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RESUMEN

La proteina p53 es un componente fundamental para la homeostasis de la célula que en
condiciones normales se encuentra regulada a la baja y es en respuesta a estrés cuando

aumenta su expresion y su actividad.

En las ultimas décadas esta proteina ha cobrado gran importancia debido a su
implicacidn en diversos tipos de canceres y, por este motivo, los diferentes estudios
realizados hasta la fecha han buscado profundizar en el entendimiento de la funcién y
la estructura de esta proteina, asi como conocer lo fenotipos en que se traducen las
diferentes mutaciones descritas en p53. De este modo, en funcién de la alteracion
producida se podra establecer una diana terapéutica para el disefio de moléculas que
puedan resultar efectivas en el tratamiento del tumor en cuestién. En esta revisién
haremos un repaso de las principales mutaciones descritas en p53 que estan
relacionadas con procesos tumorales y de las principales posibles estrategias
terapéuticas que hasta la fecha hayan resultado ser mas prometedoras de cara al

tratamiento de este tipo de patologias.

PALABRAS CLAVE: p53, proteina intrinsecamente desordenada, estabilizacién de p53,

cancer, terapia.



ABREVIATURAS

Atg10, gen asociado a autofagia 10.
Bail, inhibidor-1 de angiogénesis
especifico del cerebro.

Bax, proteina X asociada a BCL-2.
BCL, proteina de linfoma de células
B.

-Btg2, gen 2 de translocacion de
células B.

CBP, proteina de unién a CREB.
Cdknla, inhibidor de quinasa la
dependiente de ciclina.

Col4al, colageno a-1 tipo IV.

CREB, proteina de unién a
elementos de respuesta de AMPc.
CTD, dominio regulador C-terminal.
Ddb2, proteina 2 de unién a ADN
asociada a dafio.

Epha2, receptor-2 de efrinas tipo A.
Foxo3, “forkhead box 03”.
Gadd45aq, factor 45a inducible por
dafno en el ADN y parada del
crecimiento.

Gls2, glutaminasa-2.

GOF, ganancia de funciones.

Gpx1, glutatidon peroxidasa-1.

IDP, proteina intrinsecamente
desordenada.

LIF, factor inhibidor de la leucemia.
Mgmt, 0-6-metilguanina-ADN

metiltransferasa.

NCBD, dominio nuclear de union a
coactivador.

NMD, degradacion mediada por
mutaciones terminadoras.

Noxa, activador de NADPH oxidasa.
Pail, inhibidor del activador del
plasmindgeno 1.

Pig3, proteina 3 inducible por p53.
Pml, leucemia promielocitica.

PR, region rica en prolina.

PTC, codones de terminacion
prematura.

PTM, modificaciones
postraduccionales.

Puma, via de sobrerregulacion de
p53 moduladora de apoptosis.
P53r2, ribonucledtido reductasa
inducible por p53-inducible.
Saos-2, células de sarcoma
osteogénico.

Sesn, sestrina.

TAD, dominio de transactivacion.
TET, dominio de tetramerizacion.
Tigar, regulador de apoptosis vy
glucdlisis inducido por TP53.

Tppl, tripeptidil peptidasa-1.

Tsc2, esclerosis tuberosa-2.

Tspl, trombospondina-1.

Wip1, fosfatasa 1 inducida por p53

silvestre (wild-type).
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1. INTRODUCCION

1.1 CONCEPTO Y FUNCION DE P53

La proteina p53 es un supresor de tumores fundamental para el organismo debido a sus
numerosas funciones en el mantenimiento de la estabilidad del genoma y la inhibicién
de la tumorigénesis en la célula (Vogelstein et al., 2000). La principal actividad de p53 es
la de ser un activador transcripcional de un amplio repertorio de genes mediante
reconocimiento y unién a secuencias especificas de ADN (Vousden and Prives, 2009). En
condiciones normales, los niveles de p53 estan regulados a la baja y es en respuesta a
estimulos como dafio en el ADN, estrés ribosomal o estrés metabdlico, entre otras
situaciones, cuando la p53 es postraduccionalmente modificada con el fin de conseguir
una rapida estabilizacion y la consiguiente activacion de cientos de genes con multiples
funciones celulares (Vousden and Prives, 2009). En términos generales, podemos
afirmar que p53 es esencial en el mantenimiento de la homeostasis mediante la
reparacion o eliminacion de células que experimentan dafos en su genoma (Paradox
2016), o dicho de otro modo, la proteina p53 activa transcripcionalmente genes que

determinan si la célula vive o muere (Kenzelmann Broz et al., 2013).
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Figura 1. Via de la p53 (tomada de Joerger and Fersht, 2008)



Como se puede observar en la figura 1, el factor de transcripcidon tetramérico p53 es
activado frente a estrés celular mediante cascadas de fosforilacion. Dependiendo del
tipo de estrés o estimulo que experimente la célula, esta activacidn resultara en una
regulacion a la alta o a la baja de genes implicados en frenado del ciclo celular,
reparacion de ADN, apoptosis y senescencia. Ademas de estas funciones importantes de
p53, también se han identificado muchas otras dianas de p53 que juegan papeles
importantes en autofagia, antiangiogénesis, proteccidon frente a estrés oxidativo,
regulacion del metabolismo homeostatico y mantenimiento de células madre.

En células que no estdn sometidas a estrés, los niveles de p53 estdn regulados a la baja
conformando una via en la que la propia proteina induce la transcripcion de genes que
conducen a la sintesis de su propio inhibidor, MDM2. Este inhibidor, junto con su
homologo MDMX, ubiquitiniza a p53, lo que conlleva a su exportacién fuera del nucleo
y su posterior degradacion por el proteosoma.

