PI bvgé 363 410 417
gé oy . HERC2 [ @ = w- @ HERC1
BRSNS ol SRR |
= i '-i.::, " ’ ‘-‘;s, e “/’:‘-‘;‘{:W}::
ﬁ ' HERC1 s HERC2

Figura R8. Las proteinas HERC2 y HERC1 no forman complejos heteroméricos. Ensayos de inmunoprecitacion con
diferentes anticuerpos anti-HERC2 bvg1, bvg2, bvg3 y bvg4 (izquierda) o HERC1 bvg8, 363, 410 y 417(derecha) a partir
de lisados de células HEK-293 (Input). HERC2 no co-inmunoprecipita HERC1 y HERC1 no co-inmunoprecipita HERC2.
PI (Suero pre-inmune).

2.2 Identificacion de la interaccion HERC2-p53

Las proteinas CUL7, PARC y HERC2 tienen en comun un dominio de unos 100 aminoacidos
denominado CPH (Kaustov et al., 2007). Tanto para CUL7 como para PARC se ha demostrado que
a través de este dominio ambas proteinas se unen a p53 (Kasper et al., 2006; Kaustov et al., 2007;
Nikolaev et al., 2003). Por ello nos preguntamos si en el caso de HERC2, este dominio también
permitiria una interaccion con p53. Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion con las
proteinas endogenas en la linea celular U20S que esta descrita como una linea p53 wild-type
utilizando los diferentes anticuerpos contra HERC2. Con dos de los tres anticuerpos analizados se
observo co-inmunoprecipitacion entre HERC2 y p53 (figura R9), estos dos anticuerpos (bvg3 y bvg4)
correspondian al epitopo contra el extremo amino-terminal de HERC2. El anticuerpo bvg1 vy el
anticuerpo bvg2 (datos no mostrados) no co-inmunoprecipitaron p53. Ademas, es interesante
observar como p53 se asocia proporcionalmente a la cantidad de HERC2 que logra
inmunoprecipitarse con cada anticuerpo. Cuanto mas HERC2, mas p53 asociado (comparar IP de

bvg3 con bvg4).

N



Resultados

IP: HERC2
Input Pl bvgl bvg3 bvg4 Figura R9. HERC2 interacciona con p53.
Ensayos de  inmunoprecipitacién (IP) con
diferentes anticuerpos contra HERC2 bvg1, bvg3 y
— -——

I g HERC2 bvg4 para analizar la asociacion con p53 en lisados
de células U20S (Input). Anticuerpos contra el
extremo amino-terminal de HERC2 bvg3 y bvg4 co-

e - - 053 inmunoprecipitan HERC2 y p53. Pl (suero pre-

inmune).

Para descartar una posible reactividad cruzada entre los anticuerpos anti-HERC2 con p53, los
ensayos de inmunoprecipitacion se repitieron esta vez con células U20S donde la expresion de
HERC2 habia sido anulada o disminuida mediante la transfeccion con siRNAs. El siRNA NT se
utilizé como control. En la figura R10, se observa como al disminuir la expresion de HERC2 la
cantidad de p53 asociada también lo hizo, indicando que la interaccion es especifica y que no hay

reactividad cruzada entre los anticuerpos de HERC2 y p53.

IP: HERC2
Input
—— siRNANT siRNA HERC2
siRNA siRNA
NT HERC2 Pl HERC2 Pl HERC2

-_— — ‘ HERC2

- - e p53

Figura R10. Disminucion en la expresion de HERC2 reduce la asociacion entre HERC2 y p53. Células U20S fueron
transfectadas con los siRNAs NT y HERC2 y a las 72 horas post-transfeccion se realizaron ensayos de
inmunoprecitacion (IP) con anticuerpos contra HERC2 o con el suero pre-inmune (Pl). Después de 2 horas de incubacion
y 1 hora adicional con la resina, se analizé por western blot los niveles de HERC2 y p53. Al disminuir los niveles de
HERC?2 con el siRNA (Input), p53 se asocia menos (IP).

Para confirmar la interaccion HERC2-p53 se utilizé otra aproximacion experimental que excluia
el uso de anticuerpos. Asi, células H1299, las cuales no expresan p53, fueron transfectadas con

GST-p53 y se realizaron experimentos de pull-down utilizando resina de glutation. Como control
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negativo se transfecté GST. En la figura R11 se puede observar la especifica asociacién de HERC2
con GST-p53.

Input Pull-down
£, &
A AS A A
& & & &

- - HERC2 Figura R11. p53 se asocia con HERC2. Ensayos de

pull-down en células H1299 transfectadas con GST o

GST-p53. A las 48 horas post-transfeccion, los

- . lisados (Input) fueron incubados con resina de
anti-GST glutation durante toda la noche y analizados por

western blot con anticuerpos especificos para HERC2

o GST. GST-p53 se asocia especificamente con

- - HERC2.

La interaccion entre HERC2 y p53 no se restringié unicamente a las células U20S; la
interaccion se confirmd en otras lineas celulares humanas que expresan p53 como HEK-293 y Hela.

Como era de esperar en la linea H1299 la interaccion no se observo (Figura R12).

IP: HERC2
Input HEK-293 ~ U20S  HeLa  H1299
HEK-293 U208 Hela H1299 Pl HERC2 Pl HERC2Z Pl HERC2 Pl HERC2

hh“' —d (Y] “ - HERC2
-— - s

Figura R12. HERC2 se asocia con p53 en diferentes lineas celulares. Ensayos de inmunoprecitacion de HERC2
utilizando el anticuerpo bvg3 en lisados de células HEK-293, U20S, HelLa y H1299 (Input) y analizados para la
asociacion HERC2-p53. Después de 2 horas de incubacién en presencia del anticuerpo, las proteinas asociadas se
analizaron por western blot para HERC2 y p53. Pl (suero pre-inmune)

La interaccién entre HERC2 y p53 también ocurre en tejidos de ratones. Asi en la figura R13 se
puede observar la interaccion entre HERC2 y p53 en un extracto de cerebro. En este experimento se
puede observar que HERC1, el homdlogo estructural de HERC2, que no tiene el dominio CPH, no se

asocia con p53.
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IP:HERC2 IP:HERC1 .
_— _— Figura R13. HERC2 pero no HERC1 se
Input Pl HERC2  Input Pl HERC1 asocia con p53 en cerebro de raton.
Ensayos de inmunoprecipitacion (IP) con
HERCZ —— - HERC1  nticuerpos para HERC2 (bvgd)
HERC{ e HERC2 HERC1(410) en extractos obte’n?d.os de
cerebro de raton (Input) y andlisis por
p63 B - p53 western blot para HERC2, HERC1 y p53.

Una vez identificada y confirmada la interaccién entre las proteinas endégenas HERC2 y p53,
quisimos determinar cuales eran los dominios importantes o necesarios para la interaccion de ambas
proteinas. Para demostrar que el dominio CPH de HERC2 era suficiente para unirse a p53, el
dominio se clono a partir del cDNA de células HelLa y se expreso dentro de un vector que contenia el
epitopo GST, y asi producir una proteina de fusién GST-CPH para purificarla a partir de cultivos
bacterianos. Otro dominio de HERC2 (aminoacidos 4785-4834) fusionado a la proteina y la propia
proteina GST se utilizaron como controles. Con las tres proteinas purificadas se realizaron ensayos
de pull-down con extractos de células HEK-293. Los resultados obtenidos indican que el dominio
CPH de HERC2 es suficiente para unirse a p53 y que esta asociacion es especifica para este
dominio de HERC2. El otro dominio de la misma proteina HERC2 (GST-HERC2 aminoacidos 4785-
4834) o la proteina GST no se unian a p53 (Figura R14).

D (’W\
& £3 & @v
& 28 E R
o o N 9P
Input o oF O Figura R14. El dominio CPH de HERC2 es suficiente para
la unién con p53. Pull-down de lisados de células HEK-293
. - 53 con 5ug de las proteinas purificadas a partir de bacteria:
P GST, GST-CPH (aminoacidos 2547-2640) y GST-HERC2
-— . (aminoacidos 4785-4834). La asociacion entre la proteina
- '_-: anti-GST  yrificada y los extractos de células se analizd por western
- blot con anticuerpos contra p53 y GST.

En la estructura de p53 se distinguen varios dominios muy bien caracterizados: el dominio
amino-terminal (aminoacidos 1-100) que contiene el sitio para la activacion de factores
transcripcionales, una secuencia de unién a la ubiquitina ligasa MDM2 y varios sitios de fosforilacién

en respuesta al dafio al DNA activados por diferentes quinasas y una sefial de exportacién nuclear;
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un dominio central (aminoacidos 100-300) encargado de la unién de p53 al DNA y un dominio
carboxilo-terminal que contiene el dominio de tetramerizacion (aminoacidos 320-360), una sefial de
exportacion nuclear (aminoacidos 339-352) y un extremo carboxilo-terminal (aminoacidos 363-393)
que contiene la mayoria de residuos de lisina para la ubiquitinacién por MDM2 (Ko and Prives, 1996;
Levine, 1997; Zhang and Xiong, 2001). Para mapear la interaccién de p53 con HERC2, diferentes
construcciones que contenian los dominios de p53 fusionados a GST fueron expresadas en células
H1299 y su asociacién a HERC2 fue evaluada mediante ensayos de inmunoprecipitacion (Figura
R15). La delecidn de los primeros 200 o 300 aminoacidos no impidié la asociacion de las proteinas
de fusion con HERC2 pero si lo hizo la delecion de los ultimos 43 aminoacidos de p53. Estos datos
demostraron que ni el dominio amino-terminal ni el dominio central de p53 eran necesarios para la
interaccion de p53 con HERC2 y que HERC2 se estaria uniendo a p53 al dominio carboxilo-terminal

de p53. Datos similares se observaron en las células HEK-293 (Figura R16).

