GFP: una nueva forma de detectar in vivo la actividad del factor de transcripcion p53

INTRODUCCION

1. La apoptosis.
1.1 Apoptosis, una forma de muerte celular.

Todas las células poseen en si mismas, la habilidad de auto destruirse, de programar
su muerte; capacidad que pondran en practica dependiendo de las condiciones externas a
que estén sometidas. Esta forma de altruismo celular se denomina apoptosis y esta
caracterizada por una serie de cambios morfoldgicos que en ultima instancia, llevaran a la
fagocitosis de los restos. Son rasgos caracteristicos el encogimiento y separacion de la
célula moribunda de sus vecinas, la fragmentacion nuclear, la condensacion de la cromatina
y del citoplasma (con preservacion de la integridad de las organelas) y la fragmentacion en
cuerpos discretos. Un conjunto de caracteristicas completamente distintas son observadas
bajo condiciones de injuria o necrosis: hinchazon generalizada, pérdida de integridad de las
membranas, ruptura de los lisosomas y desintegracion final de las organelas; con el
consiguiente dafio en el tejido circundante (Guimaraes Assuncao y Linden, 2004). Estas
diferencias nos inducen a pensar en la apoptosis como un proceso activo, altamente
regulado y tan necesario como la diferenciacion o cualquier otra fase biogenética. Por eso
comunmente se la describe como un mecanismo de “muerte programada”.

Los seres vivos deben ser capaces de regular la proliferacion y la muerte celular
para mantener las condiciones fisiologicas y desarrollarse satisfactoriamente. Asi, las
células deben poder defenderse frente a una gran variedad de estimulos estresantes como
hipoxia, privacion de nutrientes, shock térmico, radiacion ionizante, activaciéon oncogénica

entre otros. En estas situaciones, la apoptosis es un mecanismo eficaz (Wyllie, 2010).
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Las investigaciones en el area comenzaron hace mas de 40 afios, a partir de estudios

llevados a cabo en modelos biologicos tan diversos como el nematodo Caenorhabditis

elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster o en mamiferos. Hoy en dia se sabe

que la apoptosis implica una serie de eventos altamente conservados. A continuacion

haremos una breve introduccion a estos y otros aspectos del proceso apoptotico.

1.2 Vias moleculares en mamiferos.

A nivel molecular, el inicio de la apoptosis requiere de la maduracion y activacion
de caspasas, proteasas especificas de aspartato dependientes de cisteina, que se sintetizan
como proenzimas. Las caspasas “iniciadoras” se auto activan y clivan a las caspasas
“efectoras”. Estas ultimas degradan los distintos componentes celulares como
citoesqueleto, ADN, ARNSs, factores de transcripcion y traduccion, quinasas y fosfatasas,
concretando asi la muerte celular (Alenzi y col, 2010).

Las vias de sefializaciéon que desencadenan la respuesta apoptodtica se denominan
extrinseca e intrinseca. La via extrinseca se caracteriza por la unién de un ligando (por
ejemplo FasL) a un receptor de muerte celular (FAS, CED 95 y Apol). La unién
receptor/ligando induce un cambio conformacional en la zona citoplasmatica del receptor,
que se acopla entonces a adaptadores proteicos. Estos ultimos reclutan a las procaspasas
iniciadoras especificas de la via extrinseca y propician su autoactivacion. Uno de los
blancos de las primeras caspasas funcionales es la proteina BID (BH3-only), la cual
contribuye a la formacién del apoptosoma (Kaufmann y col, 2011). El apoptosoma se
constituye como una plataforma para la autoactivacion de las procaspasas propias de la via
intrinseca. Esta compuesto por una proteina adaptadora denominada APAF1 en mamiferos.

Su ensamblaje depende de la liberacion de citocromo ¢ desde el espacio intermembrana de
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la mitocondria, a través de poros formados por proteinas BAX /BAK (Ola y col, 2011). Un

esquema de ambas vias se puede observar en la figura 1.

Figura 1. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Se muestran los intermediarios mas comunes y
efectores correspondientes. Ver detalles en el texto. Extraido de MacFarlane y Williams, 2004.

Como reguladores de estas vias, participan los miembros de la superfamilia BCL2,
que se agrupan en tres subfamilias: a) las proteinas antiapoptdticas BCL2-like, b) las
proapoptoticas BAX-like, y c) las proapoptoticas BH3-only (BID). En condiciones
fisiologicas, la funcion de BAX y BAK estd inhibida por los miembros antiapoptdticos
BCL. En respuesta a sefiales especificas, la proteina BID es capaz de conectar ambas vias

(Youle y Strasser, 2008).
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1.3 Conservacion evolutiva de las vias apoptoticas.
En otros organismos muchas instancias de estas vias son llevadas a cabo por
intermediarios homologos con funciones conservadas.

Estudios en Caenorhabditis elegans mostraron que tres genes, ced3, ced4 y ced9,

forman el corazdn de la maquinaria apoptotica (Lettre y Hengartner, 2006). El clonado del
gen ced3 condujo a identificarlo como una caspasa (Yuan y col, 1993). Similarmente, se
hall6 a la proteina ced4 como la plataforma responsable de modular su actividad (Seshagiri
y Miller, 1997). El tercer gen descubierto fue ced9, con funciones similares a las de los
miembros de la familia bel-2 (Hengartner y Horvitz, 1994).

En Drosophila melanogaster también encontramos homologos de la mayoria de las

proteinas antes mencionadas: caspasas, Apafl, citocromo c, y reguladores cuyas funciones
son similares a las de mamiferos y nematodos (Conradt, 2009). Los principales reguladores
negativos de la via son los miembros de la familia IAP, Diapl y Diap2, cuya funcion es
ubiquitinar procaspasas para llevarlas a degradacion mediada por el proteasoma. Por el
contrario, en respuesta a estimulos de muerte, se activan los genes Reaper, Hid y Grim
(RHG), y sus productos proteicos degradan a las IAPs. Dark es un activador de caspasas

iniciadoras (Figura. 2).

Canorhabdits  rammals i,
Pro-apoptotic BH3-only proteins EGL-1 BH3-only RHG  Pro-apoptotic RHG proteins
Multidomain BCL-2 family members CEJI)_—Q BCL—;—H{—|\B‘;X;’BAK éa_p IAP proteins
APAF-1-like adaptors CED-4 APAF-1 Dark APAF-1ike adaptors
Caspases CED-3 Castases Caspases Caspases

Figura 2. Vias apoptdéticas en Caenorhabditis elegans, Drosophila. melanogaster y mamiferos. Lo que se
muestra es un esquema simplificado. En rojo se ven los reguladores principales de las vias. Extraido de
Conradt, 2009.
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2. El factor de transcripcion p353.

Los mecanismos apoptoéticos descriptos cuentan con un intermediario importante: la
proteina supresora de tumores p53. Se trata de un factor de transcripcion, presente
mayormente en el nicleo de células eucariotas, pero con una fraccion citoplasmatica que
participa en procesos vinculados a la mitocondria (Kruse y Gu, 2010). El grupo de trabajo
ha focalizado su estudio en esta proteina y la presente tesina se encuadra dentro de ese

proyecto mayor. A continuacion describiremos sus caracteristicas.

2.1 Estructura.

La proteina p53 de mamiferos contiene 393 aminoacidos y consta de tres dominios
bien definidos (Joerger y Fersht, 2010). En la figura 3 podemos apreciar como se disponen
el dominio de transactivacion, el dominio de union al ADN y el de tetramerizacion. Los
mismos se encuentran flanqueados por regiones ligadoras. Una region rica en prolinas liga
el dominio de transactivacion con el de unioén al ADN; una segunda region rica en prolinas
une este ultimo con el dominio de tetramerizacidn; y una tercera region basica forma el

extremo C-terminal de la proteina.
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Figura 3. Dominios funcionales de la proteina p53. Los niimeros arriba y abajo del esquema corresponden a la
posicion de los aminoacidos pertenecientes a cada dominio. Abreviaturas: NES, sefial de exportacion nuclear; NLS, sefial
de localizacion nuclear. Extraido de Jiang y col, 2010.
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El dominio de transactivacién abarca los residuos 1 al 70 (Fields y Jang, 1990).
Ademas de activar la transcripcion, este extremo regula la estabilidad de la proteina. La
fosforilacion sobre esta region debilita la union de p53 con moléculas especificas que la
llevan a degradacidon, como veremos mas adelante (Waning y col, 2010).