De este modo, sabemos que p53, en condiciones de disponibilidad limitada de
nutrientes, puede inducir autofagia, proceso por el cual se destruyen componentes
innecesarios o disfuncionales intracelularmente (White, 2016). A su vez, este proceso de
autofagia modula a la baja los niveles de p53 con lo que se evita dafio celular y
degeneracion de tejido (White, 2016). Otra funcion de p53 es la de frenar el ciclo celular
actuando sobre diversas dianas y la primera identificada como tal fue el inhibidor del
ciclo celular CDKN1A, también conocido como p21, el cual, juega papeles importantes
en el frenado del ciclo celular y senescencia (Franklin et al., 2000). Esta proteina p21 es
de las dianas de p53 que experimenta mayor activacion frente a estrés, por lo que sirve
como indicador de actividad de p53. Se ha visto que ratones con el gen p21 anulado
desarrollan tumores en estadios avanzados y se sabe que esta delecion de p21 rara vez
ocurre en cdnceres humanos, lo cual, indica que no seria un potente supresor de
tumores. Por esto, se desarrolld6 un modelo de ratdon el cual presenta el gen de la
luciferasa introducido en el promotor de p21 con el objetivo de monitorizar con éxito la
actividad de p53 in vivo (Tinkum et al., 2011). Por otro lado, la senescencia también ha
sido estudiada en modelos tumorales de ratones. Por ejemplo, se vio que la restauracion
de la actividad p53 en ratones que desarrollaron carcinoma hepatocelular y sarcoma en
tejidos blandos con una ausencia previa de p53 resultd en un aclaramiento tumoral

mediante mecanismos propios de senescencia (Xue et al., 2007). En otro estudio se



observo que el tratamiento con doxorrubicina indujo senescencia en modelos de ratén
con cancer de mama que conservaban la forma silvestre de p53 (Jackson et al., 2012),
mientras que aquellos modelos con la p53 mutada no, lo cual indicaria la importancia
de la actividad p53 en la senescencia y su implicacién en el manejo de procesos
tumorales.

Hemos comentado anteriormente que p53 determina si una célula vive o muere. En
cuanto a muerte celular, p53 ha demostrado ser un potente inductor de diferentes tipos
de ésta. Por ejemplo, en respuesta a dafio en el ADN por radiacién ionizante, p53 induce
apoptosis en el timo y desarrollo del sistema nervioso central in vivo, mientras que dicho
fenotipo no se observd en ratones con el gen p53 anulado (Lee et al., 2001).

Y al igual que p53 puede inducir muerte celular, en casos de modificaciones perjudiciales
del metabolismo, la proteina puede responder a estos cambios remodelando las vias

metabdlicas alteradas consiguiendo la supervivencia de la célula (Berkers et al., 2013).

1.2 ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE P53.

Para comprender mejor la disposicion estructural de p53, lo primero que debemos
conocer es el concepto de proteina intrinsecamente desordenada (IDP). Este tipo de
proteinas suelen presentar una estructura heterogénea, ya sea de forma parcial donde
encontrariamos regiones ordenadas y regiones sin una estructura claramente definida,
o bien que la estructura no definida se extienda a lo largo de toda la proteina en su
conjunto. En cualquier caso, este desorden estructural no sélo no priva a las IDPs de sus
funciones, sino que se piensa que les proporciona mayor flexibilidad a la hora de
interaccionar con otros componentes celulares, haciendo de ellas un tipo de proteinas

muy versatiles funcionalmente hablando (Uversky, 2015)

La p53 se presenta activa en humanos como homotetramero de 393 aminodcidos cada
monomero, cuya organizacién estructural es compleja, consistente en un dominio de
activacién (TAD) N-terminal intrinsecamente desordenado, una region rica en prolinas,
un dominio de unién a ADN (DBD), un dominio de tetramerizacién por donde se unen
los mondmeros y un dominio de regulacion C-terminal intrinsecamente desordenado

(figura 2). Como proteina modular que es, con grandes regiones intrinsecamente



desordenadas, presenta gran adaptabilidad conformacional con lo que consigue gran
versatilidad a la hora de interaccionar, asi como modular la afinidad de unién mediante
regiones modificables postraduccionalmente. Ademas el nivel de complejidad aumenta
con el hecho de que la familia de genes de p53 expresan multiples isoformas, a veces,

con funciones antagdnicas (Khoury and Bourdon, 2011).

La p53 tiene una topologia con disposicién dimero-dimero (Rajagopalan et al., 2011).
Las subunidades que se encuentran en el dominio de tetramerizacion correspondiente
a los residuos 325-355 estan compuestas de cadenas beta cortas seguidas de un giro al
que le sigue una alfa-hélice (figura 2). Los dimeros son estabilizados via intermolecular
mediante laminas beta antiparalelas y empaquetamiento antiparalelo de hélices alfa.
Dos de estos dimeros estabilizados se ensamblan formando un tetramero a través de
interacciones hidrofébicas hélice-hélice, dando lugar a un haz de cuatro hélices. La
oligomerizacién regula la localizacidn subcelular de p53 mediante enmascaramiento de
una zona de sefializacion rica en leucina localizada en el dominio de tetramerizacion que
participa en la exportacion nuclear de la proteina. En un estudio se cuantificaron las
proporciones de mondmeros, dimeros y tetrameros de p53 en células vivas usando
espectroscopia de fluorescencia. En células no sometidas a estrés cuyos niveles de p53
eran bajos, los tres estados oligoméricos presentaban proporciones variables, pero
frente a dafio en el ADN se producia la rapida formacién del tetrdmero antes de que los
niveles de p53 aumentaran, lo que sugiere la estabilizacion del estado tetramérico por
medio de factores adicionales como proteinas accesorias y modificaciones
postraduccionales (PTMs) (Gaglia et al., 2013). Curiosamente, en otro estudio se vio que
la p63 humana TAp63a, un pardlogo de p53 que se expresa abundantemente en
ovocitos no estresados, queda atrapada en un estado dimérico latente e inactivo
después de la biosintesis a través de la interaccion de dimeros primarios con partes del
dominio de transactivacion y el dominio inhibidor C-terminal. Los tetrameros activos se

forman después de la fosforilacion inducida por el dafio del ADN (Deutsch et al., 2011).
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Figura 2. Organizacion estructural de p53 (Tomada de Joerger and Fersht 2016).

Los numeros de identificacién del Protein Data Bank para las estructuras se dan entre

paréntesis.