1 393
w1 ii
[ ] I

Transactivacion Unidn al DNA Tetramerizacion C-terminal

5 GST-p53

4 R R GST-ps3 \M200

3 IS GST-p53 AN300

2: S L GST-p53 AN300AC43
1: ==

Input IP: HERC2
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

- -

e -
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anti-GST

CHC e — —

Figura R15. Mapeo de los dominios de p53 necesarios para la interaccion con HERC2 en células H1299. Esquema
de los diferentes dominios de p53 y las construcciones utilizadas para mapear la interaccion con HERC2 (arriba). Las
células H1299 fueron transfectadas con las diferentes construcciones (Input) y a las 48 horas se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti- HERC2 (bvg3) y se analiz6 por western blot con anticuerpos especificos
para las proteinas indicadas. La cadena pesada de la clatrina (CHC) se utilizé como control de negativo.
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Input

IP: HERC2

1 2 3 4 5 1

3 4 5

necesarios para la interaccion con HERC2

HERC2 = . . ‘ - - e Figura R16. Mapeo de los dominios de p53

anti-GST —

CHC e anr s s s

en células HEK-293. Las células HEK-293
! fueron transfectadas con las diferentes
o construcciones de p53 (Input 1-5) indicadas en
pr— el esquema de la figura R15. A las 48 horas de
la transfeccién se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion  utilizando  anticuerpos
anti- HERC2 (bvg3) y se analizé por western
blot con anticuerpos especificos para las

proteinas indicadas.

Para demostrar una asociacion directa entre HERC2 y p53, se realizaron ensayos de interaccion

in vitro con las proteinas purificadas. Las proteinas p53 fusionadas a su extremo amino a un epitopo

de 6X-His y el dominio CPH de HERC2 fusionado a GST fueron purificados de bacterias. Con las

proteinas purificadas se realizaron experimentos de pull-down con resina de cobalto que tiene

afinidad por el epitopo 6X-His. En la figura R17 se observa la especifica asociaciéon del GST-CPH

con la proteina entera p53 (1-393). Como control negativo, una proteina de fusion 6X-His-p53 con el

extremo carboxilo delecionado His-p53 (1-320) fue utilizado en estos experimentos, que como era de

esperar no se asocio con la proteina GST-CPH (Figura R17).
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Figura R17. Interaccion in vitro entre HERC2 y p53. Proteinas
purificadas de bacteria, His-p53 (aminoécidos 1-393), His-p53 (1-320)
y GST-CPH (aminoacidos 2547-2640 de HERC2) fueron incubadas
con la resina de cobalto como se describe en materiales y métodos y
la asociacion entre las proteinas fue analizada por western blot con
anticuerpos especificos contra GST y p53. Se muestra la tincién con
el colorante Amido Black para las proteinas de p53.
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2.3 Regulacion de la actividad transcripcional de p53 por HERC2

Una vez comprobada la interaccion HERC2 y p53, se quiso determinar cuél era la relevancia
funcional de dicha interaccion. Como HERC2 es una E3 ubiquitina ligasa, nos preguntamos si p53
podia ser substrato de ubiquitinacion de HERC2. Si esto fuera asi, en células donde la expresion de
HERC2 estuviese anulada esperariamos observar un aumento en los niveles de p53. En la figura
R18, se observa como con dos siRNAs distintos para HERC2, los niveles de p53 no variaron
significativamente con respecto a las células con el siRNA control NT. Los niveles de expresion de
p53 se normalizaron con la proteina Ran, utilizado como control. Estos resultados descartaban la

idea que HERC2 fuera una ubiquitina ligasa para p53.

siRNA: NT HERC2 HERC2
(H2.2) (H2.4)

-
»n
o

. I Figura R18. La ausencia de HERC2

no afecta los niveles de p53. Células
U20S fueron transfectadas con los
siRNAs NT y HERC2 (H2.2 y H2.4) y
analizadas a las 72 horas post-
transfeccion. Los niveles de expresion
para HERC2, p53 y Ran se analizaron
mediante western blot con anticuerpos
especificos. Los niveles de p53 (%) se
normalizaron con respecto a Ran y se
SRNA NT HERC2 HERC2 representan como la media +/- SEM
(H22) (H2.4) (n=8).
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Como HERC2 no tenia un efecto significativo sobre los niveles de p53, nos preguntamos a
continuacion si HERC2 podia afectar a la actividad transcripcional de p53. p53 es un factor
transcripcional que regula la expresidn de un gran numero de genes. Uno de los mas ampliamente
estudiados es el inhibidor del ciclo celular p21. En este contexto, se analizaron los niveles de la
proteina p21 en células U20S transfectadas con los diferentes siRNAs de HERC2. En estos
experimentos se observé una disminucién hasta del 80-90% de los niveles totales de p21 con dos
siRNAs diferentes contra HERC2 (H2.2 y H2.4). Los niveles de la proteina Ran permanecieron
constantes en todas las condiciones (Figura R19). Estos resultados sugerian una regulacién de la
actividad transcripcional de p53 por HERC2.
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Figura R19. La ausencia de HERC2
disminuye los niveles de la proteina
p21 en las células U20S. Células
U20S fueron transfectadas con los
siRNAs NT y HERC2 (H2.2y H2.4) y a
las 72 horas post-transfeccion se
comprobaron los niveles para HERC2,
p53, p21 y Ran mediante western blot.
Los niveles de p21 (%) se
normalizaron con respecto a Ran, se
representan como la media +/- SEM
(n=8).

Para descartar que el efecto sobre p21 estuviera restringido a una Unica linea celular, los

niveles de p53 y p21 fueron analizados en otras lineas celulares humanas como, HEK-293 y

HCT116, donde la expresion de HERC2 habia sido disminuida mediante siRNAs. En estas lineas, se

confirmd que la ausencia de HERC2 disminuia p21 sin alterar los niveles de p53 (Figura R20).

HEK-293 HCT116
siRNA: NT HERC2 NT HERC2
P53 — — — -
p21 S

rERES TS

Figura R20. La ausencia de HERC2
disminuye los niveles de p21 sin
modificar los de p53 en otras lineas
celulares humanas. Células HEK-293 o
HCT116 fueron transfectadas con los
siRNAs NT o HERC2 (H2.2) y analizadas
por western blot para HERC2, p53, p21'y
Ran. En ausencia de HERCZ2, los niveles
de p21 disminuyen en ambas lineas.

Observando los resultados previos, nos preguntamos si HERC2 podria estar regulando la vida

media de la proteina p21. Para responder esta pregunta, se realizaron experimentos con el inhibidor
de sintesis proteica cicloheximida (CHX) en las células U20S con siRNAs control o HERC2. Durante

los tiempos analizados se observé que la ausencia de HERC2 no modificaba significativamente la

vida media de p21 (Figura R21). Para las células control NT la vida media de la proteina p21 fue de

0.6 horas, mientras que para las células sin HERC2 fue de 0.7 horas. a-Tubulina fue usada como

control del experimento, permaneciendo constantes los niveles de proteina durante el experimento.
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Figura R21. La ausencia de HERC2 no afecta la vida media de p21. Células U20S fueron transfectadas con los
siRNAs NT y HERC2 (H2.2) y a las 72 horas tratadas con cicloheximida (CHX) durante los tiempos indicados. Las
proteinas se analizaron por western blot con anticuerpos especificos para HERC2, p21 y a-Tubulina. En el panel de la
derecha, se representan los niveles de p21 a los diferentes tiempos del tratamiento normalizados con respecto a los
niveles de a-Tubulina. Estos datos son representativos de al menos tres experimentos independientes.

Si los niveles de la proteina p21 disminuian en ausencia de HERC2 y la estabilidad proteica no
estaba afectada, era posible que la transcripcion del gen p21 estuviera afectada. Para analizar este
punto, se analizaron los niveles de RNA mensajero (mRNA) de p27 mediante PCR cuantitativa en
células U20S con siRNAs control, HERC2 y p53. Como p53 regula la transcripcion del gen p21, el
siRNA contra p53 también se analizd como control positivo. Tanto con los siRNAs contra HERC2 y
p53, se observd una disminucion significativa de los niveles de mRNA de p21 (Figura R22). Los
niveles fueron normalizados con respecto a la expresion del gen GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase). Para demostrar que la regulacion de la expresion de p21 por HERC2
era dependiente de p53, realizamos el mismo experimento en las células H1299 que no expresan
p53. Como puede observarse en la figura R22 (panel derecho), la ausencia de HERC2 no reguld los

niveles de mRNA de p21 en las células H1299.

u20S . H1299
5 10 5 1.0 1 Figura R22. Ausencia de HERC2 afecta los niveles de
e 084 - 08 mRNA de p21 en una manera dependiente de p53.
Q 25 mRNA de células U20S y H1299 transfectadas con los
2 o6 o6l siRNAs NT, HERC2 (H2.2) o p53 fue analizado mediante
Z al Z PCR cuantitativa en tiempo real para la expresion de los
ﬂé 044 ok oé 0.4+ genes p21y GAPDH . Los niveles de expresion fueron
kel i) normalizados con respecto al control NT. Se representan
& *4 & %1 como la media +/- SEM. Estos datos son representativos
de al menos tres experimentos independientes.
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Los datos anteriores indicaban que la transcripcion de p21 mediada por pd3 estaba regulada
por HERC2. Para confirmarlo, analizamos la actividad del promotor de p21 acoplado al gen de la
luciferasa. Células U20S fueron transfectadas con este gen reportero y con siRNAS de HERC2
(H2.2 y H2.4), de p53 o de control (NT) y a las 72 horas la actividad luciferasa se analiz6. En la
figura R23 (panel izquierdo) se observa una disminucion de la actividad luciferasa en ausencia de
HERC2 similar a la obtenida en ausencia de p53. Estos resultados fueron confirmados con otros
genes regulados por p53 como pd3R2 y p53 AIP1 (Figura R23, panel central y panel derecha). Los
ensayos de actividad luciferasa con los promotores p53AIP1y p53R2 demostraron que la ausencia
de HERC2 también disminuy6 significativamente su expresion aunque no al mismo nivel de p53

sugiriendo que otros factores adicionales en la regulacion de estos genes podrian estar implicados.
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Figura R23. HERC2 regula la transcripcioén de genes regulados por p53. Ensayos de actividad de los promotores de
p21, p53AIP1 y p53R2 acoplados al gen reportero luciferasa en células U20S transfectadas con los siRNAs NT, HERC2
(H2.2, H2.4) 0 p53 y el gen para la -galactosidasa como control interno. Los datos se expresan como la actividad de
cada promotor en cada condicion con respecto a la actividad medida en las células con el siRNA control NT, denominada
1 que representa la media +/- SEM. Los valores de la actividad luciferasa fueron corregidos con respecto a la actividad -
galactosidasa. Estos datos son representativos de al menos cinco experimentos independientes.