A continuacidn, en la secuencia aminoacidica nos encontramos con la primera
region ligadora (residuos 71-93), a la cual se le atribuyen dos funciones principales.
Primero, zonas poliprolinas son a menudo ligandos de proteinas que poseen dominios SH3
(Yu y col, 1994), como ocurre con aquellas que participan del mecanismo apoptotico.
Segundo, es probable que acumulos de estos aminoacidos sean necesarios para facilitar el
plegado del factor de transcripcion, aunque todavia no ha sido demostrado
experimentalmente (Kusano y col, 2001).

Probablemente el dominio mas interesante de p53 sea el de union al ADN (residuos
94-293), que es el blanco de la gran mayoria de mutaciones asociadas al cancer (Joerger y
Fersht, 2007). Esta zona puede describirse como un B-sandwich formado por dos laminas 3
antiparalelas que se apilan una contra la otra (Zhao y col, 2001).

La segunda region rica en prolinas, proxima al extremo C-terminal, abarca los
residuos 294 al 323. Una de las funciones de esta region seria facilitar el plegado del
dominio anteriormente descripto.

El extremo C-terminal (residuos 324-355) es necesario para la oligomerizacion y
formacion de tetrameros. Estos no so6lo constituyen la version transcripcionalmente activa
sino que ademdas ocultan la sefial de exportacion nuclear, para que la proteina quede
retenida en el ntcleo y pueda ejercer sus funciones (Jeffrey y col, 1995; Stommel y col,

1999).
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Finalmente existe una region bésica (residuos 356-393) que se asemeja a las colas
de histona y recluta coactivadores como acetil transferasas. Estas pueden modificar tanto a
p53 como a las histonas circundantes, llevando a la apertura de la cromatina, paso requerido

para la eficiente transcripcion génica (Mehta y col, 2011).

2.2 Activacion y regulacion.

Como factor de transcripcion, pS3 se une a promotores de genes especificos para
promover su transcripcion y desencadenar distintas respuestas celulares. La activacion in
vivo de promotores especificos por p53 se caracteriza por tres eventos: 1) estabilizacion, 2)
antirrepresion y 3) activacion especifica de promotor. 1) La estabilizacion esta mediada
principalmente por Mdm2, que es una proteina capaz de unirse a pS3 y de impedir que p53
se dirija al promotor especifico. Asi, la marca o ubiquitina para que p53 sea degradada por
el proteasoma. En este paso, otros factores afectan la habilidad de Mdm?2 de actuar sobre
p53. 2) La antirrepresion describe el escape de p53 de la represion ejercida por Mdm2 y
MdmX, estando p53 ya ubicada sobre el promotor. 3) Para la activacion de promotores

especificos, p53 interactua aqui con otros numerosos cofactores (Kruse y Gu, 2010)

(Figura 4).
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2.3 Una proteina, varias respuestas celulares.

El factor de transcripcion p53 es capaz de mediar una amplia variedad de procesos
antiproliferativos. La decision entre la vida y la muerte estaria determinada
fundamentalmente por la cantidad y duracion del dafio, méas que por la naturaleza del
mismo o la identidad de la célula receptora. Niveles transitorios o bajos de estrés mantienen
la capacidad de supervivencia. En estos casos p53 actlia como un protector ya que se ha
visto que el factor de transcripcion activa genes que contribuyen directamente a la
reparacion del ADN. Por otro lado, altos niveles de estrés sostenido llevan a la muerte
celular o a la senescencia, que es la detencion irreversible del ciclo celular (Figura 5)

(Vousden y Prives, 2009).
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Figura 5. Diferentes respuestas mediadas por p53. p53 puede ayudar a promover la reparacion y supervivencia
de células danadas o su remocion a través de muerte o la senescencia. El resultado final depende de varios aspectos, como
el nivel de estrés o dafio. Si las funciones protectoras de p53 no estan apropiadamente reguladas, se puede promover el
desarrollo de un tumor, como lo muestra la flecha roja de puntos. Extraido de Vousden y Prives, 2009.
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La apoptosis es una de las respuestas mediadas por p53 mas extensamente
estudiada. A continuacion, describiremos coOmo participa dentro de la maquinaria

apoptotica en mamiferos.
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2.4 Apoptosis mediada por p53 en mamiferos.

Dentro del contexto de la muerte celular programada, la proteina p53 participa tanto
en la via intrinseca como en la extrinseca (Figura 6). Una de sus funciones es regular la
transcripcion de los miembros proapoptoticos de la familia Bcel-2. Algunos trabajos
sugieren que la apoptosis mediada por p53 procede principalmente a través de la via
intrinseca (Soengas y col, 1999; Schulery col, 2000). Ademés activa la transcripcion de
varios genes de la maquinaria efectora (Kannan y col/, 2001). También estimula la
expresion de la caspasa 6, usualmente considerada una caspasa efectora (Nahle y col,
2002). Por otra parte, su acumulacion en la mitocondria (Mihara y col, 2003) precede a la

liberacion de citocromo c y al clivaje de las caspasas.
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p53 en la apoptosis. El
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Algunos autores sugieren que la induccion de p53 puede estar implicada en cambios
en el metabolismo redox, llevando a un incremento de especies reactivas del oxigeno en las
primeras etapas de la apoptosis (Hwang y col, 2001). El aumento de radicales libres podria

interferir con la funcion y/o integridad de la mitocondria, contribuyendo a la muerte celular.
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Por otro lado, p53 es capaz de reprimir la expresion génica (Mack y col, 1993). Una de las
primeras indicaciones de que tenia otras funciones dentro del contexto de la apoptosis mas
alla de promover la transcripcion de ciertos genes, proviene de observaciones que indican
que la muerte celular mediada por el factor prosigue incluso cuando la sintesis de nuevas
proteinas se encuentra inhibida (Caelles y col, 1994). Al menos en ciertas circunstancias
como la hipoxia, la habilidad represora cobraria mayor importancia con respecto a las

funciones activadoras (Koumenis y col, 2001).

2.5 Conservacion evolutiva de p53.

La proteina p53 de Drosophila melanogaster (dmp53) es una proteina de 385
aminoacidos y consta de tres dominios bien definidos al igual que su homodloga en
mamiferos (Jin y col, 2000, Sutcliffe y Brehm, 2004). La region de mayor homologia con la
proteina p53 de mamiferos estd localizada dentro del dominio central de uniéon al ADN
(25% 1identidad, 43% similitud). Lo sorprendente de dmp53 radica en su capacidad de
unirse a los elementos de respuesta de los genes blanco de mamifero (Jin y col, 2000). Los
otros dos dominios funcionales, no muestran mucha similitud de secuencia con su
homologa, sin embargo desempenan actividades similares, es decir la transactivacion y la
oligomerizacion (Brodsky y col, 2000).

Al igual que su contraparte, dmp53 puede inducir la apoptosis en respuesta a injuria
celular. Al contrario, no puede promover la detencion del ciclo celular (Sutcliffe y Brehm,
2004). A pesar de estas diferencias ambas proteinas promueven la reparacion del ADN. La
funcion general de p53 de detener el ciclo para reparar los dafios podria haber evolucionado

mas recientemente.
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Con respecto a los mecanismos de regulacion, mucho se sabe acerca de la p53 en
los mamiferos. Sin embargo, poco se conoce con respecto a las modificaciones que puede
sufrir dmp53, y como ellas regulan su funcion.