1.3 REGULACION DE LA FUNCION DE P53 MEDIANTE SUS REGIONES
INTRINSECAMENTE DESORDENADAS

El dominio de transactivacion N-terminal intrinsecamente desordenado interactia con

componentes claves de la maquinaria de transcripcion basal, como los coactivadores

transcripcionales p300 y la proteina de unién a CREB (CBP) y, también, con los

reguladores negativos MDM2 y MDMX. Este dominio puede ser dividido en dos

subdominios; llamados TAD1 (que comprende los residuos 1-40) y TAD2 (que

comprende los residuos 40-61), con regiones de estructura helicoidal donde se observa

una transicién de desorden a orden una vez que se unen a otras proteinas. Los residuos

del subdominio TAD1 forman una hélice alfa anfipatica al unirse al dominio N-terminal



de MDM2 y MDMX. En la interaccién p53-MDM2/MDMX (Figura 2), la hélice de TAD1
se une a una hendidura hidrofdbica a través de tres residuos hidrofébicos altamente
conservados [Pheis, Trpzs y Leuas] que se alinean a lo largo de un lado de la hélice y
ocupan distintos bolsillos (Popowicz et al., 2008). El dominio de unidn al coactivador
nuclear de CBP interactta con el TAD completo (Figura 2). En este caso, ambos estdn
intrinsecamente desordenados en su estado independiente y se pliegan de forma
sinérgica al unirse, con residuos de TAD 18-26 y 46-54 que adoptan una conformacién
en espiral como en los complejos mencionados anteriormente con péptidos derivados
de TAD1y TAD2 (Lee et al., 2010b).

La fosforilacidon es un factor importante en la regulaciéon de la funcidon de p53 porque
modula las afinidades de enlace de antagonistas que compiten por el mismo sitio. La
fosforilaciéon de Thrig, por ejemplo, dificulta la unién del TAD1 con MDM2 vy la
fosforilacion de Tyres de MDMX inducida por estrés debilita la union de péptidos
derivados de p53 en, aproximadamente, dos érdenes de magnitud (Chen et al., 2016).
Por el contrario, la fosforilacion de la Thrig y otros residuos de serina y treonina, los
cuales suelen ser focos de fosforilacidon, en el TAD aumenta su afinidad por varios
dominios de CBP/p300 de forma aditiva (Lee et al., 2010b). Por lo tanto, la fosforilacién,
no solo es util para activar y desactivar rapidamente la funcién p53, sino que sucesivas
fosforilaciones también permiten una respuesta gradual frente al estrés genotoéxico (Lee
et al., 2010a).

El dominio regulador C-terminal intrinsecamente desordenado también esta sujeto a
extensas PTMs y tiene un papel importante en la activacion, degradacidn, localizacién
celular y en el rastreo unidimensional de sitios de union a p53 a lo largo del ADN. Este
dominio también contiene un sitio de unidén muy activo que interactia con multitud de

proteinas reguladoras (Tafvizi et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo han sido recopilar informacién actualizada sobre la
proteina p53 en cuanto a funcidn y estructura, y sobre su papel en los diversos procesos
tumorales estudiados hasta la fecha, asi como evaluar aquellas posibles dianas que
permitan establecer estrategias terapéuticas prometedoras en el tratamiento de los

diferentes tipos de cdnceres.

3. METODOLOGIA

Para la elaboracion de este trabajo bibliografico se ha realizado una extensa busqueda
en la base de datos PubMed principalmente, usando como palabras clave: “p53”,
“proteina intrinsecamente desordenada”, “estabilizacion de p53”, “cancer”, “terapia”.
De este modo, se comenzé por la busqueda de los conceptos mads basicos acerca de la
via de sefalizacion de la proteina p53 y continuando con los aspectos que relacionan
dicha proteina con la patologia del cancer, asi como las aproximaciones terapéuticas
mas destacadas. Todo ello de manera conjunta con Mendeley, usado como base de

datos para los articulos consultados y como gestor de las referencias bibliograficas.
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4. DISCUSION Y RESULTADOS

4.1 DIFERENTES ASPECTOS DE LAS ALTERACIONES DE P53 EN CANCER
4.1.1 MUTACIONES DE P53 EN CANCER

En el 50% o mas de los diferentes tipos de cdncer humano, p53 experimenta mutaciones
que la inactivan. La prevalencia de las mutaciones en p53 varia significativamente segun
el tipo de cancer y también depende de la etapa de desarrollo del tumor, con
prevalencias que van desde menos del 5% en cancer de cuello uterino y el 10% en
leucemia hasta un 80% en cancer de pulmdn no microcitico y 90% en cdncer de ovario
(Leroy et al., 2014). La mayoria de las mutaciones de p53 asociadas al cancer se localizan
en el DBD. En concreto, las mutaciones somaticas mas frecuentes se localizan en R175H,
Y220C, G245S, R248Q / W, R249S, R273C / H, y R282W (Figura 3b). Mutaciones en las
regiones intrinsecamente desordenadas de p53 son relativamente raras, y en el caso del
dominio de tetramerizacion, las mutaciones ahi son un caso especial, ya que la
frecuencia con la que se han observado mutaciones somaticas en él es relativamente
baja, pero si que se han encontrado mutaciones en células germinales en el TET, siendo
R337H la mutacidon mas frecuente observada en estas (Leroy et al., 2014).

Estas mutaciones que experimenta p53 no sdlo se traducen en pérdida de actividad
transcripcional, sino que también se da una ganancia de funciones (GOF), resultado de
dichas alteraciones en la proteina, que provocan en la célula comportamientos

tumorales agresivos como veremos a continuacion.

a TP53 cancer mutation b Codon distribution of TP53 missense mutations
effects (N=28,717)

= Missense (73.2%) 248 273

= Nonsense (8.2%)
Frameshift (9.1%) 175

= Deletion (0.1%)
Silent (3.7%) 2300|282

w Splice (2.4%) 220
Intronic (0.8%) L
Other (2.3%) D V(Y T A A | : o
NA (0.4%) [ [ DNA-binding domain [ [ TET | |

I 1

1 393
Figura 3. Mutaciones de p53 en cancer. a) Frencuencia de los diferentes tipos de
mutaciones somaticas asociadas al cancer. b) Distribucion relativa de las mutaciones con
cambio sentido en el codén de p53. (Tomadas de la base de datos de mutaciones en p53

de la International Agency for Research on Cancer’s http://p53.iarc.fr/).
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4.1.2 GANANCIA DE FUNCIONES DE P53 MUTADA