pd3 es un factor transcripcional que se une a secuencias especificas del DNA situadas en los
promotores de los genes que regula. Como HERC2 se une a p53, era posible que HERC2 también
estuviera unido a estas secuencias a través del complejo con pd3. Para comprobar esta hipdtesis,
se realizaron ensayos de oligo pull-down utilizando el oligonucleétido p53 RE-1, elemento distal del
gen p21, que contiene la secuencia de union de p53 al promotor del gen p21 (Jeon et al., 2009).
Para ello, lisados de células U20S se incubaron con el oligonucleétido y luego con la resina de
sefarosa-estreptavidina y por western blot se comprobé si HERC2 estaba unido o no al

oligonucleétido. Como control positivo de la unién a p53 RE-1, se analiz6 p53. En paralelo se utilizé
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como control negativo, un oligonucleétido no relacionado denominado Sp1 que esta en la regién
reguladora del promotor del gen Col1a1. En la figura R24, se observa que la proteina HERC2 no se
une a p53 RE-1, pero si p53. La unién de p53 es especifica al no observarse con el oligonuclettido
Sp1. Estos datos parecen indicar que HERC2 no esta asociado a p53 cuando este esta asociado al

DNA funcionando como factor transcripcional.

Oligo pull-down
Input p53R1 Sp1

Figura R24. HERC2 no se une al elemento distal
del gen p21 p53 RE-1. Lisados de células U20S

m HERC2 fueron incubados durante 16 horas con los
oligos p53 RE-1 o Sp1 y luego con la resina

apropiada como se describe en materiales y
métodos y se analizd por western blot si

— p53 HERC2 se unia a p53 RE-1,

Al no observarse unién de HERC2 al oligonucledtido p53 RE-1 en condiciones basales, se
repitio el experimento en células sometidas a estrés genotdxico causado por las drogas bleomicina o
doxorrubicina las cuales estan descritas que inducen la activacién de p53 y por consecuencia, su
fosforilacion y acetilacién (Colman et al., 2000). Después del tratamiento con la bleomicina o con la
doxorrubicina se detecto tanto la fosforilacién como la acetilacion de p53, asi como un incremento de
los niveles totales de p53. Tanto p53 total como fosforilado y acetilado se unieron al oligonucleétido
pS3RE1 (Figura R25). En estas condiciones de estrés genotdxico, HERC2 tampoco se observo

asociado a p53.

Oligo pull-down

Input p53R1
Bleomicina = 4 = - 4+ = Figura R25. HERC2 no se une al elemento
Doxorrubicina = = 4 - =+ distal del gen p21 p53 RE-1 con estrés
genotoxico. Lisados de células U20S fueron
— HERC2 previamente tratadas con bleomicina o
doxorrubicina por 3 horas antes de la
- — - p53 incubacién con el oligonucleétido p53 RE-1.
Las proteinas asociadas se analizaron por
—— — S . P-S15-p53 western blot con anticuerpos especificos para

las proteinas indicadas.

g e Acetyl-Lys382-p53
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2.4 Efecto de HERC2 en el crecimiento celular

La actividad supresora de tumores de p53 esta definida por su habilidad para inhibir la
proliferacion y el crecimiento celular la cual estd mediada por la transcripcion de genes como p21,
GADD45 o 14-3-30 (el-Deiry, 1998). La induccion de p21 es extremadamente sensible a los bajos
niveles de la proteina p53, lo cual respalda la idea de porqué el bloqueo temporal en la fase G1
inducido por dafio o estrés celular permite la supervivencia celular hasta que la reparacién se haya
producido. Sin embargo, una parada transitoria del ciclo celular puede ser arriesgada en una célula
con un potencial oncogénico elevado, porque esto se traducira en una proliferacién incontrolada aun

cuando haya ocurrido dafio celular y no esté reparado (Vousden and Prives, 2009).

Por este motivo, nos parecia interesante analizar la capacidad de proliferacién y crecimiento
celular en condiciones donde HERC2 se hubiera anulado, y por consecuencia los niveles de p21
disminuidos. Para ello, a las 24 horas post-transfeccion con los siRNAs NT o HERC2, las células
fueron resembradas a baja confluencia y durante 5 ¢ 7 dias el crecimiento fue analizado.
Inicialmente, estos ensayos se realizaron con las células HeLa y MCF7, lineas celulares donde hay
mayor numero de publicaciones para analizar proliferacién celular, ademés esto permitia
estandarizar las condiciones Optimas para realizar este tipo de ensayo (densidad celular, método de
fijacion, método de contaje, area de superficie del cultivo). Tanto las células HeLa como MCF7 en
ausencia de HERC2 presentan una tasa de proliferacién mas rapida con respecto a las células con
siRNA NT. En las células HeLa donde los niveles de p53 y p21 son méas bajos, el efecto se observa

desde el inicio. Para las MCF?7, las diferencias se observan a partir del dia 4 (Figura R26).
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Figura R26. Ausencia de HERC2 aumenta el crecimiento celular en las lineas HeLa y MCF7. Las células fueron
transfectadas con los siRNAs NT o0 HERC2 (H2.2) y a las 24 horas post-transfeccion fueron resembradas en placas de 6
pocillos a una densidad de 1.000 células/pocillo. Dia a dia las células fueron fijadas con el colorante cristal violeta. Al
final del ensayo, el colorante era disuelto y la absorbancia cuantificada a 550 nm. Las eficiencias de transfeccion del
siRNA de HERC2 fueron comprobados (datos no mostrados), observando una disminucion significativa de los niveles de
HERC2. Los datos son representados como la media +/- SEM.

Con las condiciones estandarizadas para las curvas de crecimiento, se repitieron esta vez en
las células U20S, que expresan niveles mas elevados de p53, transfectadas con dos siRNAs
distintos para HERC2 vy el control y se analizd como antes. En estas células se observaron
diferencias a partir del dia 3 que fueron aumentando hasta el Ultimo punto del ensayo (dia 7).
Cuando HERC2 no se expresa, el crecimiento celular esta aumentando con respecto a las células
control (NT) (Figura R27).

u20s
0.16
—a#— SiRNANT o

0144 . SiRNAHERC2 (H2.2) I
E 042 siRNA HERC2 (H2.4) .»'"
c . - i
§ 0.104 ’ Figura R27. Ausencia de HERC2 con dos siRNAs especificos
T 0084 aumentan el crecimiento celular en la linea U20S. Las células
N fueron transfectadas con los siRNAs NT o HERC2 (H2.2 0 H2.4) y a
8 0.06+ las 24 horas post-transfeccion fueron resembradas en placas de 6
2 0.04+ pocillos a una densidad de 1.000 células/pocillo. Los datos son
2 0.0z representados como la media +/- SEM.

0.00

Dias
Con estos resultados anteriores, se esperaria que el efecto sobre el crecimiento celular fuera
comparable al que se obtendria cuando p53 no esta. Por ello, repetimos estos experimentos en las

células U20S con el siRNA para p53. En la figura R28, se observa un incremento similar en el

crecimiento celular cuando HERC2 o p53 son anulados.
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Para comprobar que los efectos sobre el crecimiento celular en ausencia de HERC2 son
dependientes de la actividad de p53, las curvas de crecimiento se realizaron en las células H1299.
En estas células la anulacién de HERC2 no altera el crecimiento celular con respecto a las células
con siRNA control (Figura R29).

H1299

=== SiRNANT
2,5 =—u. siRNAHERC2

Figura R29. Ausencia de HERC2 en las células H1299 (p53 null)
no influye sobre el crecimiento celular. Las células H1299 fueron
transfectadas con los siRNAs NT o HERC2 (H2.2) y a las 24 horas
de la transfeccién se resembraron1.000 células/pocillo en placas de
6 pocillos y se analizaron a los tiempos indicados. Los ~ datos son
representados como la media +/- SEM.

Absorbancia (550 nm)

Los datos obtenidos por las curvas de crecimiento se confirmaron por ensayos de
clonogenicidad, los cuales permiten evaluar si una célula tiene el potencial para formar una colonia
(Franken et al., 2006). Al igual que las curvas de crecimiento, inicialmente se realizaron en las
células MCF7 y HelLa. Después de 15 dias de la siembra a baja densidad, se observa un mayor
numero de colonias cuando HERC2 no estaba. Las diferencias coinciden con lo observado en las

curvas de crecimiento (Figura R30).
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Figura R30. La ausencia de HERC2 aumenta el niimero de colonias en ensayos de clonogenicidad. Células HelLa
0 MCF7 fueron transfectadas con los siRNAs NT o HERC2 (H2.2) y a las 72 horas fueron resembradas a 500
células/pocillo en placas de 6 pocillos y se mantuvieron en cultivo hasta observar colonias de 50 células
aproximadamente (10-15 dias). El efecto del siRNA fue verificado por western blot (panel de la izquierda). Los datos son
representados como la media +/- SEM.

Con las células U20S se realizaron estos ensayos con los dos siRNAS especificos para
HERC2. Con ambos siRNAs, se observd un mayor nimero de colonias, casi 3 veces mas con

respecto a las células transfectadas con siRNA NT (Figura R31).