Recientemente, se ha visto que es fosforilada bajo situaciones de estrés, paso
requerido para la transactivacion de los genes involucrados en la apoptosis y reparacion del
ADN (Brodsky y col, 2004). El sitio fosforilado todavia no ha sido identificado, y tampoco
se sabe si sufre acetilaciones o sumorilaciones como modificaciones postraduccionales en
algin punto de la cadena aminoacidica.

En el genoma de Drosophila no se han identificado homoélogos de Mdm2, uno de
sus principales reguladores en mamiferos (Fortini y col, 2000; Bernards y Hariharan, 2001).
Ademas, el sitio de unidon para esta proteina no esta conservado en dmp53, lo cual nos
indica que en este sistema biologico, las funciones de degradacion estarian siendo llevadas
a cabo por otros componentes.

Finalmente, es posible que el sistema de cofactores para la transactivacion también

esté conservado en la mosca de la fruta.

3. Drosophila melanogaster como modelo de estudio.

3.1 Ciclo de vida.

Drosophila _melanogaster es un insecto holometabolo, perteneciente al orden

Diptera y a la familia Drosophilidae. De habitat cosmopolita, se caracteriza por consumir
alimentos con alto contenido de acido acético, como frutas en descomposicion. Su ciclo de
vida es relativamente corto (alrededor de 10 dias a 25°C y 60 % humedad) e incluye cuatro

fases: huevo, larva, pupa e imago o adulto. La duracion del ciclo varia con la temperatura
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de cultivo. Las hembras adultas pueden poner huevos durante toda su vida, alcanzando un
promedio de 50 a 75 diarios los primeros dias.

Es un organismo de metamorfosis completa. El desarrollo embrionario se produce
dentro del huevo, el cual es depositado sobre la superficie del alimento. Es ovoide y posee
dos pequefias proyecciones aplanadas que emergen de un extremo y le sirven para no
hundirse en el medio de cultivo. El desarrollo embrionario dura aproximadamente 1 dia a
25°C.

La larva es blanca, segmentada y vermiforme. Tiene partes bucales de coloracion
negra (ganchos mandibulares), en una region cefalica estrecha, que penetra en el alimento
comiendo vorazmente. No tiene ojos ni tampoco apéndices y deben empujarse comiendo
para desplazarse por su ambiente. Respiran por traqueas y poseen un par de espiraculos
visibles (poros aéreos) en los extremos anteriores y posteriores del cuerpo. Esta fase de
desarrollo se subdivide en tres estadios. El primero y segundo de ellos terminan en mudas.
Cada muda implica la eliminacion completa de la piel y partes orales, y es el mecanismo
por medio del cual la larva crece. Inmediatamente antes de la pupacion deja de comer, se
arrastra hacia una superficie relativamente seca y revierten sus espiraculos anteriores. La
fase larvaria dura alrededor de 3 dias a 25°C.

La pupa es considerada la fase reorganizativa del ciclo de la mosca, durante la cual
la mayoria de las estructuras larvarias son destruidas. Las estructuras adultas se desarrollan
a partir de los tejidos larvales conocidos como discos imaginales. El insecto empupa dentro
de la ultima piel larvaria, que en un principio es suave y blanca pero que gradualmente se
endurece y adquiere un color mas oscuro. Esta fase dura alrededor de 4 a 5 dias a 25°C

(Figura 7)
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Figura 7. Ciclo de vida de
Drosophila melanogaster. El
huevo fecundado tarda 24 horas
en desarrollarse y convertirse en
larva de primer estadio. El
segundo y tercer estadio larval
concluyen con la formaciéon de
la pupa, lugar donde ocurrira la
metamorfosis. Concluida esta
ctapa, el imago emerge dos a
tres dias después. Extraido de
Pastor Pareja y col, 2006.

La mosca adulta emerge o eclosiona del pupario forzando su salida por el extremo

anterior del mismo. En un principio las alas estan plegadas y los individuos son de un color

relativamente claro, pero a medida que pasan las horas se despliegan, el cuerpo se oscurece

y obtienen una forma mas definitiva. Los adultos de Drosophila melanogaster pueden

aparearse a las 8 horas de emergidos. El esperma es almacenado en las espermatecas en los

receptaculos ventrales de la hembra, y es liberado gradualmente al oviducto a medida que

se producen los huevos.

El promedio de supervivencia de una mosca adulta es de 37 dias a 25°C.

Un ciclo de vida de tales caracteristicas, es particularmente ventajoso a la hora de

trabajar con organismos vivos. Es por ello que Drosophila melanogaster ha sido

13



Tesina de grado: Romina Campagno

considerada un modelo de estudio apto para diversos tipos de investigaciones (Ramos

Morales y col, 1994).

3.2 Importancia como organismo modelo.

La mosca de la fruta presenta un ciclo de vida relativamente corto y alta tasa de
reproduccion. Estas caracteristicas contribuyen a su cultivo y crianza en el laboratorio, con
muy bajo costo de mantenimiento. Ademas de conocerse el genoma completo, muchos de

los genes de Drosophila melanogaster presentan una importante homologia con los

correspondientes de mamiferos. Por eso, la consideramos un excelente modelo de estudio
para analisis in vivo de todo tipo y en particular para aquellos concernientes a la apoptosis.
En los ultimos afios, enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y genéticas han

comenzado a ser estudiadas en Drosophila melanogaster por la posibilidad de establecer

correlaciones con los humanos (Wolf y Rockman, 2011; Read, 2011; Whitworth, 2011).
Por otro lado, en la actualidad existen bancos de libre acceso, con gran variedad de
lineas transgénicas disponibles para investigadores de todo el mundo. Por ejemplo, lineas

que expresan proteinas fluorescentes, como es el caso del presente trabajo.

3.3 La apoptosis en Drosophila melanogaster

Los mecanismos que desencadenan el programa de muerte celular en Drosophila
melanogaster son de nuestro particular interés. En la mosca de la fruta hay 7 caspasas
caracterizadas (Kumar, 2007). Los principales reguladores son los miembros de la familia
IAP, o Inhibitors of Apoptosis Proteins, como dIAP1, dIAP2 y deterin (Hay y col, 1995).
Su funcién es ubiquitinar pro caspasas y llevarlas a degradacion y han sido encontrados en

casi todos los organismos multicelulares examinados a la fecha (Verhagen y col, 2001)
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Por otro lado, en respuesta a estimulos apoptoticos se activa un grupo de genes que
actiian de manera cooperativa: reaper (rpr), head involution defective (hid) y grim (RHQG)
(Steller, 2008). Dos mas, sickle y jafrac2, de similares caracteristicas fueron recientemente
identificados (Christich y col, 2002; Tenev y col, 2002).

Los mecanismos a través de los cuales rpr, grim y hid activan caspasas no son
completamente entendidos, sin embargo, experimentos in vitro sugieren que al menos parte
de su actividad proapoptotica es el resultado de la habilidad para unirse e inactivar a las
proteinas IAPs.

Dependiendo del tipo de senales recibidas, ya sean de desarrollo o aquellas
resultantes del censado interno, la actividad de cada uno de estos genes es regulada de
diferente manera. Las sefiales de respuesta a dafio cromosémico llevan a la expresion de

reaper 'y la subsecuente muerte celular (Bangs y col, 2000) (Figura 8).

DNA damage B

\ APOPTOSIS |

cell eycle regulators

steroid hormones

develepmental signals

growth facors

Figura 8. Reaper, Grim y Hid actiian de manera cooperativa para inducir la apoptosis. Cuando la actividad
combinada de las tres proteinas excede un umbral, se induce la apoptosis. Dafio en el ADN, desregulacion del ciclo
celular, sefiales de desarrollo y hormonas esteroideas llevan a la expresion de reaper. grim y hid solo se expresan ante
sefiales de desarrollo. Ademas, la actividad de 4id esta regulada negativamente por las vias de los factores de crecimiento.
Extraido de Bangs y col, 2000.
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4. Proteina fluorescente verde, una herramienta de la biologia molecular.

