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RESUMEN

PTEN es uno de los genes supresores tumorales mutados con mayor frecuencia
en canceres humanos. La proteina PTEN regula negativamente la ruta de sefializacién
de la fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K), la cual se encuentra hiperactivada en muchos
tumores en humanos, y su expresion se pierde parcial o totalmente en una gran
cantidad de tumores, lo que la convierte en un excelente candidato biomarcador en
oncologia clinica. PTEN consta de un dominio fosfatasa catalitico N-terminal, un
dominio C2 de unién a membrana y un extremo C-terminal con un motivo de unién a
proteinas PDZ. PTEN-L es una isoforma de PTEN que muestra una region traducida de

forma alternativa en el extremo N-terminal.

En esta tesis doctoral, en primer lugar, hemos optimizado el rendimiento de la
metodologia de mutagénesis dirigida con el objetivo de poder obtener un gran nimero
de mutaciones de PTEN con la mayor eficacia posible. En segundo lugar, hemos
caracterizado molecularmente los epitopos de la regién C-terminal de PTEN
reconocidos por anticuerpos monoclonales (AcM) anti-PTEN. Estos AcM se emplean en
inmunohistoquimica, una de las técnicas de diagndstico mas universales en la oncologia
clinica moderna. Ademds, hemos visto que las mutaciones asociadas a tumores de la
region C-terminal y mutaciones que simulan la fosforilacion en esta regiéon de PTEN
afectan a la inmunorreactividad de los AcM. Nuestro analisis puede contribuir a la
validacién de AcM anti-PTEN como herramientas de diagndstico y prondstico en
oncologia clinica, facilitando un diagndstico de cancer mas preciso basado en la

expresién del supresor tumoral PTEN.

Por ultimo, hemos caracterizado funcionalmente las mutaciones N-terminales
de PTEN hereditarias y encontradas en tumores. Nuestros resultados indican que la
localizacién subcelular y la actividad fosfatasa de PTEN dependen de la integridad de su
extremo N-terminal. Asimismo, hemos encontrado diferencias entre las variantes N-
terminales de PTEN y PTEN-L en tumores genitourinarios. Nuestros resultados sugieren
una regulacién funcional de PTEN especifica de isoformas, lo cual seria relevante en la
patogenicidad causada por las alteraciones en estas proteinas.

IX












I. INTRODUCCION






Introduccion

1. Mutagénesis dirigida

El estudio de las secuencias nucleotidicas de los genes se ha generalizado en
las ultimas décadas debido a la importante informacién que proporciona y a su gran
aplicabilidad clinica y experimental (1, 2). A pesar de los avances en la recopilacion de
informacién de las secuencias de ADN, queda mucho trabajo experimental pendiente
en cuanto al estudio de las propiedades de las proteinas codificadas. Son muchas las
mutaciones somaticas identificadas en tumores, asi como las mutaciones germinales
encontradas en pacientes con trastornos hereditarios (3, 4), y la evaluacion estructural
y funcional de las correspondientes variantes proteicas supone una gran demanda en
investigacion basica y en la medicina traslacional. La mutagénesis dirigida se ha
convertido en un método esencial para estudiar la relaciéon estructura-funcion de las
proteinas. Por ello, la generacién de colecciones completas de mutaciones de ADNc
clonadas en plasmidos de expresidon adecuados es un paso importante para el posterior

analisis funcional de alto rendimiento de proteinas (5).

La mutagénesis aleatoria mediante PCR propensa a errores, asi como
bibliotecas de oligonucledtidos generadas aleatoriamente, ha sido muy utilizada para
generar variantes de proteinas (6, 7). Sin embargo, de esta manera no se logra obtener
colecciones completas y definidas de mutaciones. Por otro lado, la mutagénesis de
saturaciéon, como es la sustitucién de un aminodcido por cada uno de los otros 19
residuos, es una herramienta adecuada para crear diversidad y estudiar la actividad de
las proteinas (8, 9), ademas de ofrecer informaciéon sobre las limitaciones de
aminodacidos en posiciones definidas dentro de las mismas (10). Esta mutagénesis de
saturacion, basada en PCR, usa oligonucledtidos con una secuencia de nucledtidos
aleatoria en el coddn de interés. Sin embargo, la obtencidn de todas las mutaciones no
es sencillo (11-14). Para estudiar mutaciones relacionadas con enfermedades se
requiere un conjunto definido de sustituciones de aminoacidos por residuo, por lo que
es necesario optimizar la obtencién selectiva de residuos mutados, con el objetivo de

obtener grandes colecciones de mutaciones definidas.



Introduccion

1.1. Método de mutagénesis dirigida QuikChange

Existe una gran variedad de enfoques para la mutagénesis dirigida mediante
PCR (15). Actualmente, el kit comercial QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis (SDM)
(Agilent Technologies) es uno de los métodos mas utilizados. QuikChange utiliza
pldsmidos circulares como moldes para la reaccién de PCR (que contienen la secuencia
que se desea mutar), y oligonucleétidos superpuestos con la mutacién deseada. La
etapa de replicacién del ADN es una reaccion de amplificacion lineal ciclica en la que
una polimerasa de alta fidelidad copia el plasmido completo, deteniéndose al alcanzar
el extremo 5’ del oligonucleétido (16, 17). EI ADN molde metilado es digerido mediante
la enzima de restriccion Dpnl, lo cual elimina el ADN parental no mutado en la reaccion.
Finalmente, el producto se transforma en bacterias E. coli (Escherichia coli) con la

finalidad de obtener el ADN mutado (Figura 1).

1

1 ipe .,

, Amplificacién por PCR
v

Digestion Dpnl  * RN
—>-
. _—

-
<

Transformacion bacteriana

J Aislamiento del plasmido

Secuenciacion de ADN

Figura 1. Representacion esquematica del proceso de mutagénesis basado en el
protocolo de QuikChange. Amplificacién por PCR de la secuencia que se desea
mutar, utilizando oligonucledtidos superpuestos con la mutacién deseada. Digestidn
del ADN metilado con la enzima Dpnl, y transformacion del producto obtenido en
bacterias E.coli. Obtencién del ADN vy posterior comprobacion mediante
secuenciacion.



Introduccion

Segln este método, los oligonucledtidos mutagénicos utilizados requieren de 25 a 45
bases nucleotidicas y la temperatura de fusidon (Tm) debe ser igual o mayor a 78°C de

acuerdo con la siguiente férmula matematica:
Tm=81,5+0,41 (% GC) - 675/N - % Mismatch

Donde N es el nimero de bases del oligonucledtido. Ademas, otro de los requisitos es
que los oligonucledtidos deben tener un contenido minimo de GC del 40% y deben

terminar en una o mas bases C o G.

Sin embargo, el uso de pares de oligonucleétidos completamente solapados
con una Tm de mas de 78°C hace que el método QuikChange sea dificil de usar en
muchas ocasiones, ya que se requieren oligonucleétidos largos para lograr Tm tan altas
(18). Esto supone una restriccién importante en el uso de estos protocolos, implicando
un alto coste y complicaciones experimentales cuando se requieren grandes cantidades
de mutaciones. De hecho, muchas veces la eficacia de la PCR es baja y, a menudo, no se

obtiene ningun producto, incluso después de varias rondas de optimizacion.

Se han hecho muchos intentos para mejorar la eficiencia de la mutagénesis. Se
han desarrollado métodos alternativos que utilizan pares de oligonucleétidos
mutagénicos parcialmente superpuestos, pero siguen siendo largos y su disefio es
bastante complejo (19-22). Otras modificaciones del protocolo SDM incluyen el uso de
tres oligonucleédtidos y un gradiente de PCR de un solo paso (23), dos reacciones de
PCR separadas para cada mutacion (24), el ensamblaje enzimatico de los productos de
PCR superpuestos (25) o dos reacciones de PCR secuenciales usando los denominados
megaprimers, ademas de los oligonucleétidos mutagénicos (26, 27).Esto puede
mejorar la eficiencia mutagénica, pero también aumenta los costes y la complejidad

metodoldgica.

1.2. Alanina scanning
El método de alanina scanning es un método de sustitucidén sistematica de

aminodcidos por alanina, el cual se ha aplicado con éxito para mapear
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sistematicamente epitopos y regiones funcionales en proteinas. En este método, los
residuos proteicos se sustituyen individualmente por alanina, aminoacido con cadena
lateral inerte no voluminosa (28). Es muy util para estudiar la contribucidn de residuos
especificos a la estructura y funcidén de la proteina, asi como para evaluar la
contribucion de residuos cargados en la superficie de la proteina sin interrumpir el
plegamiento de su nucleo (29). Para llevarlo a cabo se requiere la produccion de un
gran numero de mutantes puntuales mediante mutagénesis dirigida, lo que requiere el
disefo y uso de un gran numero de pares de oligonucleétidos, siendo un proceso
laborioso, lento y propenso a errores. A pesar de que se han creado herramientas
bioinformaticas para facilitar el disefio de oligonucleétidos mutagénicos a gran escala

(30, 31), sigue siendo arduo cuando se quiere mutar grandes partes de una proteina.

En resumen, pese a que la eficiencia de la mutagénesis dirigida ha mejorado en
los ultimos afios, sigue habiendo puntos importantes que se pueden optimizar,
relacionados con el disefio de oligonucleétidos, coste y tiempo invertido, sobre todo

cuando se necesita hacer mutaciones a gran escala.

2. PTEN

El gen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10),
también conocido como MMAC1 (mutated in multiple advance cancers 1) y TEP1
(tensin-like phosphatase), fue identificado hace dos décadas como un gen supresor
tumoral cominmente inactivado en canceres humanos y mutado en la linea germinal
de pacientes con sindromes de cancer hereditario. Localizado en el cromosoma
10g23.3 y formado por 9 exones, se encuentra mutado frecuentemente en canceres

humanos y, a menudo, muestra pérdida de heterocigosidad en tumores (32-34).

2.1. Funcioén de la proteina PTEN

PTEN ejerce funciones esenciales, tanto en el citoplasma como en el nucleo

celular, y forma parte de la ruta de sefializacién de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K),
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que genera en la membrana plasmatica fosfatildilinositol 3,4,5-trifosfato (PIPs) en
respuesta a estimulos extracelulares, y cuyo principal efector es la proteina quinasa B
(PKB o Akt) (Figura 2). Esta ruta se encuentra hiperactivada en muchos tumores,
promoviendo la supervivencia, crecimiento, proliferacién y migracién celular (35, 36).
Aungue PTEN pertenece a la familia de las fosfatasas de tirosina (PTPs), su principal
accion como supresor de tumores se debe a su actividad catalitica fosfatasa de lipidos
sobre PIP;, convirtiéndolo en fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), razén por la cual

contrarresta la activacion de la ruta PI3K/PTEN/Akt (37).

AR AR

PTEN

®

PIP,

Proliferacién
Supervivencia +— Akt
Crecimiento

Figura 2. Ruta de sefializacion de PI3K/PTEN/Akt. La PI3K activada fosforila PIP, para
producir PIP; en la membrana plasmatica regulando varios procesos celulares. PTEN
en la membrana actua desfosforilando PIP; y dando lugar a PIP,.

PTEN también participa en el mantenimiento de la estabilidad gendmica. La
pérdida o mutaciones de PTEN estan asociadas con defectos en la replicacion del ADN y
alteraciones en el huso mitético, causando inestabilidad cromosdmica. Por lo tanto,
PTEN protege el genoma controlando multiples procesos cromosdmicos (38, 39). La
deficiencia de PTEN también influye en muchos procesos metabdlicos que afectan al
crecimiento de células cancerosas y a la proliferacién. PTEN interviene en la regulacion
de la glucdlisis, la gluconeogénesis, la sintesis de glucégeno, el metabolismo de los

lipidos y el metabolismo mitocondrial (40, 41). Por ultimo, PTEN tiene un papel
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relevante en la regulacidn de la motilidad celular, particularmente en el control de la
direccionalidad de la quimiotaxis, y se ha sugerido que PTEN es potencialmente

importante en el control de la angiogénesis en los tumores cerebrales (42).

2.2. Composicion de dominios de la proteina PTEN

Formada por 403 aminodcidos, PTEN consta de un extremo N-terminal seguido
por el dominio fosfatasa catalitico, un dominio C2 de unién a membrana y un extremo

C-terminal con un motivo de unidn a proteinas PDZ (43) (Figura 3).

Cola Motivo PDZ
Dominio C2 C-terminal

185 353 400 "403
N- -C
NLMs Actividad fosfatasa Localizacion subcelular  Sitios de fosforilacion

Asociacién a membrana Estabilidad
Interacciones con proteinas

Dominio fosfatasa
(PTP)

Figura 3. Dominios funcionales de la proteina PTEN. Motivos de localizacién N-
terminal (NLMs): NLS, sefial de localizacién nuclear; PBM, motivo de unién a PIP,; CLS,
sefial de localizacion citoplasmica. PTP, dominio fosfatasa (aminodcidos 7-185); C2,
dominio de unién a membrana (aminoacidos 185-353); cola C-terminal (aminoacidos
353-403) que incluye el motivo de unidn a proteinas PDZ (aminoacidos 400-403).

La regidon N-terminal de PTEN es importante para el control de su localizacion
subcelular y su funcién. Contiene una sefial de localizacién nuclear (NLS, residuos 8-32)
(44) y un motivo de unién a PIP, (residuos 6-14) (45) implicado en el direccionamiento
a la membrana plasmatica y activacion de la enzima (43, 46, 47). El dominio fosfatasa
(PTP) catalitico N-terminal (residuos 14-185) posee actividad frente a sustratos de
proteina y lipidos como el PIP; (37). El dominio C2 (residuos 186-353) independiente
de Ca’* es necesario para reclutar PTEN a la membrana y ayudar a posicionar el
dominio catalitico con respecto a su sustrato PIP; (43). Ademas, se ha visto que la

expresion ectdpica del dominio C2 de PTEN, en ausencia del dominio fosfatasa, es
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capaz de reprimir la movilidad celular (48). La cola C-terminal (residuos 353-403), es
diana de modificaciones postraduccionales, como la fosforilacién, la acetilacién y la
escision por caspasa-3 (49-52). Desempeiia un papel regulador en la funcién de PTEN al
mediar interacciones intermoleculares e intramoleculares que regulan la estabilidad, la
localizacidn subcelular y la catalisis de PTEN (53-57). La eliminacién de la cola C-
terminal genera una proteina relativamente inestable, que se acumula en las
membranas y en el nicleo (44, 47, 58, 59). La cola C-terminal contiene un motivo de
unién a proteinas PDZ, que media la unién a proteinas de anclaje y reguladoras, tales
como quinasas, fosfatasas o proteinas antioxidantes. El motivo PDZ también controla la

unioén de PTEN a la membrana (60-62).

PTEN posee tres regiones desestructuradas, las cuales no se han podido
resolver mediante cristalizacion: la cola C-terminal, incluyendo el motivo de unién PDZ
(residuos 353-403); un bucle interno de funcién desconocida en el dominio C2

(residuos 286-309); y el extremo N-terminal (residuos 1-7) (43).

2.3. Regulacion de PTEN
Los cambios genéticos en el gen PTEN tienen grandes repercusiones en el
desarrollo de patologias relacionadas con PTEN. Por otra parte, la desregulacién de las

funciones de PTEN es igualmente importante en enfermedades (63).

2.3.1. Regulacidn transcripcional

La transcripcidn de PTEN estd regulada negativa y positivamente por diferentes
factores de transcripcién. El supresor tumoral p53, asi como la proteina de respuesta a
crecimiento EGR-1 (early growth response protein 1), el regulador metabdlico PPARy
(peroxisome proliferator activated receptor y) y el factor de transcripcion ATF2
(activating transcription factor 2) regulan de manera positiva la expresidon génica de
PTEN (64-67). PTEN también es regulado negativamente por el complejo Polycomb
BMI1 (B lymphoma Mo-MLV), SNAIL, c-Jun vy el factor nuclear kappa-B (NF-kB) (nuclear
factor kappa B) (68-70). Ademds, NOTCH1 regula la transcripciéon de PTEN positiva y
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negativamente a través del factor de transcripcidn CBF1 (C- repeat binding factor 1)

(71).

La expresién de PTEN también estd suprimida por mecanismos epigenéticos.
En varios tipos de tumores se ha visto hipermetilacion del promotor de PTEN, dando
lugar a un silenciamiento transcripcional del gen, especialmente en tumores donde
PTEN no esta frecuentemente mutado o delecionado, como en melanoma y cancer de

pulmén (72-74).

2.3.2. Regulacidn postranscripcional

La expresion de PTEN estd controlada por ARNs no codificantes (ncRNAs)
epigenética y postranscripcionalmente. La regulacidon postranscripcional por micro-
ARNs (miRNAs) es un mecanismo por el cual la expresion de genes supresores de
tumores se desregula en cdnceres. Los niveles elevados de algunos miRNAs, se
correlacionan con una reduccidon de ARN mensajero (ARNm) de PTEN teniendo efectos
en la tumorogénesis in vivo (75-77). Entre ellos, destacan el miRNA-19 y el miRNA-21;
los cuales estan afectados en cancer y desregulan a PTEN en una gran variedad de
tumores, incluyendo hepatocarcinomas, canceres de ovario y pulmén. La inhibicién del
miRNA-21 esta relacionada con un aumento en la expresién de PTEN dando lugar a un
descenso en la migracion y proliferacion celular (78-80). Recientemente, se ha
encontrado que los niveles del miRNA-25 son controlados por la activacion de ERK

regulando asi negativamente los niveles de PTEN en melanoma (81).

2.3.3. Modificaciones postraduccionales

Oxidacion

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden oxidar la cisteina (Cys124)
localizada en el sitio activo y suprimir la actividad fosfatasa de PTEN. Por ello, un
aumento en los niveles de estrés oxidativo intracelular puede desencadenar la

inactivacién de PTEN inducida por ROS y la activacién de la ruta de sefializacién PI3K

(82).
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Fosforilacion

La fosforilacién de PTEN es uno de los principales mecanismos de regulacion de
la funcién de la proteina. PTEN es fosforilado en su dominio C2 y en el extremo C-
terminal (Tabla 1). La fosforilacién de residuos de la cola C-terminal inhibe la actividad
catalitica de PTEN vy estabiliza la proteina mediante la asociacién de la cola C-terminal
con el dominio C2, dando lugar a una conformacion “cerrada” menos propensa a
degradarse, pero a su vez, menos apta para interaccionar con proteinas de membrana
a través del dominio C2 (54). Por lo tanto, pese a ser mas estable, esta conformacion es
menos activa. La autodesfosforilacion de la cola C-terminal de PTEN libera su
interaccion inhibidora con el dominio C2, favoreciendo la competencia funcional de

PTEN (83).

Se ha propuesto que PTEN puede existir en tres estados de activacién distintos,
dependiendo del estado de fosforilacion de la cola (84): un estado completamente
fosforilado (inactivo contra los sustratos de lipidos y proteinas), un estado parcialmente
desfosforilado (que carece de fosfatos en la Ser366 y Thr370) que es activo solo contra
sustratos solubles que incluyen fosfoproteinas, y un estado totalmente desfosforilado
activo (Figura 4). Los estados de activacion estan mediados por interacciones
inhibidoras intramoleculares entre la cola y los dominios C2 y fosfatasa, que ocluyen

tanto la regién de unién a la membrana como el sitio activo.

PTEN homodimeriza en la membrana plasmatica (proceso fundamental para su
completa activacién). PTEN homodimerizado se encuentra en una conformacion activa,
ejerciendo su capacidad completa de fosfatasa lipidica (85). Mutantes de PTEN
cataliticamente inactivos asociados a cancer heterodimerizan con PTEN no mutado e
inhiben la actividad catalitica de PTEN de una manera dominante negativa. La
dimerizacién y, por tanto, la activacidon de PTEN estan negativamente reguladas por la
fosforilacion de la cola C-terminal (85). La cola C-terminal de PTEN estabiliza la
formacién del dimero, por lo que la conformacién cerrada dificulta dicha formacién
(86). Alteraciones en la fosforilacion de la cola C-terminal también afectan a la

localizacién nuclear de PTEN (44).
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Figura 4. Estados de fosforilacion de la proteina PTEN. Un estado inactivo
(completamente fosforilado en los residuos T366, S370, S380, T382, T383 y S385 de la
cola C-terminal), un estado activo solo contra fosfoproteinas (fosforilado en los
residuos S380, T382, T383 y S385) y un estado activo (completamente desfosforilado).

Una de las principales quinasas que fosforila a PTEN en la region C-terminal es
la CK2 (Casein kinase 2). Muchos sustratos de la CK2 son productos oncogénicos o
proteinas supresoras tumorales, por lo que se le atribuye una funcién importante en la
regulacién del crecimiento celular (87). La CK2 fosforila a PTEN en los residuos Ser370,
Ser380, Thr382, Thr383 y Ser385, regulando su estabilidad, actividad y localizacion
subcelular (51). Ademas, la fosforilacién de estos residuos por CK2 inhibe la protedlisis
de PTEN por caspasa-3 durante la apoptosis (52). La GSK3B (Glycogen synthase kinase
38) fosforila a PTEN en la Ser362 y Thr366 (88). A diferencia de la CK2, a la GSK3p se le
atribuye una funcién anti-oncogénica. Ambas quinasas pueden actuar sinérgicamente
en la regulacion de la actividad de PTEN. De especial interés para esta tesis, la ATM
(Protein kinase ataxia telangiectasia mutated) fosforila la Thr398, controlando la
exclusién de PTEN del nucleo en respuesta a estrés genotdxico y sensibilizando las

células al dafio del ADN (89).
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Tabla 1. Quinasas de PTEN. Sitios de fosforilacion de PTEN y sus efectos.