El efecto observado en ausencia de HERC2 fue comparable al obtenido cuando p53 fue
anulado en las células U20S. En ambas situaciones se observan 3 veces mas del nimero de

colonias respecto a las células con el sSiRNA NT (Figura R32).
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Figura R31. La ausencia de HERC2 aumenta el niimero de colonias en ensayos de clonogenicidad en células
U20S. Las células U20S se transfectaron con los siRNAs NT, HERC2 (H2.2 o H2.4) y a las 72 horas fueron
resembradas a 500 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se mantuvieron en cultivo por 10-15 dias hasta observar
colonias de 50 células aproximadamente. El efecto del siRNA fue verificado por western blot (panel de la izquierda). Los
datos son representados como la media +/- SEM.
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Figura R32. La ausencia de HERC2 o p53 aumenta de manera similar el nimero de colonias en ensayos de
clonogenicidad. Las células U20S se transfectaron con los siRNAs NT, HERC2 (H2.2) o p53 y a las 72 horas fueron
resembradas a 500 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se mantuvieron en cultivo por 10-15 dias hasta observar
colonias de 50 células aproximadamente. El efecto del siRNA fue verificado por western blot (panel de la izquierda). Los
datos son representados como la media +/- SEM.

Como era de esperar en las células H1299 el silenciamiento de HERC2 no tiene ningun efecto.

El nimero de colonias no varié entre una condicion y otra (Figura R33).
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Figura R33. La ausencia de HERC2 no afecta la formacién de colonia en las células H1299. Las células H1299 se
transfectaron con los siRNAs NT o0 HERC2 (H2.2) y se resembraron a baja densidad a las 72 horas post-transfeccién. El
efecto del siRNA fue verificado por western blot (panel de la izquierda). Los datos son representados como la media +/-
SEM.

En su conjunto, todos estos datos demuestran que HERC2 regula el crecimiento y la

proliferacién celular a través de la regulacion de p53.

2.5 Efecto del proteasoma y de otras ubiquitinas ligasas en la regulacion de p53 por
HERC2

El estricto control de los niveles de p53 en la célula se da principalmente por la degradacion a
través del proteasoma mediado por el sistema de ubiquitinacion (Scheffner et al., 1993). La principal
ubiquitina ligasa de p53 es MDM2 (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997) y un importante
regulador de MDM2 es MDMX quien al favorecer la estabilizacién del complejo MDM2-p53, permite
la degradaciéon de p53 (Tanimura et al., 1999). Por otra parte, se ha descrito que E6AP, una
ubiquitina ligasa de la misma familia HECT de la cual forma parte HERC2, interacciona con HERC2
y de esta manera la actividad ubiquitina ligasa de EGAP es estimulada (Kuhnle et al., 2011). EGAP
puede interaccionar con la oncoproteina E6 de ciertos papilomavirus humanos contribuyendo a la

carcinogénesis cervical en parte por la desregulada degradacion de p53 (Kiihnle et al., 2011).

Es bien conocido que la inhibicion de la actividad del proteasoma incrementa los niveles de
p53, asi como los de MDM2 y MDMX. Asi, para examinar si la regulacién de la actividad
transcripcional de p53 por HERC2 era independiente o no del efecto del proteasoma, analizamos los

niveles de p21 en células U20S en presencia del inhibidor del proteasoma MG132. Como se
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observa en la figura R34, el MG132 incrementa los niveles de p53 que se correlacionan con un
aumento en los de la proteina p21. MDM2 y MDMX también aumentan cuando el proteasoma es
inhibido. E6AP no es alterado por el tratamiento. Cuando la expresion de HERC2 era anulada, p53 'y
p21 aumentaban después del tratamiento con el inhibidor MG132, pero no en la misma extension
con relacion a las células control (NT) (Figura R34, comparar carriles 4, 5 y 6). Ademas, podemos
observar que la ausencia de HERC2 no afecta los niveles de otras E3 ligasas como MDM2 o EGAP.
Estos datos sugerian que la inhibicion de la actividad de p53 por HERC2 era independiente de los
efectos del proteasoma y de la posible regulacion en este contexto de otras ubiquitinas ligasas como
MDM2 o E6AP o reguladores negativos de p53 como MDMX.

-MG132 + MG132
siRNA: NT HERC2 HERC2 NT HERC2 HERC2
(H2.2) (H2.4) (H2.2) (H2.4)
HERC2 —
MDM2 — — —_—
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EGAP W e s e e e
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Figura R34. Regulacion transcripcional de p53 por HERC2 es independiente del proteasoma. Células U20S fueron
transfectadas con los siRNAs NT o HERC2 (H2.2 0 H2.4) y a las 72 horas post-transfeccidn se trataron con el inhibidor
del proteasoma MG132 durante 6 horas. Después, los lisados fueron analizados por western blot con anticuerpos
especificos para las proteinas HERC2, MDM2, MDMX, E6AP, p53, p21 y Ran.

Aumentar los niveles de la proteina p53 puede ser una terapia en canceres con p53 no mutado.
Una de las estrategias seguidas ha sido la de inhibir la degradacion de p53 por MDM2. Asi, han sido
disefiados farmacos como la nutlina-3A (Vassilev, 2004) o el MI-219 (Shangary and Wang, 2009).

En este contexto, nos preguntamos si MDM2 estuviera mediando algun tipo de regulacion sobre los
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efectos de HERC2 en la actividad transcripcional de p53. Por ello, realizamos experimentos similares
a los anteriores, pero esta vez en presencia de nutlina-3A. El tratamiento con nutlina-3A incremento
los niveles de MDM2 pero también aumento la actividad transcripcional de p53, observada por un
incremento en los niveles de la proteina p21 (Figura R35, comparar carriles 1y 4). Cuando HERC2
no estaba MDM2 aumentaba y también los niveles de p21, pero este incremento seguia siendo
menor con respecto a las células control (NT). Estos datos indicaban que el efecto regulador de

HERC2 sobre la actividad transcripcional de p53 parece independiente de la actividad de MDM2.

- Nutlina + Nutlina
siRNA: NT HERC2 HERC2 NT HERC2 HERC2
(H2.2) (H2.4) (H2.2) (H2.4)
HERC2 W —
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p53 - A AR e e
p21 - e -
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Figura R35. Inhibicion de MDM2 por nutlina-3A no regula los efectos de HERC2 sobre la actividad transcripcional
de p53. Células U20S fueron transfectadas con los siRNAs NT o HERC2 (H2.2 o H2.4). A las 48 horas post-
transfeccion, se adicion6 el tratamiento con nutlina-3A por 16 horas. Después de este tiempo, las células fueron
analizadas por western blot con anticuerpos especificos para HERC2, MDM2, p53, p21 y Ran.

Estos resultados fueron confirmados por ensayos con RNAs de interferencia para anular la
expresion de MDM2. El silenciamiento de MDM2 causaba un aumento en los niveles de p53 y de
p21. Cuando el silenciamiento de MDM2 fue combinado con el de HERC2, la disminucién de p21
causada por la ausencia de HERC2 se mantuvo, confirmandose que los niveles de p21 estan siendo
regulados en una manera independiente de MDM2 (Figura R36, carriles 1-4). Cuando estos
experimentos se realizaron en presencia del inhibidor del proteasoma MG132, los resultados

obtenidos sobre la actividad de p53 fueron similares (Figura R36, carriles 5-8).
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Figura R36. Regulacion de HERC2 sobre p53 y su actividad es independiente de MDM2. Células U20S fueron
transfectadas con siRNAs especificos para HERC2 (H2.2) o MDM2 solos o combinados, y el control negativo siRNA NT.
El tratamiento con MG132 se realiz6 a las 72 horas post-transfeccién. Los lisados recuperados fueron analizados por
inmunoblot con anticuerpos especificos para HERC2, MDM2, p53, p21 y Ran.

2.6 Analisis de la respuesta de p53 al estrés genotoxico en ausencia de HERC2

El modelo clasico de activacion de p53 consiste basicamente en tres pasos: estabilizacion
mediada por la fosforilacion en las serinas 15 y 20 por quinasas como ATM y ATR inhibiendo la
interaccion con MDM2, unién al DNA por su secuencia especifica y activacion de genes diana. Sin
embargo, la gran diversidad de modificaciones post-traduccionales que ocurren sobre p53 sugieren
un mecanismo mas complejo (Kruse and Gu, 2009). p53 tiene un papel clave en la respuesta celular
por dafio al DNA, regulando el ciclo celular y la apoptosis. Por ello decidimos analizar la respuesta
de p53 al dafio al DNA causado por el agente quimioterapeutico bleomicina. Las lesiones sobre el
DNA causadas por la bleomicina ocurren principalmente por la ruptura de la doble cadena y se
requiere de un mecanismo de recombinacidn de extremos no homdlogos (NHEJ: non homologous
end joining) para reparar el dafio (Bonner et al., 2008; Helleday et al., 2008; Jackson and Bartek,
2009).

A las 72 horas de haber sido transfectadas con siRNAs de HERC2, las células U20S fueron
incubadas con bleomicina a diferentes tiempos (0-6 horas). En la figura R37, se puede observar
como una hora de tratamiento con la bleomicina, permite la fosforilacion de p53 en serina 15 que
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siguié aumentando durante las siguientes 6 horas. Este incremento va acompafiado del aumento de
los niveles de p53 y de p21 (Figura R37A). Cuando analizamos las células donde HERC2 no se
expresaba, observamos la fosforilacion de p53 aunque esta era menor que la observada en las
células con siRNA HERC2 con respecto a las células con el siRNA NT. En estas condiciones, p53 se
incrementd ligeramente con el tratamiento con bleomicina y los niveles de p21 no aumentaron de la
misma manera que las células control. Al observar que los niveles totales de p53 no aumentaban de
la misma manera cuando HERC2 no se expresaba, y que esto podria explicar la menor fosforilacion
observada, se cuantifico la relacion de p53 fosforilado/p53 total, observando que la relacion no
variaba significativamente entre las células control y sin HERC2, por lo cual la cantidad de
fosforilacion observada era proporcional a los niveles de p53 totales (datos no mostrados), y la

ausencia de HERC2 no afectaba a la fosforilacion de p53 por el tratamiento con bleomicina.

. siRNA NT siRNA HERC2
Tiempo
Bleo (h): 6 3 i 0 0 1 3 6

HERC2 " s o =
P-S15-p53 Smam o= - ol
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Figura R37. HERC2 no regula la fosforilacion de p53 en células sometidas a estrés genotdxico por bleomicina.
Células U20S fueron transfectadas con siRNA NT o HERC2 (H2.2) para anular la expresion de HERC2 y analizar la
respuesta ante el tratamiento con bleomicina (Bleo) a los tiempos indicados. Los lisados recuperados de cada punto
fueron analizados por inmunoblot con anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Este resultado es
representativo de al menos 10 experimentos independientes.