Las mutaciones con cambio de sentido representan casi el 75% de todas las mutaciones
de p53 en canceres humanos (Figura 3a). El cambio de una sola base puede alterar un
aminoacido, eliminando o alterando la actividad transcripcional de p53. Asi mismo, ya
se vio que la modificacién de cualquiera de las cinco argininas, las cuales son puntos
calientes de mutacién en p53, desactiva la secuencia especifica de unién al ADN.
Ademads, se ha observado que pueden aparecer mutaciones en el DBD (algunas de ellas
en estos puntos calientes), las cuales pueden producirse por la exposicién a factores tan
comunes como la luz ultravioleta, el tabaquismo o la exposicion a la aflatoxina u otros
carcinégenos quimicos (Olivier et al., 2010).

El hecho de que la mayoria de las alteraciones de p53 en tumores sean mutaciones con
cambio de sentido sugiere que las células que expresan p53 mutada tienen ventaja
frente a las células con deficiencia en p53. Los primeros estudios indicaron que células
tumorales con deficiencia en p53 silvestre presentaban nuevas propiedades tras la
sobreexpresién de proteinas p53 mutantes (Dittmer et al., 1993). Por otro lado, se ha
visto que células que presentan las formas mutadas mas comunes de p53, a diferencia
de aquellas que no las expresan, mostraron mayor poder metastasico (Hsiao et al.,
1994). En el sindrome de Li-Fraumeni, personas con mutaciones sin sentido en p53
muestran mayor incidencia de cancer y una edad mas temprana de apariciéon del tumor
(9-15 afios antes, dependiendo de estudio), que individuos con otros tipos de
mutaciones (Zerdoumi et al., 2013).

Esta GOF se ha podido comprobar generando ratones heterocigotos para p53 alterando
uno de los alelos mediante knockin. Por ejemplo, los modelos de ratdon heterocigoticos
con las mutaciones p53R172H y p53R270H, las cuales emulan las alteraciones en los
puntos calientes de mutacidon propios de canceres humanos correspondientes,
respectivamente, a los aminodacidos 175y 273, desarrollaron tumores con alto poder de
metastasis que no se ven en ratones p53+/- (Lang et al., 2004). De esto podemos sacar
dos observaciones, en primer lugar, a pesar de que los ratones heterocigotos p53R172H
desarrollaron tumores altamente metastasicos, las curvas de supervivencia fueron
idénticas a las de los ratones p53+/-. En segundo lugar, el analisis de los tumores en los

ratones heterocigotos y homocigotos p53R172H mostraron que la proteina p53
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mutante no se mostraba necesariamente estable, lo que sugiere que las alteraciones
especificas de cada tumor provocadas por el conjunto de mutaciones acumuladas son
las que determinan la estabilidad de p53 mutada. De hecho, los andlisis de tejido no
tumoral en ratones homocigotos p53R172H indicé que la p53 mutada no era estable en
células normales. Frente a esto, hay que ver si Mdm?2, la ubiquitina ligasa E3 que induce
la degradacién proteosomal de p53 silvestre, también podria regular la p53 mutada. En
ratones con fenotipo p53R172H/R172H; Mdm2-/-, la pérdida de Mdm?2 estabilizé la
proteina mutada p53R172H. Esto condujo a la disminucidn de la latencia del tumor y
aumento de metdstasis en comparacion con ratones con ambos alelos anulados en los
dos genes p53/Mdm?2 (Terzian et al., 2008). Por lo tanto, en este caso, la estabilizacion
de la p53 mutada condujo a fenotipos mas agresivos que los encontrados en ratones
qgue carecen de p53. De esta forma, lo que sugieren estos estudios es que las formas
mutadas de p53 que se muestran estables presentan actividades adicionales a la
proteina silvestre, que promueven la proliferacion e invasién de células tumorales, lo

gue apoya la idea de GOF en fenotipos con p53 mutada en procesos de tumorigénesis.

4.1.3 ESPECIFICIDAD DE P53 DEPENDIENTE DE TEJIDO

Muchos de los genes dianas de p53 que se han identificado han resultado ser especificos
del tipo de célula y de tejido. Por ejemplo, en un estudio reciente, en el que p53 se
estabilizd a través de la eliminacidon somdtica de Mdm2, los niveles de p21 se elevaron
200 veces en el rifidn en comparacién con 7 y 12 veces en el higado y bazo,
respectivamente (Zhang et al.,, 2014). También se observdé que Puma, otra diana
transcripcional de p53, aumentd 18 veces en el rifidn, pero no aumento en el higado.
Por otro lado, en otro estudio sobre la radiacidon gamma, cuatro dianas apoptdticas de
p53 (DR5, Bid, Puma y Noxa) se indujeron en el yeyuno e ileon, los dos tejidos mas
sensibles a la radiacion (Fei et al., 2002), mientras que los perfiles de activacion de las
diferentes dianas de p53 fueron diferentes en el colon transverso y el descendente.
Sorprendentemente, incluso dentro del mismo tejido, diferentes compartimentos
mostraron diferente regulacion de la actividad de p53. En el caso del higado, el principal

gen activado frente a la radiacién gamma fue p21.
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Ademds, p53 activa transcripcionalmente el gen del factor inhibidor de la leucemia (LIF),
que codifica una citoquina clave para la implantacién del embridn. Se vio que hembras
con el gen p53 anulado presentaban defectos de implantacidn, los cuales disminuyeron
con la administracidon de LIF exdgeno. Aunque en otros tejidos se expresa LIF frente a
radiacion gamma de manera dependiente de p53, el Unico defecto observado en
hembras con el gen LIF anulado fue fallo de implantacién en blastocitos (Hu et al., 2007).
Lo que resaltan estos estudios es la importancia que puede tener una sola diana de p53
para un tejido especifico: el Utero en este caso.