Quinasas Sitios de fosforilacion Efectos en PTEN Referencias

Aumento de estabilidad,

cK2 Ser370, Ser380, Thr382, disminucion de la actividad y (51)
Thr383, Ser385 localizacion subcelular
(citoplasmatica)
GSK3p Ser362, Thr366 Des.c.enso de la estabilidad y (88)
actividad
LKB1 LT VL iEte) Aumento de actividad (90)
Ser385
Ser229, Thr232, Thr319, Aumento de actividad y
ROCK Thr321 localizacion subcelular (1)
Src Tyr240, Tyr315 Descenso de actividad (92, 93)
PIk1 Thr366, Ser370, Ser380, Aumento de la estabilidad y (94)
Thr382, Thr383 actividad
PIk3 Thr366, Ser370 Aumento de estabilidad y (95)
actividad
Descenso de la localizacion
ATM Thr398 nuclear en respuesta a estrés (89)
genotoxico
Aumento de estabilidad y
RAK Tyr336 actividad (96)
CK1 Ser385 Desconocidos (88)
MAST Desconocidos Desconocidos (62)

CK2, casein kinase 2; GSK3B, glycogen synthase kinase-3B; LKB1, liver Kinase; ROCK, rhoA-associated
protein kinase; Src, Src Kinase; Plk1, polo-like kinase 1; Plk3, polo-like kinase 3; ATM, protein kinase
ataxia telangiectasia mutated; RAK, tyrosine-protein kinase FRK; CK1, casein kinase 1; MAST,
microtubule-associated serine/threonine.

Ubiquitinacion

La ubiquitinacién de PTEN inhibe su actividad fosfatasa y esta potenciada por el
estrés hiperosmatico y la localizacion de membrana, por lo que la fosforilacion C-
terminal regula de manera indirecta la ubiquitinacidon (97). PTEN esta regulado por
poliubiquitinacién 'y monoubiquitinaciéon. La poliubiquitinacion conduce a la
degradacién a través del proteosoma, mientras que la monoubiquitinacion afecta a la
localizacién subcelular facilitando la entrada al nucleo. La sobreexpresion de NEDD4-1
desencadena la poliubiquitinacién de PTEN para la degradacién proteosomal v,
ademds, aumenta la monoubiquitinaciéon de la Lys13 y Lys289, lo que promueve su

localizacidn nuclear (98, 99). Otras ubiquitin ligasas que contribuyen a la ubiquitinacion
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y degradacién de PTEN son WWP2 (WW domain-containing ubiquitin E3 protein ligase
2) (100), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) (101) y CHIP (Carboxyl terminus of Hsc70
interacting protein) (102). Recientemente, se ha visto que la poliubiquitinacién de PTEN
en la Lys342 y Lys344 por la WWP1 (WW domain-containing ubiquitin E3 protein ligase
1) suprime la dimerizacién y reclutamiento de PTEN a la membrana, inhibiendo su
funcidn supresora tumoral. Ademas, se ha identificado que el indol-3-carbinol funciona

como un potente inhibidor de la WWP1 reactivando la funcion de PTEN (103).
Acetilacion

La acetilacion también puede regular la actividad y funcién de PTEN. La histona
acetiltransferasa PCAF (acetyltransferase P300/CBP-associated factor) acetila la Lys125
y Lys128 del dominio fosfatasa en respuesta a la estimulacidn por factores de
crecimiento, inhibiendo la actividad de PTEN (104). El motivo PDZ del dominio C-
terminal de PTEN también es acetilado por la proteina de uniéon al factor de
transcripcion de respuesta cAMP, CREB (CBP) en la Lys402, afectando a la interaccidn

de PTEN con proteinas con dominios PDZ (50).
Sumoilacion

La sumoilacidon de PTEN en la Lys266, localizada en el loop CBR3, promueve la
unién de PTEN a la membrana mediante interacciones electrostaticas (105). PTEN
sumoilado también estd involucrado en el proceso de reparacion del ADN. la
sumoilacion en la Lys254 da lugar a retencion nuclear (89). Se ha visto, que tras estrés
genotdxico la quinasa ATM fosforila a PTEN en la Thr398, en asociacion con una
reduccién de los niveles de SUMO-PTEN. Las funciones de SUMO-PTEN ocurren al
mismo tiempo que el ensamblaje de complejos de reparacion del ADN, aunque el papel

de PTEN en este proceso todavia no esta claro (106).

Ademas, se han descrito otras modificaciones postraduccionales de PTEN, como

nitrosilacion (107, 108), alquilacion (109), carbonilacion (110) y ribosilacién (111).
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2.4. Isoformas de PTEN

2.4.1. PTEN-L/a

En 2013, Parsons y colaboradores descubrieron una nueva isoforma de PTEN
que denominaron PTEN-Long (64,9 kDa), la cual se traduce a partir de un codén CUG
conservado (112). Los tripletes que difieren del AUG (primera metionina de PTEN
candnico) en solo un nucledtido también pueden iniciar la sintesis de la cadena
polipeptidica en células de mamifero en un contexto apropiado (113). Esta isoforma,
que posteriormente ha sido denominada PTENa por otro grupo de investigacién (114),
muestra una regioén traducida de forma alternativa en el extremo N-terminal, con 173
aminodcidos adicionales a la proteina candnica. Con el fin de unificar la nomenclatura y
la numeraciéon de aminodcidos, se ha propuesto la nomenclatura PTEN-L para esta

isoforma (115).

En la extensidon N-terminal de PTEN-L existe una sefal de secrecidon que se
corresponde con una secuencia corta de poli-alaninas (A12-A17-L) y un sitio de escisidn
(522-L), que permiten la secrecion de PTEN-L fuera de la célula. La secuencia N-terminal
también contiene un motivo de poli-argininas (R47-R52-L), que actla como una
secuencia de internalizacidon que permite la entrada de PTEN-L en las células (112),
aunque también se ha propuesto como una seial de localizacion nuclear (116) (Figura
5). Por otra parte, PTEN-L también ha sido localizado en la mitocondria, participando en
el proceso de transporte de electrones e induciendo la actividad de la citocromo ¢
oxidasa y la produccion de ATP, asi como regulando negativamente la mitofagia (114,

117, 118).

Por ultimo, se ha propuesto que la extensidn N-terminal de PTEN-L sirve para
dotar a PTEN de mayor estabilidad conformacional, lo que facilitaria sus funciones

fuera de la célula (119).
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Figura 5. Isoformas de PTEN y formas de secrecion. PTEN-L puede actuar en su célula de
origen de manera similar al PTEN candnico asociandose a la membrana. Asimismo, PTEN-L
puede ser liberado al espacio extracelular donde puede interactuar con proteinas y lipidos
extracelulares, asi como con glucoproteinas de la superficie de otras células para entrar en
ellas. PTEN-L también se localiza en mitocondrias regulando funciones mitocondriales. Por
otro lado, PTEN candnico también puede ser secretado en exosomas (ver apartado de
localizacion). Arriba, esta representado PTEN (403 aminodcidos, linea azul) y PTEN-L (576
aminodcidos, linea roja). Se indica la secuencia de secrecion de poli-alaninas (A12-A17-L), el
sitio de escision (S22-L) y el motivo de internalizacidn de poli-argininas (R47-R52-L) de PTEN-L.

PTEN-L puede compartir los mismos mecanismos de regulacién que PTEN
candnico, aunque pueden existir mecanismos de regulacién alternativos que afecten

especificamente a su extension N-terminal (117).

Actividad de PTEN-L

PTEN-L tiene actividad enzimatica, pero su catalisis estd menos caracterizada
que la de PTEN. Se ha visto que PTEN-L estd activado de manera constitutiva,
independientemente de PIP,. Quizas algunos de los residuos N-terminales adicionales
en PTEN-L se unen al motivo PIP, e imitan la unién de PIP,. Se ha propuesto la

existencia de un elemento de unién a la membrana en la extension N-terminal de
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PTEN-L, denominada hélice de unién a la membrana (MBH) (residuos 151-174), la cual
podria interactuar con la superficie de la membrana o funcionar como una hélice
transmembrana. La MBH altera el mecanismo de unién a la membrana de PTEN-L en
comparaciéon con PTEN, lo que también podria dar cuenta de diferencias en las

cinéticas de ambas enzimas (84).

2.4.2. Otras isoformas de PTEN

Recientemente, se ha informado de la existencia de mas proteoformas de
PTEN no iniciadas por AUG que se expresan en células humanas: PTEN-M, PTEN-N vy
PTEN-O (120). La isoforma PTEN-M (también llamada PTENB) comprende una extensién
N-terminal de 146 aminoacidos en comparacion con la proteina candnica PTEN (Figura
6). PTEN-M no contiene la secuencia de seial de secrecion N-terminal, y se localiza
predominantemente en el nucleolo, regulando negativamente la transcripcién del ADN
ribosémico, la biogénesis de los ribosomas y la proliferacion celular (121). Se ha
observado que todas estas proteoformas de PTEN pueden reducir la fosforilacién de

Akt a niveles similares a los de PTEN y PTEN-L (120).

Ademas, se han identificado varias variantes de splicing en PTEN (122, 123), entre las
que destaca PTEN-A, la cual carece de los 61 residuos C-terminales de PTEN codificados

por el exén 9 (124) (Figura 6).

CTG ATT ATG
|
I Metill I ‘ 403 PTEN
4 o 2 174 576 Pren-e | Tt
llel 147 549 PTEN-M/B
Met 1 343 PTEN-A | Splicing
alternativo

Figura 6. Isoformas de PTEN. PTEN (403 aminodcidos, linea azul). PTEN-L/a (576
aminoacidos, linea roja) su aminoécido 174 es el aminodcido 1 de PTEN candnico. PTEN-M/B
(549 aminodacidos, linea verde) posee 146 aminoacidos N-terminales adicionales respecto a
PTEN. La isoforma de splicing PTEN-A (343 aminoacidos, linea morada) carece de la cola C-
terminal.
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2.5. Localizacion subcelular de PTEN

2.5.1. PTEN en la membrana plasmatica

La interaccion de PTEN con la membrana plasmatica es esencial para que PTEN
desfosforile PIP3;, controlando correctamente la proliferacion y el crecimiento celular.
El motivo de unidén a PIP, N-terminal, el dominio C2 y la cola C-terminal de PTEN estan

implicados en su direccionamiento a la membrana.

El motivo N-terminal conservado de PTEN es necesario para la correcta
orientacién en la membrana, la actividad celular y la funcidn supresora tumoral (125,
126). La unién de PTEN a PIP, hace que los gradientes locales de PIP, y PIP; influyan en
la unién a la membrana y en la activacién de PTEN (127). De hecho, se han encontrado
mutaciones somaticas asociadas a tumores en el extremo N-terminal que reducen su
capacidad para unirse a la membrana plasmatica. Ademas, el gradiente PIP3-PIP, regula

la movilidad celular y polaridad en muchos tipos celulares (128-130).

Aunqgue la unién a la membrana y la actividad de PTEN estdn reguladas
negativamente por la fosforilacion de su cola C-terminal (55, 61, 131) (Figura 7), las
mutaciones en esta regién parece que no afectan de forma directa a la actividad
catalitica de la proteina, sino mas bien a su estabilidad, causando solo una pérdida
parcial de la funcion (58, 132, 133). De hecho, la frecuencia de mutaciones en la cola C-

terminal asociadas a tumores es baja comparada con otras regiones de PTEN.

La unidon de PTEN a la membrana es dindmica y transitoria, se une durante
unos pocos milisegundos, tiempo suficiente para degradar varias moléculas de PIPs. La
baja afinidad de PTEN por la membrana indica que, en condiciones normales, PTEN esta
en una conformacién cerrada. La asociacién dindmica de la membrana podria
modularse temporal o espacialmente para alterar la actividad de PTEN en situaciones
fisioldgicas especificas y podria tener implicaciones importantes para la funcion

supresora tumoral (134).
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Figura 7. Regulacién conformacional de PTEN. La cola C-terminal de PTEN fosforilada
da lugar a una conformacién cerrada de PTEN localizandose en el citoplasma. La
desfosforilacion de la cola abre la conformacion dirigiendo a PTEN a la membrana.

2.5.2. PTEN nuclear

Se ha sugerido que la entrada y acumulacion de PTEN en el nucleo puede

controlarse mediante una variedad de mecanismos moleculares.

-Coexistencia de regiones reguladoras intrinsecas tanto de entrada nuclear positiva
(NLS-like) como de entrada nuclear negativa (motivos de exclusién nuclear) en la
molécula PTEN (44). La regién N-terminal de PTEN es importante para el control de la
localizacién subcelular y su funcidn. Contiene una secuencia de localizacién nuclear
NLS-/ike (residuos 8-32) y un motivo de union a PIP, implicado en el direccionamiento a
la membrana plasmatica (47). La coexpresion con una proteina RanGTPasa dominante
negativa bloquea la acumulacién de PTEN en el nucleo, también afectada por la
coexpresion con importinas. En concreto se ha visto que la importina-11 es requerida

para el importe nuclear de PTEN (135).

-Existencia de secuencias similares a la NLS en PTEN que median la entrada nuclear por

la proteina MVP (major vault protein) (136).

-Modelo de difusién pasiva. PTEN podria ingresar en el nucleo por difusidon pasiva,
independiente de Ran, a través de poros nucleares (137). Utilizando proteinas de fusion
PTEN de tamafio variable, se ha observado que las proteinas de fusién PTEN grandes

(4100 kDa) no muestran localizacidon nuclear, mientras que PTEN solo (47 kDa) o una
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proteina de fusién fluorescente verde GFP-PTEN (74 kDa) estdn presentes tanto en el

citoplasma como en el ntcleo.

En el nucleo, PTEN regula la estabilidad del genoma, la reparacion del ADN, el
ciclo celular, la expresién génica y la apoptosis (89, 138). La falta de PTEN nuclear en
algunos cdnceres humanos se asocia con progresion tumoral y se ha propuesto como
un factor de mal prondstico para algunos tipos de tumores (138, 139). Dentro del
nucleo, PTEN interacciona con la proteina C de union especifica del centrémero (CENP-
C) para modular la estabilidad del centrosoma (140). Asimismo, se encuentra
involucrado en la regulacién transcripcional, controlando la remodelacién de la
cromatina. Se asocia con la histona H1l, a través de su dominio C-terminal,
promoviendo la condensacién de la cromatina, por lo que la pérdida de PTEN o de su

dominio C-terminal daria lugar a la descondensacién y activacién génica (141).

En un principio, se describi6 que PTEN se localizaba en el nicleo como
consecuencia del ciclo celular (142), aunque mas adelante se observé que en el nucleo
completaba sus funciones supresoras de tumores, controlando la progresién del ciclo
celular al disminuir los niveles de ciclina D1 en el nucleo y regulando la senescencia

celular y el metabolismo (143, 144).

Por otro lado, se ha observado que la funcion de PTEN en el nucleo es
independiente de su actividad catalitica que mds bien depende de la interaccion fisica
de PTEN con proteinas nucleares, tales como el supresor tumoral p53. Estas
interacciones se ven afectadas por las alteraciones de la cola C-terminal (145), la cual
es también importante para su localizacion nuclear (146), estando involucrada en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica y en la supresidn de la tumorogénesis (147).
Asimismo, se ha sugerido que PTEN nuclear puede mediar en la supresién del
crecimiento, independientemente de la actividad de Akt, mientras que PTEN
citopldasmico media la inducciéon de apoptosis (148, 149). Estas observaciones que
definen un papel proapoptético para el PTEN citopldsmico se contradicen con otros

estudios, donde se asigna una funcién proapoptética al PTEN nuclear (44).
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2.5.3. PTEN en la mitocondria y reticulo endoplasmico (RE)

PTEN también interactia con orgdnulos que contienen membranas
intracelulares, como el reticulo endopldsmico y las membranas asociadas a las
mitocondrias (MAMs) (150). En las mitocondrias, mantiene la produccién de ROS y
contribuye a la apoptosis dependiente de estas. PTEN-L se localiza parcialmente en la
mitocondria lo que favorece el mantenimiento de la estructura y funciéon mitocondrial.
También se ha sugerido que PTEN-L colabora con PTEN candnico en la regulacién

mitocondrial del metabolismo energético (114).

2.5.4. PTEN extracelular

PTEN puede ser exportado dentro de vesiculas extracelulares tipo exosomas, e
internalizarse en células receptoras, donde puede desempefiar su actividad funcional
como supresor tumoral. La secrecion de PTEN en exosomas requiere Ndfipl, una
proteina adaptadora para los miembros de la familia Nedd4 de ubiquitin ligasas E3.
Ademas, la lisina 13 de PTEN, se requiere para su ubiquitinacién por Nedd4-1, siendo
importante para el transporte exosdémico de PTEN (151). Esta capacidad de PTEN de
ejercer sus funciones, en células aceptoras, tiene importantes implicaciones para la
supresiéon tumoral, aunque también se ha propuesto que los exosomas podrian
propagar versiones de PTEN mutado causante de tumorogénesis (152). PTEN también

puede secretarse sin ser empaquetado en vesiculas, debido a su isoforma PTEN-L.

2.6. Alteraciones genéticas

Se han identificado mutaciones somaticas asociadas a tumores en el promotor
y en los nueve exones de PTEN, incluyendo mutaciones de cambio de aminodacido, sin
sentido, deleciones e inserciones (Figuras 8 y 9A). Asimismo, en carcinoma de
endometrio, glioblastoma y cancer de préstata, la delecién monoalélica o completa de
PTEN es algo bastante frecuente (153) y muchos tipos tumorales presentan una
regulacion negativa en la expresién del ARNm de PTEN (Figura 9B). La mayoria de las

mutaciones identificadas causan pérdida total o parcial de la funcién de PTEN, y
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muchas mutaciones de cambio de aminodcido pueden actuar, ademds, como un factor

dominante negativo para inhibir la actividad catalitica de PTEN silvestre (85).
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Figura 8. Frecuencia de mutaciones de PTEN en tumores. Los puntos verdes representan
mutaciones con cambio de aminoacido. Los puntos marrones representan mutaciones que
cambian el marco de lectura. Los puntos negros indican mutaciones que causan codones de
terminacion prematura. Los puntos morados representan residuos con alteraciones mixtas. Datos
obtenidos de la base de datos cBioPortal (The Cancer Genome Atlas, TCGA)
(http://cbioportal.org/).
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Figura 9. Alteraciones de PTEN en tumores humanos. A) Frecuencia de deleciones y mutaciones
del gen PTEN en tumores. B) Frecuencia de regulacion negativa y positiva del ARNm de PTEN en
tumores. Los tumores de endometrio y de glioma son los que mayor frecuencia de mutacion de
PTEN presentan, mientras que los tumores de préstata presentan alta frecuencia de deleciones y
regulacion negativa del ARNm de PTEN. Datos obtenidos de la base de datos cBioPortal (The
Cancer Genome Atlas, TCGA) (http://cbioportal.org/).
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El gen PTEN también se encuentra frecuentemente mutado en la linea
germinal de pacientes con determinados sindromes tumorales hereditarios, los cuales
estdn caracterizados por trastornos del desarrollo, déficits neurolégicos, hamartomas
multiples y un mayor riesgo de cdncer de mama, tiroides y endometrio. Se denominan
sindromes tumorales hamartomatosos asociados a PTEN (PHTS), e incluyen el sindrome
de Cowden, la enfermedad de Lhermitte-Duclos, el sindrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba y los sindromes de Proteus y Proteus-like (154-156). Las mutaciones de PTEN
en pacientes con PHTS provocan la desregulacién de la sefalizacién de PI3K y la
activacion de Akt (157). Estudios recientes caracterizan algunas mutaciones de linea
germinal de PTEN asociadas a PHTS con macrocefalia y retrasos del neurodesarrollo
(158, 159), donde un 20% de los individuos diagnosticados con macrocefalia y trastorno
del espectro autista (ASD) poseen mutaciones en la linea germinal de PTEN (160). ASD
es un trastorno del neurodesarrollo con una media de edad en el primer diagnéstico de
3,8 afios (161). La mayoria de los casos de ASD no tienen un origen genético conocido.
Ademas, la presentacion clinica de esta enfermedad es muy heterogénea, tal y como se
refleja en la diversidad genética del trastorno (162). Se ha comprobado que en ratones
la delecidn de PTEN en células progenitoras neurales o neuronas postmitdticas da lugar

a macrocefalia, arborizacion dendritica excesiva y caracteristicas autistas (163, 164).