Adicionalmente a la importancia de la activacion de p53 durante la reparacién del dafio al DNA,
la regulacion de este proceso por procesos de ubiquitinacion y deubiquitinacion ha emergido como
un mecanismo primordial para la mantener la integridad del genoma. En 2010, Bekker-Jensen et al.
implicaron por primera vez a HERC2 en los procesos de reparacion del DNA, observando que en
células donde HERC2 se habia anulado, el reclutamiento de factores de reparacion como 53BP1,
RAP80 y BRCA1 disminuian. En este tipo de experimentos, el dafio al DNA era causado por

111



Resultados

irradiacion que también causa rotura de la doble cadena de DNA. Por ello, quisimos evaluar si los
efectos de la bleomicina podrian ser comparables o no a los observados con la irradiacion, y analizar
la respuesta de HERC2 ante el dafio por la bleomicina. Para ello se analizaron estructuras
subnucleares llamadas foci que son formadas por el reclutamiento de factores de reparacion. La
formacion de estos foci depende mayoritariamente de la fosforilacion de la variante de la histona
H2AX (yH2AX). Otro factor de reparacion importante es 53BP1 (p53-binding protein 1) (Lee and
Paull, 2007; Lukas et al., 2011). Después del tratamiento con bleomicina, la formacién de foci para
yH2AX y 53BP1 fue observada en células U20S. Sin embargo, en las células donde HERC2 no se
expresaba el numero de foci disminuyo significativamente tanto para yH2AX como para 53BP1
(Figura R38). De manera interesante, parece haber colocalizacion de HERC2 con ambas proteinas

de reparacion.

Figura R38. HERC2 afecta la formacion de foci de yH2AX y 53BP1 en células tratadas con bleomicina. Células
U20S transfectadas con siRNA control NT o HERC2 (H2.2) fueron tratadas por 1 hora con bleomicina (Bleo) a las 72
horas post-transfeccion. Después de este tiempo las células fueron fijadas para inmunofluorescencia. Las imagens
fueron captadas en un microscopio confocal. La cuantificacion del nimero de foci es expresada como la media +/- SEM y
es representativo de al menos 5 experimentos independientes.
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2.7 Localizacioén celular de la interaccion HERC2-p53 y el efecto del estrés genotoxico

sobre esta interaccion

PARC y CUL7, proteinas que presentan en su estructura el dominio CPH al igual que HERC2 y
que interaccionan con p53 mediante este dominio (Kasper et al., 2006; Kaustov et al., 2007; Nikolaev
et al., 2003) controlan la localizacion subcelular de p53. Asi, cuando PARC es silenciado en células
U20S, p53 se relocaliza predominantemente en el nucleo incrementando su actividad transcripcional
(Nikolaev et al., 2003), mientras que para CUL7 este dominio es importante para su propia

localizacion citoplasmatica (Kasper et al., 2006).

Por ello nos preguntamos, si HERC2 estaria regulando la localizacién de p53 y asi afectar su
actividad transcripcional. Realizamos experimentos de fraccionamiento subcelular en células U20S
transfectadas con los siRNAs control NT y HERC2, en presencia y ausencia de bleomicina. A partir
de las fracciones citoplasmatica y nuclear aisladas de células U20S, analizamos la distribucién de
HERC2 y p53, asi como del p53 fosforilado y de HERC1. Utilizamos la distribucion de la Lamina A/C
y de la a-Tubulina como controles de las fracciones nucleares y citoplasmaticas, respectivamente.
Como se observa en la figura R39, HERC2 se localizaba tanto en citoplasma como en nucleo,
HERC1 se observd Unicamente en la fraccion citoplasmatica. Después del tratamiento con
bleomicina, p53 es fosforilado y se distribuye tanto en la fraccion citoplasmatica como nuclear.
Cuando HERC2 no se expresa y después del tratamiento con bleomicina, se observa una ligera
retencion de p53 en la fraccion citoplasmatica (Figura R39, comparar carrriles 6 y 8 con carriles 5y
7), p53 fosforilado también parece quedarse retenido, sin embargo al ser menores los niveles
iniciales de p53 total y fosforilado sin HERC2, no se puede concluir que HERC2 afecté la localizacion

celular de p53.
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Al no haber observado un claro efecto de HERC2 sobre la localizacién de p53, analizamos si el
tratamiento con bleomicina mantenia o no la interaccion HERC2-p53. Por ello, realizamos ensayos
de inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-HERC2 en células U20S tratadas y no con bleomicina.
La interaccion entre HERC2 y p53 se mantiene después del tratamiento con bleomicina (Figura
R40).

Input IP

Bleo =Bleo +Bleo
- + Pl HERC2 Pl HERC2

Figura R40. La interaccion HERC2-p53 se mantiene
después del tratamiento con bleomicina. Células
U20S fueron tratadas con bleomicina (Bleo) por 3 horas y
HERC2 ‘== =i ) - lisadas para ensayos de inmunoprecipitacion con
anticuerpos anti-HERC2 (bvg3) o PI (suero pre-inmune) y
analizadas por western blot.

b Mt G e

Al determinar que HERC2 y p53 se localizaban tanto en citoplasma como en nucleo, nos
preguntamos donde estaria ocurriendo la interaccidon. Para analizar esto, las fracciones

citoplasmatica y nuclear fueron aisladas y sobre estas se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion
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con el anticuerpo contra HERC2. Como se observa en la figura R41, la interaccion HERC2-p53

ocurre tanto en el citoplasma como en el nucleo (Figura R41).
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Figura R41. La interaccion entre HERC2 y p53 ocurre en citoplasma y nucleo. Las células U20S fueron separadas
en fracciones citoplasmatica y nuclear. Con estas fracciones se realizaron ensayos de inmunoprecitacion utilizando
anticuerpo anti-HERC2 (bvg3) y se analizd por western blot. La a-Tubulina y la Lamina A/C se analizaron como
marcadores de la fraccion citoplasmatica y nuclear, respectivamente.

2.8 Regulacion de la oligomerizacion de p53 por HERC2

Previamente, habiamos demostrado la importancia de los ultimos 43 aminoacidos de p53 para la
interaccion con HERC2 (Figura R15 y R16). Este dominio contiene en parte el dominio de
tetramerizacion de p53 que permite que p53 pueda oligomerizar. El dominio de tetramerizacion se
localiza en el extremo carboxilo-terminal, donde también se encuentra una secuencia sefial de
exportacion al nucleo (NES), sugiriendo que la oligomerizacion y la exportacion al nucleo son hechos
ligados (ltahana et al., 2009). Por todo esto, decidimos analizar si HERC2 podria regular la

oligomerizacion de p53.

Una primera aproximacion fue analizar la interaccion de HERC2 con proteinas de p53 que
contenian mutaciones en la sefial de localizacion nuclear (NLS) o en la sefial de exportacion (NES).
Estos mutantes estaban fusionados al epitopo CFP (Cyan fluorescent protein), por lo cual podiamos
analizarlos por microscopia de fluorescencia y determinar su localizacién celular. Asi, mientras la
proteina p53NLS se localizaba en el citoplasma, la p53NES estaba retenida en el nicleo. La proteina
pS3WT se localizaba predominante nuclear (Figura R42A). Para estudiar la interaccion con HERC?2
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con las diferentes proteinas de p53, estas fueron expresadas en las células H1299 y por ensayos de
inmunoprecipitacion se analizo la interaccién HERC2-p53. En la figura R42B, se puede observar que
HERC2 interacciona con la proteina p53N-S pero no con la proteina pS3NES. La expresion de pS3WT
se llevaba como un control positivo del experimento, mientras que la del pcDNA3 como un control
negativo. Como era de esperar, la actividad transcripcional de p53 solo se mantuvo con p53WT al
inducir los niveles de expresion de la proteina p21. Como previamente, habiamos demostrado que la
interaccion entre HERC2 y p53 ocurre en el citoplasma y en el nucleo (Figura R41), no parecia
probable que la ausencia de interaccion entre HERC2 y pS3NES fuera por su localizacion subcelular.
Curiosamente, estudios previos habian demostrado que el mutante p53NLS mantiene su capacidad

de oligomerizar mientras que el p53NES no (Itahana et al., 2009).

p53wWT pS3NLS PS3NES
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Figura R42. La proteina p53NES no interacciona con HERC2. (A) Células H1299 fueron transfectadas con los
plasmidos p53WT, p53NLS y pS3NES que tienen fusionado el epitopo CFP y visualizadas por microscopia de fluorescencia
a las 48 horas post-transfeccion. (B) Los lisados fueron utilizados para ensayos de inmunoprecipitacién utilizando

anticuerpos contra HERC2 (bvg3) y analizados por western blot. Pl (suero preinmune). Células transfectadas con
pcDNA3 se utilizaron como control negativo.

117



Resultados

Para confirmar nuestras observaciones de que la capacidad intacta para oligomerizar de p53 era
necesaria para la interaccion con HERC2, utilizamos otras proteinas mutantes de p53 que estan
descritas que presentan mutaciones en el dominio de tetramerizacion. Asi, usamos los mutantes
pS3RITC y p53L344P que no pueden oligomerizar, ni acetilarse ni inducir la transcripcion de p21
(Itahana et al., 2009). Estos mutantes se expresaron y se analizé en ensayos de inmunoprecitacion
la interaccién entre HERC2 y p53. Con ninguno de los mutantes, HERC2 era capaz de interaccionar
(Figura R43), confirmando la importancia de un dominio de tetramerizacion intacto en p53 que

permita su oligomerizacion e interaccion con HERC2.
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Figura R43. Proteinas de p53 con mutaciones en el dominio de tetramerizacion no interaccionan con HERC2.
Células H1299 fueron transfectadas con los plasmidos p53WT, p53R37C y pb3L344P y analizadas en ensayos de
inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-HERC2 (bvg3 o bvg4) por western blot para las proteinas indicadas. Pl (suero
preinmune). Células transfectadas con pcDNA3 se utilizaban como control negativo.