Ratones que expresaban niveles bajos de Mdm2 también presentaron patologias
concretas dependientes de p53 tales como mayor pigmentacién de la epidermis,
reduccién de los tubulos seminiferos, disminucion de los espermatocitos en los
testiculos o una disminucién del niumero de los foliculos ovaricos (Pant et al., 2016).
Ninguno de los defectos se recuperd mediante la eliminacion de p21, pero los fenotipos
reproductivos fueron recuperados por la pérdida de Puma, lo que resalta nuevamente
la idea de que la respuesta de p53 es especificamente dependiente de dosis y tejido. Es
importante destacar que la eliminacidn de una Unica diana de p53 aguas abajo como es
Puma revirtio el fenotipo reproductivo dependiente de p53, mientras que el fenotipo de
la piel parece estar controlado por la sefializacién del ligando Kit. Este ligando Kit es otra
diana de p53 que se expresa en melanocitos, siendo p53 la que controla su migraciony
acumulacién (Zeron-Medina et al., 2013).

Por otra parte, existen cofactores especificos de células o tejidos que regulan la actividad
de p53 a través de interaccidn proteina-proteina y que también puede contribuir a la
especificidad tisular o celular de la actividad de p53. Un estudio reciente mostré que el
dominio del extremo C terminal de p53 regula la expresién génica de una manera
especificamente dependiente de la diana y el tejido en cuestidén. En este estudio se
generd un alelo murino de p53 con una deplecién de los 24 aminodcidos que componen
el dominio del C-terminal (p53ACTD). En la médula ésea y el timo, p53ACTD estaba
sobreactivado. Esto incrementd la senescencia y la transcripcion de p21 en la médula
6sea, e indujo la apoptosis y la transcripcion de Puma y Noxa en el timo, lo que sugiere
que el dominio del C-terminal disminuye la actividad de p53 en aquellos tejidos. En el
higado, sin embargo, p53ACTD mostro alteracion en su actividad. En el bazo, la proteina

p53ACTD estaba sobreexpresada, sugiriendo que este dominio es importante en el
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control de los niveles de proteina p53 en este tejido. Sorprendentemente, p53ACTD
sobreexpresada no condujo ni a senescencia ni a fenotipos de apoptoéticos en el bazo
(Hamard et al., 2013). Todo esto sugiere que el dominio C-terminal podria unirse a
cofactores especificos de células o tejidos, determinando la especificidad anteriormente
mencionada de p53. Ademas, el dominio C-terminal podria resultar esencial en el
mantenimiento estructural de la proteina mediante la regulacion de interacciones entre

los otros dominios de p53 y ligandos especificos del tipo celular.

4.1.4 CLASIFICACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LAS MUTACIONES DE P53
EN CANCER.

Las mutaciones asociadas a cancer que se dan en p53 tienen efectos funcionales y
estructurales diversos y se localizan, principalmente, en el DBD. Principalmente, las mas
observadas son mutaciones esenciales que eliminan sitios de interaccion con ADN y
mutaciones que alteran la estructura del DBD, comprometiendo la estabilidad cinética
y termodinamica del dominio. Es decir, mutaciones en cualquiera de los tres residuos
clave de arginina en la zona de enlace p53DNA -Argaas, Arga7s 0 Argaso- resulta en una
unién deficiente a ADN por parte de p53 y en una pérdida de actividad transcripcional
(Dearth et al., 2007). Las llamadas mutaciones de contacto, aquellas que interfieren
directamente en la unién al ADN, como por ejemplo, R273C y R273H eliminan un grupo
guanidinio que forma enlaces importantes con la cadena de ADN en el centro de la
interaccion p53-DNA, sin afectar practicamente a la estructura general o la estabilidad
del DBD (Eldar et al., 2013). En el caso de R248W, la mutacién no solo elimina una cadena
lateral que interactua, sino que también bloquea directamente la unién al ADN
mediante la introduccion de una cadena lateral hidrofdbica grande. Los efectos de las
mutaciones estructurales sobre la estabilidad y la actividad de unién al ADN dependen
de la ubicacion en la que se dé y del tipo de mutacién (Joerger and Fersht, 2007). Debido
a la baja estabilidad intrinseca de su DBD, que se desnaturaliza a 44-45° C, p53 es muy
susceptible a la inactivacion por mutaciones que comprometan esa estabilidad
estructural, y es por eso que formas mutada de p53 se encuentran en sus formas no
plegadas a temperatura corporal (Bullock et al., 2000). Las sustituciones de aminoacidos

grandes por otros mas pequefios son altamente desestabilizantes. En el caso de V143A
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y F270L, por ejemplo, crean cavidades internas en el nucleo hidrofébico del sandwich B,
pero a pesar de la pérdida de interacciones hidrofébicas, retienen todas las
caracteristicas estructurales de la proteina silvestre en su estado plegado (Joerger et al.,
2006). Y220C es otra forma mutada de p53 resultado de la sustituciéon de aminoacidos
grande por otro mds pequefo, que también presenta pérdida de interacciones
hidrofdbicas. Pero en este caso la zona afectada se encuentra a nivel superficial en lugar
de una cavidad interna. Por el contrario, en la mutacién V157F, donde se sustituye a una
valina por un residuo de fenilalanina mucho mas grande, se produce un plegamiento del
nucleo hidrofébico del DBD, energéticamente desfavorable, en la zona donde se
produce la mutacion. En el caso de la mutacidn R282W, se desestabiliza el DBD al verse
interrumpida la red de enlaces hidrégeno que se forman entre dos hélices que se
conectan entre si formando un giro (Joerger et al., 2006).