2.7. PTEN en el cancer genitourinario
El cancer uroldgico incluye, principalmente, neoplasias de la prdstata, vejiga
urinaria y del rifidn, tres tipos distintos de tumores de relativa alta incidencia contra los

que no se dispone de terapias dirigidas efectivas.

El cancer de préstata (PCa) es el cancer mas frecuentemente diagnosticado en
la poblacidon masculina espaniola, y constituye la tercera causa de mortalidad asociada a
cancer en varones. Es un cancer de latencia larga, que evoluciona desde estadios
tempranos de baja malignidad a adenocarcinomas de bajo y alto grado y a metastasis
(165, 166). En cuanto a los cambios en la expresion genética, el gen del receptor de

androgenos (AR) es frecuentemente el mas alterado en las metastasis del PCa (167,
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168). Una de las alteraciones moleculares mas frecuente que ocurre en el PCa es la
fusién o reordenacién de genes. El 50% de los casos muestran fusiones de genes de
respuesta a andrégenos (TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2)) con factores de
transcripcion oncogénicos de la familia ETS (E26 transformation-specific)

(principalmente ERG) (169, 170).

La inactivaciéon completa de PTEN en prdstata desencadena un cancer de prdstata
invasivo (171). En ratones knock-out para el gen PTEN, se ha observado un aumento en
la proliferacidn y en el tamano de células epiteliales de la préstata, grandes areas de
hiperplasia, lesiones de neoplasia intraepitelial y un aumento de peso de la préstata, lo
cual indica una contribucién importante a la tumorogénesis (172, 173). Ademas, la
eliminacion homocigética de PTEN conduce a cambios en la expresién génica

observados también en los cdnceres de prostata humanos (174).

El cancer renal ocupa el undécimo lugar en cuanto a la incidencia en la
poblacidén masculina espafiola, sin que existan terapias especificas efectivas frente a las
formas avanzadas de este tipo de cancer. La mayor parte (95%) de los canceres renales
son carcinomas de células renales (RCC), de los cuales existen varios tipos, con
etiologia, clasificacidn histoldgica y prondstico diferente. El mas frecuente y el de peor
pronéstico es el RCC de células claras (CCRCC) (75%). EI RCC papilar (15%) y el RCC
cromdfobo (5%) son menos frecuentes y presentan menor agresividad. La
heterogeneidad intratumoral es una propiedad intrinseca compartida por varios tipos
de céncer y se puede presentar a nivel histopatolégico, inmunohistoquimico y genético,
siendo el RCC uno de los tipos de cancer donde se manifiesta con mayor intensidad
(175). Aproximadamente, el 5% de CCRCC se consideran que tienen un componente
hereditario, que a menudo se puede atribuir a una Unica alteracién en la linea germinal

(176-178).

El cancer de vejiga (BCa) ocupa el quinto lugar (cuarto lugar en poblacidn
masculina) en cuanto a incidencia del cancer en Espafia, englobando un grupo
heterogéneo de carcinomas. El carcinoma de células transicionales es el mas frecuente

(90%), el cual se presenta mayoritariamente (70%) como carcinoma no musculo-
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infiltrante, con pronéstico favorable, pero con frecuente recurrencia y progresién hacia
mayor malignidad. Las formas de carcinoma musculo-infiltrante son de peor

prondstico, con una tasa de mortalidad del 50% a los 5 afios (179).

Modelos de ratén que eliminan PTEN del epitelio urogenital desarrollan
carcinomas con una alta frecuencia en prdstata, pero con una baja frecuencia en vejiga,
a pesar de haber hiperplasia en ambos 6rganos. En vejiga, la proliferacion celular es
inicialmente alta en ratones deficientes en PTEN recién nacidos, pero en pocos dias se
inhibe por la induccién de p21. Por el contrario, la proliferaciéon permanece elevada en
prostata donde nunca se induce p21, lo que sugiere que la induccién de p21 es un
mecanismo compensador especifico de la vejiga para inhibir la proliferaciéon causada

por la delecidn de PTEN (180).

La asociacién entre pérdida de funciéon de PTEN y malignidad en canceres
urolégicos estd ampliamente documentada. En tumores avanzados de PCa el 70% de
los casos son deficientes en el gen o en la actividad de PTEN y el 10% de los tumores de
préstata presentan mutaciones puntuales en PTEN (181-183). La expresion de PTEN
disminuye frecuentemente en los casos avanzados de BCa y RCC, aunque la frecuencia
de delecidon génica de PTEN en estos canceres es considerablemente menor a la
observada en PCa (184, 185) y la pérdida completa ocurre en menos del 10% (186).
Ademas, mutaciones de linea germinal de PTEN han sido asociadas con el desarrollo de

carcinoma de células renales (187).

El patron de mutaciones de préstata y rifidn es similar (Figura 10); sin embargo,
los tumores de préstata estan enriquecidos en deleciones génicas. En carcinomas de
vejiga podemos observar que hay menos mutaciones totales en comparacion con los
otros dos tumores (Figura 9A). También existen diferencias entre los dos dominios
principales de PTEN. El dominio PTP sigue un patrén mutacional similar en los 3 tipos
de tumores, exceptuando el nimero de mutaciones sinédnimas, que es mayor en vejiga.
El dominio C2 muestra diferencias, sobre todo en el nimero de deleciones que
abundan en préstata; sin embargo, en vejiga se puede observar un mayor nimero de
mutaciones sin sentido (Figura 10) (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).
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Figura 10. Porcentaje de diferentes tipos de mutaciones puntuales del gen PTEN en los
tumores genitourinarios (préstata, vejiga y riiidn). Los datos han sido obtenidos de la base de

datos COSMIC (188) (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/).

2.8. Anticuerpos anti-PTEN frente a la region C-terminal

La inmunohistoquimica analitica (IHC), se basa en el uso de anticuerpos
monoclonales (AcM) que se dirigen a proteinas biomarcadoras especificas, y constituye
una de las primeras lineas de diagndstico en la oncologia clinica moderna. Esta técnica
proporciona informacion molecular y local a nivel de célula individual sobre la

expresion del biomarcador en todo el tumor y su microentorno, guiando al patélogo en

el diagndstico y prondstico de la mayoria de las neoplasias malignas sdlidas (189-191).

La especificidad, la sensibilidad y la reproducibilidad son factores esenciales
para validar anticuerpos monoclonales como herramientas de IHC en la practica clinica
(192-195). Sin embargo, a menos que se utilicen péptidos sintéticos cortos como

inmundgenos en la obtencidén de AcM, la definicion topoldgica y bioquimica precisa del
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epitopo reconocido por el AcM es a menudo pasada por alto. Dicha caracterizacién es
importante para proporcionar informacion sobre posibles reactividades cruzadas del
antigeno y para mejorar el disefio de los AcM (196). La precisién en el mapeo de
epitopos es importante en proteinas con mecanismos de traduccién alternativos o de
splicing alternativo del ARNm, asi como en proteinas que sufren modificaciones
postraduccionales, como la fosforilacion (197). Ademas, muchos de estos marcadores
proteicos a menudo sufren mutaciones en tumores, lo que puede afectar al

reconocimiento por los AcM (198, 199).

El andlisis inmunohistoquimico de la expresién de PTEN en tumores
complementa los datos genéticos y de expresién del ARNm, proporcionando
informacidn sobre la célula individual que expresa la proteina. La pérdida de expresion
de la proteina PTEN confiere ventajas para el crecimiento tumoral, por lo que PTEN se
ha convertido en un importante marcador de prondstico en varios canceres humanos,
como el cancer de mama o de préstata, ambos de alta prevalencia (200-203). Aunque
existe variabilidad entre los diferentes estudios que analizan la presencia de PTEN en
tumores mediante IHC, cuando se consideran los datos de una forma global se observa
un patrén relativamente homogéneo de la alteracidon de la expresion de PTEN en
neoplasias humanas. La mayoria de los tipos de tumores muestran una pérdida total o
parcial de la expresién de la proteina PTEN en el 40-50% de los casos (Figura 11). Por
ejemplo, la pérdida de la proteina PTEN se ha encontrado en casi un 50% de los casos
de cancer de mama mediante anadlisis inmunohistoquimicos (204). Resultados similares
han sido descritos en tumores de pulmadn, colon y préstata, entre otros (205-207). La
incidencia de la pérdida de PTEN en tumores humanos es alta, incluso en ausencia de
alteraciones genéticas de PTEN, lo que hace importante el examen por IHC de la
expresién de PTEN en tejidos neopladsicos. Sin embargo, la deteccion de PTEN en
tumores mediante IHC todavia no se ha implementado de manera rutinaria como

criterio de diagndstico o prondstico oncoldgico.

Existe variabilidad entre los distintos AcM anti-PTEN usados en IHC, por lo que

se han realizado estudios para optimizar, validar y normalizar los AcM disponibles (208-
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215). La caracterizacion precisa de la reactividad de estos AcM anti-PTEN es importante

antes de implementar su uso estandarizado en oncologia clinica.

Pérdidade la proteina
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Figura 11. Diagrama de cajas de la frecuencia de pérdida de la proteina PTEN en
tumores humanos, segun lo detectado por IHC. Los bigotes representan el minimo y
el maximo de todos los datos; las cajas representan los valores entre el cuartil 1y 3,
y las lineas dentro de las cajas representan la mediana. Los datos corresponden a
una amplia seleccién de estudios con distintos AcM anti-PTEN, como se describe en
(216).
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Hipdtesis

Ante los antecedentes descritos sobre el supresor tumoral PTEN, postulamos que:

1. La obtencién de mutaciones de PTEN a gran escala requiere la optimizacién de

los protocolos de mutagénesis dirigida.

2. El diagnéstico oncoldgico de precisiéon basado en la expresién de PTEN en
muestras bioldgicas requiere la detallada caracterizacion de los epitopos
reconocidos por los AcM anti-PTEN utilizados.  Modificaciones
postraduccionales de la proteina PTEN y mutaciones en el gen PTEN en

pacientes podrian afectar al reconocimiento de los AcM.

3. La region N-terminal de PTEN posee un gran potencial regulador, por lo que
mutaciones en esta regidn asociadas a enfermedad podrian afectar de

diferente forma a la localizacidn, estabilidad y actividad de la proteina.
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral ha sido estudiar la patogenicidad de

alteraciones en la proteina PTEN. Los objetivos especificos son:

1. Optimizar el rendimiento y la eficacia del proceso de mutagénesis dirigida

cuando se desean grandes cantidades de sustituciones de aminodcidos.

2. Realizar una caracterizacion molecular de epitopos de la region C-terminal de

PTEN, utilizando AcM anti-PTEN comerciales con posible aplicabilidad clinica.

3. Analizar funcionalmente las mutaciones encontradas en pacientes en la regién

N-terminal de PTEN. Comparar las variantes encontradas en esta region en

canceres genitourinarios (préstata, rifidn y vejiga) en PTEN y PTEN-L.
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Material y métodos

1. Técnicas de biologia molecular

1.1. Mutagénesis dirigida

Para la introduccién de mutaciones en una secuencia de ADN presente en un
plasmido, se utilizdé una optimizacién del protocolo de mutagénesis dirigida

QuikChange. La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25 pl.

Tabla 2. Condiciones utilizadas en la reaccion de PCR.

Temperatura Tiempo
95°C (Desnaturalizacion) 1 min
95°C (Desnaturalizacién) 50 seg

18 ciclos 7 60°C (Alineamiento) 50 seg
68°C (Elongacidn) 5 min
68°C (Elongacidn final) 7 min

Para la reaccién de PCR se utilizd la ADN polimerasa Pwo (Roche, Switzerland), y las
condiciones de PCR que se utilizaron se indican en la tabla 2. El producto de PCR fue
tratado a 37°C durante 2 h con 0,15 pl de Dpnl (20 U/ul; New England Biolabs), con el
fin de digerir el ADN parental metilado, quedando el ADN amplificado que posee la

mutacién, el cual se puede usar directamente para transformar bacterias competentes.

1.2. Purificacion de ADN plasmidico

Para transformar bacterias se mezclé 1 ul (0,5 pg) de ADN plasmidico, o 2 pl del
producto de una mutagénesis tratado con Dpnl, en un tubo de polipropileno con 10 pl
de TNE (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA) y 10 pl de TCM 10X (100
mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM CaCl,, 100 mM MgCl,). Tras 5 min en frio, se afiadié 25 pl

de bacterias competentes Escherichia coli DH5a generadas con el método de CaCl,.

Para generar las bacterias competentes, se inoculé 5 ml de medio LB (Luria-
Bertani) (1% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl) con una colonia

bacteriana fresca y se incubd a 37°C toda la noche en agitacién. Al dia siguiente, se
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incubé 1 ml del inéculo en 50 ml de medio LB y se dejo crecer hasta una densidad
Optica de 0,6. A partir de aqui, se trabajo en frio para mantener la integridad de las
bacterias. A continuacidn, se centrifugé 10 min a 4000 rpm a 4°C, y el pellet obtenido se
resuspendié en 10 ml de CaCl, 0,1 M. Tras volver a centrifugar, el pellet fue finalmente
resuspendido en 2 ml de CaCl, 0,1 M y 20% glicerol y se hicieron alicuotas de las células

competentes obtenidas, las cuales se conservaron a -80°C.

Una vez mezclado el ADN vy las bacterias competentes, se incubd durante 30 min
en hielo. En un bafio de agua a 42°C se realizé el choque térmico durante 90 segundos,
agitando de vez en cuando. Tras 10 min a temperatura ambiente, se afiadié 0,5 ml de
medio selectivo LB y se incubd 80 min en agitacién a 37°C. Finalmente, se sembré en
placas de LB con ampicilina 100 pug/ml, a 37°C durante 24 h.

El ADN plasmidico de las colonias obtenidas fue extraido por dos métodos en
funcién de nuestros requerimientos:

-Purificacion a pequeiia escala (miniprep) mediante el kit NucleoSpin Plasmid EasyPure
(Macherey-Nagel). Para ello, las colonias se incubaron en 5 ml de LB+ampicilina toda la
noche a 37°C en agitacién.

-Purificacion a gran escala (midiprep) con el kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-
Nagel). Este método se empled cuando se precisaba mayores cantidades de ADN y se
realizé a partir de las colonias bacterianas crecidas en 100 ml de LB+ampicilina con
agitacion a 37°C durante toda la noche.

Digerimos 3 pg del ADN plasmidico purificado con las enzimas de restriccién
adecuadas, usando como marcador de tamafio (kb) fago A digerido con la enzima BstEll.
Las digestiones se resolvieron en un gel de agarosa al 1% con Gel Red™ Nucleic Acid
Stain (Biotium) y se visualizaron con el sistema de imagen G:BOX y su programa de
andlisis Gene Snap (Syngene, Cambridge, Reino Unido).

Todas las mutaciones generadas fueron comprobadas mediante secuenciacion
de ADN (ABI 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies)) llevada a cabo por la
Plataforma de Genética-Gendmica del Instituto de Investigacién Sanitaria Biocruces

Bizkaia. El andlisis de las secuencias de ADN lo realizamos usando el programa BioEdit.
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1.3. Plasmidos

Los plasmidos pENTR PTPRZ-B y pCDNA3-PTPRZ-B fueron proporcionados por
W. Hendriks (Radboud University Medical Center, Nijmegen, The Netherlands) (217).
Los plasmidos pRK5 PTEN, pYES2 PTEN, YCpLG myc-p110a-CAAX, pRK5 GST-PTEN, pRK5
Flag-PTEN, pRK5 PTEN-GFP y pSG5 AKT1 han sido descritos previamente (44, 51, 218).
Las mutaciones en dichos plasmidos fueron obtenidas mediante mutagénesis dirigida.
El plasmido pYES2 PTEN-L (residuos 22-576) fue proporcionado por V. Cid (Universidad
Complutense, Madrid) (219). El pldsmido pRK5 PTEN-L (residuos 1-576) se generé
subclonando el pldsmido pGEX 6P1 PTEN long (proporcionado por N. Leslie, Institute of
Biological Chemistry, Biophysics and Bioengineering, Edinburgh, Scotland) y afiadiendo
los 20 aminodcidos N-terminales de PTEN-L mediante PCR. pRK5 PTEN-A (residuos 1-
343-Ser), asi como todas las mutaciones de sustitucion de aminoacidos de PTEN, PTEN-
L, GST-PTEN, PTEN-GFP y PTEN-L-GFP se obtuvieron a partir de los plasmidos
PRK5/pYES2 PTEN, pRK5/pYES2 PTEN-L, pRK5 GST-PTEN, pRK5 PTEN-GFP y pRK5 PTEN-
L-GFP mediante mutagénesis dirigida (220). Los plasmidos pCDNA3.1 SERPINB9-Flag
(NP_004146.1) y pReceiver CAMK2G-Flag (NP_751911.1) se adquirieron de GenScript y
GeneCopoeia, respectivamente. Todas las mutaciones se confirmaron mediante
digestiones de restriccidon y secuenciacion de ADN. La numeracion de nucledtidos y
aminodcidos para las variantes de PTEN corresponde a las secuencias con los nimeros

de acceso NM_000314.4 y NP_000305.3, respectivamente.
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2. Cultivos de células de mamiferos

2.1. Lineas celulares

Las células COS-7 (linea celular de rifion de mono) y MCF7 (linea celular
humana de adenocarcinoma de mama), que expresan PTEN de forma enddgena, se
cultivaron en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Lonza, USA)
complementado respectivamente con 5% y 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS),

1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina y 0,1 mg/ml estreptomicina.

Las células LNCaP (linea celular humana de adenocarcinoma de préstata) y Caki (linea
celular humana de carcinoma renal) fueron cultivadas en RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) complementado con 10% FBS, 1 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina y 0,1
mg/ml estreptomicina. Las células LNCaP no expresan PTEN enddgeno a diferencia de
las células Caki.

Las células U87-MG (linea celular humana de glioblastoma), que no expresan PTEN
enddgeno, se cultivaron en DMEM complementado con 10% FBS, 1 mM L-glutamina, 1
mM piruvato de sodio, 1% de aminoacidos no esenciales, 100 U/ml penicilina y 0,1
mg/ml estreptomicina.

Todas estas lineas celulares adherentes se cultivaron rutinariamente en placas de
poliestireno de 100x20 mm (Corning, Nueva York, EUA) en un incubador a 37°Cy 5% de

CO,. Para despegar las células de la placa se utilizo tripsina (Lonza).

2.2. Métodos de transfeccion

Las células COS-7 se transfectaron mediante un protocolo de transfeccién
transitoria con DEAE dextrano. Para ello, plaqueamos las células subconfluentes
(1,5x10* células/cm?) y las incubamos 16-36 h antes de la transfeccion. Tras un lavado
con PBS (Tampdn fosfato salino) para eliminar los restos celulares, las células se
incubaron durante 4 h en una solucion con DMEM 2% FBS, 10 mM de cloroquina, 10
mg/ml de dextrano y 1 ug de ADN plasmidico. Las células transfectadas se incubaron 2

min con una solucién de PBS y 10% DMSO (dimetilsulféxido). Finalmente, después de
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lavar las células con PBS, se cultivaron en su respectivo medio de cultivo durante 48 h

antes de ser procesadas.

Para los experimentos de transfeccidn de construcciones GFP, con el objetivo
de estudiar la localizacién subcelular, utilizamos un método de transfecciéon con una
mayor eficiencia. Dicho método esta basado en el compuesto Genlet (SignaGen). Tras
plaguear las células COS-7, una vez subconfluentes, procedimos a la transfeccion. Para
ello, se incubé DMEM con 1 pg de ADN plasmidico al que se afiadié 3 pl de la solucion
GenlJet, y se dejé incubar 15 min. A las células se les cambid el medio antes de afiadirles
la solucidn de transfeccidn, la cual se incubd durante 24 h, tras este periodo de tiempo

se procedié a cambiar el medio. Las células fueron procesadas 48 h post-transfeccién.

Las células U87-MG, LNCaP y MCF7 se transfectaron con Lipofectamina 3000
(Thermo Fisher Scientific, USA). Para ello, se realizaron dos incubaciones por separado;
por un lado, una solucién de OptiMEM junto con 1 pug de ADN plasmidico y una
solucion de Plus Reagent; por otro lado, se incubé OptiMEM con lipofectamina.
Transcurridos 10 min, se mezclaron ambas incubaciones durante 30 min. A
continuacion, se retiré el medio de las células y se afiadid medio sin antibidticos, antes

de anadir la mezcla de transfeccidn. Las células fueron procesadas tras 48 h.

En los experimentos de estabilidad de proteinas, las células se trataron con 800

ug/ml de cicloheximida (Sigma-Aldrich) durante 6 h antes de lisarlas.

2.3. Lisis de cultivos celulares

Para obtener el extracto proteico se lavaron las células con PBS,
posteriormente se incubaron durante 10 min a 4°C en 200 pl de tampédn de lisis
Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER, Thermo Fisher Scientific)
suplementado con inhibidores de proteasas cOmplete EDTA-free (Roche, Switzerland),
asi como de fosfatasas PhosSTOP (Roche, Switzerland). El lisado celular resultante se
centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a 4°C. Esta centrifugacion permitio obtener un
sobrenadante con el lisado celular eliminando las membranas celulares. La
concentracién de proteina total la determinamos mediante el kit Pierce™ BCA Protein
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Assay (Thermo Fisher) basado en el método del acido bicinconinico o BCA. Con
concentraciones conocidas de seroalbumina bovina (BSA) se realizé una recta de
calibrado, la cual nos permitié calcular la absorbancia correspondiente a la
concentracidn proteica de la muestra. Para medir la absorbancia a 280 nm se usé un

fotdmetro BioPhotometer (Eppendorf).