La oligomerizacion de p53 es esencial para su actividad transcripcional porque facilita la
interaccion con el DNA y con otras proteinas que pueden unirse a p53 dependiente de su estatus
oligomérico. La observacién de que HERC2 solo interactia con p53 oligomerizado nos llevd a

preguntarnos si HERC2 podria regular la oligomerizacion de p53.

Para estudiar la oligomerizacion de p53 utilizamos ensayos de cross-linking con diferentes
concentraciones del cross linker glutaraldehido (ltahana et al., 2009). Para ello, se expresé el

plasmido p53WT en combinacion con los siRNAs NT o HERCZ2, y se analizé las diferentes formas de
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oligomerizacion de p53. En estas condiciones se detectaban las diferentes formas oligoméricas de
p53 (dimeros, tetrdmeros) en las células con el siRNA NT pero no en las células que no expresan
HERC2 (Figura R44A, izquierda). Como previamente se habia observado que la bleomicina activaba
pd3, estos experimentos se realizaron también en presencia de bleomicina. La bleomicina estimulo
la oligomerizacion de p53. En ausencia de HERC2, la oligomerizacion se disminuyé (Figura R44A,
derecha). Para confirmar estos datos con la proteina p53 enddgena, experimentos similares pero sin
transfectar plasmidos se realizaron en células U20S. En la figura R44B, se puede observar como la
oligomerizacion de p53 fue estimulada por bleomicina y que en todas las condiciones la ausencia de

HERC2 disminuyé la oligomerizacién de p53.
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Figura R44. HERC2 regula la oligomerizacién de p53. (A) Células H1299 fueron transfectadas con el plasmido p53WT

y siRNAs NT o HERC?2 y tratadas o no con bleomicina por 3 horas. Para analizar la oligomerizacion de p53, los lisados
se trataron con glutaraldehido a las concentraciones indicadas y se analizd por western blot con anticuerpo anti-p53 tal
y como se describe en materiales y métodos. La oligomerizacién es expresada en porcentaje como la suma de dimeros y
tetrameros por carril. La oligomerizacién observada en las células NT con bleomicina y glutaraldehido al 0.04% se
consideraron el 100%. Los demés carriles se cuantificaron con respecto a este 100%.(B) Oligomerizacion de p53 en
células U20S. La oligomerizacion del p53 enddgeno se analizé y cuantificd igual que para las células H1299 pero sin
transfectar plasmidos.
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Estos datos mostraban claramente que HERC2 podria ser necesario para mantener la
oligomerizacion de p53, sin embargo no se podia determinar si HERC2 regulaba este proceso. Para
demostrarlo, expresamos en las células H1299 un fragmento de HERC2 (Myc-HERC2 F3) con los
aminoacidos 2292-2923 que incluia el dominio CPH junto con el plasmido p53WVT. En presencia del
Myc-HERC?2 F3, los niveles de p21 aumentan, mientras que los de HERC2, p53 o Ran permanecen
constantes (Figura R45A). EI aumento de los niveles de proteina de p21 se correlaciond con el
aumento de la transcripcion al observarse mayor actividad de su promotor por ensayos de luciferasa
(Figura R46B).

A B
P53 + + ‘_10 *x Figura R45. Dominio de HERC2 que
MycHERC2F3 - + Y o] - contiene el dominio CPH incrementa
g la actividad transcripcional de p53.
anti-Myc - § 6 (A) Células H1299 fueron transfectadas
el 5 ] i con p53WT y el dominio Myc-HERC2 F3
po3 Ty 5 ) (aminoacidos 2292-2923) o no y los
P21 e - g 2 niveles para las proteinas indicadas se
£ analizaron por western blot. (B)

HERC2 d
o * Actividad del promotor del gen p21
4 + + =  pcDNA3 . .

Ran s s -+ o+ ps3 mediante ensayos luciferasa en las

-+ wyoHgrozrs  condiciones indicadas. Los datos se
expresan como la media +/- SEM.

Cuando analizamos la oligomerizacién de p53 en las condiciones donde el dominio Myc-HERC?2
F3 se expresd, se observo un incremento en el porcentaje de oligomerizacion, demostrando asi que
HERC2 promueve la oligomerizacion de p53 (Figura R46).

p53 + +
Myc-HERC2 F3 = +
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Figura R46. HERC2 promueve la
oligomerizacién de p53. Las células H1299
fueron transfectadas con p53WT y/o Myc-
HERC2-F3 vy la oligomerizacion de p53 se
analizd como se describié en materiales y
métodos.
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3. Funcion de HERC2 en modelos in vivo

3.1 Caracterizacion molecular de una la mutacion de HERC2 que causa una enfermedad

similar al sindrome de Angelman

El sindrome de Angelman (AS) y el sindrome Prader-Willi (PWS) son enfermedades que
afectan al desarrollo del sistema nervioso central. Pacientes con estas enfermedades presentan un
profundo retraso mental e incapacidad para hablar, trastornos en el movimiento como ataxias o
inestabilidad en el andar, hiperactividad, personalidad alegre y episodios de risa excesiva. Estos
desordenes se producen por anormalidades en el imprinting que altera la expresion de un grupo de
genes, alcanzando deleciones de hasta 5-7 Mb en el cromosoma 15q11-q13. Si el locus materno es
el alterado, se produce el sindrome de Angelman, y si es el alelo paterno el afectado, se origina el
sindrome Prader-Willi (Ji et al., 1999; Ji et al., 2000). Uno de los genes frecuentemente mutados en
este tipo de enfermedades, es el gen UBE3A, que codifica para la proteina ubiquitina ligasa EGAP.
El 70% de los casos se correlaciona su falta de expresion con la enfermedad (Rougeulle et al.,
1997).

El grupo del Doctor Andrew H. Crosby del Centro de Genética Humana St. George de la
Universidad de Londres analizd un grupo de 15 individuos entre 11 meses y 39 afios de edad,
pertenecientes a la comunidad Amish en Ohio (Estados Unidos) con un fenotipo muy similar a los
pacientes con el sindrome de Angelman. Estos individuos presentan un retraso global en el
desarrollo, hipotonia, marcha inestable, problemas para gesticular y hablar, asi como problemas
para concentrarse e hiperactividad. Diferentes analisis de secuenciacion identificaron en todos los
individuos afectados una Unica region en homocigosis de 1.8Mb en el cromosoma 15q13.1-q13.3. El
screening de esta region identificd una variante de base no-sinonima en el exén 13 del gen HERC?2
que produce una sustitucion de prolina por leucina en el residuo 594 de la proteina (Harlalka et al.,
2013). Este aminoacido se localiza en el dominio RLD1 de HERC2 y estd muy conservado entre las
especies (Figura R47). En estos individuos no habia mutacion ni delecién del gen UBE3A. Para
determinar las consecuencias funcionales de la mutacion en el gen HERCZ2, nuestro grupo fue

contactado por la experiencia que posee en el estudio de la familia de las proteinas HERC.
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Para analizar la relevancia funcional que podria tener la mutacion identificada sobre la proteina
HERC2, nos proporcionaron fibroblastos de piel de cuatro individuos afectados con la mutacion
HERC2Pro594Leu (RM144, AM145, AR184, LR185) y de tres individuos no afectados (C6, C7, AY).

P594L
L

1

Homo sapiens WGRGNYGRLGHGSSEDEAIPMLVAGLKGLKVIDVACGSGDA
Mus musculus WGRGNYGRLGHGSSEDEATIPMLVAGLKGLKVIDVACGSGDA
Gallus gallus WGRGNYGRLGHGSSEDQT IPMLVTGLKGLKVIDVSCGSGDA
Anolis carclinensis WGRGNYGRLGHGSSEDQT IPMLVTGLKGLKVIDVSCGSGDA
Xenopus tropicalis WGRGNYGRLGHGSSEDQTVPMLVTGLKGLKVVDVSCGSGDA
Danio rerio WGRGNYGRLGHGSSEDQTTPMLVTALKGLKVIDVACGSGDA
Drosophila melanogaster WGRGTYARLGHGNSDDRSLETLVVALSDHMVVDVALGSGDA

****.*.*****-*:*.: * **-.*.‘ *:i—*: * kK kok

Figura R47. Estructura esquematica de HERC2 y alineamiento de secuencias para diferentes especies para el
dominio RLD1. La mutaciéon Pro594Leu (P594L) se localiza dentro del dominio RLD1 de la proteina HERC2. Este
aminodcido es conservado entre todas las especies analizadas.

Morfoldgicamente, los fibroblastos de los individuos no afectados eran bastante diferentes a los
fibroblastos con la mutacion. Los fibroblastos con HERC2Wid-tye eran células alargadas, de forma
ahusada y crecian mas uniformemente alcanzando la confluencia en las placas de cultivo. Por el
contrario, los fibroblastos HERC2Pro5%Leu eran mas anchos y crecian a manera de agregados
distribuidos por la placa de cultivo (Figura R48).
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Figura R48. Fibroblastos en cultivos de

HERC2Pros94Leu individuos con HERC2 wild-type o

AM145 AR184 LR185 HERC2Pro5%4Leu, Fotografias de fibroblastos

/ en cultivo en el mismo pase derivados de

individuos con HERC2Wild-type 0
HERC2Pro54Leu,
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Las diferencias morfoldgicas se observaron aun mejor, cuando el citoesqueleto fue marcado
con faloidina que tifie los filamentos de actina o utilizando un anticuerpo contra la a-tubulina (Figura
R49).
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Figura R49. Citoesqueleto de fibroblastos derivados de individuos con HERC2Wid-type o HERC2Pro5%4Leu, (A)
Fibroblastos de individuos con HERC2Widtye (C6) o HERC2Pro594Leu (RM144) fueron tefiidos con faloidina-TRITC y
visualizados en el microscopio confocal, o fueron incubados con anticuerpo anti-a-tubulina (B) y TOPRO-3 para tefiir los
nucleos (tincion azul).
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Con las diferentes lineas de fibroblastos que se obtuvieron se analizaron los niveles de proteina
por western blot para HERC2, E6AP, XPA y a-tubulina como control. EGAP se analizaba por la
implicacién que tiene en el sindrome de Angelman y por estudios previos que mostraban que la
actividad ubiquitina ligasa in vitro de E6GAP se estimulaba por la interaccion con HERC2 (Kunhle
2011). Por su parte XPA, fue el primer sustrato de ubiquitinacion descrito para HERC2 (Kang et al
2010) y podria dar indicios del efecto de la mutacion de HERC2 sobre su actividad ligasa. Como se
muestra en la figura R50, los niveles de HERC2 estan muy disminuidos en los fibroblastos con la
mutacion hasta el punto de perderse casi por completo la expresién de la proteina HERC2 en 3 de
las 4 lineas analizadas. El efecto de la mutacion parece ser especifico para HERC2 ya que los
niveles de E6AP ni de la a-Tubulina no cambian. Inesperadamente, los niveles de XPA tampoco
parecen verse afectados por los bajos niveles de HERC2.
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- ' U — l S e o Tubulina 0 HERG2 HERC2