La caracteristica comun de estas formas de p53 mutadas a nivel estructural es que se
desestabilizan a partir de 3-4 kcal/mol, lo que corresponde a una temperatura de
desnaturalizacion de aproximadamente 5-7° C mas baja que la p53 silvestre, aunque
conservan las caracteristicas estructurales generales del DBD de la proteina silvestre en
su estado plegado, especialmente los sitios funcionales. Lo que da como resultado
fenotipos sensibles a la temperatura. Es por esto que se inactivan a 37° C, pero muestran
actividad transcripcional por debajo de temperaturas fisiolégicas, es decir, a
temperaturas a las que las formas mutada de la proteina no estdn desnaturalizadas
(Dearth et al., 2007). Como hablaremos mads adelante, las formas mutadas de p53
suponen una diana terapéutica de gran importancia en el tratamiento del cancer, ya que
el objetivo sera restablecer la actividad normal de la proteina mediante estabilizadores
moleculares. Sin embargo, muchas mutaciones estructurales en la superficie de unién
al ADN no estdn asociadas con fenotipos sensibles a la temperatura ya que, ademas de
desestabilizar la proteina, también inducen cambios estructurales locales que afectan a
la union con el ADN en el estado plegado. La interrupcion de la red de enlace en la Argaag
por mutacidn a serina en el mutante R249S, por ejemplo, perturba la conformacién de
horquilla en L3 que es crucial para el correcto posicionamiento de la Argss, residuo de
contacto con el ADN (Suad et al., 2009).

Por otro lado, las mutaciones que resultan en la pérdida de zinc son particularmente

nocivas, ya que provocan la desestabilizacion del DBD con sélo 3 kcal/mol e impide la

17



unién al ADN, porque la unién del zinc es crucial para la integridad estructural de la
region L2-L3, que interactia con elementos de respuesta del surco menor del ADN
(Bullock et al., 2000). Estas mutaciones afectan directamente a cualquiera de los
ligandos de zinc, como las mutaciones C176F, H179R, C238Y y C242S, o residuos en las
inmediaciones de interaccién del zinc, como en el caso de la mutacion mas frecuente en
cancer, R175H (Figura 4). La sustitucidn de Argizs por una histidina no sélo interrumpe
el puente salino con Aspiss, sino que también altera la esfera de coordinacidn del zinc,
lo que resulta en una afinidad de unién al zinc drasticamente reducida y despliegue
global a temperatura corporal (Yu et al., 2014). La mutacién R175H da lugar a un
fenotipo no sensible a la temperatura. Por el contrario, una mutacién que sustituya la
arginina por un aminoacido con una cadena lateral mas pequefia que la histidina es
mucho menos perjudicial para la funcién de p53. La mutacién R175A, por ejemplo, solo
tiene una leve desestabilizacion in vitro y la mutacién R175C apenas tiene un efecto
sobre la actividad transcripcional de p53, lo que sugiere que en estos dos casos
hablariamos de mutaciones pasajeras, en lugar de mutaciones conductoras (Leroy et al.,

2014).

Zinc ligands

Figura 4. Esfera de coordinacién del zinc con p53 (Tomada de Petitjean et al., 2007)
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4.1.5 AGREGACION DE P53.

Por otro lado, ya se vio que los agregados de p53 eran, probablemente, incluso mas
importante que la inestabilidad termodindmica de las formas mutadas (Kraiss et al.,
1991). La inactivacion de p53 y sus mutantes in vitro se da rapidamente a temperaturas
por debajo de la temperatura de desnaturalizacion. El DBD se despliega y luego se
agrega irreversiblemente (Friedler et al., 2003), dando lugar a diversas morfologias,
incluyendo amorfas, fibrilares y pridnicas, dependiendo de las condiciones
experimentales (Ano Bom et al., 2012). Recientemente se observd que un péptido, que
penetra en las células, disefiado para bloquear la secuencia amiloidogénica en el DBD,
ha demostrado restaurar la funcién supresora de tumores de p53 en el cancer de évulo
(Soragni et al., 2016).

Ademas, también se han observado que moléculas estabilizadoras de la proteina de las
que hablaremos a continuacion han evitado que se produzca esta agregacién. Aun asi,
es importante tener en cuenta que la eficacia de cada estrategia depende del contexto

y no resultan igual de prometedoras para todos los casos.

4.2 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER

Una vez conocidas las principales alteraciones que se observan en la proteina p53
mutada y se ha establecido su relacién con diferentes procesos tumorales, podemos
estudiar diferentes estrategias cuyas dianas sean estas alteraciones descritas, con el

objetivo de recuperar las funciones perdidas de la proteina.

4.2.1 MOLECULAS QUE ESTABILIZAN P53.
En este caso, la idea es usar moléculas que al unirse a la proteina estabilicen su
conformacion activa y esto se puede conseguir mediante dos estrategias principales:

disefar el farmaco de manera que su diana sea un sitio de unidén presente en la

superficie tanto de la p53 silvestre como de la mutada, o que la diana del farmaco se
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una a una region especifica, propia del mutante en concreto. La primera estrategia
propuesta es un reto, debido a la ausencia de bolsillos de unién bien definidos en el DBD.
Se ha visto que, por ejemplo, FL-CDB3, un péptido de nueve residuos marcado con
fluoresceina derivado de la proteina de unién a p53 53BP2, se une y estabiliza a la p53
silvestre y a la mutante in vitro y aumenta la expresion de p53 en lineas celulares
tumorales que presentaban p53 mutada. Ademas, se sugirié que podria haber una diana
para moléculas estabilizadoras entre el giro L1 y la lamina beta S3 alrededor de la
cisteina Cys1,, localizada en el DBD. Como ejemplo de molécula que se une, tanto a la
p53 silvestre como a la mutada, tenemos el acido estictico, el cual se comprobé que
inducia la expresidon de p21 in vitro en células tumorales humanas Saos-2 (mutacion
R175H) de una manera dosis-dependiente (Wassman et al., 2013).

Por otro lado, para el caso de moléculas dirigidas especificamente a formas mutadas de
p53 se debe destacar el mutante oncogénico Y220C, tratandose de la novena mutacion
de p53 mas comun en cdncer. La mutacidén que sustituye una tirosina por una cisteina
resulta en una pérdida de interacciones hidrofébicas, que desestabilizan la proteina con
4 kcal/mol, creando una grieta en la superficie de la misma que puede usarse como
diana de moléculas estabilizadoras (figura 5) (Joerger et al., 2006).