3. Deteccion de proteinas mediante Western blot

3.1. Electroforesis de proteinas

Para la separacion electroforética de proteinas se cargaron cantidades
idénticas de proteina (50 ug) en geles de poliacrilamida al 10%, en presencia de
dodecilsulfato sdédico (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes y reductoras, a un
voltaje de 20 V durante toda la noche o a 150 V durante 2 h. Se utilizé6 un marcador de
peso molecular pretefiido Precision Plus Protein (Bio-Rad) para estimar el tamafio

aparente de las proteinas.

3.2. Transferencia

Posteriormente, transferimos las proteinas del gel a membranas de PVDF
(Immobilon®-FL  Millipore) activadas con metanol, mediante el sistema de
electrotransferencia semiseca (Thermo Scientific Owl serie HEP), 1 h a 200 mA y 30 min
a 100 mA. Una vez acabada la transferencia, las membranas se bloquearon durante 2 h
a temperatura ambiente con Odyssey Blocking Buffer (OBB), seguidamente se
incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente
(Tabla 3). Al dia siguiente, tras sucesivos lavados en tampdén NET-gelatina (50 mM Tris-
HCl pH 7,5, 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 0,25% gelatina, 0,05% Tritén X-100) durante 1 h,
las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con un

fluorocromo, anti-conejo o anti-raton IgG-IRDyeR 800CW (o IgG-Alexa FluoR 680) (LI-
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COR Biosciences) diluidos 1:20000 en tampoén OBB, durante 1 h a temperatura

ambiente.

Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados en los experimentos de Western blot.

Anticuerpo Compaiiia Dilucién
Anti-PTEN (6H2.1) Merck Millipore 1:1000
Anti-PTEN (SP218) Spring Bioscience 1:400
Anti-PTEN (17.A) Thermo Scientific 1:1
Anti-PTEN (Y184) Abcam 1:5000
Anti-PTEN (138G6) Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-PTEN (D4.3) Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-PTEN N-ter (2824) Andrés-Pons et al. (2005) 1:1000
Anti-GST Torres et al. (2001) 1:1000
Anti-Akt Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-fosfo-Akt (Ser473) Cell Signaling Technology 1:1000
Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology 1:1000
Anti-Flag Sigma-Aldrich 1:50

3.3. Revelado

La inmunoreaccion se detectd por fluorescencia con el Odyssey® CLx (LI-COR,
USA), y con su software Image Studio™ se cuantificé las densidades de banda de
proteina. Como control de carga proteica, se utilizé la expresion de GAPDH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Todos los experimentos de Western blot se

realizaron, al menos, dos veces, con resultados equivalentes.

4. Microscopia de fluorescencia

La localizaciédn subcelular de PTEN en células COS-7 se estudid mediante
inmunofluorescencia. Se afiadieron 5x10* células/ml de COS-7 en cada compartimento
de las camaras BD Falcon (Bioscience USA), que se componen de un portaobjetos de
vidrio tratado para proporcionar una superficie consistente para el crecimiento celular.
Se transfectaron las células con 1 ug de ADN y a los dos dias se lavaron con PBS antes

de ser fijadas y permeabilizadas con metanol a -20°C durante 5 min. Tras bloquear las
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células con 3% de BSA en PBS durante 10 min a 4°C, se incubaron con el anticuerpo
monoclonal anti-PTEN 425.A (221) en liquido ascitico a una concentracién 1:200 en
PBS-BSA durante 1 h a 37°C. Una vez lavadas con PBS, se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-ratén conjugado con fluoresceina (Thermo Fisher Scientific) (47, 221) a
una dilucién 1:200 en PBS-BSA, durante 1 h en oscuridad a temperatura ambiente.
Finalmente, se tifieron los nucleos con medio de montaje 4°,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI, Sigma-Aldrich, USA). La localizacién subcelular de PTEN-GFP en células COS-7 se
visualizd directamente mediante microscopia de fluorescencia estandar. Para la
cuantificacién de la distribucidn subcelular de PTEN, se contaron al menos 50 células
positivas para cada experimento. Las células se clasificaron en diferentes grupos en
funcién de la tincidon observada: tinciéon nuclear (N), tincién citoplasmica (C) o tincidn

tanto en el nicleo como en el citoplasma (N/C).

La medicion de la localizacidn de la membrana plasmatica de GFP-Aktl en
levadura, como un indicador indirecto de los niveles celulares de PIP3;, se realizd
mediante microscopia de fluorescencia (47, 218). Se examinaron como minimo 100
células y se clasificaron para cada condicidn, localizacién citoplasmica o asociada a

membranas.

El andlisis de las muestras se realizé en un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse TE2000-E. Las imagenes fueron capturadas con una cdmara digital CCD ORCA-ER
(Hamamatsu, Shizuka, Japdn) y el programa de adquisicién NIS-Elements (Nikon, Tokio,
Japoén). Ademas, se utilizd un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B
empleando un objetivo 20X HI Plan | (N.A. 0,30) (0,3225 um/px), y el programa de

adquisicion Image J.
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5. Inmunohistoquimica (IHC) e hibridaciéon in situ fluorescente

(FISH)

Para los experimentos de IHC, se obtuvieron 81 tumores de adenocarcinoma
de proéstata de los archivos del Departamento de Patologia del Hospital Universitario de
Cruces, y se usaron secciones histoldgicas de tejido (TMA) (tissue microarrays). Las
muestras se clasificaron como positivas o negativas en base a su tinciéon por los AcM
(Tabla 4). La inmunotincion se realizd en immunostainers automatizados (EnVision
FLEX, Dako Autostainer Plus; Dako, Glostrup, Denmark) siguiendo los métodos de

rutina.

Los experimentos de FISH se realizaron con una sonda de color dual que
contiene una sonda centromérica para el cromosoma 10 (CEN10, espectro naranja) y
una sonda PTEN en 10923 (PTEN, espectro verde) (Zytolight, SPEC PTEN/CEN 10 sonda
de color dual, Z-2078-200, ZytoVision, German). Las secciones de tejido de 5 um se
desparafinaron y se deshidrataron en un gradiente de etanol, seguido de
desnaturalizacidn en acido citrico 10 mM durante 4 min. Después del tratamiento con
proteinasa K durante 20 min a 37°C, se afadieron las sondas y se desnaturalizé a 75°C
durante 10 min, y se dejo hibridando a 37°C toda la noche. Tras lavar los portaobjetos,
se tifieron con DAPI. Los portaobjetos tefiidos se interpretaron manualmente mediante
microscopia de fluorescencia. Para cada caso, se evaluaron un minimo de 50 nucleos en
interfase no superpuestos. La delecion de PTEN se defini6 como >15% de nucleos

tumorales que contienen una o ninguna sefal del locus PTEN y dos sefales CEP10.

Tabla 4. Anticuerpos monoclonales anti-PTEN empleados en los experimentos de IHC y FISH.

AcM anti-PTEN Compaiiia Dilucién

6H2.1 Merck Millipore 1:50 Tris/EDTA pH 9
SP218 Spring Bioscience 1:100 Tris/EDTA pH 9
17.A Thermo Scientific 1:1 Citrato pH 6,1
Y184 Abcam 1:100 Citrato pH 6,1
138G6 Cell Signaling Technology 1:50 Tris/EDTA pH 9
D4.3 Cell Signaling Technology 1:20 Tris/EDTA pH 9
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6. Métodos de trabajo en el modelo experimental de levadura

6.1. Cepa de levadura y medios de cultivos

La cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada fue YPH499 (MATa ade2-101
trp163 leu2-1 ura3-52 his3-A200 lys2-801). S. cerevisiae carece de la sefalizacion a
través de PIP;. La expresidon ectdpica de variantes hiperactivas de p110a (subunidad
catalitica de PI3K) no tiene ningun efecto fenotipico, pero cuando se recluta en la
membrana plasmatica, mediante prenilacion (p110a-CAAX), proporciona una inhibicién

del crecimiento de la levadura debido a la disminucién en los niveles esenciales de PIP,.

El medio de cultivo general no selectivo para el crecimiento de las levaduras
fue YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) (1% extracto de levadura, 2% peptona y 20%
glucosa), liquido o sélido en placas con agar (2%). Para el crecimiento de las levaduras
transformadas se usé medio sintético (SD) (0,5% sulfato amonico, 0,17% base
nitrogenada sin aminoacidos, 20% de carbohidratos y 20% de una solucion de
aminoacidos). El carbohidrato utilizado para el crecimiento de la levadura fue la
glucosa. En los ensayos de crecimiento en gota de levadura se afiadié galactosa en vez
de glucosa para inducir la expresion del gen deseado bajo el promotor GAL. En cada
ensayo se anadié una solucién suplementada con los aminodcidos apropiados en
funcién de los plasmidos correspondientes (medio SD-UL; la leucina y el uracilo se usan
como marcadores de seleccion). Los medios se ajustaron a pH 5,8 y las levaduras

crecieron a 30°C durante al menos 3 dias.

6.2. Transformacion de la levadura y condiciones de crecimiento

Los cultivos de levadura fueron transformados utilizando el método de acetato
de litio. Para ello, se hicieron crecer los cultivos a 30°C en 5 ml de medio YPD hasta una
densidad dptica (DOgqg) de 0,5. Los cultivos se diluyeron en 25 ml de medio YPD y se
incubaron durante 3 h. Tras centrifugarlos (2500 rpm, 5 min), el pellet fue resuspendido
en 25 ml de agua estéril, tras volver a centrifugar se resuspendié en 2,4 ml de

polietilenglicol 50%, 360 pl de acetato de litio 1 M y 50 pl de ADN de esperma de
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salmén (Sigma, 10 mg/ml), y se afiadid 1 pl de ADN (0,5 pg/ul). Tras 30 min de
incubacién en agitaciéon a 30°C, se les dio un choque térmico durante 30 min a 42°C.
Finalmente, las levaduras se sembraron en placas de medio selectivo SD para

seleccionar las células transformadas.

6.3. Ensayo de crecimiento en gota mediante diluciones seriadas decimales

Para llevar a cabo el ensayo de crecimiento en gota, se inoculd una colonia de
levaduras durante 18 h en 2 ml de medio SD-UL con 20% glucosa y se incubd 18 h a
30°C en agitacion. Posteriormente, los cultivos se diluyeron con agua estéril hasta
obtener una DOgy de 0,15 y se hicieron 3 diluciones seriadas (1/10, 1/100 y 1/1000).
Las gotas de levaduras se depositaron en placas SD-UL, con glucosa como control de
crecimiento o con galactosa para inducir la expresion de los genes regulados por el

promotor GAL. Las levaduras se hicieron crecer a 30°C durante al menos tres dias.

7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé utilizando el programa SPSS 23 y
Microsoft Excel. Para determinar si las diferencias entre los grupos eran significativas,
se aplico el estadistico T-student para los datos con distribucidon normal. Los valores de

P menores que 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Resultados

1. Mutagénesis dirigida: generacion de colecciones de

sustituciones de aminoacidos

1.1. Mutagénesis dirigida en un solo paso de PCR usando oligonucleétidos
mutagénicos estandarizados de longitud predefinida

Para los experimentos de optimizacion del protocolo de mutagénesis dirigida
hemos utilizado dos proteinas implicadas en enfermedades humanas y de gran interés
para el andlisis mutacional, PTEN y PTPRZ-B. Nuestro procedimiento de mutagénesis se
basa en el protocolo QuikChange™ (Agilent Technologies). Comenzamos realizando
experimentos de mutagénesis comparativa usando oligonucledtidos solapantes de
diferente longitud, Tm y contenido en GC. Los oligonucledtidos poseen el coddn
mutado en el centro, rodeado de una longitud idéntica de bases en ambos lados (Figura
12). Mutamos diferentes aminodcidos de PTEN vy PTPRZ-B, utilizando los
oligonucledtidos disefiados por nosotros en comparacion con oligonucledtidos
sugeridos por el programa (QCM) QuikChange Primer Design Program

(www.agilent.com/genomics/qcpd) (Tablas 5y 6).

Coddn
13-mer mutado 13-mer

+ GTTTTTGGATTCAGCGCATAAAAACCATT |

- AATGGTTTTTATGCGCTGAATCCAAAAAC

Figura 12. Ejemplo de par de oligonucleétidos mutagénicos. Corresponden a
la mutacion K60A de PTEN. La lisina 60, con triplete AAG, es sustituida por
una alanina, GCG (en rojo). El triplete a mutar se encuentra en el centro de
los 29 nucledtidos totales que constituyen cada oligonucleétido.
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Tabla 5. Mutagénesis dirigida para mutaciones en PTEN usando oligonucleétidos de diferente
longitud, contenido en GCy Tm.

K60A L100A K80A F200A Q97H D107A
37 41
Longitud® 45 29 45 29 45 29 45 29 29 29
g (acm) (Qcm)
% GC 33 34 42 4 42 45 38 38 43 41 41 48
Tm? 76 65 80 68 80 70 78 67 78 71 79 74
Colonias® 1 5 40 38 118 3 25 17 5 43 36 6 53
olonias
1 40 14 166 2 16 1 10 61 63 1 78

Frec;encia 1 2/3 2/3 2/3 2/3
e

mutacion® |2 0/1 3/3 3/3 3/3

3/3 1/3 3/3 2/3
2/3 2/3 1/1 3/3

16/16  15/16 4/6 16/16

5
6
5
6 16/16 16/16 1/1 16/16

A W A W

!Los oligonucleétidos de longitud predefinidos siguen el disefio n+3+n (en el centro el codén mutado; 45-mer,
21+3+21; 29-mer, 13+3+13). Los oligonucledtidos segun el programa QCM fueron: Q97H, 13+3+16; D107A,
19+3+19.

2 7 .
Tm se calculé de acuerdo con el manual QuikChange.

*Numero de colonias de bacterias después de la transformacién del producto de PCR digerido con Dpnl (1 a 6 son
experimentos independientes).

LN . .z , . .
Numero de colonias con mutacién/nimero de colonias analizadas.

Tabla 6. Mutagénesis dirigida estandarizada para mutaciones en PTEN con
oligonucledtidos de 29 nucleédtidos de longitud con diferente contenido en GCy Tm.

Frecuencia de

PTEN %GC Tm Colonias .,
mutacion

K147R* 52 76 59 3/3
K6R* 48 74 73 3/3
K164R* 45 73 80 2/3
K263R** 41 71 7 2/3
K144R* 41 71 70 3/3
K313R* 38 70 86 3/3
K183R 38 70 63 3/3
K62R* 34 68,5 111 3/3
K60R* 31 67 87 3/3
K322R 28 66 25 1/3
K66R 24 64,5 71 3/3

*Uno de los oligonucledtidos mutagénicos posee una G o C en la posicién 3",

**Ambos oligonucleétidos mutagénicos poseen una G o C en la posicion 3°.

Pudimos observar que la reduccion de la longitud del oligonucledtido a 29
nucledtidos (13+3+13) sin tener en cuenta el contenido en GC ni la Tm, no afectaba a la

eficiencia de la mutagénesis, reflejada por la cantidad de producto de PCR, el nimero
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de colonias bacterianas obtenidas o la frecuencia de mutacion. La presencia de una G o
C en los extremos del oligonucleétido tampoco afectd a la eficiencia de la mutagénesis.
La cantidad de producto de PCR se correlaciond con el nimero de colonias, pero no se
encontré relacion entre la longitud del oligonucleétido, Tm, o contenido en GC, y la
cantidad de producto de PCR, el nimero de colonias, o la frecuencia de mutacion
(Tablas 5, 6 y 7, figura 13).Para el resto de los experimentos, utilizamos

oligonucledtidos mutagénicos de longitud estandar (29 nucledtidos).

Tabla 7. Mutagénesis dirigida estandarizada para mutaciones en PTPRZ-B con
oligonucledtidos de 29 nucleétidos de longitud con diferente contenido en GCy Tm.

Frecuencia de

PTPRZ-B %GC Tm Colonias .,
mutacion
C1328A 52 76 34 3/3
E1213K 48 74 36 2/3
V848A** 41 71 108 1/3
11133M 41 71 8 0/3
L1291V** 41 71 77 2/3
S1453A%* 41 71 99 3/3
G917D 38 70 66 2/3
A1220D* 38 70 74 3/3
Y922H 34 68,5 90 3/3
F1246L 34 68,5 124 3/3
V1389M* 34 68,5 170 3/3
P1281L 24 64,5 135 3/3

*Uno de los oligonucledtidos mutagénicos posee una G o C en la posicion 3°.

**Ambos oligonucleétidos mutagénicos poseen una G o C en la posicidn 3°.
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Figura 13. Mutagénesis para la sustitucion de aminoacidos utilizando oligonucleétidos mutagénicos
de diferente longitud, Tm y contenido en GC. A) Se usaron pares de oligonucledtidos de longitud
predefinida (45-mer o 29-mer), o segun lo sugerido por el programa QCM, para crear diversas
mutaciones en PTEN (plasmido pRK5 PTEN). Las imagenes superiores muestran 10 pl del producto de
PCR Yy las inferiores muestran resultados de las digestiones mediante enzimas de restriccién (Xbal/Sall)
de ADN del plasmido purificado (~3 pg) quedando el inserto de PTEN a 1,2 kbp. Para verificar la
eficacia de la mutagénesis (en las mutaciones Q97H y D107A) usamos las enzimas Xbal/Sall o
Bglll/Sall, respectivamente, ya que la mutagénesis Q97H introduce un sitio Xbal y la D107A elimina un
sitio Bglll. Se usé pRK5-PTEN digerido (wt) como control. Los geles corresponden a los experimentos 1,
3y 5 enumerados en la Tabla 5. B) Productos de PCR usando oligonucleédtidos de 29 nucleétidos. En la
figura superior se generaron 11 diferentes sustituciones de Lys a Arg en diferentes regiones de PTEN;
en la figura inferior se generaron 12 sustituciones de aminodcidos diferentes en la regién intracelular
de PTPRZ-B (plasmido pENTR-PTPRZ-B). Los experimentos correspondientes se enumeran en la Tabla

6y7.

1.2. Mutagénesis dirigida en un solo tubo usando combinaciones de

plasmidos de ADNc
Muchas veces se requiere la introduccién de mutaciones en los ADNc de
interés en diferentes plasmidos, con objetivos experimentales especificos. Por ello,

probamos a combinar en un solo tubo diferentes moldes con un inserto de ADNc
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comun (Figura 14A). Usamos los plasmidos pRK5-PTEN y pYES2-PTEN como moldes,

solos o0 combinados, y diferentes oligonucleétidos de 29 bases (Tabla 8). Las eficiencias

de PCR y mutagénesis no se vieron afectadas por esta combinacién, obteniéndose

mutantes en ambos plasmidos, generalmente con una distribucidn estocastica.
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Figura 14. Representacion esquematica de los diferentes enfoques de mutagénesis utilizados
en este estudio. A) Introduccion simultanea de una mutacion (en rojo) en los plasmidos A y B. El
residuo no mutado se indica como 1 y el residuo mutado como 1°. B) Sustitucion paralela de
aminodcidos secuenciales mediante la combinacion de oligonucledtidos superpuestos dirigidos a
residuos adyacentes. Los residuos mutados (en rojo y azul) se indican de 1" a 8". Las mutaciones
individuales se obtienen cuando la superposicidon de los pares de oligonucleétidos es mas de
cinco codones, mientras que se obtienen mutaciones multiples cuando la superposicion es
menor. C) Sustitucién simultanea de un residuo a diferentes residuos mediante la mezcla de
oligonucleodtidos distintos dirigidos al mismo residuo. Los residuos mutados se indican en rojo

comol al””.
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Tabla 8. Mutagénesis dirigida en un solo tubo utilizando combinaciones de plasmidos.