La proteina fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP) ha sido
extensamente utilizada en biologia celular y molecular. Ella y sus homodlogas constituyen
una gran familia de proteinas que contienen cromoforos en su interior, conjunto de
aminodacidos responsables de la emision luminica (Stepanenko y col, 2011).

En particular, GFP presenta varias caracteristicas que resultan ventajosas: posee alta
estabilidad y no requiere de cofactores o sustrato alguno para su funcionamiento, es
activada en gran variedad de organismos tanto eucariotas como procariotas (Chalfie y col,
1994), y se detecta rapida y facilmente. Puede fusionarse al extremo de cualquier proteina,
la cual, en la mayoria de los casos, retiene su funcion y localizacion subcelular (Chalfie y
col, 1994). En general, no presenta toxicidad para la célula, es altamente resistente a
muchas proteasas, detergentes, sales orgéanicas, pH alcalino y altas temperaturas. Estas
caracteristicas la convierten en una excelente opcidn para monitorear practicamente
cualquier proceso intracelular.

Actualmente, el marcado de proteinas es una de las aplicaciones mas populares de
las proteinas fluorescentes, para visualizar la expresion, localizacion, translocacion,
interacciones y degradacion de blancos determinados.

La proteina fluorescente verde es un polipéptido de simple cadena compuesto por
238 aminoacidos. El cromoforo responsable de la fluorescencia esta formado
autocataliticamente por los residuos Ser®, Tyr®® y Gly”’, lo cual le confiere la capacidad de
excitarse a 395 nm (luz azul, con un pico menor de 470 nm) y emitir luz verde, en un pico

de 510 nm (Ormd y col, 1996) (Figura 9).
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Figura 9. A. Estructura de GFP. B. espectros de emisién y absorcion. Imagenes obtenidas de:
A http://zeiss.magnet.fsu.edu/articles/probes/fpintroduction.html
B.http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Product-Technical-Resources/Product-
Spectra. EGFPpH7.html

El potencial de GFP como marcador no fue reconocido hasta 1987, a partir de los
trabajos de Douglas Prasher (Chalfie y col, 1994). Rapidamente comenzaron los estudios en
este campo y sus propiedades foto fisicas fueron modificadas mediante mutagénesis o
hipermutacion somatica (Wang y col, 2004), lograndose variantes que emiten fluorescencia
en todas las regiones del espectro visible (Chudakov y col, 2010).

Otras variantes mas llamativas se denominan foto activables porque tienen la
capacidad de pasar de un estado no-fluorescente a la forma activa en respuesta a la
irradiacion con luz de una determinada intensidad y longitud de onda. Las hay también foto
convertibles, que se caracterizan por cambiar el color de la fluorescencia (de verde a rojo,
por ejemplo); o directamente no-fluorescentes, es decir que absorben energia pero que no la

emiten (Stepanenko y col, 2011). En suma, la gama disponible es amplia y variada.
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4.1. Sistema reportero y microscopia confocal.

Una forma comun de estudiar a p53 es a través de técnicas de inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos, proteinas de union selectiva, acopladas a marcas visibles que hacen
posible su deteccion. Sin embargo, los anticuerpos que existen en la actualidad contra p53
en Drosophila son de baja eficiencia. Es por ello que con el presente trabajo se intenta
optimizar un nuevo sistema para la deteccion del factor de transcripcion, basado en las
propiedades fotoquimicas de la proteina GFP y la versatilidad de la mosca de la fruta como
modelo de estudio.

La apoptosis ha sido amplia y detalladamente estudiada por Abrams y otros
investigadores (Abrams, 1999; Milan y col, 1997) y hoy dia conocemos el patron

apoptotico de D. melanogaster durante el desarrollo embrionario (Abrams y col, 1993).

Para la realizacion de estos estudios se disefio el mencionado sistema reportero, consistente
en el gen que codifica para la proteina fluorescente verde unido a una porcion del promotor
del gen reaper, que presenta sitios de union para p53. Cuando p53 es activada por ejemplo
luego de irradiacion gamma, se une a dicha region y la proteina fluorescente verde se

expresa en respuesta a la activacion de p53 (Lu y col, 2010) (Figura 10).

p53 RE

Figura 10. Esquema de la construccion que constituye el sistema reportero. El gen que codifica para la
proteina fluorescente verde se encuentra precedido por una porcion de 150 pares de bases del promotor del
gen reaper. P, secuencia del elemento P. MCS, sitio de clonado multiple. I, aislante. White: marcador de
seleccion basado en el color de ojo. La insercion del transgén en la mosca, se evidencia fenotipicamente por
el color de ojos rojo. Nls, sefial de localizacion nuclear. Las distancias no se muestran a escala.
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En la etapa embrionaria se ha visto que GFP comienza a expresarse a los 70
minutos luego de la irradiacion, y se vuelve predominante a los 180 minutos, en
practicamente todos los embriones analizados (Lu y col, 2010) (Figura 11). Sin embargo,

nada se sabe de la dinamica de expresion de esta construccion genética en el estadio larval.

unirradiated ADmin T0min S0min 150min 180min

Figura 11. Activaciéon del sistema reportero en embriones de Drosophila. Imagenes de microscopia
confocal obtenidas de un curso en el tiempo (time lapse in vivo) de embriones sometidos 40 Gy de radiacion
ionizante. Inicialmente, los embriones irradiados lucen igual que el control no irradiado. Luego se observa un
incremento de la sefial de GFP con el tiempo.

Particularmente, se han elegido los discos imaginales como modelo de estudio.
Estos organos larvales son los que daran origen a las distintas estructuras del adulto, y son
un sistema muy conveniente para estudiar la apoptosis causada por estimulos estresantes
porque muestran poca apoptosis fisiologica, entonces toda la muerte celular observada sera
la ocasionada por el tratamiento de estrés.

Como alternativa a los métodos inmunohistoquimicos tradicionales, la optimizacion
del sistema reportero antes mencionado permitira observar indirectamente los cambios en

la expresion de p53, uno de los principales efectores de la muerte celular programada.
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5. Hipotesis de trabajo y objetivos.

HIPOTESIS
La radiacion ionizante promueve la apoptosis mediante la expresion temprana de la

proteina p53 en discos imaginales de Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Observar la actividad de p53 en discos imaginales de lineas transgénicas de Drosophila
melanogaster, a través de un sistema reportero fluorescente.
Objetivos especificos:

1) Verificar la presencia y observar activacion del transgén reportero en respuesta a
radiacion ionizante, en discos imaginales de larvas.

2) Evaluar la dependencia de la respuesta a la activacion de p53.

3) Observar si la activacion de p53 se produce a una menor dosis de radiacion.

4) Estudiar si la activacion del sistema persiste en el tiempo.
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MATERIALES Y METODOS

Se amplificaron en laboratorio 3 lineas de Drosophila melanogaster. La primera representa

al grupo salvaje (wilde type: WT), la segunda contiene el transgén que codifica para el
sistema reportero (STI150) y la tercera presenta ese transgén mas la secuencia de p53
mutada que reemplaza al gen endogeno y codifica para una proteina no funcional (STI150-
NS). Los genotipos pueden encontrarse en el anexo I. Todas las lineas fueron criadas en
viales de 2.5 cm de didmetro por 7 cm de alto, con medio nutritivo especifico (ver anexo

II) en estufa a 25°C.

1. Colecta de larvas de tercer estadio

Para obtener individuos en el tercer estadio larval seguimos el siguiente esquema de
mantenimiento:

Dia 1: machos y hembras se colocan en viales con medio fresco a 25°C.

Dia 2: fertilizacion y ovoposicion

Dia 3: desarrollo de huevos y larvas

Dia 4: contintia el desarrollo. Retiramos los adultos de los viales.