Es importante destacar que el sitio de mutacidn esta lejos de las regiones funcionales de
la proteina, minimizando asi cualquier posible efecto inhibitorio de la unién. Mediante
cribado y disefio virtual, se descubrié una molécula a base de carbazol, PhiKan083, que
se une a esta grieta, aumentando la temperatura de desnaturalizacién del mutante y
ralentizando asi su velocidad de desnaturalizacion (Boeckler et al., 2008).
Posteriormente, se identificaron una serie de estabilizadores de Y220C, estructural y
guimicamente diferentes, con modos de unién unicos en células tumorales humanas.
También, la agregacién se puede inhibir eficazmente en el caso de Y220C porque los
ligandos disefiados que estabilizan la proteina también pueden ralentizar la cinética de
agregacion (Liu et al., 2013).

La disponibilidad de estructuras cristalinas de alta resolucién de numerosos complejos
Y220C-ligando ha proporcionado informacion importante sobre la plasticidad
estructural de la grieta superficial que se genera por la mutacién, revelando un bolsillo
hidrofébico que se abre de forma transitoria, y que se modula mediante la Cyszo0 (Figura

5). De esta manera, se ha podido analizar con mayor profundidad los diferentes modos
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en que interactlan proteina y ligando, proporcionando un marco para el disefio de
ligandos mds potentes (Joerger et al., 2015)

Una de las estructuras principales, PK7088, es bioldgicamente activa en las células
tumorales que albergan la mutacion Y220C, aumentando los niveles de proteina
mutante plegada en la conformacion de la proteina silvestre y restaurando asi sus
funciones transcripcionales, ademds de inducir apoptosis dependiente de p53-Y220C
(Liu et al., 2013). De esta manera, todos estos datos apoyan la idea de que restaurar la
actividad transcripcional de p53 silvestre en sus formas mutadas mediante el disefio de
moléculas que estabilicen estructuralmente dicha proteina mutada es una estrategia de

terapia frente al cancer prometedora.

Figura 5. Mutante de p53 Y220C como diana de moléculas estabilizadoras. a) Entorno
de la tirosina 220 en la superficie molecular de p53 silvestre sefialada en amarillo.

b) Superficie molecular del mutante Y220C con la molécula estabilizadora PhiKan083,
donde se puede observar la grieta inducida por la mutacién en la superficie de la

proteina (Tomada de Boeckler et al. 2008).

4.2.2 RESTAURACION DE LA INTERACCION CON ZINC EN LA P53 MUTADA
MEDIANTE METALOCHAPERONAS.

Sabemos que la actividad transcripcional de p53 depende de su interaccidn con zincy
ésta, a su vez, esta determinada por el estado redox de la célula y de la biodisponibilidad
del zinc. La pérdida de esta interaccion puede dar lugar a un desplegamiento de la
proteina, aunque también hay que tener en cuenta que un exceso de zinc puede

provocar un plegamientoincorrectoy la consiguiente agregacién de p53 (Butler and Loh,
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2007). En base a esto, en un estudio de cribado de moléculas disefiadas contra lineas
de células tumorales se identificé una, ZMC1, que inducia la inhibicidn del crecimiento
y la apoptosis en aquellas lineas con deficiencia en la interacccion con zinc (R175H) (Yu
et al., 2012). A diferencia de los estabilizadores, ZMC1 no restaura la actividad de p53
perdida en sus formas mutadas por unidn directa, sino que el mecanismo propuesto es
gue actle como una metalochaperona. Es decir, dos moléculas de ZMC1 se unirian a un
ion zincy lo transportarian a través de la membrana celular como unionéforo especifico
del metal, aumentando los niveles de zinc intracelular a una concentracién que permite
la interaccion zinc-R175H previamente perdida (Blanden et al., 2015). Hay que tener en
cuenta, en lo que respecta a la toxicidad de estas moléculas, que se ha visto que existe
otro mecanismo de ZMC1 independiente de zinc, relacionado con la quelacion de hierro
qgue afecta al estado redox de la célula y aumenta los niveles de especies reactivas de

oxigeno.

4.2.3 INHIBIDORES DE LA INTERACCION P53-MDM2/MDMX

Se sabe que MDM2 y MDMX estdn sobre expresados en muchos tumores que conservan
p53 silvestre, lo que se traduce en inhibicion de la funcidon de p53. Por lo tanto, inhibir
la funcion MDM2/MDMX, bloquear su interaccion con p53, o ambos, suponen, a priori,
estrategias terapéuticas prometedoras en estos canceres. En el caso de la molécula de
reactivacion de p53 e induccidn de apoptosis en células tumorales (también conocida
por sus siglas en inglés RITA o como NSC-652287) activa la respuesta de p53 frente a
dafio del ADN, sugiriéndose en un principio que bloqueaba la interaccion p53-MDM2 al
unirse directamente al dominio N-terminal. Aunque, en estudios de resonancia
magnética nuclear no se ha detectado in vitro esa interaccion (Krajewski et al., 2005) vy,
por otro lado, hay evidencia de que la muerte celular inducida por RITA no depende de
p53, sino que se desencadena por entrecruzamiento de ADN (Wanzel et al., 2016).
Asimismo, se han identificado diversos inhibidores de la actividad E3 ligasa del MDM?2,
pero se ha sugerido, que la inhibicién de la actividad E3 ligasa es insuficiente para
restaurar completamente la actividad de p53; por lo que puede ser necesario combinar
inhibidores con un antagonista de MDM2/MDMX para lograr el efecto terapéutico

deseado en células tumorales (Wade et al., 2013a).
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Hasta la fecha, el inhibidor de MDM2 mas potente y selectivo que se ha disefiado es AM-
7209, el cual se une con una constante de disociacion de 38 pM y ha demostrado tener
actividad antitumoral prometedora in vivo. Curiosamente, la estructura del complejo
AM-7209-MDM2 revela que la regidon N-terminal de MDM2 (residuos 6-24) esta
ordenada y se pliega al unirse con el ligando de forma que este cambio en la
conformacion interferiria con la unién a p53 (Rew et al., 2014).