P .. . Colonias Plasmidos Frecuencia de
Plasmido Mutacion Colonias . . ..
analizadas obtenidos mutacion

pRK5 N63A 61 2 PRK5 (2/2) 0/2
pYES2 N63A 95 2 pYES2 (2/2) 2/2
PRK5+pYES2 N63A 58 4 IS ) Q2
pYES2 (2/4) 2/2
pRK5 N69A 21 2 PRK5 (2/2) 2/2
pYES2 N69A 5 2 pYES2 (2/2) 1/2
PRK5+pYES2 N69A 35 4 RESICE) Qi
PYES2 (2/4) 2/2
PRK5+pYES2 D22E 8 4 7 ) Q2
PYES2 (2/4) 2/2
PRK5+pYES2 Y27C 16 4 S (A7 Rl
PYES2 (2/4) 2/2
PRK5+pYES2 P38H 13 4 7 ) Q2
PYES2 (2/4) 2/2
PRK5+pYES2 Y88H 61 4 Sl (A7 L
PYES2 (2/4) 1/1
PRK5+pYES2 C105Y 110 4 BRSIE) L
PYES2 (1/4) 1/1
PRK5+pYES2 R173C 70 4 S (e L
PYES2 (1/4) 1/1

1.3. Mutagénesis en un solo tubo que usa combinaciones de
oligonucledtidos estandarizados para mutar aminodacidos consecutivos:

implicaciones en la mutagénesis por barrido

Para realizar la mutagénesis por barrido de alanina (alanina scanning), nuestros
oligonucledtidos mutagénicos fueron disefiados con un programa creado por nosotros,
facil de usar y de gran ayuda, denominado AlaChainRep. Este programa presenta una
lista de oligonucleétidos homogéneos con la misma longitud predefinida y siguiendo
nuestra regla n+3+n. Se debe definir la posicidén inicial del oligonucledtido en la
secuencia de ADNc y su longitud, de esta forma el programa crea una lista de pares de
oligonucledtidos (directo e inverso) que cubre la secuencia de ADNc restante y que
contiene el coddén de alanina deseado (con cambios minimos de nucledtidos) en el
centro de cada oligonucleétido. El programa estd disponible en
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http://erramuzpe.github.io/LAB_TOOLS/. Pese a que existen otros programas que
crean iniciadores mutagénicos de barrido de aminodcidos, nuestra plataforma es de
facil ejecucién, pudiendo crear rapidamente una lista muy Util de oligonucleétidos

mutagénicos de longitud fija.

Para maximizar la eficiencia, se realizaron reacciones de mutagénesis usando
diferentes combinaciones (2, 3, 4, 6 u 8) de pares de oligonucledtidos mutagénicos
dirigidos a aminoacidos consecutivos en la proteina PTEN.Los pares de
oligonucledtidos se desplazan tres nucledtidos uno con respecto al otro en la secuencia
de PTEN (Figura 14B,tabla 9). Los oligonucleétidos se mezclaron usando
concentraciones equimolares para dar una concentracion final de 0,8 UM en la reaccion

de PCR.

Para evaluar si en nuestro estudio la obtencidon de mutantes se distribuye
estocdsticamente, simulamos una seleccidn aleatoria de las mutaciones individuales de
la mezcla mutagénica (Figura 15). Las graficas obtenidas dan una estimacion de la
aleatoriedad para obtener las diferentes mutaciones con respecto al niumero de
oligonucledtidos utilizados. Por ejemplo, combinando cuatro pares de oligonucledtidos
diferentes en la reaccidn de mutagénesis y suponiendo una eficiencia de mutagénesis
del 100%, se deben analizar al menos 13 colonias bacterianas para obtener las cuatro

mutaciones deseadas con un 90% de probabilidad.

Los resultados muestran cdmo el rendimiento de las diferentes mutaciones
individuales no parece seguir una tendencia estocastica, incluso para combinaciones de
pocos pares de oligonucledtidos, obteniendo un 23% de éxito (porcentaje de
experimentos en el que se obtienen todas las mutaciones) (Tabla 9), frente a un 88%
esperado (Figura 15). Sin embargo, utilizando de 2 a 4 pares de oligonucledtidos
consecutivos, en algunos casos fue posible obtener todas las mutaciones
individuales. Es importante destacar que, cuando la superposicion entre los diferentes
pares de oligonucledtidos utilizados en la reaccidn es de menos del 60% (una distancia
de cinco codones), también se generaron dobles mutantes en la misma reaccion
(Figura 14B ,tabla 9).
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Tabla 9. Mutagénesis dirigida con combinaciones de oligonucleétidos dirigidos a
residuos consecutivos.

Mutaciones diana Colonias Colf)nlas Mutaciones obtenidas
analizadas

150-D51 63 4 0-3-1

V54-R55 30 4 4-0-0

D58-S59 38 4 1-1-2

K60-H61 39 4 3-1-0

H64-Y65 166 4 0-4-0

Y68-N69 120 4 4-0-0

150-D51-D52 41 10 3-7-0-0

K60-H61-K62 86 10 8-0-0-2

N63-H64-Y65 82 10 0-3-5-2

150-D51-D52-V53 28 14 0-7-2-4-1

V54-R55-F56-L57 35 14 4-4-3-1-2

K60-H61-K62-N63 52 14 6-1-6-0-1

H64-Y65-K66-167 32 14 2-4-3-2-3
0-0-1-1-0-0-0

150-D51-D52-V53-V54-R55 19 16 I50A+V54A (2)
I50A+R55A (12)
3-1-4-0-0-0-2

K60-H61-K62-N63-H64-Y 1 -—

60-H61-K62-N63-H64-Y65 98 6 KGOA+YG5A (6)
0-0-0-0-0-0-0-0-3

150-D51-D52-V53-V54-R55- 62 16 IS0A+R55A (1)

F56-L57 D51A+L57A (9)
D52A+L57A (3)
0-0-0-0-0-2-0-0-3
K60A+Y65A (1)
K60A+K66A (3)

Egg:régl-Kez-N% -H64-Y65- 33 16 K60A+I67A (2)
H61A+K66A (1)

H61A+I67A (3)
K62A+I67A (1)
-El plasmido utilizado para estos experimentos fue pRK5-PTEN.

-Todas las mutaciones son sustituciones a Alanina (I150A, etc.).

-El nimero de muestras obtenidas para cada mutacidn esta subrayado e indicado siguiendo el orden
de las mutaciones seleccionadas, y el ultimo nimero (no subrayado) corresponde a las muestras no
mutadas PTEN silvestre (WT). Por ejemplo, en la primera fila: IS0A, 0 muestras; D51A, 3 muestras;
WT, 1 muestra.

-Se indican el nimero de mutaciones dobles. El nimero de muestras en cada caso esta en paréntesis.
Por ejemplo, en la fila 14: doble mutacién I50A + V54A, 2 muestras.
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Figura 15. Diagrama de datos que representa la obtencion de todas las diferentes
mutaciones individuales de una determinada mezcla de mutaciones, suponiendo una
distribucion estocastica. El eje x indica el nimero de mutaciones diferentes incluidas en la
reaccion de mutagénesis y el eje y indica el nimero de muestras (colonias de bacterias) que
se analizardn para obtener al menos una mutacién de cada con una cierta probabilidad
(95%, en rojo, 90%, en azul, 85%, en verde). Los puntos indican datos obtenidos de una
simulacién, hasta una mezcla de 15 mutaciones diferentes. Las lineas continuas indican los
diagramas de distribucion de probabilidad (teoria) hasta una mezcla de 6 mutaciones
diferentes. En la tabla superior se indican los valores numéricos (entre corchetes teoria, y no
corchetes, simulacidn) hasta una combinacion de 6 mutaciones diferentes.

1.4. Combinaciones de oligonucleétidos dirigidos al mismo aminoacido:
mutagénesis de sitio Gnico

Con el objetivo de optimizar el rendimiento de mutaciones multiples de
aminodacidos individuales, realizamos reacciones de mutagénesis dirigida usando
combinaciones de pares de oligonucledtidos mutagénicos de 29 nucledtidos dirigidos a
la misma posicién del coddn pero introduciendo diferentes mutaciones (Figura 14C). En
la tabla 10 podemos observar los ejemplos para dos residuos diferentes de PTEN que se
mutaron a 4 aminodcidos diferentes. Utilizamos combinaciones de 1 a 4 pares de
oligonucledtidos en dos plasmidos diferentes (pRK5 y pYES2). Las eficiencias de PCR y
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de mutagénesis no se vieron afectadas por la combinacién de diferentes pares de
oligonucledtidos, siendo similares para ambos pladsmidos. Asimismo, el uso de
combinaciones de pares de oligonucledtidos dirigidos al mismo residuo produjo una
distribucidn estocastica de las distintas mutaciones obtenidas (87% de éxito (Tabla 10)

frente a 88% esperado (Figura 15)).

Tabla 10. Mutagénesis dirigida con combinaciones de oligonucleétidos dirigidos al mismo residuo.

Mutacion Colonias Colonias analizadas Mutaciones obtenidas
diana
PRK5 pYES2 PRK5 pYES2 pRK5 pYES2

H61
R 62 141 2 2 20 2-0
Y 102 60 2 2 2-0 2-0
L 57 89 2 2 2-0 2-0
P 56 111 2 2 2-0 2-0
R-Y 91 113 4 4 1-2-1 4-0-0
L-P 84 79 4 4 2-2-0 2-2-0
R-Y-L 76 117 10 10 5-2-3-0 2-5-3-0
R-Y-L-P 40 95 14 14 4-4-3-1-2 5-1-3-2-3
L70
A 236 247 2 2 1-1 2-0

P 290 280 2 2 2-0 2-0

F 276 300 2 2 2-0 2-0

| 244 180 2 2 2-0 2-0
A-P 224 114 4 4 1-3-0 1-3-0

F-1 358 133 4 4 2-1-1 1-3-0
A-P-F 180 163 10 10 1-7-1-1 1-4-4-1
A-P-F-I 156 185 14 14 1-4-5-1-3 0-6-1-3-4

-Los plasmidos utilizados son pRK5-PTEN y pYES2-PTEN.

-Las mutaciones se indican con la letra del aminoacido correspondiente (por ejemplo, en la segunda fila: R,
mutacion H61R).

-El nimero de muestras obtenidas para cada mutacién esta subrayado e indicado siguiendo el orden de las
mutaciones seleccionadas, y el ultimo ndmero (no subrayado) corresponde a las muestras de PTEN silvestre
obtenidas (WT).

Por ultimo, evaluamos la utilidad de nuestro método para la mutagénesis de
sitio Unico multiple, usando combinaciones de pares de oligonucledtidos mutagénicos

para introducir mutaciones en el mismo residuo en PTEN o PTPRZ-B para mas de 6

60


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4993582/figure/pone.0160972.g003/

Resultados

sustituciones diferentes (Tabla 11). Para combinaciones complejas de oligonucledtidos,
es necesario analizar un gran nimero de muestras para obtener todas las mutaciones
en una sola reaccién de PCR (Figura 15), lo que podria comprometer la eficiencia del
método. Esto puede ser parcialmente superado mediante la realizacidn de reacciones
mutagénicas repetidas (9). Usando nuestro procedimiento, una segunda ronda
secuencial de la reaccién de PCR fue suficiente para obtener una buena proporcion de
las mutaciones entre un pequefio nimero de muestras. Por ejemplo, se obtuvieron 15
y 12 sustituciones diferentes de los residuos de PTEN Alal26 y Gly129,
respectivamente, cuando se analizaron 24 muestras resultantes de dos reacciones de
PCR secuenciales. Del mismo modo, dos rondas de mutagénesis produjeron 16
sustituciones diferentes del residuo de PTPRZ-B Leul454 tras el analisis de solo 27
colonias bacterianas (Tabla 11). Ademas, el uso combinatorio de oligonucleétidos para
el mismo residuo parece que sigue una tendencia estocdstica en la obtencién de

diferentes mutaciones.

Tabla 11. Mutagénesis dirigida utilizando grandes combinaciones de oligonucleétidos
dirigidos al mismo residuo.

Mutaciones diana Colonias Col?nlas Mutaciones obtenidas
analizadas

PTEN A126 (12)
C-E-F-H-I-K-L-N-P-Q R-T-W-Y 194 14 0-0-0-4-0-1-0-1-0-11-2-1-1-2
PTEN A126 (22)
D-E-F-G-I-L-M-P-S-V 106 10 1-0-1-2-1-1-0-0-2-1-1
PTEN G129 (12)
C-F-H-I-K-L-M-N-P-Q S-T-W-Y 24 14 0-0-1-5-0-0-0-0-0-0 0-2-4-0-2
PTEN G129 (22)
A-D-E-F-K-L-M-N-P-Q R-S-V-Y 68 14 2-1-3-0-0-0-1-0-0-2 1-0-2-1-1
PTPRZ-B L1454 (123)
A-C-D-E-F-G-H-I-K-M N-P-Q-R-S- 264 20 1-0-1-0-3-0-2-0-1-0 0-1-3-1-2-
T-V-W-Y 1-1-1-1-1
PTPRZ-B L1454 (223)
C-E-G-I-M-N 11 7 0-2-0-3-2-0-0

-Los plasmidos utilizados son pRK5-PTEN y pCDNA3-PTPRZ-B.

-Se realizaron dos reacciones de mutagénesis (12 y 22) secuencialmente para cada residuo (A126, G129y
L1454). Las mutaciones se indican con la letra del aminoacido correspondiente.

-El nimero de muestras obtenidas para cada mutacidn esta subrayado e indicado siguiendo el orden de
las mutaciones, el Gltimo nimero (no subrayado) corresponde a las muestras de PTEN silvestre.
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2. Caracterizacion de epitopos de la region C-terminal de PTEN

Para que se pueda llevar a cabo una evaluacion IHC precisa de la expresion de
la proteina PTEN en tumores, hemos realizado una validacién de la sensibilidad y la
especificidad, asi como un mapeo de precision de epitopos, de seis anticuerpos
monoclonales (AcM) comerciales anti-PTEN (6H2.1, SP218, 17.A, Y184, 138G6 y D4.3)

potencialmente adecuados para técnicas de IHC (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas de los AcM empleados en este estudio.

AcM Isotipo  Hospedador Inmunégeno Referencias
6H2.1 1gG Raton PTEN 304-403 (222)
SP218 IgG Conejo PTEN C-terminal (223)
17.A (Ab-4) IgM Ratén PTEN 2-403 (224)
Y184 IgG Conejo PTEN C-terminal (212)
138G6 IgG Conejo PTEN C-terminal (225)
D4.3 Conejo PTEN C-terminal (226)

2.1. Especificidad y sensibilidad de los AcM anti-PTEN

La especificidad fue evaluada mediante Western blot usando lineas celulares
humanas positivas (Caki, MCF7) y negativas (LNCaP, U87MG) para PTEN. Como se
observa, todos los AcM reconocieron especificamente PTEN enddgeno (Figura 16A).
Ademas, todos los AcM detectaron PTEN (residuos 1-403) y PTEN-L (residuos 1-L-576-L)
recombinantes sobreexpresados en células COS-7 (Figura 16B). Sin embargo, ninguno
de los AcM reaccioné con la forma recombinante de la variante de splicing alternativo
PTEN-A (residuos 1-343), la cual carece del exén 9 (residuos 344-403) (122) (Figura
16B).
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Figura 16. Especificidad y reactividad de los AcM anti-PTEN. A) Deteccidn de la proteina
PTEN enddgena por los diferentes AcM mediante Western blot. Se usaron lisados celulares
de lineas célulares PTEN positivas (Caki y MCF7) y PTEN negativas (LNCaP y U87MG). Las
células COS-7 transfectadas para expresar ectépicamente PTEN (1-403) se usaron como

control.

La expresion de GAPDH se muestra como control de carga. B) Deteccién de

isoformas de PTEN. Se usaron lisados celulares de células COS-7 transfectadas con los
correspondientes plasmidos. Izquierda, detecciéon de PTEN 1-403 y PTEN-L 1-576. Derecha,
deteccidon de GST-PTEN 1-403 y GST-PTEN-A 1-343-Ser. El anticuerpo anti-GST se usé como
control. La expresion de GAPDH se muestra como control de carga.

La especificidad en IHC de los AcM se evalud en un panel de 81 muestras de

adenocarcinoma de préstata embebidas en parafina y fijadas con formalina, las cuales

también fueron analizadas mediante FISH (Hibridacion fluorescente in situ) con una

sonda especifica para PTEN. Los anticuerpos 6H2.1 y SP218 mostraron la mejor

especificidad en IHC, sin falsos positivos al correlacionarlos con la ausencia del gen

PTEN en el andlisis de FISH (Tabla 13, figura 17). Se detectd inmunotincidn negativa con

todos los AcM anti-PTEN en un nimero variable de muestras positivas para el analisis

de FISH, sugiriendo la pérdida frecuente de expresién de la proteina PTEN en cédncer de

préstata sin delecion del gen PTEN, de acuerdo con otras observaciones previas (227).
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Tabla 13. Andlisis comparativo de IHC con AcM anti-PTEN y FISH usando un panel de
adenocarcinomas de prostata.

FISH - FISH + FISH ++*
AcM neg/pos2 %neg neg pos neg pos neg pos
6H2.1 62/19 76.5 8 0 12 4 42 15
SP218 50/31 61.7 8 0 11 5 31 26
17.A 41/40 49.4 3 5 7 9 31 26
Y184 33/48 40.7 5 3 4 12 24 33
138G6 45/36 55.6 7 1 9 7 29 28
D4.3 42/39 51.8 6 2 8 8 27 30

'., no sefial de PTEN; +, 1 sefial de PTEN; ++, 2 sefiales de PTEN.

*Numero de muestras negativas/positivas en IHC.

Figura 17. Tincién IHC con los AcM anti-PTEN 6H2.1 y SP218, y analisis de FISH de PTEN de
muestras de tumores de préstata. A, B, C, D) Adenocarcinoma de prdstata con pérdida
bialélica del gen PTEN y pérdida de proteina PTEN, indice de Gleason 3+3. E, F, G, H)
Adenocarcinoma de préstata con el gen PTEN y la preservacion de la proteina PTEN, indice
de Gleason 4+4. A y E, Tincidn histolégica de hematoxilina-eosina; B y F, IHC con el AcM
6H2.1; Cy G, IHC con el AcM SP218; D y H, Andlisis de FISH.

La sensibilidad de los AcM fue examinada mediante Western blot utilizando
cantidades decrecientes de lisados celulares que contienen PTEN recombinante
sobreexpresado en células COS-7. Los AcM SP218, 6H2.1 y Y184 mostraron una mayor
sensibilidad para detectar PTEN (Figura 18).
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Figura 18. Sensibilidad de los AcM anti-PTEN. Reactividad de los diferentes AcM
frente a cantidades decrecientes de PTEN recombinante procedente del lisado
celular de las células COS-7 transfectadas. Los datos se muestran como reactividad
relativa mediante Western blot, determinada por la cuantificacidon de la banda de la
proteina PTEN. El porcentaje de reactividad se normalizd con el valor mas alto
obtenido por el anticuerpo SP218 (100% reactividad).

2.2. Definicion de los epitopos reconocidos por los AcM anti-PTEN en la

cola C-terminal de PTEN

La mayoria de los inmundgenos utilizados para obtener los AcM anti-PTEN de
este estudio son fragmentos o péptidos PTEN C-terminales (Tabla 12), consistente con
la falta de reconocimiento de la variante PTEN-A por parte de estos AcM (Figura 16B).
Ademas, todos los AcM reconocieron la proteina recombinante GST-PTEN que abarca la
cola C-terminal (351-403), pero no la que carece de esta regién (1-350) (Figura 19).
Estos resultados demuestran que los epitopos reconocidos por los AcM anti-PTEN
residen en la region C-terminal de PTEN 350-403, siendo el resto de la proteina

prescindible para el reconocimiento de los anticuerpos.
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Figura 19. Reactividad de los AcM anti-PTEN frente a la cola C-terminal. Deteccién
de la forma entera GST-PTEN 1-403, la forma truncada con la cola C-terminal GST-
PTEN 351-403 y la forma sin la cola C-terminal GST-PTEN 1-350 por los diferentes
AcM mediante Western blot de lisados celulares de células COS-7 transfectadas con
los correspondientes plasmidos. La expresién de las proteinas recombinantes se
observo usando el anticuerpo anti-GST como control.

Para determinar con mayor precision la region minima de PTEN reconocida por
cada AcM, se eliminé de forma secuencial los residuos de PTEN C-terminales (Figura
20A). Los AcM mostraron patrones diferentes de reactividad, indicando que los AcM
reconocen diferentes epitopos del extremo C-terminal de PTEN (Tabla 14). Mientras
qgue el AcM SP218 fue el mas sensible a la delecion C-terminal (reactividad disminuida
con la delecion 1-401) (Figura 20B), los AcM 138G6 y D4.3 fueron los mas resistentes
(pérdida de reactividad con la delecién 1-391) (Figura 20C).
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Figura 20. Reactividad de los AcM anti-PTEN frente a la cola C-terminal de PTEN. Deteccion
de deleciones de la cola C-terminal de PTEN por los diferentes AcM. Western blot de lisados
celulares de células COS-7 que expresan truncamientos ectdpicos de PTEN C-terminal. A)
Western blot frente a todos los AcM. B) Ajuste de epitopos de los AcM SP218 y 17.A. C)
Ajuste de epitopos de los AcM Y184, 138G6 y D4.3. La expresion de las proteinas
recombinantes se observé usando un anticuerpo policlonal contra la region N-terminal de
PTEN (anti-PTEN N-ter) como control.

Tabla 14. Mapeo de epitopos de los AcM de PTEN.
Resumen de la pérdida de reactividad de los diferentes
AcM anti-PTEN.

AcM Reactividad disminuida
6H2.1 1-397
SP218 1-401
17.A 1-401
Y184 1-393
138G6 1-392
D4.3 1-392

Para delimitar la region minima de PTEN reconocida por los AcM, probamos su
reactividad con proteinas de fusion GST-PTEN con un extremo C-terminal intacto, pero
con deleciones N-terminales progresivas. Como se muestra en la figura 21A y se
resume en la tabla 15, todos los AcM reconocieron la proteina GST-PTEN 370-403,
mientras que la proteina GST-PTEN 396-403 no fue reconocida por ninguno de los AcM.