Wild-type P594L

Niveles relativos de HERC2

Figura R50. Fibroblastos con la mutacion HERC2 Pro594Leu expresan menos niveles de HERC2. Lisados de
fibroblastos derivados de individuos control (HERC2Wittyee) o afectados (HERC2Pro594Leu) fueron analizados por western
blot con los indicados anticuerpos. Los niveles de HERC2 fueron normalizados con respecto a o-Tubulina y expresados
como la media +/- SEM, como se muestra en el panel de la derecha. Extractos de células U20S fueron usados como
control de deteccidn de las proteinas por los anticuerpos.

Los niveles de HERC2 detectados en individuos con la mutacién fueron tan bajos que sugerian
que esta podria afectar a la estabilidad de la proteina. Para analizar este punto, se intent6
sobreexpresar los 4.832 aminoacidos de HERC2, pero no pudimos por el tamafio tan inmensamente
grande. Como estrategia alternativa, expresamos los primeros 1.295 aminoé&cidos de la proteina
HERC2 introduciendo la mutacion Pro594Leu. Este dominio estaba fusionado al epitopo myc y de
esta manera podiamos determinar su expresion. Asi, en células U20S se expresaron los plasmidos

Myc-HERC2 y Myc-HERC2 Pro594Leu. Como se puede observar en la figura R51, un tnico cambio
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de aminoécido es suficiente para causar la inestabilidad de la proteina y de ahi los bajos o nulos
niveles de HERC2 en los fibroblastos de los individuos afectados. Los niveles de EGAP ni de Ran

son afectados.

Myc -HERC2
(1-1295)

Wild-type P594L
.*"' anti- Myc

~- Ran e

Wild-type P594L

Niveles relativos de
Myc-HERC2 (1-1295)

Figura R51. El cambio de prolina por leucina en la posiciéon 594 de HERC2 causa inestabilidad en la proteina.
Células U20S fueron transfectadas con Myc-HERC2 1-1295 Wild-type o Pro594Leu (P594L) y a las 48 horas los lisados
se analizaron por western blot. La expresion de los plasmidos fue comprobada por el anticuerpo anti-Myc. Los niveles de
expresion se normalizaron con respecto a Ran y se expresan como la media +/- SEM.

Una posible explicacién para la inestabilidad de la proteina HERC2Pr5%Leu pyede ser obtenida a
partir de los datos estructurales obtenidos del banco de datos para proteinas. HERC2 es un miembro
de la superfamilia RCC1, que presenta tres dominios similares a RCC1 (RLD1-3). La sustitucién de
aminoacido en la proteina mutante afecta a un aminoacido del dominio RLD1 de HERC2. Los
dominios RLD presentan una estructura heptagonal formada por hojas beta asemejandose a una
hélice de siete aspas, similar a RCC1 (Renault et al., 1999). Aunque no hay datos estructurales
disponibles para el dominio RLD1 de HERC2, dada su alta similaridad con el dominio RLD3, es muy
probable que presente la misma estructura. Teniendo en cuenta esta aproximacion, realizamos la
superposicion de RCC1 y la estructura disponible para el dominio RLD3 de HERC2 y se extrapol la
posicion de la prolina594. La sustitucion de la prolina por leucina se encuentra dentro de la cuarta
aspa de la hélice y es probable que el cambio de un aminoacido tan conservado alterara el bucle
entre la cuarta y la quinta aspa, cambiando la conformacién de la proteina y haciéndola inestable
(Figura R52).
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Figura R52. Estructura de RCC1 y superposicion con el dominio RLD3 de HERC2. (A,C y D) Vista lateral de la
superposicién de RCC1 (azul cyan) y el dominio RLD3 de HERC2 (gris) para humanos. (B) Vista desde debajo de la
hélice . La posicion equivalente a la prolina 594 de HERC2, es mostrada en amarillo en RCC1 y en rojo para RLD3. El
extremo N-terminal y C-terminal para RCC1 son indicados. La figura fue generada y editada utilizando SuperPose y
FirstGlance en programas Jmol. Nimero de entrada para el banco de datos de proteinas: 1A12 para RCC1 y 3KCl para
RLD3 HERC2.

Para encontrar la posible relacion entre la inestabilidad de HERC2 y la actividad de EGAP, se
contacto con el grupo del Dr Martin Scheffner, debido a su gran experiencia en el estudio de E6AP y
por haber descrito la interaccion HERC2-EGAP (Kuhnle et al., 2011). Este grupo es especialista en
ensayos de ubiquitinacion in vitro y ante la imposibilidad de realizar estos ensayos con los
fibroblastos, se desarrollaron en células HEK-293 transfectadas con HERC2Wid-type o HERC2Pro594Leu,
En este tipo de ensayos, observaron una ligera disminucion de la actividad ubiquitina ligasa de E6AP
sobre Ring1B, un sustrato de E6AP, cuando HERC2 Pro5%4Leu era expresado (Harlalka et al.,
2013). También observaron que la vida media de la proteina HERC2 Pro594Leu era menor con

respecto al control.
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3.1.1 Regulacion de la via de sefializacién de p53 por la proteina HERC2Pro5%4Leu

Teniendo en cuenta el papel regulador de HERC2 sobre la actividad transcripcional de p53 en
lineas celulares, decidimos analizar que implicacion podria tener la sustitucion de la prolina por
leucina en la posicion 594 de HERC2 sobre la via de sefalizacion de p53. Este modelo resultaba
bastante atractivo, al ser un modelo derivado de una patologia humana. Asi, analizamos los niveles
de p53 y de p21 en fibroblastos con HERC2Wid-type y HERC2Pro5%4Lleu, De manera interesante,
observamos menores niveles de p21 en los fibroblastos afectados con respecto a los fibroblastos

control. Los niveles de p53 eran similares en ambas situaciones (Figura R53).

cé AR184 Figura R53. Fibroblastos con la mutacion HERC2Pro5%4Leu

expresan niveles menores de p21. Lisados de fibroblastos con

HERC2 HERC2Wid-yee (C6) o HERC2Pro5%4Leu (AR184) fueron analizados
por western blot para HERC2, p53, p21y Ran.

PS3
P21 A
P
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Aunque estos resultados sugerian que la actividad transcripcional de p53 estaria disminuida
debido a los niveles bajos de HERC2, no podiamos descartar la posibilidad que los menores niveles
de p21 observados en los fibroblastos con la mutacién se debieran a la degradacién mediada por el
proteasoma. Por este motivo, repetimos estos experimentos en células tratadas con el inhibidor del
proteasoma MG132 y analizamos los niveles de las distintas proteinas. Después del tratamiento con
MG132, p53 y p21 se estabilizan, lo mismo ocurre con MDM2 que se usaba como control positivo.
Sin embargo, los niveles de p21 en los fibroblastos con la mutacion continuaban siendo menores con
respecto a los observados en los fibroblastos control. La inhibicion del proteasoma tampoco favorece
que HERC2Pr5%Leu se detecte, en concordancia de que los niveles de la proteina HERC2 no se

regulan por el proteasoma (Figura R54).
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HERC2

MDM2

p53

p21

o-tubulina

-MG132 +MG132

Cé AR184 cé AR184

Figura R54. Efecto de la inhibicion del proteasoma en
fibroblastos con la mutacion en HERC2. Fibroblastos con
HERC2Wid-yee (C6) o HERC2Pro594Leu (AR184) fueron tratados con
- — e - MG132 e inmediatamente procesados para analisis por western blot
de las proteinas indicadas.

— v D

A continuacion analizamos si la activacion de p53 por dafio al DNA causado por la bleomicina

era diferente en los fibroblastos control y con la mutacion. Para ello, tratamos las células por 1y 3

horas con bleomicina y los lisados se analizaron por western blot. En ambas situaciones, se observa

fosforilacion en la serina 15 de p53, asi como un aumento de p53 por el tratamiento. Estos efectos

se correlacionan con un aumento en los niveles de la proteina p21. Sin embargo, para los

fibroblastos con HERC2Pros%4leu |os niveles de p21 son menores. De manera interesante, la

fosforilacion de p53 y los niveles totales de p53 parecen ser mayores en los fibroblastos con HERC2

mutado a las 3 horas de tratamiento (Figura R55).
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3.2. Caracterizacion de los ratones Herc25% : Herc2 es un gen esencial

Para analizar la importancia fisiologica de HERC2, nos planteamos el estudio de ratones
knockout de Herc2. El Instituto Sanger disponia de una linea de células madre embrionarias
denominada AR0530 que presentaba la insercién de un trap o cassette dentro del gen de Herc2.
Este frap corresponde al gen 5-geo que codifica para la proteina -galactosidasa. En colaboracion
con el instituto Pasteur, estas células fueron inyectadas en hembras pseudogestantes para la
generacion de las primeras quimeras y posteriormente de los animales heterocigotos. Esta linea de
ratones la hemos denominado Herc25%. Esta linea puede considerarse un knockout total para
Herc2, debido a que la insercion del cassefte se localiza entre el segundo y el tercer exén, no
llegandose a expresar ningin dominio de la proteina, ademas el primer exén no es codificante
(Figura R56A y R56B). Este mutante produce una proteina teérica con los primeros 24 aminoacidos
de la proteina HERC?2 fusionada a la -galactosidasa de aproximadamente 120 kDa (Figura R56B).
En la figura R55, se puede observar la deteccion de los primeros animales heterocigotos (lineas 2, 3,
4,5, 7y 8) a partir del DNA gendmico obtenido de la cola de los ratones. Para el genotipado de los
animales se disefiaron diferentes oligos contra el alelo wild-type y el alelo mutante con f-geo,
obteniendo los mejores resultados con la pareja 530K001/530K004 para el alelo wild-type y