Debido a las diferencias claras en los sitios de union a p53 de MDM2 y MDMX,
especialmente, en el bolsillo donde se encuentra la Leuys, los inhibidores disefados para
unirse a MDM2 resultan ser inhibidores débiles de MDMX. Sin embargo, ya sabemos
gue para conseguir una activacién satisfactoria de la via p53 en células tumorales con
p53 silvestre se requiere una inhibicion efectiva de ambos, MDM2 y MDMX (Wade et al.
2013b). Por esto, se estan desarrollando antagonistas duales de MDM2 y MDMX. Como
ejemplo de estos antagonistas duales tenemos a la indolil hidantoina RO-2443, que se
une a ambas proteinas con baja afinidad, del orden de nanomolar. La unién induce homo
y heterodimerizaciéon por sus dominios N-terminal, que se estabiliza mediante
acoplamiento aromatico de dos moléculas inhibidoras y una tirosina de cada una de las
dos cadenas de MDM2 y MDMX. En este modo de unién, el grupo indolilo de RO-2443
se une al bolsillo Pheis de un mondmero de MDM2/X, mientras que el grupo di-fluoro-
fenilo intreracciona con el Trp23 del otro mondmero, quedando libre el bolsillo de la
Leuzs. Este tipo de inhibidores reactiva la via de p53 en células tumorales que sobre
expresan MDMX y que no responden bien a inhibidores de MDM2 convencionales
(Graves et al., 2012).

También se han estudiado péptidos hidrocarbonados que interaccionan con a-hélices,
estabilizando la conformacion activa de la a-hélice y mejorando la farmacocinética. De
este modo, se ha visto que este tipo de péptidos restaura la funcidon de p53 en lineas
celulares tumorales que sobre expresan MDM2/MDMX (Chang et al., 2013).

Por otro lado, cabe destacar que MDMX contiene un dominio autoinhibidor que reduce
su afinidad por el TAD de p53 en aproximadamente 100 veces menos, en comparacion
con la de su dominio N-terminal. Se trata de una secuencia que contiene dos residuos
de triptéfano altamente conservados, Trpaco y Trpzo1, la cual, se vuelve a plegar en el
dominio N-terminal, de una forma similar a la forma en la que se une el TAD de p53.

Esta autoinhibicion regula a la baja mediante la interaccién con la Caseina quinasa la,
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gue enmascara el dominio de la secuencia de autoinhibicion (Chen et al., 2015).
Conociendo esto, bloquear la interaccion con la Caseina quinasa la puede ser una

estrategia complementaria para inhibir la interaccidon p53-MDMX.

4.2.4 RESTAURAR LA FUNCION PERDIDA EN P53 CON MUTACIONES SIN SENTIDO

Muchas de las enfermedades genéticas que se heredan son causadas por mutaciones
sin sentido, lo que da lugar a codones de terminacién prematura (PTC) y a la degradacion
rapida del ARNm mediada por mutaciones terminadoras (NMD). Por esto, la idea de
suprimir estos codones y de estabilizar el ARNm frente a NMD parece una buena
estrategia terapéutica frente a una gran serie de trastornos genéticos. En esta linea, por
ejemplo, se ha visto que los aminoglucésidos se unen al centro decodificador del
ribosoma, suprimiendo el codén de terminacién en enfermedades genéticas, como la
fibrosis quistica y la distrofia muscular de Duchenne (Keeling et al., 2014). De este modo,
esta estrategia podria tener éxito en el tratamiento de cdnceres relacionados con
mutaciones de p53 sin sentido.

Se sabe que el 8% de las mutaciones somaticas de p53 relacionadas con cancer dan lugar
a PTC (Figura 3a), lo que supone mas de medio milldon nuevos casos de cancer al afio en
todo el mundo. Y que la eficiencia de lectura del PTC depende de la propia secuencia del
codon en particular y del contexto que rodea a dicha secuencia (Lee and Dougherty,
2012).

Las mutaciones que dan PTC mas frecuentes son R196X y R213X. De acuerdo con esto,
en un estudio se observo que sélo 3 de los 11 PTC que se dan en p53 de forma natural
podian suprimirse con gentamicina, siendo R213X la mutacion que mejor respondia al
antibiotico. Asimismo, también se observé que el tratamiento, de forma separada, con
gentamicina y geneticina (G418) de las células tumorales que presentaban formas
mutadas de p53 (R196X o R213X) estabilizd el ARNm frente a NMD, restaurando la
sintesis de p53 completamente y reduciendo la viabilidad de las células tumorales
tratadas (Floquet et al., 2011). Sin embargo, la aplicacion clinica de este tipo de
antibidticos para estos casos presenta una gran limitacion debido a su toxicidad.

Un paso clave en la NMD es el reclutamiento de la proteina adaptadora SMG7, una

proteina parecida a 14-3-3, por parte de la helicasa UPF1 al complejo de unidn al exén.

24



En esta linea, se identificaron moléculas, mediante screening virtual, que interrumpian
la formacion del complejo SMG7-UPF1 y aumentaban la expresién de ARNm portador
de PTCs a concentraciones de escala nanomolar con minima toxicidad. Una de estas
moléculas, NMDI14, demostré actuar de forma sinérgica con G418, dando lugar a un
aumento en la expresién de p53 e indujo muerte celular en aquellas lineas celulares con
mutaciones sin sentido que originaban PTCs (Martin et al., 2014).

Una vez mds, vemos que la idea de centrar la terapia en una sola diana no es lo mas
efectivo, sino que estudiar estrategias con dos o incluso mds dianas de forma simultanea

parece ser mucho mas eficiente en cuanto a eficacia y seguridad.
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5. CONCLUSIONES

-Es evidente la importancia del papel que juega p53 en el cancer, no sdlo por la pérdida
de su actividad transcripcional, sino también por la GOF que presentan las formas

mutadas de esta proteina que conducen a la célula a comportamientos tumorales.

-La especificidad dependiente de tejido y del contexto en si, observada en la via de
sefalizacidn de p53, debe ser estudiada con mayor profundidad, con el fin de identificar
las dianas adecuadas y establecer las estrategias terapéuticas adecuadas para cada tipo

de cancer.

-Actualmente, es necesario insistir y profundizar en el estudio de las estrategias
terapéuticas estudiadas hasta la fecha, que mejoren los perfiles de seguridad y eficacia,
y parece ser que el camino mas prometedor para ello es estudiar el efecto sinérgico que
puedan tener las diferentes moléculas disefiadas para las diversas dianas existentes en

la via de p53.
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