La eliminacién de residuos de PTEN en la regién 370-396 distinguid la reactividad de
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dos grupos de AcM: 6H2.1, SP218 y 17.A, que reconocen un epitopo mds C-terminal; y
Y184, 138G6 y D4.3, que reconocen un epitopo mds N-terminal. Finalmente, se realizé
un analisis por separado en la regién reconocida por estos dos grupos de AcM (Figura

21B, Cy D), y se muestra un resumen de los resultados en la tabla 15.
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Figura 21. Reactividad de los AcM anti-PTEN frente a péptidos de la cola C-
terminal. A, B, C y D) Deteccién mediante Western blot de proteinas de fusion GST
recombinantes que contienen péptidos a partir de la cola C-terminal de PTEN. Se
usaron lisados celulares de células COS-7. La deteccidon con el anticuerpo anti-GST se
us6 como control.
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Tabla 15. Resumen de la reactividad de los diferentes AcM anti-PTEN con las
proteinas de fusidon GST que contienen péptidos de la cola C-terminal de PTEN.

GST-PTEN AcM

6H2.1 SP218 1
WT + +

350-403
370-403
388-403
392-403
396-403 - - - - - -
400-403 - - - - - -
391-396 - - -
391-397 - - -
391-398 + - -
391-403 + + +
392-396 - - -
392-397 - - -
392-398 + - -
392-401 + - -
392-402 +
393-403 -
394-403 -
395-403 -
395-402 -
385-403 +
386-403
387-403 -
388-403 -
386-394 +
388-393 -

A Y184 138G6 D
+ +
+

+

+ + + + + N
+ + 4+

+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+

+ o+ 4+ o+ +
'

+ + + + + +
+ + + + + +

A continuacién, realizamos una busqueda de potenciales antigenos humanos
con reactividades cruzadas con los AcM anti-PTEN analizados. Las busquedas de
homologias de secuencias (BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)) usando las
secuencias de aminoacidos de PTEN 385-395 y 391-402 correspondieron parcialmente
con otras proteinas humanas (Figura 22). Las coincidencias mas cercanas a los epitopos
definidos por los AcM anti-PTEN incluyeron las secuencias de SERPINB9 (péptido

(389)NEPFDE(394), la numeracién corresponde a la secuencia de aminoacidos de
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PTEN), que coincide casi completamente con el epitopo lineal reconocido por los AcM
D4.3 y 138GS6, y las secuencias de las isoformas CAMK2 (péptido (393)DEDQH(397)),
gue coinciden parcialmente con los epitopos reconocidos por los AcM 6H2.1, SP218 y
17.A. Sin embargo, ni SERPINB9 ni CAMK2G fueron reconocidas por los AcM anti-PTEN
correspondientes (Figura 22). En conjunto, nuestros analisis demuestran que los
distintos AcM anti-PTEN estudiados reconocen especificamente epitopos lineales

superpuestos pero diferentes en la parte C-terminal de PTEN.

Flag
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A B i
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(U]
PTEN 389 NEPFDE 394 > 8 E viga
Serpin B9 172 NEPFDE 177 gz -
$ = S 138G6
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(CAMK2G) anti-Flag . = |anti-Flag

Figura 22. Reactividad de los AcM anti-PTEN frente a SERPINB9 y CAMK2G. A) Alineamiento
de las proteinas recombinantes SERPINB9 y CAMK2G con PTEN. B) Deteccion mediante
Western blot de las proteinas recombinantes por los diferentes AcM. Se usaron lisados
celulares de células COS-7 transfectadas con los plasmidos correspondientes SERPINBY,
CAMK2G y PTEN, todos poseen epitopos Flag. El anticuerpo anti-Flag se usé como control.

2.3. Mutaciones que mimetizan la fosforilacion de PTEN y mutaciones
asociadas a tumores en la region C-terminal de PTEN afectan a la

inmunoreactividad de forma dependiente de anticuerpo

La definicidn de los residuos de PTEN reconocidos especificamente por cada
AcM nos permitié evaluar la posibilidad de que la reactividad de los AcM anti-PTEN
pudiera verse afectada por sustituciones de aminodacidos de estos residuos. En primer
lugar, se realizé un andlisis de mutagénesis de alanina scanning de los residuos que
configuran los diferentes epitopos C-terminales de PTEN que incluyd sustituciones a

alanina multiples e individuales, abarcando los residuos 388-403 de PTEN (Figura 23Ay
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B). En este andlisis se obtuvieron distintos patrones de reactividad para los AcM.

Ademas, observamos que los residuos de PTEN muy C-terminales eran necesarios, pero

no suficientes, para configurar los epitopos reconocidos por algunos de los AcM anti-
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Figura 23. Reactividad de los AcM anti-PTEN de sustituciones a alanina multiples (A) o
individuales (B) en la cola C-terminal. Western blot de lisados celulares de células COS-7 que
expresan ectopicamente mutaciones de PTEN. La deteccidon de GAPDH con el anticuerpo

anti-GAPDH se usé como control.

En siguiente lugar, nos planteamos explorar si la reactividad de los AcM podia

verse afectada por modificaciones postraduccionales fisioldgicas, asi como por

mutaciones asociadas a tumores que forman parte de los residuos de PTEN

reconocidos especificamente por cada AcM. La Thr398 (T) es fosforilada por la quinasa

ATM sensible al daiio del ADN, teniendo gran importancia en la regulacién y funcién de

PTEN (89). Mutamos el residuo Thr398 a Asp (D) y Glu (E), (mutaciones T398D y T398E

respectivamente), ambos con carga negativa, mimetizando la fosforilacién del residuo,

asi como a GIn (Q) y Asn (N), (mutaciones T398Q y T398N respectivamente) y

analizamos la reactividad de estas mutaciones con los AcM. En la figura 24A y B,

podemos observar cémo dos de los AcM, el SP218 y el 17.A, no son capaces de

71



Resultados

detectar las sustituciones que mimetizan la fosforilacién del residuo PTEN Thr398. La
reactividad del resto de AcM no se vio afectada por dichas sustituciones. Concluimos
que la fosforilacion de la Thr398 podria afectar negativamente a la reactividad de los
AcM SP218 y 17.A. El residuo Lys402 de PTEN es acetilado por la acetiltransferasa CBP,
que afecta a la union de PTEN a dominios PDZ (50), pero la sustitucion de Lys402 por
Gln, que imita la acetilacién (mutacién K402Q), no afectd el reconocimiento de PTEN

por ninguno de los AcM (Figura 24A y B).

A B
6H2.1 v184

PTEN {150 K150

£100 2100

g B35 g g 2750 T 50

a 9 9 9D o o s o s 0
s P PRP 55 8 2 v o><o 2 oz <d
© ngOO%NN ‘3 ngwOZONN
‘ ‘D———H—|6H2.1 3 an3BSe ¢ anaaes
o [ e e N 2 EFFERExS

= — =]

[— ; |—— [ 17A Sugo P28 150 | 13866
S
b— || | [ ] Y284 5100 5100
[ rsm—— | [~ ]se6 E " T 50
= 20 s
== D43 S Eguwaoz<g<d k4]
e | i 5558853 § sg2g3sg
(EE—— GAPDH & PFPESS = ARNRSE
D4.3
g150 17A 150
5100 < 100 -
£ 50 _ § 50
20 _— z 0 5 <o
B s = w oz
g Ege2z3g g EE RS
& e = ) 4 mfﬂmm§<r
oEE2RSS T EREEs

Figura 24. Reactividad de los AcM anti-PTEN con sustituciones de aminoacidos que mimetizan la
fosforilacion y acetilacion en la cola C-terminal de PTEN. A) Western blot de lisados celulares de
células COS-7 que expresan ectdépicamente mutaciones de PTEN. Las mutaciones de la Thr (T) 398
que mimetizan la fosforilacién son el Glu (E) y el Asp (D), usando como controles las mutaciones a
GIn (Q) y Asn (N). La mutacion de la Lys (K) 402 que mimetiza la acetilacién es la GIn (Q), usando
como control la mutacion a Ala (A). B) Cuantificacion de la reactividad relativa de los AcM frente a
las mutaciones descritas para este estudio. Los datos son la media de, al menos, dos experimentos
independientes. Las barras corresponden a la media + SD.

A continuacién, exploramos cémo mutaciones puntuales de esta regién de
PTEN (residuos 391-403), asociadas a tumores o enfermedades, afectaban al

reconocimiento por los diferentes AcM. Algunas de estas mutaciones no fueron
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reconocidas por algunos AcM (Figura 25A y B), coincidiendo con el mapeo de epitopos

preciso asignado a cada AcM.
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D4.3 + +/- +/- +/- +/- +/- + + + + + + +

! Carcinoma renal (COSMIC); > ASD (228); * Carcinoma urotelial de vejiga (cBioportal); * Carcinoma gastrico, Glioma
(COsSMIC); ® Glioma (COSMIC); ® pulmén (COsSMIC); 7 Glioma, Leiomyosarcoma (COSMIC); PHTS (Clin Var, NCBI).

Figura 25. Reactividad de los AcM anti-PTEN con mutaciones asociadas a enfermedad. A)
Cuantificacion de la reactividad de los AcM. Resultados obtenidos de Western blot de lisados
celulares de células COS-7 que expresan mutaciones de PTEN ectépicamente. Los resultados se
muestran como la reactividad con respecto al control de PTEN WT (100% reactividad). Los datos
son la media de, al menos, dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la media
+ SD. B) Resumen de la reactividad de los diferentes AcM anti-PTEN. +, cuando existe reactividad
por parte del AcM frente a la mutacién; +/-, cuando se da una reactividad parcial; -, cuando no
hay reactividad.

Es importante destacar que el analisis funcional de estas variantes de PTEN
reveld que todas las variantes mostraban actividad fosfatasa PIP; en células (Western
blot analizando el contenido de fosfo-AKT) y una localizacion subcelular (analisis de

inmunofluorescencia) equivalente a PTEN silvestre (Figura 26A y B).
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Figura 26. Actividad funcional y localizacion subcelular de las mutaciones asociadas a tumores
C-terminales de PTEN. A) Representacion del ratio p-Akt (S473)/Akt de los lisados de células
COS-7, co-transfectadas con plasmidos que codifican las diferentes variantes y con Aktl. Como
medida indirecta de la actividad catalitica de PTEN se usd la fosforilacién de Akt. El mutante de
PTEN C124S cataliticamente inactivo se usé como control. Los datos son la media de, al menos,
dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la media + SD. B) Localizacion
subcelular observada mediante inmunofluorescencia de células COS-7 transfectadas con las
diferentes variantes de PTEN. Cuantificacion de células con localizacion nuclear (N),
citoplasmaética (C), o en ambos compartimentos (N/C).
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En conclusidn, hemos definido con precisidn los epitopos reconocidos por cada
AcM anti-PTEN (Figura 27) y hemos ilustrado que el reconocimiento de proteinas PTEN
funcionales por AcM anti-PTEN especificos puede verse afectado por modificaciones

postraduccionales de la proteina PTEN o por mutaciones del gen PTEN.
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Figura 27. Representacion esquematica de las isoformas de PTEN indicando las secuencias de
aminoacidos de los epitopos lineales reconocidos por los diferentes AcM anti-PTEN. Los
numeros indican la numeracién de aminoacidos. Los aminoacidos estdn indicados con el codigo
de una letra. Los residuos Ser y Thr en rojo son residuos fisiolégicamente fosforilados. El residuo
de Lys en rojo puede someterse a acetilacion. Las flechas indican los residuos donde PTEN es
cortado por caspasa-3. Las lineas debajo de la secuencia de aminodcidos delimitan los epitopos
reconocidos por cada AcM. Las cruces indican residuos mutados en tumores o en pacientes cuya
sustitucion provoca la pérdida total o parcial de la reactividad de los AcM.
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3. Estudio de variantes de PTEN de la regidon N-terminal

3.1. La variante de PTEN Q17E del dominio N-terminal

La variante Q17E (GIn17Glu) de PTEN, donde la glutamina 17 es sustituida por
un glutamico, ha sido encontrada en pacientes con PHTS y ASD (229, 230). Este residuo
se ubica dentro de los motivos de localizacion N-terminal de PTEN (NLMs). Al igual que
otros aminoacidos de esta region, el Q17 esta bien conservado entre especies (con la
excepcion de Drosophila melanogaster que presenta una lisina (K) en esta posicion)
(Figura 28). Los motivos NLMs estan expuestos, lo que facilita su interaccién con
proteinas reguladoras. Ademas, muestran la misma orientacién topoldgica que el loop
Tl cargado positivamente en el dominio PTP de PTEN, y los loops de unién a membrana
CBR3 y Ca2 del dominio C2 (Figura 29). Estas observaciones sugieren que el Q17 es

relevante para la funcién de la proteina.

1) MTAITKEIVSRNKRRYQEDGFDLDLTYIYPNI (
1) MTAITKEIVSRNKRRYQEDGFDLDLTYIYPNI (

1) MTAITKEFVSRNKRRYQEDGFDLDLTYIYPNI (

3) MTA .,KEIVSRNKRRYQE DGFDLDLTY IYPNT (34)
1) (

) (

1) (

)

(1

Figura 28. Localizacion del residuo Q17 de PTEN y su conservacion entre diferentes
especies. Comparacion de la secuencia de PTEN entre los residuos 1-32 de diferentes
especies con respecto a la humana (numero NP_000305.3). Los residuos
conservados aparecen sombreados. Los nimeros entre paréntesis corresponden a la
numeracién de aminodcidos. Estan indicados los motivos de localizacion N-terminal
(NLMs): NLS, sefial de localizacién nuclear; PBM, motivo de unién a PIP,; CLS, sefial
de localizacidn citoplasmica.
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NLS y unién a PIP2

PTP c2

Figura 29. Localizacion del Q17 en la estructura 3D de PTEN. El residuo Q17 estd
indicado en rojo con una flecha. También se indica la ubicacion de la sefial de
localizacidon nuclear (NLS) y el motivo de unién a PIP,, asi como la localizaciéon de los
loops de unién a la membrana TI, Ca2 y CBR3. PTP, dominio tirosina fosfatasa; C2,
dominio C2 de unién a membrana.

3.2. La variante Q17E muestra una actividad fosfatasa ligeramente
reducida y es estable en las células

Para comenzar, analizamos, tanto en un modelo experimental in vivo realizado
sobre la levadura Saccharomyces cerevisiae, como en células de mamiferos
transfectadas con los correspondientes ADNc, la funcionalidad de la variante Q17E y la
comparamos con las variantes Q17A (GIn17Ala) y Q17P (GIn17Pro). La variante Q17P
ha sido asociada a gliomas (cancer.sanger.ac.uk/cosmic) y la variante experimental
Q17A se ha visto en estudios previos que afecta ligeramente a la actividad fosfatasa

PIP; de PTEN en levaduras, sin afectar a la localizacion de la proteina (47).

Observamos cémo la variante PTEN Q17E mostré menor actividad PIP;-
fosfatasa cuando se comparé con PTEN WT, tanto en levadura (Figura 30) como en
células de mamifero (Figura 31), aunque en este ultimo caso la diferencia no fue
estadisticamente significativa. Ademds, comparamos dicho efecto en dos lineas
celulares diferentes. En células COS-7, que expresan PTEN enddgeno, y en células

U87MG, que no expresan PTEN endégeno. En ambas lineas celulares observamos
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efectos similares. La variante Q17P mostré pérdida total de funcidn, al igual que la

variante PTEN C124S cataliticamente inactiva (Cys124Ser) (Figura 31A).
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Figura 30. Actividad funcional de la variante PTEN Q17E en un sistema de levadura heterdlogo de S.
cerevisiae. A) Ensayo de crecimiento de levadura, mediante un sistema de gotas. Las levaduras estan
transformadas con diferentes plasmidos que codifican una forma hiperactiva de la subunidad
catalitica p110a de PI3K de mamiferos (p110a-CAAX) y variantes de PTEN, bajo condiciones de
crecimiento en glucosa (control, sin induccion de proteinas heterdlogas) o en condiciones de
crecimiento en galactosa (induccién de proteinas heterdlogas). El crecimiento de células de levadura
es inhibido por PI3K (p110a-CAAX+vector). Esto puede evitarse mediante la expresién de PTEN activo
(p110a-CAAX+PTEN (tipo silvestre) WT) pero no con la mutacién de PTEN cataliticamente inactiva
(p1100-CAAX+PTEN C124S) (218). PTEN Q17E rescatd parcialmente el efecto de PI3K a diferencia de
PTEN Q17P que es inactivo. B) Cuantificacion de la actividad de las variantes de PTEN co-
transformando las levaduras con plasmidos que codifican GFP-Aktl, que se une a PIP; en la
membrana plasmatica. Se monitorizdé microscépicamente la eliminacidn de GFP-Aktl de la
membrana, relacionandose con la actividad de PTEN. Se usaron los controles Q17R (pérdida de
actividad) y Q17A (activo). Los datos son la media de, al menos, dos experimentos independientes. Las
barras corresponden a la media * SD. Se muestran los valores P de la prueba t de Student.
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Figura 31. Actividad funcional de la variante PTEN Q17E en células de mamiferos. A) Las
células COS-7 y B) U87MG se co-transfectaron con diferentes combinaciones de plasmidos
que codifican Aktly las variantes de PTEN. La fosforilacion de Akt (como medida indirecta de
la actividad catalitica de PTEN) se observé mediante Western blot usando el anticuerpo anti-
pAkt (Serd73). Se usaron anticuerpos especificos para ver la expresion de Akt total, PTEN y
GAPDH (como control de carga). Tras la cuantificacion de las bandas del Western blot, se
determina la proporcion pAkt/Akt de cada condicidn. Los datos son la media de, al menos,
dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la media + SD. Se muestran los
valores P de la prueba t de Student.

A continuacién, nos propusimos analizar la estabilidad de la variante Q17E en
células de mamiferos, midiendo la degradacién de la proteina en presencia del
inhibidor de la sintesis proteica cicloheximida. Se usé como control la variante de PTEN
D252G (Asp252Gly) que es inestable (también presente en pacientes con ASD y PHTS)
(231). La estabilidad de la proteina PTEN Q17E fue similar a la de PTEN WT y mayor que
la de PTEN D252G (Figura 32).
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Figura 32. Estabilidad de PTEN Q17E en células. Las células COS-7 y U87MG se transfectaron
con plasmidos que codifican las diferentes variantes de PTEN indicadas (WT, tipo silvestre).
Las células se incubaron en presencia de cicloheximida (CHX) (800 ug/ml) durante 6 h antes
de su lisis, para controlar la degradacion de la proteina. Los niveles de proteina se midieron
mediante Western blot usando anticuerpo anti-PTEN (6H2.1). GAPDH se muestra como
control de carga. Los niveles de proteina después del tratamiento con CHX se representan
como la relacién 6 h/0 h, después de la cuantificacion de las bandas de, al menos, dos
experimentos independientes. Las barras corresponden a la media + SD. Se muestran los
valores P de la prueba t de Student.

3.3. La variante Q17E se acumula en el nucleo

Estudiamos la localizacion subcelular de la variante Q17E de PTEN,
comparandola con PTEN WT (tipo silvestre) y las variantes Q17A y Q17P. Los resultados
de inmunofluorescencia obtenidos muestran que en las células COS-7 transfectadas,
PTEN Q17E se acumula en el nucleo, a diferencia de PTEN WT (principalmente
citoplasmatico) y la variante Q17A (Figura 33). Asimismo, la variante Q17P asociada a
glioma también mostré un aumento de la acumulacién nuclear, revelando un papel
relevante para el residuo Q17 en el control de la distribucién de PTEN entre el ntcleo y

el citoplasma. Ademas, utilizamos la variante experimental K13A, con una NLS N-
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terminal no funcional (44, 47), la cual impidié la acumulacién nuclear de la variante

Q17E (Figura 33).

Anti-
PTEN
Dapi --- - .
PTEN Q17e Qi7p Qi7A Q17E/K13A
100 — 100 —
ON 90 ON
90 ON/C an/c
80 mC 80 mC
70 " ||
X 60 B g e
e 8 s0
" 50 3
E 8 40
nw |
g % 30
30 20
20 10 I
10 I
&
0 \é\ $ X
\g\ © R v (o ((/\*\-
ORI QN
A AN o

Figura 33. Inmunofluorescencia para el estudio de la localizacién subcelular de la variante
Q17E. Células COS-7 transfectadas con plasmidos que codifican las diferentes variantes. Se usé
el anticuerpo anti-PTEN 425.A para monitorizar la localizacidon de las variantes, y Dapi para
observar los nucleos. Debajo, se muestra la cuantificacién de porcentajes de células con
localizacién nuclear (N), citoplasmatica (C), o ambas (N/C). PTEN silvestre (WT).