Dia 5: las larvas en estadio III comienzan a subir por las paredes del vial, listas para

colectar.

2. Verificacion de la presencia del transgén por reaccion en cadena de la polimerasa
Para chequear la identidad de la linea de trabajo, se amplificé el fragmento de ADN

correspondiente (860 pares de bases) mediante la técnica de PCR.

21



Tesina de grado: Romina Campagno

Realizamos la extraccion de ADN total de moscas salvajes y transgénicas, basandonos en
una adaptacion del protocolo disefiado por Greg Gloor y colaboradores (Gloor y col, 1993).
Se coloco una mosca en un tubo de 0.5ml con 50ul del buffer de lisis con proteinasa K (ver
anexo III) y se machac6 durante 5-10 segundos, utilizando un tip de pipeta. El homogenato
se incubd durante 1 hora a 37°C. La proteinasa K se inactivo por calentamiento a 95°C
durante 1-2 minutos.

Para la reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) agregamos 5 pl de
extracto, 1 pl de cada cebador y 3 pl de agua miliQ a una premezcla (GoTaq® Green
Master Mix, Promega Inc) que contiene los otros componentes de la reaccion en un
volumen final de 20 pl.

Los cebadores especificos, complementarios a las regiones flanqueantes del transgén,
fueron disefiados de la siguiente manera:

Fw 150 pb reaper: CTA GAA TTC CGT CCG CTC GAC TTG TTC AAA CAT GTC
AGG TTG GTT CTT CCA CTT TTA TTT GAG TAA TTT TCG CCC TTT TTC CAT
AGA TTT TCA TAG AT (98 bps)

eGFP-Revl: TGT GGC GGA TCT TGA AGT TCA CCT (24 bps)

La amplificacion incluyd los siguientes pasos: 1 minuto a 94°C, 30 ciclos de los
siguientes pasos: 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de union de los cebadores
a 50°C, 1 minuto de extension a 72°C, y 2 minutos de extension final.

Para confirmar la presencia del amplicon realizamos una electroforesis en gel de agarosa
1% y tefiimos con bromuro de etidio (ver anexo IV). En las calles se sembraron 5 pl de un
marcador de peso molecular, 10 ul de los productos de PCR y de un control negativo

carente de ADN molde.
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3. Irradiacion y diseccion de discos imaginales

Los experimentos de irradiacion se llevaron a cabo utilizando un equipo Gammacell
3000 Elan, Nordion International cedido por el Hospital Interzonal General de Agudos
Prof. Dr. R. Rossi, de la ciudad de La Plata. Se utilizaron dosis de 20 y 40 Gy. El Gy, como
unidad, mide la dosis absorbida de radiacion ionizante.

Larvas no irradiadas e irradiadas a diferentes dosis, fueron sacrificadas a las 3hs y 6hs
post irradiacion. Para ello, se produjo un corte en el tercio anterior correspondiente a la
region cefalica en donde se encuentran los discos imaginales. Mediante eversion de las
estructuras internas el conjunto de discos qued6 expuesto para a diseccion de cada uno de
ellos. El procedimiento se hizo en PBS, y los discos luego fueron fijados en
paraformaldehido 4% durante 10 minutos, lavados con PBS y montados en glicerol 100%
(ver anexo V). Usamos una lupa Leica MZFLIII, pinzas A. Dumont & Fils, n° 5 y agujas
de diseccion de diseio propio.

La toma de imagenes se realizd con un microscopio confocal Meta Carl Zeiss LSM
510 usando filtros especificos para cada fluoroforo. Mantuvimos ciertos parametros

constantes para poder comparar los resultados (ver anexo VI).

4. Adquisicion de imdgenes y andlisis de los resultados
Se observaron 50 discos de ala y 50 de pata por cada tratamiento. Las imagenes
obtenidas se analizaron con el programa Image] para cuantificar la fluorescencia
observada. Seleccionamos un area y calculamos a partir de ella un histograma de
frecuencias que mide la intensidad de sefal luminosa en cada punto o pixel. De esta

manera se obtuvo la media aritmética. En el caso de los discos de ala, la zona considerada
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se ubico en la zona antero-posterior ventral, y para el caso de los discos de pata, en la zona

central (Figura 12).

A. Disco de ala B.Disco de pata
Dorsal

15 108

Count 6088 Min 655 Count 6083 Min 705

Mean: 2332791 Mac 4095 Mean: 2171831 Max 4085
SidDev: 573208 Mode: 2492 (T1) SY0&v 566730 Mod4: 2002 (83)
Bing: 256 BinWigh: 13.438 Bing: 256 Bin W 13.242

Figura 12. Modelo para el analisis de imagenes. Determinacion de regiones en discos imaginales de ala (A) y
pata (B). Areas seleccionadas para la medicion de la intensidad de fluorescencia en ambos tipos de discos. En el
primero, la region se ubica en la zona antero-posterior ventral y en el segundo, en la parte central. A partir del area
calculamos un histograma que representa la sefial luminosa en cada pixel. Se tomdé como dato numérico la media
aritmética de estos graficos.

Las mediciones de cada grupo fueron comparadas mediante test de Student, para

evaluar las diferencias entre las medias de diferentes tratamientos.
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RESULTADOS

1) Verificacion de la presencia y de la activacion del transgén reportero en respuesta a

radiacion ionizante, en discos imaginales de larvas.

la) La concrecion de los objetivos propuestos mas arriba requiere de la utilizacion de
moscas transgénicas portadoras del sistema reportero desarrollado por el Dr. Abrams y
colegas. Por eso, el primer paso fue confirmar la presencia del transgén en el genoma de

Drosophila melanogaster, el cual posee un tamafo de alrededor de 860 pares de bases.

Mediante la técnica de PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa 1%, chequeamos la

identidad de la linea STI 150. Observamos parte de la secuencia del gen que codifica para

GFP (Figura 13).

Marcador STIT50 WT  Sin
molde

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb

600 pb

500 pb

400 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1%. De izquierda a
derecha se ve el marcador de peso molecular, las lineas STI 150 y WT,
respectivamente. La calle 4 es el control negativo que no tiene ADN molde.
Sélo se observa una banda correspondiente al amplicon en la calle de la linea
transgénica.
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1b) Posteriormente, nos propusimos probar la funcionalidad del sistema reportero en discos
imaginales de ala y pata de larvas del tercer estadio larval.

Durante la puesta a punto del sistema reportero en embriones de Drosophila, Wan-Jin Lu y
colaboradores observaron actividad tras la exposicion a 40 Gy de radiacion ionizante. La
expresion de fluorescencia verde se vio a los 70 minutos y fue predominante pasadas las
tres horas del tratamiento (Lu y col, 2010). Basandonos en estas experiencias, decidimos
trabajar en el estadio larval bajo las mismas condiciones de irradiacion y observar la
respuesta 3 horas mas tarde. La toma de imagenes al confocal mostr6 lo que podemos

observar en la figura 14.

No IR 40 Gy

STI150 WT STI150

Figura 14. Discos imaginales disecados 3horas después del tratamiento de estrés. Las muestras STI 150
irradiadas presentaron un patron de expresion de color verde intenso, que claramente se distingue del fondo. En el resto
de las muestras observamos una apariencia homogénea, sin cambios visibles de intensidad de color. La barra indica 50 p.

Ala

Pata

26



GFP: una nueva forma de detectar in vivo la actividad del factor de transcripcion p53

Ante la irradiacion, la linea STI150 que contiene el sistema reportero muestra un
incremento de la sefial emitida por GFP. Se observa un patrdn irregular de fluorescencia de
color verde intenso correspondiente con la acumulacién de proteina fluorescente. En
cambio, individuos STI 150 no irradiado asi como individuos WT irradiados, presentan
una apariencia homogénea, dada la ausencia o falta de induccion de proteina fluorescente.
Los valores de las muestras STI 150 irradiadas superaron aproximadamente en 2,25 veces
los valores de las muestras no irradiadas y 2,6 veces los de la linea salvaje irradiada, en
ambos tipos de discos, diferencias estadisticamente significativas. Las lineas STI 50 no
irradiada y WT se comportaron se forma similar, no existiendo diferencia alguna entre sus

medias (Figura 15).