Gal7/Gal8 para el alelo mutado con el cassette o trap insertado (Figura R56C).
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Figura R56. Generacion de los
ratones Herc2530. (A)Representacion
Herc25% H Mwl Neo ;j_.n______ esquematica del alelo wild-type y del
- ; alelo con la insercion del cassette

para generar la linea Herc25%. (B) La

B Crssatie/Trap insercion del cassette origina una
proteina sin ningun dominio funcional
HERC2" __p T = ?_ﬁ_m 6l e se0.  fUSiOnada a la B- galactosidasa. (C)
Por PCR es posible identificar el alelo
wild-type con la pareja de oligos
HERG25% 120kDa 530K001/530K004 y el alelo mutado
con Gal7/Gal8.
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Para comprobar que el frap estuviera insertado en el sitio esperado y que efectivamente se
expresaba, diselamos oligonucleétidos para realizar una RT-PCR y poder identificar el alelo wild-
type y el alelo mutante con el trap incorporado en el cDNA (esquema en la figura R57A). Obtuvimos
RNA de diferentes tejidos en los que se expresa Herc2 y preparamos cDNA a partir de ellos. Los
resultados de la RT-PCR se muestran en la figura R57B, en la que se observa la aparicion de las
dos bandas con los tamafios esperados para cada alelo: 200pb para el alelo wild-type y 230pb para
el alelo con el trap. Ademas, para confirmar el punto de insercion del trap, se secuencié la PCR
correspondiente. Observamos que el trap se expresa inmediatamente a continuacién del final del
exon 2 de Herc2, con lo que unicamente se llegan a expresar los primeros 24 aminoacidos de la

proteina HERC2 (Figura R57C), con lo que esperamos que la proteina de fusién no sea funcional.

530K002

© 530KO05
- e
Figura R57. Comprobacion de
la insercion y expresion del trap
— e en la linea de ratones Herc25%.
(A). Representacion del disefio de
Hero25 B-geo oligonucledtidos para identificar el
alelo wild-type o con el trap dentro
del cDNA. (B). RT-PCR de
distintos  tejidos en animales
B Herc 2w HereaWrsw HerC2WT/WT y HerC2WT/53O. (C) El
Higado Bazo Rifion Higado Bazo Rifion trap se inserta después de la
WT 530 WT 530 WT 530 WT 530 WT 530 WT 530 Ultima base del exén 2 del gen
Herc2. Se indican los Ultimos
Aelomitante  gminoacidos de Herc2 y los

pb

AleloWitype  primeros del trap 3-geo.
200 pb

Cassette/Trap

Adicionalmente al genotipado, se comprob0 la expresion de B-galactosidasa del cassette en los
animales heterocigotos para Herc25%. Estos estudios fueron desarrollados en colaboracién con los
Dres Joan Durén y Josep Maria de Anta del Departamento de Patologia y Terapéutica Experimental
de la Universidad de Barcelona. La expresion de la B-galactosidasa fue testada mediante ensayos

de actividad B-galactosidasa usando X-Gal como substrato en testiculos, corazon, cerebro, rifion,
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pulmén, masculo, bazo, higado, pancreas e intestino. La mayor expresion fue detectada en

testiculos, corazon, cerebro y rifion, y niveles menores o nulos en los demés tejidos (Figura R58).

Testiculo

Corazon

Cerebro

Rifon

e

200_XJ s 400X

Figura R58. Actividad B-galactosidasa en tejidos de ratones heterocigotos Herc2%30. La actividad p-galactosidasa
fue analizada en testiculo, corazdn, cerebro y rifion de ratones de 8 semanas de edad utilizando X-gal como substrato.

Para obtener ratones knockout para Herc25% se realizaron diferentes cruces entre animales
heterocigotos. Las progenies se genotiparon por PCR de DNA gendmico. En una cohorte de 91
animales obtenidos, 34 (37.3%) fueron wild-type Herc2WTWT y 57 (62.4%) heterocigotos Herc2WT/530,

Aunque estos datos son consistentes con las ratios mendelianas (Tabla R1) para animales wild-type
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sobre heterocigotos, ningln embrion knockout Herc2530/530 fue obtenido, sugiriendo que la expresion

de Herc2530/530 esta asociada con una letalidad embrionaria en ratones.

Tabla R1. Andlisis de los genotipos obtenidos del cruce entre ratones HERC2WT/530

Frecuencia Frecuencia
Variable esperada, % (n)  observada, % (n)
Herc2wmwt 25 (23/91) 37.3 (34/91)
Herc2w1/530 50 (45/91) 62.4 (57/91)
Herc2530/530 25 (23/91) 0/91

Para determinar la edad donde se producia la letalidad embrionaria en los ratones Herc2530/530,
se analizaron embriones de diferentes estadios de cruces procedentes entre animales Herc2W1/5%0,
Para ello, las placentas eran separadas de los embriones en caso de existir y se genotipaban. De 34
placentas analizadas, 14 (41%) estaban vacias. Todas las placentas tenian el genotipo Herc2W1/530
como era de esperar. En los embriones a diferentes edades embrionarias pudimos detectar animales
Herc2WTWT 'y Herc2W1530 pero no homocigotos Herc2530530 (Tabla R2). Debido al tamafio tan
pequefio de los embriones del dia 7.5, no fue posible analizar con anterioridad a este dia, ni realizar
estudios histologicos en estos embriones que permitieran determinar la causa de la letalidad

embrionaria temprana para los Herc2530/530, Estos resultados indicaban que el gen Herc?2 es esencial

en el desarrollo de los ratones.

Tabla R2. Analisis de la letalidad embrionaria de los ratones Herc2530/530

Edad Placentas Plagiztas Placentas Genotipo de los embriones
observadas embrion Sin embrion ™~ HercoWTMWT  Herc2Ws30  Herc2530/530
10.5dpc 8 5 3 2 3 0
8.5 dpc 1 8 3 1 7 0
7.5dpc 15 7 8 4 3 0

Para determinar el patron de expresion de HERC2 durante el desarrollo se analizaron los
niveles de proteina en muestras de cerebro de diferentes etapas de desarrollo cedidas por la Dra
Soledad Alcantara del Departamento de Patologia y Terapéutica Experimental de la Universidad de

Barcelona. Estas muestras habian sido obtenidas en el dia de gestacién E16 y a los dias 0 (P0), 5
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(P5) y 15 (P15) post-parto y de animal adulto (AD). Ademéas de analizar los niveles de HERC2 en
estas muestras se analizaron también los niveles de otros dos miembros de la familia de proteinas
HERC: HERC1 y HERC3. Como se observa en la figura R59, los niveles de HERC2 disminuyen a
medida que avanza el desarrollo del cerebro, siendo los niveles mas bajos en cerebro de animales
adultos. Este mismo patron se observd para HERC1 y HERCS3, sugiriendo la importancia de la

familia de las proteinas HERC en etapas tempranas del desarrollo.

Experimento 1 Experimento 2
E1f6 PO P5 P15 AD E16 PO P5 P15 AD

HERC2 = -t - Figura R59. Expresion de las proteinas HERC
durante el desarrollo. Muestras de cerebro de
distintas etapas de desarrollo: E16 (dia 16 de

HERCT W« W e e gestacion), PO, P5 y P15 (dia 0, 5 y 15
respectivamente post-parto) y animal adulto (8
HERC3 ™ o o o g — semanas de vida) fueron analizadas por western

blot para HERC2, HERC1 y HERC3. B-actina se
utilizé como control de carga.

p-actina “-.--... -

Animales knockout para las E3 ubiquitinas ligasas de p53 como MDM2 o MDMX también son
letales en edad embrionaria (Jones et al., 1995; Montes de Oca Luna et al., 1995; Parant et al.,
2001). Curiosamente, la pérdida de p53 en estos ratones rescata por completo la letalidad y pueden
llegarse a desarrollar normalmente. Por esta razdn, nos planteamos rescatar la letalidad de los
animales homocigotos Herc2530/530 g| cruzarlos con animales knockout para p53 (p53). Realizamos
diferentes cruces entre animales dobles heterocigotos para obtener todos los genotipos posibles. En
una cohorte de 93 animales, no se observd ningin animal homocigoto Herc2530%30 (Tabla R3),
indicando que la letalidad causada por la expresion de un Herc2 mutado no puede ser rescatada por

la anulacion de pb3.

Tabla R3. Analisis del cruce entre animales Herc2W7/530p53+-

Variable ~ Herc2WTMWT — Herc2WT/530  Herg2530/530 Total
p53+ 3 21 0 24
p53+ 10 49 0 59
p53* 2 8 0 10
Total 15 78 0 93
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Los animales heterocigotos de HERC2 presentan un desarrollo, comportamiento y esperanza de

vida igual a los animales wild-type. Durante 80 semanas se han analizado la vida media para todos

los posibles genotipos que podrian esperarse del cruce entre animales Herc2W530p53+- La

esperanza de vida para los ratones con genotipo p53” en promedio es de 27 semanas

independiente de la presencia de uno o dos alelos wild-type para Herc2 (Figura R60).
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Figura R60. Analisis de la supervivencia de
los ratones obtenidos de los cruces entre
Herc2w1530p53+-, Durante 80 semanas se ha
seguido la supervivencia para los diferentes
grupos de animales con el genotipo indicado.

Actualmente, estamos realizando experimentos para evaluar la sensibilidad a la irradiacion de

los animales Herc2WTWT y Herc2W1/530 y determinar si la via de p53 pudiera estar menos activa en los

animales heterocigotos.
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