De forma paralela, monitorizamos la localizacién subcelular de PTEN usando
una proteina PTEN-GFP en células COS-7 transfectadas. Los resultados obtenidos
reflejan la misma acumulacion nuclear de las variantes Q17E y Q17P (Figura 34).
Ademas, cuando la variante PTEN K13E, que presenta una NLS no funcional, estaba
presente junto a Q17P y Q17E, la localizacidon subcelular cambid, dejando de ser

nuclear. Por otro lado, la variante PTEN C124S no tuvo efecto sobre la distribuciéon
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subcelular de PTEN Q17E o Q17P, indicando que la acumulaciéon nuclear de estas

variantes de PTEN es independiente de su catdlisis.
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Figura 34. Microscopia de fluorescencia para el estudio de la localizacién subcelular
de la variante Q17E. Células COS-7 transfectadas con plasmidos PTEN-GFP (GFP C-
terminal) para las diferentes variantes. Debajo, la cuantificacién de porcentajes de
células con localizacion nuclear (N), citoplasmatica (C), o ambas (N/C). PTEN silvestre
(WT).
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3.4. Variantes hereditarias y asociadas a tumores del extremo N-terminal

de PTEN causan acumulacion nuclear de PTEN

3.4.1. Estudio funcional in vivo de variantes N-terminales

Adicionalmente, hemos analizado un grupo de variantes N-terminales de PTEN
(22 variantes, comprendidas entre los residuos 12-32) encontradas en la linea germinal
de pacientes PHTS y ASD (Tabla 16). El analisis funcional in vivo de la actividad fosfatasa
de PTEN en levadura puso de manifiesto la pérdida de funcién parcial o total para la

mayoria de las variantes (Figura 35A).

3.4.2. Estudio de la localizacion celular de variantes N-terminales

A continuacién, estudiamos la localizacion subcelular de las variantes N-
terminales de PTEN, tanto las de linea germinal (Figura 35B panel superior), como las
encontradas en  tumores (comprendidas entre los residuos  7-36)
(cancer.sanger.ac.uk/cosmic) (Figura 35B panel inferior). Los resultados revelaron una
mayor acumulacién nuclear de las variantes asociadas a enfermedad y portadoras de
mutaciones entre los residuos 17-26 (Figura 35), se muestra un resumen en la tabla 16.
Con estos resultados, podemos concluir que las mutaciones de la regiéon N-terminal de
PTEN asociadas a enfermedad a menudo favorecen la acumulacion nuclear de PTEN,

disminuyendo su actividad fosfatasa de PIPs.
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Figura 35. Analisis funcional y estudio de la localizacion subcelular de mutaciones N-
terminales de PTEN. A) Estudio de la actividad in vivo de PTEN en el modelo de la levadura.
Las células de levadura se co-transformaron con plasmidos que codifican p110a-CAAX, GFP-
Aktl, y las variantes de PTEN, evaluandose la actividad fosfatasa PIP;. Se muestra el
porcentaje de células con GFP-Akt1 en el citoplasma (C) (indicativo de actividad fosfatasa de
PTEN) o en la membrana (MP). PTEN silvestre (WT). Los datos son el promedio de tres
experimentos en tres clones diferentes (n> 100 células por clon). B) Microscopia de
fluorescencia de células COS-7 transfectadas con plasmidos que codifican las diferentes
mutaciones (en PTEN-GFP). Parte superior, mutaciones de linea germinal; parte inferior,
mutaciones encontradas en tumores. Se muestra la cuantificacién de porcentajes de células
con localizacion nuclear (N), citoplasmética (C), o en ambos compartimentos (N/C). PTEN
silvestre (WT).
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Tabla 16. Analisis funcional de las variantes N-terminales de PTEN de linea germinal.

Clin  Localizacién Act.PIP;

Mutacién Enfermedad’ Edad’ HGMD® cosmic? s

Var subcelular®  in vivo’
.PTEN N/C +
silvestre
N12T ASD 52a + - + N/C +
N12i CS - + - - N/C -
K13E CS - + + - C -
R14G ASD 3,3a + + + N/C -
CS -
R15S ASD 18m + + + N/C -
Y16H PHTS - + - + N/C +
CS -
Q17E ASD 10m + - + N +/-
D22G CS; BRRS 2 & + & N 2
D22E ASD - - + - N +/-
L23V CS - + + - N -
L23F CS - + + - N +/-
D24H CS 65,4 a + + + N -
D24Y BRRS:DD 4a + + + N -
57,7 a
D24G PHTS 36,8a + + + N -
6,7 a
D24V CS 39a + + - N -
CS 9,6 a
L25F ASD 73 + + - N -
T26P cs 25,73 + + - N -
9a
T26l DD; macroc 12 m + - - N +/-
Y27¢C ASD 10m + + + N/C -
Y27N PHTS - + + - N/C -
P30L CS - + - - N/C +
132N CS 56,4 a + - - N/C -

! Enfermedades. ASD, desorden del espectro autista; BRRS, sindrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba; CS, sindrome
Cowden; DD, retraso del desarrollo; macroc, macrocefalia; PHTS, sindrome tumoral hamartomatoso asociado a
PTEN.

% Edad de diagnéstico. En algunos casos no hay informacion (-); a, afios; m, meses.

*45 Bases de datos. HGMD, Human Gene Mutation Database; COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer; Clin Var (NCBI).

6 . .z . . . ’ . 7 ’

Localizacion subcelular determinada mediante microscopia de fluorescencia en células de mamiferos
mediante PTEN-GFP. N, localizacién nuclear; N/C, localizaciéon nuclear y citoplasmatica; C, localizacion
citoplasmatica.

’ Actividad de PIP; en ensayos de levaduras, determinada mediante GFP-Aktl. +, Actividad completa; +/-,
actividad parcial; -, no actividad.
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3.5. Sistema Genitourinario. Analisis de las variantes del extremo N-
terminal en PTEN y PTEN-L

Hemos analizado comparativamente en las isoformas PTEN y PTEN-L las
propiedades de algunas de las mutaciones puntuales N-terminales de PTEN con cambio
de aminoacido encontradas en tumores genitourinarios (préstata, rifidn y vejiga) (Tabla

17), (cancer.sanger.ac.uk/cosmic) (mayo 2016).

Tabla 17. Mutaciones con cambio de aminoacido N-
terminales de PTEN en tumores del sistema
genitourinario.

Mutacion de PTEN Tipo de tumor
E7Q Prostata
D24N Préstata
Y27N Préstata
128T Préstata
G36R Préstata
R14G Rifidn
D19E Rifién
M35l Rifién
D24y Vejiga

3.5.1. Abundancia relativa de proteina y localizacién subcelular

Comenzamos analizando la expresion relativa de las distintas variantes en
PTEN y en PTEN-L mediante Western blot. Las mutaciones Y27N e 128T se expresaron
menos que el resto de las mutaciones en el background de PTEN (Figura 36),
probablemente por disminucién de su estabilidad intrinseca. Para el estudio de
estabilidad de las variantes de PTEN, incubamos las células en presencia de
cicloheximida (CHX) durante 6 h antes de lisarlas, usando como referencia de
inestabilidad la variante D252G (231). Como podemos observar, la estabilidad del

mutante Y27N se vio comprometida (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de las variantes de PTEN encontradas en tumores del sistema
genitourinario. Estabilidad de las variantes de PTEN (como referencia se usé la variante
inestable D252G). Las células se incubaron en presencia de CHX (800 ug/ml) durante 6 h antes
de su lisis, para monitorizar la degradacion de la proteina. Los niveles de proteina se midieron
mediante Western blot usando el anticuerpo anti-PTEN (6H2.1). GAPDH se muestra como
control de carga. En el gréfico, los niveles de proteina después del tratamiento con CHX se
representan como la relacién 6 h/0 h. Los datos son la media de, al menos, dos experimentos
independientes. Las barras corresponden a la media + SD.

Como se observa en la figura 37A, la expresion relativa de PTEN-L y PTEN a
partir del ADNc de PTEN-L depende del aminodacido de iniciacién y de la secuencia
Kozak. La variante PTEN-L.1 muestra expresidon mayoritaria de PTEN-L, y fue empleada
en los experimentos funcionales de PTEN-L. La localizacién subcelular también se vio
afectada en funcidn de la expresion relativa de PTEN-L y PTEN. La construccién PTEN-
L.7, que es la que mas PTEN y menos PTEN-L expresa, presenta una localizacién
nlcleo/citoplasma, mientras que las demas construcciones son mayoritariamente
citoplasmicas (Figura 37B y C). Podemos concluir que en las células tiene lugar la
coexpresion de las dos formas de PTEN (PTEN-L y PTEN), las cuales se expresan y

localizan de manera diferente.
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Figura 37. Comparacion de las construcciones de PTEN-L. A) Expresion relativa de PTEN-L y PTEN a
partir del Western blot de lisados de células COS-7 transfectadas con las construcciones de PTEN-L; en
el gréfico inferior se representa PTEN/PTEN-L. PTEN-L.1=Met+1, Kozak artificial; PTEN-L.2=Met+1,
Kozak natural; PTEN-L.3=Met+1, no Kozak; PTEN-L.4=Leu+1, Kozak artificial; PTEN-L.5=Leu+1, Kozak
natural y PTEN-L.7=Leu+1, no Kozak. (Kozak natural: CTC CCG CTC; Kozak artificial: GAG GCC ACC; No
Kozak: GAG AAG CTT). Los datos son la media de, al menos, dos experimentos independientes. Las
barras corresponden a la media + SD. B) Inmunofluorescencia para el estudio de la localizacidén
subcelular de PTEN, PTEN-L.1 y PTEN-L.7. C) Cuantificacidon de porcentajes de células con localizacién
nuclear (N), citoplasmatica (C), o en ambos compartimentos (N/C) de las construcciones PTEN-L.

A continuacién, comparamos la expresidon relativa de las variantes N-
terminales del sistema genitourinario en PTEN y PTEN-L. En el background de PTEN-L.1,
la cantidad de PTEN en los distintos mutantes fue variable, mientras que la cantidad de
PTEN-L se mantuvo constante en todos los casos (Figura 38A). También realizamos
estos experimentos con algunas variantes en el background de PTEN-L.5 que mimetiza
las condiciones naturales de traduccién de PTEN-L, y obtuvimos resultados similares
(Figura 38B). Estos resultados indican que la abundancia relativa de algunas variantes

de PTEN es menor en PTEN que en PTEN-L.
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Figura 38. Comparacion de la expresion relativa de las variantes de tumores del sistema
genitourinario en las isoformas PTEN-L.1 y PTEN-L.5. Las células COS-7 se transfectaron con
plasmidos A) PTEN-L.1 y B) PTEN-L.5 con las respectivas variantes. Las bandas de PTEN, PTEN-L.1 y
PTEN-L.5 se cuantificaron, y en los gréficos se representa la proporcion PTEN/PTEN-L.1 y PTEN/PTEN-
L.5 respectivamente. Los datos son la media de, al menos, dos experimentos independientes. Las
barras corresponden a la media £ SD.

Ademads, como las variantes con truncaciones C-terminales de PTEN causan
inestabilidad de la proteina (58) comparamos la expresién de algunas variantes
asociadas a tumores en PTEN y PTEN-L (Figura 39). La reactividad de las truncaciones se
perdié antes en PTEN que en PTEN-L, indicando que en el background de PTEN-L la

estabilidad de la proteina es mayor.
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Figura 39. Comparacion de la expresion relativa de las variantes con truncaciones
C-terminales asociadas a tumores en PTEN y PTEN-L.1. Las células COS-7 se
transfectaron con plasmidos con las respectivas variantes de PTEN y PTEN-L.1. El
anticuerpo utilizado en el Western blot fue un anticuerpo anti-PTEN N-terminal. En
los graficos se representa la cuantificaciéon de las bandas de PTEN y PTEN-L
respectivamente. Los datos son la media de, al menos, dos experimentos
independientes. Las barras corresponden a la media + SD.

3.5.2. Actividad funcional

Comparamos la actividad de las variantes N-terminales de tumores del sistema
genitourinario en PTEN y en PTEN-L. Pudimos observar que algunas variantes (R14G o
M35I) que eran inactivas en PTEN, en PTEN-L recuperaban la actividad (Figura 40), lo

cual sugiere una mayor tolerancia funcional a las mutaciones en el caso de PTEN-L.
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Figura 40. Actividad funcional de variantes de PTEN y PTEN-L en células de mamiferos. Las células
COS-7 se co-transfectaron con diferentes combinaciones de plasmidos que codifican Aktl y las
variantes de PTEN y PTEN-L.1. La fosforilacién de Akt (como medida indirecta de la actividad
fosfatasa de lipidos de PTEN) se determind mediante Western blot usando el anticuerpo anti-pAkt
(S473). Se usaron anticuerpos especificos para ver la expresion de Akt total, PTEN (6H2.1) y GAPDH
(como control de carga). Los graficos representan la proporcion pAkt/Akt de cada condicién. Los
datos son la media de, al menos, dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la
media £ SD. Se muestran los valores P de la prueba t de Student.

3.5.3. Localizacion subcelular

Por ultimo, comparamos la localizacién subcelular de estas mutaciones en
PTEN-GFP y en PTEN-L.1 GFP. En estos experimentos, mutamos la Met174 de PTEN-L a
lle (M1741) (Metl de PTEN) para minimizar la expresion de PTEN (Figura 41A). La
localizacién subcelular de PTEN-L GFP y PTEN-L M174I-GFP fue similar,

predominantemente citoplasmatica, a diferencia de PTEN-GFP (Figura 41B).
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Figura 41. Comparacion de la expresion y localizacion subcelular de PTEN-L.1 GFP y PTEN-L.1 M174l-
GFP. A) Expresion relativa de PTEN-L.1 GFP y PTEN-L.1 M174I-GFP. Western blot de lisados de células
COS-7 transfectadas con los pldasmidos correspondientes. B) Microscopia de fluorescencia para el
estudio de la localizacion subcelular de células COS-7 transfectadas con los plasmidos PTEN-GFP,
PTEN-L.1 GFP y PTEN-L.1 M174I-GFP.

Todas las variantes en PTEN-L mostraron una localizacidon citoplasmica
excluyente del nucleo, a diferencia de las variantes en PTEN, que en algunos casos eran
nucleares (Figura 42). Podemos concluir que la region adicional de PTEN-L en la regién
N-terminal afecta a la localizacién de la proteina, evitando que se acumule en el nicleo,

incluso en variantes nucleares de PTEN.
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Figura 42. Estudio de la localizacién subcelular de variantes N-terminales en PTEN y PTEN-
L.1. A) Microscopia de fluorescencia de células COS-7 transfectadas con plasmidos que
codifican las diferentes mutaciones en PTEN-GFP y PTEN-L.1 M174I-GFP. B y ()
Cuantificacion de porcentajes de células con localizacion nuclear (N), citoplasmatica (C), o en
ambos compartimentos (N/C) de las mutaciones en PTEN-GFP y PTEN-L.1 M174I-GFP.
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Discusion

1. El protocolo de mutagénesis dirigida optimizado para un

mejor rendimiento y eficiencia

En esta tesis, hemos podido concluir que los oligonucledtidos mutagénicos de
longitud fija predefinida proporcionan condiciones de amplificacion de PCR eficientes y
facilitan trabajos experimentales a gran escala para la sustitucion de aminoacidos
mediante mutagénesis dirigida. Hemos estandarizado el uso de oligonucleétidos de 29
bases para todos nuestros experimentos, lo que disminuye la posible formacién de
estructuras secundarias por el uso de oligonucledtidos mas largos. Sin embargo, para
pldsmidos dificiles de amplificar puede que siga siendo necesario optimizar el disefio de
los oligonucleétidos y las condiciones de PCR. Ademas, hay que tener en consideracion
que, para una transformacion exitosa, se recomienda el uso de células de E. coli. con

alta competencia.

La cantidad de producto de PCR obtenida fue proporcional al nimero de
colonias bacterianas obtenidas tras la transformacién, y cuando se obtuvieron un bajo
numero de colonias, la banda del producto de PCR fue casi inexistente (Figura 13). Sin
embargo, no hemos encontrado relacién entre la eficiencia de la transformacion y la

longitud del oligonucleétido, Tm, o contenido en GC.

La combinacién de plasmidos de tamaino similar (nuestros vectores pRK5 y
pYES2 tienen un tamafio de 4,8 y 5,9 kbp, respectivamente) resulta efectiva para la
obtencién simultdanea de mutaciones de ADNc en pldsmidos diferentes. Dado que la
amplificaciéon de PCR depende del tamafo del producto final, las combinaciones de

pldsmidos de tamafios muy diferentes podrian resultar menos productivas.

La mutagénesis de alanina scanning es un procedimiento habitual para el
estudio de la funcidn de una proteina. Junto a ensayos funcionales o biofisicos permite
investigar las relaciones estructura-funcion y evaluar la contribucién de cada
aminoacido de forma individual a la funcionalidad de todo el polipéptido. Se han

realizado varios enfoques para estimar la diversidad e integridad en las bibliotecas
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realizadas mediante mutagénesis dirigida aleatorizada utilizando oligonucleétidos
degenerados (232, 233). Como hemos podido observar en nuestros experimentos, para
obtener mutaciones individuales a alanina, se pueden usar combinaciones de hasta 4
pares de oligonucleétidos consecutivos, aunque la obtencién de mutaciones no sigue
necesariamente una tendencia estocastica (Tabla 9). Por otra parte, las combinaciones
de mas de 4 pares de oligonucledtidos consecutivos permiten la generacién adicional
de mutaciones multisitio en residuos cercanos, en una Unica reaccién de mutagénesis.
El programa desarrollado para el disefo de oligonucledtidos mutagénicos facilita la

realizacion de estos experimentos.

La generacién de mutantes multiples en el mismo aminoacido es de gran ayuda
para estudiar la relacién entre la estructura, la funcién y la secuencia de regiones de
proteinas de especial interés, sobre todo, en residuos funcionales de proteinas cuya
ganancia o pérdida de funcién es causante de una enfermedad, como oncoproteinas o
supresores tumorales. Dicho enfoque se ha explorado como una posible alternativa
para el uso de mezclas de oligonucledtidos mutagénicos degenerados (234, 235).
Nuestros procedimientos facilitan la obtencién de un gran numero de mutaciones
diferentes para posiciones de residuos individuales, realizando varias rondas de
mutagénesis en un solo tubo, usando mezclas de oligonucleétidos mutagénicos
estandarizados. Esto es particularmente util cuando se desean conjuntos definidos de
sustituciones multiples, como es el caso de mutaciones de residuos individuales
asociadas a enfermedades (236).En conjunto, la combinacion de pares de
oligonucledtidos mutagénicos predefinidos dirigidos al mismo residuo y reacciones
repetidas de PCR aumenta y simplifica la producciéon de una coleccién de mutaciones

estocasticas.

Caracterizar experimentalmente millones de posibles variantes en miles de
genes clinicamente importantes requiere ensayos generalizables. Recientemente, se
han desarrollado métodos de mutagénesis de saturacién para evaluar exhaustivamente
el efecto de las mutaciones no sindnimas en PTEN (237). Ademas, se han llevado a cabo

ensayos de abundancia de variantes de proteinas mediante secuenciacién masiva,
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midiendo los efectos de miles de variantes de una proteina sobre la abundancia
intracelular de forma simultdnea (238). Estos avances metodolégicos mejoran la
habilidad de interpretar los efectos funcionales de mutaciones de proteinas de gran

interés clinico, como es el caso de PTEN.

2. Anticuerpos anti-PTEN reconocen diferentes epitopos de la

cola C-terminal de PTEN

El mapeo preciso de epitopos de AcM que reconocen biomarcadores en cancer
es fundamental para la interpretacion de sus patrones de inmunotincién, asi como para
proporcionar un diagndstico de IHC preciso en oncologia clinica. Por ejemplo, se han
generado AcM anti-BRAF, anti-EGFR o anti-p53 que reconocen especificamente
mutaciones hotspot en estas proteinas relevantes en cancer. Esta informacion podria
ser muy valiosa para diagndsticos de precisidon basados en IHC y para nuevas terapias
potenciales de precision (199, 239, 240). Ademas, el uso de AcM para la cuantificacion
de biomarcadores por otros métodos también depende de su reconocimiento
especifico del epitopo. Sin embargo, muchos de los AcM usados en investigacién, o
aquellos estandarizados para su uso rutinario en la clinica, no se han obtenido contra
epitopos disefiados racionalmente, siendo importante definir el epitopo reconocido en
el contexto de la proteina diana completa. En la presente tesis, hemos realizado un
mapeo de epitopos de precisién de seis AcM anti-PTEN adecuados para IHC, cuya
reactividad hacia PTEN, a un nivel de alta precision, era desconocida. Para todos los
AcM hemos identificado epitopos lineales de 6-11 aminodcidos de longitud,
comprendidos entre los aminoacidos 386-402 de la cola C-terminal desordenada de
PTEN (Figura 27). En la obtencion de los AcM analizados se usaron, en algunos casos,
péptidos sintéticos C-terminales como inmundgenos, pero en otros se utilizaron
regiones de PTEN mas grandes (Tabla 12), lo cual resalta la inmunodominancia de la
secuencia C-terminal de PTEN. Ademas, la mayoria de los AcM anti-PTEN disponibles,

incluyendo AcM conjugados adecuados para técnicas como la citometria de flujo, se
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han obtenido por inmunizacién con péptidos C-terminales de PTEN (241). Las regiones
de proteina intrinsecamente desordenadas son propuestas como sefiales de secuencia
adaptables, expuestas al disolvente, que dinamicamente regulan las interacciones y la
funcion de las proteinas (242). Esto podria explicar el efecto inmunodominante de
estas regiones C-terminales de PTEN. La proteina PTEN estd muy conservada entre
humanos y roedores, con una semejanza del 99-100% en la secuencia aminoacidica; la
Unica diferencia reside en el aminoacido 398 (Thr en humanos; Ser en ratdn). La
variante PTEN humana T398S (imitando a PTEN del ratén) fue reconocida por todos los

AcM analizados (Figura 25).