Discos Imaginales de Ala

2500,000 *

2000,000

DST 150
m ST 150
BwWt

1500,000

1000,000

Intensidad (Medias
Generales)

500,000

0,000
No IR IR 40G IR 40G

Discos Imaginales de Pata

2500,000

*

2000,000

o STl 150
m ST 150
| Wt

1500,000

1000,000

500,000

Intensidad (Medias
Generales)

0,000

No IR IR 40G IR 40G

Figura 15. El sistema reportero es activado ante radiacion ionizante en discos imaginales de ala y pata.
A. Para los discos de ala las medias generales fueron: STI 150 No IR: 784.133 ( 62.25), STI 150 40G: 1964.910 (=
83.79) y Wt 40G: 647.321 (£58.20). B. Para los discos de pata las medias generales fueron: STI 150 No IR: 882.332
(£31.07), STI 150 40G: 1741.080 (£ 89.25) y Wt 40G: 779.007 (£ 85.11). En todos los casos n = 50. o. = 0,05.
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2) Dependencia de la respuesta a la activacion de p53.

Para comprobar que la activacion es pS53-dependiente, utilizamos otra linea
transgénica, STIISONS. Esta posee el sistema reportero pero junto a una version no
funcional de p53. Se irradiaron ambas lineas con 40 Gy y los discos fueron disecados 3

hs post irradiacion. La figura 16 muestra las imagenes obtenidas de ambas lineas.

40 Gy

STI150 STI150 NS

Alq . .

Pata

Figura 16. Discos imaginales irradiados con 40G y disecados 3hs después del tratamiento de estrés.
Los discos de ala y pata carentes de actividad p53 no muestran sefial GFP. La barra indica 50 p.

Efectivamente, los discos carentes de p53 no presentan el patron de expresion observado

en aquellos que si la tienen. La sefial es aproximadamente 4.5 veces menor en los discos de
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p53 , tanto en discos de ala como de pata. La linea STI 150 NS se comporta de la misma

manera que la STI 150 no irradiada (Figura 17).

A

2500,000

Discos Imaginales de Ala
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Discos Imaginales de Pata

2500,000

2000,000

1500,000 A

1000,000 A

500,000

Intensidad (Medias Generales)

0,000 -

EST 150
m ST 150ns

Figura 17. La activacion del sistema reportero es dependiente de p53. A. Para los discos de ala las medias
generales fueron: STI 150: 1964.910 (£ 83.79), STI 150ns: 349.099 (£ 29.69). B. Para los discos de pata las medias
generales fueron: STI 150: 1741.080 (+ 89.25), STI 150ns: 515.156 (+ 31.45). En todos los casos n = 50. a = 0,05.

Acorde con lo esperado, la activacion del sistema reportero es especifica para el

aumento de actividad de p53 inducida por radiacion ionizante.
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3) Estudio de la activacion de p53 frente a una menor dosis de radiacion.

Existen antecedentes de otros investigadores que han utilizado dosis bajas de radiacion

para inducir apoptosis en diferentes tejidos y estadios de desarrollo de Drosophila

melanogaster. Por ejemplo, Abrams y col. estudiaron la muerte celular durante la

embriogénesis (Abrams y col, 1993) trabajando con dosis de 6 Gy. Mildn y colaboradores

estudiaron los patrones de muerte en discos imaginales probando dosis de 10 Gy (Milan y

col, 1997). En ambos casos, la cantidad de células que exhibian apoptosis era minima. A

raiz de esto, decidimos probar con 20 Gys para observar el tipo de respuesta. Irradiamos

larvas STI150 que se compararon con muestras no irradiadas e irradiadas con 40 Gy. En la

figura 18 vemos los resultados obtenidos.

STI150

No IR

Alq .
) .

20 Gy

Figura 18. Discos
imaginales
irradiados con 20G
y disecados 3hs
después del
tratamiento de
estrés. Los discos
tratados con 20G se
muestran homogéneos y
de aspecto similar a los
no irradiados. A la
izquierda, muestras no
irradiadas. A la derecha,
muestras expuestas a
20G. A. Discos de ala.
B. Discos de pata. La
barra indica 50 p.
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En este caso, no vimos sefial del reportero bajo el tratamiento a dosis bajas de
radiacion. La comparacion de medias reveld que los discos irradiados con 20 Gy se
comportaron de la misma manera que los no irradiados, y que ademas la media fue 2.55

veces menor que la de los irradiados con 40 Gy (Figura 19).

A
Discos Imaginales de Ala
T 2500,000 =
~
S 2000.000
3
@ 1500,000 ONo R
b @m20G
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]
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e
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Discos Imaginales de Pata
— 2500,000
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S 2000,000
o
@ 1500,000 ONo IR
b @20G
= 1000,000 - m40G
-
(]
T 500,000
£
2
£ 0,000

Figura 19. El sistema reportero no responde a dosis bajas de radiacion. A. Para los discos de ala las medias
generales fueron: No IR: 784.133 (£ 62.25), 20G: 659.354 (£ 27.69), 40G: 1964.910 (= 83.79). B. Para los discos de pata
las medias generales fueron: No IR: 882.332 (+ 31.07), 20G: 814.363 (£ 27.95), 40G: 1741.080 (+ 89.25). En todos los
casos n = 50. a = 0,05.

Soélo se vieron diferencias significativas al comparar las muestras sometidas a dosis altas

de radiacion con las no irradiadas y con las sometidas a 20 Gy. Por lo tanto, el aumento de
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actividad de p53 ocurre al tratar con 40G. A simple vista, los discos respondieron de la

misma manera que aquellos no irradiados.

4) Permanencia de activacion del sistema reportero en el tiempo.

Finalmente, quisimos estudiar la permanencia de activacion del sistema reportero en el

tiempo. Para ello las larvas sometidas a 40 Gy de radiacion ionizante, fueron disecadas a

las 3 y 6 hs post irradiacion. Tomamos como limite 6 horas porque pasado este tiempo

comienza a observarse una apoptosis independiente de p53, que no estaria activando al

sistema reportero (Wichmann y col, 2006). Los resultados se muestran en la figura 20.

Ala

Pata

STI150
3 hs post IR 6 hs post IR

Figura 20. Discos
imaginales irradiados con
40G y disecados a
distintos tiempos post
irradiacioén. Las muestras
disecadas 6 horas después
de la irradiacion mantienen
la expresion del sistema
reportero. La sefial
fluorescente se corresponde
con aquella vista a las 3
horas. La barra indica 50 p.
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La sefial fluorescente se mantiene practicamente constante en el tiempo, no habiendo

diferencias notables de expresion producto del tiempo transcurrido (Figura 21).

Discos Imaginales de Ala

2500,000

2000,000 A

1500.000 =he,

@ 6hs.

1000.000 -

Intensidad (Medias
Generales)

500,000 -

0,000 4
Tiempo post IR

Discos Imaginales de Pata

2500,000
2000,000
1500,000

| 3hs.
@ 6hs.

1000,000 -

500,000

Intensidad (Medias
Generales)

0,000 -

Tiempo post IR

Figura 21. El sistema reportero permanece activo hasta 6 horas después del tratamiento de estrés. A.
Para los discos de ala las medias generales fueron: 3hs.post IR: 1964.910 (+ 83.79), 6hs. post IR: 1901.188 (+ 49.04). B.
Para los discos de pata las medias generales fueron: 3hs.post IR: 1741.080 (+ 89.25), 6hs. post IR: 1917.282 (£ 47.23).
En todos los casos n = 50. o= 0,05.