Nuestro mapeo de precisién de los epitopos lineales C-terminales de PTEN nos
permitid comprobar la presencia de antigenos humanos con reactividad cruzada
potencial con los AcM anti-PTEN analizados. No detectamos reactividad cruzada con
SERPINB9 ni con CAMK2G, dos proteinas con importancia en canceres humanos (Figura
22). Sin embargo, algunos de los AcM analizados en nuestro estudio proporcionaron
resultados de tincion de IHC sugestivos de una tincion de falsos positivos, en
comparacién con los resultados de FISH de las mismas muestras (Tabla 13), aunque no
podemos descartar por completo la existencia de falsos negativos mediante el analisis

de FISH.

La regulacién de la funcién de PTEN se da en multiples niveles, incluyendo
modificaciones postraduccionales como la fosforilacién (42). Curiosamente, las
variantes de PTEN T398E y T398D (pero no las variantes T398Q ni T398N), que pueden
imitar la fosforilacion de PTEN en la Thr398 por la quinasa ATM, en respuesta a dafios
de ADN (89), no fueron reconocidas por los AcM SP218 y 17.A (Figura 24). Asimismo,
las variantes de PTEN encontradas en tumores o en la linea germinal de pacientes
fueron reconocidas de forma diferente por cada AcM, pese a que estas variantes no
mostraron alteraciones funcionales (Figuras 25 y 26). Esto es relevante a la hora de
interpretar los resultados de IHC de muestras tumorales usando estos AcM, o para la
cuantificacion de PTEN de biopsias humanas, ya que seria indicativo de la pérdida de la

proteina PTEN si las muestras llevan esas alteraciones.
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Las mutaciones en el gen PTEN que generan codones de terminacion
prematura son relativamente abundantes en tumores y en pacientes, y dan lugar a
proteinas de PTEN truncadas que son inestables (58). Ademas, se ha descrito una
isoforma de splicing alternativo, PTEN-A, la cual carece de los aminodcidos 344-403 de
PTEN codificados por el exdn 9 como resultado de la incorporacion del intrén 8 en el
ARNm de PTEN (122, 124). Finalmente, PTEN puede ser cortado por la caspasa-3 en los
residuos Asp371, Asp375 y Asp384, generando formas truncadas con estabilidad y
localizacién subcelular alteradas y con una interaccién defectuosa con otras proteinas
(47, 52) (Figura 27). Nuestro mapeo de epitopos revela que, independientemente de
las propiedades funcionales, los truncamientos C-terminales de PTEN patoldgicos o
fisiolégicos carecen de los epitopos reconocidos por los AcM anti-PTEN analizados.
Seria relevante caracterizar y estandarizar otros AcM anti-PTEN que reconozcan
epitopos en otras regiones definidas de PTEN (221), asi como AcM que reconozcan
especificamente las distintas isoformas de PTEN N-terminales, con el objetivo de poder
analizar la expresidon y funcion de estas formas de PTEN durante los procesos
oncogénicos. En la actualidad, no existen anticuerpos anti-PTEN estandarizados que se
estén utilizando en IHC clinica de diagndstico, siendo ésta una técnica muy significativa
y rutinaria. Por tanto, es necesario profundizar en el estudio de AcM anti-PTEN con
utilidad clinica. En este sentido algunos abordajes computerizados estan permitiendo
mejorar la reproducibilidad y la homogeneidad en la deteccidn de biomarcadores como

PTEN, respaldando los resultados obtenidos por los patélogos (243).
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3. Mutaciones de la zona N-terminal afectan a la localizacion,

estabilidad y actividad de PTEN

Las variantes de PTEN asociadas a ASD frecuentemente causan
desestabilizacidn y degradacion de la proteina PTEN (119, 231). A diferencia de otras
variantes patoldgicas de PTEN (tales como Q17P o D252G), que afectan fuertemente la
catalisis o la estabilidad de la proteina, la variante Q17E mostré una actividad fosfatasa
ligeramente disminuida y una estabilidad proteica normal en las células (Figuras 30-32),
lo cual concuerda con la ausencia de dicha variante (hasta la fecha actual) en bases de
datos de mutaciones somaticas de cdncer. En base a los resultados obtenidos,
podemos concluir que la variante de PTEN Q17E solo se ve parcialmente afectada en su
actividad catalitica in vivo. Estos resultados coinciden con otros que muestran una
actividad fosfatasa de PIP3 in vitro similar en PTEN Q17E y en PTEN WT (244). La
reduccion parcial de la actividad fosfatasa de PTEN podria ser una caracteristica de
algunas mutaciones de PTEN con manifestaciones fenotipicas variables en los

pacientes.

La porcién N-terminal de PTEN, junto con la region C-terminal fosforilable, es
crucial para ejercer su actividad fosfatasa de PIP; en las células, participando en la
regulacion dinamica del estado conformacional de PTEN (abierto/cerrado), que regula
su localizacion subcelular, estabilidad y funcidén (134, 245, 246). La mayoria de las
moléculas de PTEN se encuentran en el citoplasma en una conformacion cerrada
debido a interacciones entre la cola C-terminal y la regidn core. La desfosforilacidn de la
cola abre la conformacién, exponiendo su zona de unién a la membrana en la region
core, reclutando PTEN a la membrana. Como hemos podido observar en nuestros
experimentos, la variante Q17E mostré una mayor acumulacién nuclear en
comparacién con PTEN WT (Figuras 33 y 34), de acuerdo con otros trabajos donde se
ha visto que la variante Q17E se acumula ligeramente en el nucleo (244, 246). Los
experimentos usando como controles mutaciones de la Lys13 (K13), la cual forma parte

del motivo NLS de PTEN y es necesaria para la acumulacion de PTEN en el nucleo,
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demostraron que la acumulacién nuclear de PTEN Q17E dependen de la integridad de

su NLS N-terminal.

En este trabajo, hemos observado cémo mutaciones de linea germinal y de
tumores que comprenden los residuos 17-26 muestran una mayor acumulacién nuclear
(Figura 35B). Esto coincide con estudios previos que proponen la existencia de una
sefial de localizacion citoplasmica en esta region de PTEN (247). Alternativamente, la
regién 17-26 de PTEN podria comportarse como un motivo de exclusidon nuclear, como
se ha propuesto para las regiones en los loops Tl, CBR3 y Ca2 (44, 53), que dificultaria la
exposicién del motivo atipico NLS de los residuos 8-32. El motivo de unién a PIP, de
PTEN (PBM) se superpone con el motivo NLS (Figura 28) proponiéndose un papel
cooperativo para el PBM y el loop Tl del dominio PTP, y de los loops CBR3 y Ca2 en el
dominio C2, para la unién y activacidon de PTEN a la membrana plasmatica (61, 248). En
conjunto, los resultados obtenidos indican que el loop expuesto en la region NLMs N-
terminal de PTEN (Figura 29) podria funcionar como un sensor conformacional de PTEN

que regula tanto su localizacién subcelular como su actividad de fosfatasa de lipidos.

Las mutaciones asociadas a tumores en el extremo N-terminal de PTEN
muestran una capacidad reducida para unirse a la membrana plasmatica (249).
Nuestros resultados sugieren que la acumulacidon nuclear de PTEN podria ser un
marcador indicativo de la pérdida de actividad fosfatasa PIP; de PTEN en pacientes que
posean estas variantes en la regidn N-terminal (Figura 35). Es posible que la
acumulacion nuclear de PTEN mutado en su region N-terminal (como PTEN Q17E) le
impida ejercer su actividad fosfatasa PIP; en la proximidad de la membrana plasmatica.
No obstante, no se puede eliminar la posibilidad de que las mutaciones afecten
también a la activacion de PTEN por PIP,, independientemente de su transporte al
nucleo. Conjuntamente, nuestros resultados demuestran que la localizacién subcelular
de PTEN depende de la integridad de su extremo N-terminal. Por lo tanto, la posibilidad
de interferir en la funcién de PTEN mediante el control de su localizacién seria un punto
relevante de intervencién en la prevencidn o tratamiento de enfermedades asociadas a

este supresor tumoral.
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La region N-terminal mutada que da lugar a PTEN nuclear podria manifestar
un papel disfuncional independientemente de su catdlisis, relacionado con la retencién
nuclear de PTEN que se encuentra en algunos tumores o en células de algunos
pacientes con PHTS (250, 251). La acumulaciéon de PTEN en el nucleo se correlaciona
inversamente con la proliferacién y transformacién celular, atribuyéndole una variedad
de funciones bioldgicas que podrian cooperar para controlar el crecimiento celulary la
apoptosis (252). Es probable que un cambio en la compartimentacion celular afecte a la
funcién de PTEN, dando como resultado la pérdida de la actividad supresora del
crecimiento, pero preservando su actividad fosfatasa lipidica. Pese a todo, son
necesarios mas estudios para profundizar en los mecanismos por los cuales PTEN
nuclear con mutaciones N-terminales puede ser causante de enfermedades como PHTS

y ASD.

3.1. Las variantes N-terminales de tumores del Sistema Genitourinario

afectan de diferente manera a PTEN y PTEN-L

Aunque la prevencioén (especialmente en PCa) ha mejorado las posibilidades de
tratamiento temprano y la supervivencia de pacientes con canceres uroldgicos, todavia
no existen terapias especificas efectivas frente a las formas avanzadas de estos tipos de
cancer, siendo los tratamientos mas habituales la cirugia, la terapia hormonal (en el
caso del PCa), la radioterapia y la quimioterapia inespecifica. Exceptuando la cirugia, el
resto de las modalidades terapéuticas ofrece resultados parciales. La mortalidad
asociada a canceres uroldgicos en la poblacidn espafiola es, aproximadamente, de 1/6
casos en PCa y de 1/3 casos en BCa y RCC, por lo que es importante el desarrollo de
nuevas metodologias de diagndstico y prondstico, y de terapias dirigidas de mayor

eficacia.

Se ha estudiado poco las diferencias funcionales entre las isoformas PTEN vy
PTEN-L. Nuestro trabajo ha desvelado que la expresidén y localizaciéon subcelular de
PTEN y PTEN-L es diferente y que en las células tiene lugar la coexpresién de ambas

formas (Figura 37). Ademas, hemos descubierto que las variantes N-terminales de
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tumores genitourinarios presentan diferencias en funcién de la isoforma PTEN o PTEN-
L. Mientras que en PTEN la abundancia de la proteina dependié de la variante, en
PTEN-L se mantuvo constante (Figura 38), en parte debido a una mayor estabilidad,
como reflejan los experimentos con cicloheximida (Figura 36). Dicha observacién
también pudimos corroborarla con variantes de truncaciones de la region C-terminal de
PTEN asociadas a tumores, las cuales son causantes de inestabilidad. En PTEN-L la
estabilidad se perdid mas tarde segun avanzabamos hacia la regiéon N-terminal (Figura
39). Estos resultados sugieren que la tolerancia en PTEN-L a la pérdida de estabilidad es

mayor que en PTEN.

Sin embargo, variantes que son menos abundantes en PTEN, como Y27N
(Figura 38), no recuperaron su actividad en PTEN-L, pese a aumentar la abundancia
(Figura 40). Otras variantes analizadas, como R14G, si recuperaron su actividad en la
isoforma PTEN-L (Figura 40). Finalmente, en cuanto a la localizacién subcelular, PTEN-L
siempre presentd una localizacién totalmente excluyente del nlcleo
independientemente del tipo de mutacidén, a diferencia de PTEN (Figura 42). Es
evidente que la regién N-terminal adicional de PTEN-L hace que la proteina se regule
de diferente manera, localizandose exclusivamente en el citoplasma. A este respecto,
se ha observado que PTEN-L se puede translocar al nucleo en respuesta al estrés
celular e influir en la supervivencia celular (253) . En resumen, los efectos de diferentes
variantes en PTEN y PTEN-L pueden ser diversos: 1) la estabilidad de la proteina en
PTEN-L puede ser mayor que en PTEN; 2) la catalisis de PTEN-L puede no verse afectada
por la mutacion, pero si la catdlisis de PTEN; y 3) la catalisis de ambas isoformas puede

verse afectada por la mutacion.
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4. PTEN como biomarcador y como diana terapéutica

Actualmente, el papel de PTEN como biomarcador de prondstico o predictivo
sigue siendo un tema de debate. Existen dificultades para poder evaluar la
funcionalidad de PTEN, no existiendo ninguna prueba validada para ello, por lo cual
existen muchas discrepancias con respecto al valor prondstico/predictivo que pueda
tener PTEN en los tumores. No obstante, la pérdida de PTEN se ha identificado como
un factor de prondstico en muchos tipos de cancer. En PCa esta relacionada con un alto
indice de agresividad y una mayor probabilidad de metastasis y riesgo de muerte (254,
255), asi como en cancer renal, donde la pérdida de PTEN se asocia con una peor
supervivencia debido a su papel en el aumento de la agresividad y la progresidn de este
tipo de tumor (256). En otros tipos de canceres, como el cancer de endometrio, la
pérdida de PTEN es un biomarcador para el diagndstico temprano (257), y se ha
propuesto la determinacién de PTEN mediante IHC como un criterio valido para el
diagnéstico diferencial temprano entre hiperplasia benigna y premaligna. Las
mutaciones en el gen PTEN también se asocian con un mal pronéstico, como ocurre en
el glioma, donde la incidencia de mutaciones es muy alta, en asociacidon con una
disminucién en el tiempo de supervivencia de los pacientes (258). En melanoma, el gen
no esta alterado frecuentemente, pero la pérdida de PTEN se produce juntamente con

mutaciones activadoras de BRAF (259).

Ademas de su papel como un biomarcador de prondstico, la pérdida de PTEN
también podria usarse como un factor predictivo de respuesta farmacolégica en varios
tipos de cancer, como canceres de préstata, mama y endometrio, entre otros. Su
posible papel en la respuesta a la radioterapia, la quimioterapia, asi como en las
terapias dirigidas y las combinaciones de estas, es de gran importancia, por lo que
actualmente supone una importante via de investigacion. A pesar de que muchos
estudios destacan la importancia de PTEN como un potencial biomarcador de
prondstico y predictivo en el cancer, todavia no existen ensayos de deteccién de PTEN

validados que permitan analizar su expresion y funcion (260).
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La modulacién de la actividad de PTEN y de los niveles de la proteina es
considerada como una estrategia terapéutica potencial (261). Los cambios en la dosis
funcional de PTEN pueden provocar grandes efectos bioldgicos (262). Por un lado, una
reduccidon de la dosis funcional de PTEN puede promover el crecimiento y la
proliferacion celular, considerandose beneficioso en medicina regenerativa y en la
enfermedad de Alzheimer afectando en este caso a la agregacién B-amiloide (263,
264). Sin embargo, el disefo de inhibidores especificos de PTEN sigue siendo una ardua
tarea, debido principalmente a la conservacion evolutiva del centro activo de las
diferentes fosfatasas de tirosina, asi como a la alta polaridad del sitio activo de PTEN, lo
cual dificulta el desarrollo de inhibidores permeables a las células (231, 265). Por otro
lado, el aumento de la dosis funcional de PTEN y, por lo tanto, el fomento de su
actividad supresora de tumores, se ha propuesto como una estrategia contra el cancer.
El aumento de su dosis funcional también puede aplicarse para el tratamiento de otras
enfermedades relacionadas con la inactivacion de PTEN, como ciertas formas de

autismo (266, 267) y sindromes con predisposicion al cancer.

El uso de estrategias farmacoldgicas para revertir las consecuencias de la
pérdida de PTEN ha sido siempre objeto de estudio. Aun asi, el aumento de la dosis
funcional de PTEN sigue siendo un reto particularmente desafiante. Pequefios cambios
en la actividad celular de PTEN pueden tener grandes repercusiones en la propagacion
del tumor (262), pero la posibilidad de incrementar directamente la actividad
enzimatica de PTEN es de dificil abordaje. Otra estrategia seria antagonizar la accién de
la PI3K mediante el uso de inhibidores que estan siendo utilizados en oncologia clinica
en la actualidad (268). Sin embargo, la mayoria presentan problemas de eficacia
relacionados con toxicidad y resistencia terapéutica (269). Por otra parte, PTEN tiene
funciones adicionales mas alld de desfosforilar PIP; (89), por lo que estas funciones no

se restablecerian mediante la inhibicion de la PI3K.

Existen diferentes enfoques para una posible reactivacién de PTEN en tumores
asociados a una disfuncion de la proteina. En tumores con pérdida completa de PTEN,

la administracion de proteinas terapéuticas de PTEN (270, 271) podria ser eficaz. En
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tumores con delecién monodlelica de PTEN o con fallos en los mecanismos de
regulacién, se podria restablecer o mejorar la funcién y los niveles de PTEN a través de
la potenciacién de la dimerizacién, transcripcidn y regulacién postranscripcional. Por
ultimo, también se podria recurrir a la edicién genética para corregir mutaciones
somaticas de PTEN o disefiar variantes mejoradas de PTEN (42). También se estan
disefiando compuestos para localizar PTEN en la membrana plasmatica (272),
promoviendo asi su actividad fosfatasa, o variantes de PTEN con una actividad fosfatasa

optimizada, como ePTEN (244), pudiendo tener una importante aplicacion terapéutica.

Pese a todos los estudios de posibles terapias con PTEN, el reemplazo directo
de este supresor tumoral en células se ha considerado farmacolégicamente complejo
hasta que se describié la existencia de isoformas secretables de PTEN, como PTEN-L. Se
ha visto que el tratamiento con PTEN-L exdgeno, al penetrar en las células receptoras,
regula negativamente la sefializacién de PI3K teniendo un importante efecto en el
retroceso del tumor induciendo la apoptosis (112, 273). La posibilidad de que PTEN-L
secretado entre en las células cancerosas y reprima la proliferacién del cancer tiene un
potencial terapéutico significativo; sin embargo, un inconveniente vendria dado por la
alta incidencia de mutaciones somaticas de PTEN en tumores, ya que estas mutaciones
podrian propagar su sefial aberrante al microambiente tumoral e interferir con la
actividad enddgena supresora tumoral de PTEN no mutado (274). No obstante, se cree
que PTEN-L podria ser un nuevo modulador de la sefalizacidn intracelular de PTEN
(275), y recientemente se ha desarrollado una versidn optimizada de PTEN-L para
mejorar su secrecidon e internalizacién en células aceptoras (276). Ademas, se estan
empleando herramientas como la edicion de genes CRISPR/Cas9 (277), asi como
fusiones de PTEN-L-p53 (278) como enfoques novedosos para el tratamiento del

cancer.

Por todo ello, PTEN-L podria tener importantes aplicaciones terapéuticas,
siendo necesario realizar una profunda caracterizacion molecular y un analisis
exhaustivo de su expresidn tisular. También sigue siendo preciso indagar en los

mecanismos que regulan el reconocimiento intercelular de PTEN-L, asi como evaluar si
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PTEN-L afecta a las células cercanas (a través de una sefial paracrina) o puede actuar en

distancias largas (accién endocrina) (274).
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Conclusiones

Las conclusiones derivadas del trabajo presentado en esta tesis doctoral son las

siguientes:

1. La optimizacion del protocolo de mutagénesis dirigida nos ha permitido obtener
mutaciones a gran escala de nuestra proteina de interés, PTEN, con una mayor

eficiencia.

2. Los AcM anti-PTEN disponibles eficientes en IHC presentan diferente sensibilidad y
especificidad en el reconocimiento de epitopos especificos dentro de la region C-

terminal de PTEN.

3. Nuestro mapeo de epitopos indica que, independientemente de sus propiedades
funcionales, las variantes C-terminales de PTEN patoldgicas o fisiolégicas, pueden
mostrar un reconocimiento alterado por AcM anti-PTEN especificos, lo que podria

tener implicaciones diagnésticas importantes.

4. La localizacion subcelular y la actividad fosfatasa de PTEN dependen de la integridad
de su extremo N-terminal. La variante analizada Q17E presenta una actividad fosfatasa
ligeramente reducida y es estable en las células, ademas de mostrar una localizacion

predominantemente nuclear.

5. Las variantes N-terminales de PTEN encontradas en tumores genitourinarios se
comportan de diferente manera en funcidn de la isoforma PTEN o PTEN-L. Mostrando

cambios en la abundancia, actividad y localizacién de la proteina.
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