De acuerdo a los resultados podemos afirmar que el sistema reportero permanece

activo aun 6 horas después de la estimulacion, tanto en discos de ala como de pata.
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DISCUSION

La apoptosis o “muerte celular programada” es un mecanismo necesario para el curso
de la organogénesis y también ante situaciones que comprometen la estabilidad gendémica y
del medio interno. La existencia de componentes homologos a mamiferos en otras
especies, da cuenta de la conservacion evolutiva del proceso. Gracias a ello, es posible
identificar funciones asi como la existencia de nuevos reguladores. La proteina supresora
de tumores p53 juega un rol importante en situaciones de estrés que producen dafio en el
ADN, como rotura de doble cadena. Dependiendo de la intensidad del dafio, p53 actia
como protector o como inductor de muerte celular (Vousden y Prives, 2009). En el primer
caso, es posible detener la progresion del ciclo celular. En el segundo, la célula es dirigida

a apoptosis. La conservacion de la funcion de pS3 en Drosophila melanogaster ha hecho

posible que se pueda utilizar este organismo modelo para estudiar su regulacion. A
diferencia de mamiferos, dmp53 participa solamente en la apoptosis y no en la detencion
del ciclo celular (Sutcliffe y Brehm, 2004). Ademas, los reguladores funcionales no son tan
conocidos como en mamiferos. Por ejemplo, la proteina Mdm2, uno de los principales
moduladores negativos en mamiferos, no se encuentra en Drosophila. (Fortini y col, 2000;
Bernads y Hariharan, 2001). En este contexto, el grupo de trabajo viene desarrollando
estudios que posiblemente vinculen otros candidatos responsables de cumplir, directa o
indirectamente esa funcion (Ferrero y col, 2011; Corujo y col, 2011).

En Drosophila melanogaster, la activacion de p53 promueve la transcripcion de genes

blanco como rpr, hid y grim. Estos genes son activados de forma independiente para
regular la actividad de otras proteinas llamadas IAPs, las cuales son las encargadas de

ubiquitinar y llevar a degradacion a las caspasas. Frente a un estimulo de muerte, estos
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genes conduce a la degradacion via proteasoma de las proteinas IAPs, dejando a las
caspasas libres para ejercer sus funciones (Steller, 2008). Por lo tanto, estimulando la
expresion de estos genes, pS3 desencadena la apoptosis, por inhibicion de los principales
inhibidores de las caspasas. Esta no es una condicion que se da durante el desarrollo, ya
que existe apoptosis promovida por la activacion de reaper, pero que no esta mediada por
p53 (Bangs y White, 2000).

Nos propusimos aqui evaluar la actividad de p53 en respuesta a radiaciones ionizantes.
Trabajos previos en Drosophila en embriones mostraron patrones de apoptosis inducidos
por 6 y 40 Gy de radiacion (Abrams y col, 1993). Una técnica clésica para “observar”
niveles de p53 es mediante inmunohistoquimica. En este caso, se utiliza un anticuerpo
contra p53 y un segundo anticuerpo acoplado a un fluor6foro o a una enzima que por
degradar un sustrato, pueda dar una reacciéon de color, por ejemplo. Hoy dia existen
antiucuerpos contra p53 a los cuales se les puede acoplar un segundo anticuerpo que
contenga un fluoréforo y observar su expresion in situ en el tejido de interés. Sin embargo,
tradicionalmente la inmunohistoquimica no permite detectar con claridad cambios en los
niveles de p53, teniendo en cuenta que ademads, un incremento de su actividad podria no
estdr necesariamente asociada a incrementos significativos en los niveles proteicos.
Fosforilaciones asi como modificaciones de otra naturaleza pueden alterar su actividad
manteniendo los niveles proteicos constantes.

Mediante el presente trabajo evaluamos una nueva forma de detectar la actividad de
pS3 in vivo, como alternativa a los métodos tradicionales de inmunohistoquimica. EI
laboratorio del Dr Abrams en UT Southwestern Medical Center, USA, desarrolld un
sistema formado por el gen que codifica para la proteina fluorescente verde, controlado por

una porcion del promotor de reaper, que contiene elementos de respuesta a p53 (Lu y col,
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2010). La activacion de p53 se mide indirectamente por aumentos de los niveles de
fluorescencia, en un rango acotado de longitud de onda entre 505-530 nandémetros. Este
sistema ha sido hasta el momento, solo estudiado y validado en embriones. Radiaciones
ionizantes de 40 Gy incrementan la expresion de GFP 90 minutos post irradiacion y se
sostiene durante la embriogénesis en una amplia ventana de tiempo. Experimentos de
nuestro laboratorio, no mostrados aqui, reprodujeron estos resultados en embriones,
mediante una visualizacion en tiempo real del aumento de sefal de GFP a través de
ensayos de “time lapse”.

El objetivo fue validar este sistema en otras instancias del ciclo de vida de Drosophila,
porque la expresion génica durante la organogénesis y el desarrollo es variable, con un
patron diferencial de expresion de genes. Esto sucede con todos los organismos,
independientemente de su complejidad, siendo mas notorio y estudiado en eucariotas
superiores. Para Drosophila en particular, existen numerosos estudios sobre estructuras
larvales como los discos imaginales. Estos son organos conformados como sacos
epidermales de una capa (Pastor Pareja y col, 2006) con un bajo nivel de apoptosis
fisiologica (Milan y col, 1997), en donde este patron puede visualizarse claramente en
condiciones de estrés. Asi, en una instancia del desarrollo diferente a la embriogénesis,
donde es otro el interjuego de expresion de productos génicos, estudiar la activacion de p53
ante dafio del material genético es util en el estudio del balance entre proliferacion y
muerte celular.

A diferencia del tratamiento para la visualizacion de embriones, los discos imaginales
irradiados aqui fueron fijados previamente a la observacion. Esto fue necesario porque
debido a que la diseccion necesita tiempo para que los discos queden aislados, de no estar

fijados, ocurriria apoptosis por desmembramiento y separacion de las estructuras que los

36



GFP: una nueva forma de detectar in vivo la actividad del factor de transcripcion p53

mantienen oxigenados y nutridos. Entonces, las observaciones no serian atribuibles sélo a
la irradiacion sino a efectos de la manipulacion técnica. La fijacion preserva en estas
condiciones el estado en que se encontraba el tejido y el nivel de apoptosis celular
inducidos por la irradiacion a los tiempos tratados.

Nuestros resultados indican que el sistema reportero se encuentra activo en discos
imaginales a las 3 hs post irradiacion, tiempo en el cual es observada la maxima expresion
de GFP en embriones, a una dosis equivalente de radiacion de 40 Gy. Dicha expresion
responde especificamente a la activacion de p53, puesto que ensayos similares en una linea
carente de p53 funcional, no mostr6 activacion del sistema reportero. Por otra parte,
experimentos realizados con una dosis menor — la mitad de la utilizada para embriones y
que dio el mismo patrén de apoptosis en discos — no muestran incrementos en los niveles
de expresion de GFP y es conocido que dosis tan bajas como 6 Gy en embriones, inducen
un leve aumento de apoptosis (Abrams y col, 1993).

Finalmente, decidimos evaluar la permanencia de la sefial fluorescente en el tiempo, la
cual se sostuvo hasta 6 hs post irradiacion. Tiempos mayores no fueron estudiados porque
la apoptosis observada es independiente de la activacion de p53 (Wichmann y col, 2006).

El uso de sistemas reporteros esta cada vez mas extendido, para visualizar componentes
de interés sean proteinas o ARN en células en cultivo como en organismos enteros. Los
fluoroforos en particular, permiten detectar presencia-ausencia, localizacion, curso en el
tiempo de la sintesis de diferentes productos génicos de interés (Armitage, 2011). En el
caso de proteinas, hasta es posible evaluar interacciones proteina-proteina a nivel celular y
del organismo entero (ISPIN Project).

En particular, este sistema permite detectar activacion de p53, independientemente del

analisis estricto de la cantidad total de proteina. Incluso ha permitido observar la activacion
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de p53 en ovarios de hembras adultas durante la recombinacion meidtica, condicion
fisioldgica, en donde la cantidad de esta proteina es menor comparada a la inducida por
estrés (Lu y col, 2010).

En suma, este trabajo constituye un aporte original sobre una herramienta para analizar
un aspecto de la regulacion génica, enfocado en p53 y la apoptosis mediada por esta
proteina supresora de tumores. El mismo se encuadra en un proyecto mayor orientado a
evaluar posibles reguladores génicos de p53, como el factor de traduccion elF4E. En
perspectiva, los estudios apuntan a utilizar esta herramienta en el marco de estudios
bioquimicos y moleculares que nos permitan seguir dilucidando intermediarios y rutas de

accion en el balance de la proliferacion y la muerte celular.
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CONCLUSIONES
1.- La linea STI150 tiene incorporado en su genoma un sistema reportero que expresa la

proteina fluorescente verde en respuesta al estrés inducido en discos imaginales de larvas

de Drosophila melanogaster por radiaciones ionizantes. El transgén es estable y se

mantiene tras sucesivas rondas de cruzamientos.

2.- El sistema reportero es funcional y responde especificamente a la activacion de p53.

3.- Las dosis se corresponden con las usadas para validar su actividad en embriones.

4.- La activacion se sostiene en el tiempo, hasta 6 hs luego de la induccion del estrés.
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RESUMEN

La apoptosis o “muerte celular programada” ocurre naturalmente durante el desarrollo y
resulta ser un mecanismo eficaz para mantener la homeostasis frente a dafios o condiciones
estresantes. La maquinaria apoptdtica esta conservada a través de las especies y Drosophila
melanogaster presenta homologos de los miembros mas representativos, cumpliendo cada
uno de ellos, funciones similares a las de mamiferos. Por esta razon entre otras, la mosca de
la fruta se ha vuelto una herramienta de gran utilidad para el desarrollo de diversos
estudios.

Uno de los principales intermediarios de la apoptosis es la proteina supresora de
tumores, p53, que actia principalmente como factor de transcripcion. Esta proteina se

activa principalmente ante situaciones de estrés que dafian el ADN y comprometen la

estabilidad gendmica. El homologo de p53, presente en Drosophila melanogaster regula la
transcripcion de genes blanco, como la familia multigénica RHG, reaper (rpr), head
involution defective (hid) y grim. Sus productos proteicos son traducidos de forma
independiente para regular la actividad de las caspasas, proteasas especificas que ejecutan
el programa de muerte celular.

El presente trabajo estudia y optimiza una nueva forma de detectar la actividad de p53
ante radiaciones ionizantes. Trabajamos sobre discos imaginales (6rganos larvales, que

daran origen a las estructuras del adulto) de Drosophila melanogaster. Estos tltimos son

particularmente ttiles porque presentan poca apoptosis fisiologica, caracteristica que los
convierte en sistemas ideales de evaluacion efectiva de la muerte inducida por tratamientos

de estrés.
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Se utilizd un sistema reportero que consta del gen que codifica para la proteina
fluorescente verde, unido a una porcion del promotor del gen reaper, el cual tiene un
elemento de respuesta a p53. Cuando p53 se expresa en respuesta a irradiacion gamma, se
observa incremento de la fluorescencia verde. El sistema reportero solo ha sido estudiado
en embriones. El grupo de trabajo corrobor6 su funcionamiento en el estadio larval. Los
objetivos se enmarcaron en evaluar la respuesta tras el tratamiento con dosis bajas y altas
de radiacion ionizante y determinar la permanencia de activacion en el tiempo. Los
resultados obtenidos nos permitieron concluir que la activacion se produce cuando
irradiamos las muestras con dosis altas de radiacion (40G), y la sefal se mantuvo hasta 6
horas después de la exposicion al estrés. La misma, es especifica para la activacion de p53.

Asi, este sistema constituye una alternativa para evaluar la actividad de p53 in vivo, a
los métodos tradicionales de baja eficiencia como la inmunohistoquimica. Esperamos que
el presente trabajo estimule el uso de construcciones genéticas de estas caracteristicas y

fomente el desarrollo de nuevas herramientas para la deteccion de la actividad proteica.
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ANEXOS

L. Genotipos de las lineas de Drosophila melanogaster

Linea salvaje (WT): Canton-S.
Linea transgénica con sistema reportero: STI150/STI150; Tm3 sb e ri/A86 ry e ri

Linea transgénica con sistema reportero y el transgén que codifica para la proteina p53 no

funcional: STI150NS/STI150NS; +/+

II. Preparacion del medio de cultivo para Drosophila melanogaster.

- Mezclar 5.3g. de agar con 450ml. de agua destilada y hervir.

- Por otro lado mezclar: 44g. de glucosa, 8.8g. de levadura seca, 50g. de harina de maiz y
100ml. de agua destilada.

- Combinar ambas mezclas y hervir durante 20 minutos.

- Agregar una solucion de Nipagin 10% p/v en etanol 15,4 ml.

- Alicuotar en viales y/o botellas.

- Mantener en heladera (4°C).

- Agregar levadura seca justo antes de usar.

III.  Protocolo para la extraccion de ADN total a partir de moscas enteras.
Composicion del buffer de lisis

- 10mM Tris-Cl ph: 8.2

- ImM EDTA

- 25 mM NaCl

- 200 pg/ml de proteinasa K, agregada al momento de uso.
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Iv. Preparacion del gel de agarosa 1%

- Mezclamos 0.5 g de agarosa con 50 ml de buffer TBE 1X*.

- Calentamos la mezcla en microondas hasta fundir y disolver completamente la
agarosa.

- Anadimos 5ul de una solucidén de bromuro de etidio (10mg/ml).

- Vertemos en la “cama electroforética” y dejamos gelificar.

*STOCK. TBE 10X (1 litro)

- Disolver 108g de Tris base y 55g de acido borico en 900ml de agua destilada.

- Agregar 40ml. de Na2EDTA 0.5M, ph: 8.

- Ajustar el volumen con agua destilada.

- Guardar a temperatura ambiente.

Para usar, diluir TBE 10X 1/10.

TBE 1X (1 litro). Tomar 100 ml de TBE 10X y agregar 900 ml de agua deionizada.

V. Soluciones para la fijacion y el montaje.

PBS 1X, PFA 4%, glycerol 100%.

Preparacion:

STOCK: PBS 10X (1 litro)

- Disolver 80 g. NaCl, 2 g. KCl, 26.8 g. Na2HPO4.7H20 y 2.4 g. KH2PO4 en 800 ml.
de agua destilada.

- Ajustar a ph: 7.4.

- Ajustar el volumen con agua destilada.

- Alicuotar y autoclavar.

- Guardar a 4°C.
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PBS 1X (1 litro)

Tomar 100 ml de PBS 10X y agregar 900 ml de agua deionizada.
Paraformaldehido 4% (PFA 4%)

Pesar 4g de PFA (p/v) en 100 ml de PBS 1X.

Glicerol 100%

VI.  Parametros establecidos para la toma de imagenes de microscopia confocal.
Se destacan en negrita y cursiva los pardmetros mas importantes.
Scan Mode: Plane
Scan Zoom: 1.0
Objetive: Plan-Neofluar 20x/0.5 (objetivo usado para la visualizacion de discos)
Pixel time: 12.8 pus
Average: line 4
Detector Gain: Ch 2: 950 (intensidad de seiial)
Amplifier Gain: Ch 2: 1.0
Amplifier Offset: Ch 2: -0.1 V
Pinhole: Ch 2: 241 pm
Filters: Ch 2: BP 505-530 (espectro de emision de fluorescencia)
Beam Splitters: MBS: HFT 488
DBS1: Mirror
DBS2: Mirror
DBS3: None
FW1: None

Wavelength: 488 nm, 5.0 % (longitud de onda del laser Argon, potencia).
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