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1. INTRODUCCION

En la naturaleza nada hay superfluo.

Averroes






Introduccion

1.1LA EPIDERMIS.

La epidermis es un epitelio estratificado y queratinizado que forma la barrera entre
el organismo y su ambiente, realizando una funcion esencialmente protectora ante todo
tipo de agresiones externas (Fig. 1). Este tgjido se encuentra constituido por diferentes
poblaciones celulares (queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de
Merkel), siendo el queratinocito, uno de los prototipos de célula epitelial, el tipo celular
mas abundante (més del 80% en epidermis humana adulta). EI melanocito es €
responsable de la pigmentacién de la piel mientras que la célula de Langerhans es un tipo
de célula dendritica que cumple funciones inmunologicas (Kimber y cols., 2000). Por
altimo, la célula de Merkel tiene una funcidn de carécter sensoria (Fantini y Johanson,
1995). Subyacente a la epidermis, se encuentra la dermis, una matriz de tejido conjuntivo
donde se localizan células especializadas, 10s fibroblastos, junto con vasos sanguineos,
canales linfaticos y terminales nerviosos.

Laepidermis se organiza en diferentes capas o estratos (Fig. 1), clasificados como
sigue:

- Estrato germinativo o basal: separado de la dermis por la membrana basal, se
localizan aqui las células con capacidad proliferativa de la epidermis (Lavker y Sun,
1983; Potten y Morris, 1988;).

- Estrato espinoso: su nombre deriva de la apariencia que los desmosomas,
complgjos proteicos de adhesion intercelular, presentan bajo microscopia optica (Franke y
cols., 1987). Estas uniones intercelulares conectan € citoesqueleto de diversas células
contribuyendo a la integridad del tgido y a las propiedades de barrera de la epidermis
(Franke y cols, 1987). Las células de este estrato, aunque no han perdido totalmente la
capacidad mitética, normalmente no se dividen (Bailleul y cols., 1990).

- Estrato granuloso: en esta capa, las células se caracterizan por la presencia de
numerosos granulos de queratohialina que le confieren un aspecto caracteristico (Resing y
Dale, 1991). Dichos granulos, formados por proteinas como la profilagrina, estan unidos
al citoesqueleto, y conducen, tras complejos procesamientos proteoliticos, a su
agregacion. También existen granulos lamelares cuya exocitosis libera material lipidico
alrededor de la célula (Grubauer y cols., 1989) lo que contribuye a la funcién de barrera
de la epidermis. Otras proteinas estructurales como la loricrina o la involucrina, también

se expresan agui. Una enzima dependiente de iones Ca®*, la transglutaminasa, une
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guimicamente estas proteinas a otras de la membrara plasmaética, organizando la envuelta
celular cornificada caracteristica del Ultimo estrato (Hashimoto, 1969).

- Estrato corneo: multicapa de células anucleadas diferenciadas terminalmente y
suspendidas en una matriz lipidica (Potts y Francour, 1991; Plewig y cols., 1997). Este
estrato es el responsable final de la funcion protectora de la epidermis.

Loricring Chrnen &
Filagrina Granuloso
Involucrina (g0 No proliferativa
Espinoso
K1 +KIn
L
KS+K14 0 Basal Proliferativa

Membrana Basal
Laminina I, Nidogen
Coldgena TV

Filumentus e anclaje
Coldgens V11 Placa de anclaje

Hemidesmosona

Fig. 1: La epidermis. Esqguema de la epidermis en e que se representan la capa basal
proliferativa asi como los diferentes estratos suprabrasales (Basal, Espinoso, Granuloso y CArneo). En
cada uno de los estratos se especifican las proteinas marcadoras que se expresan en los mismos. Del
mismo modo, se esquematiza la membrana basal y su unién mediante hemidesmosomas, asi como alguna

delas proteinasimplicadas

La formacion de todos estos estratos es e resultado de un complejo proceso
programado de diferenciacion. El queratinocito de la capa basal, no diferenciado y con
capacidad mitdtica, recibe sefiales no muy bien conocidas como resultado de las cuales,
migra hacia capas superiores a la vez que pierde completamente su capacidad
proliferativa y diferencia de forma gradual para transformarse en queratinocito corneo,
célula muerta, anucleada, con forma de escamay altamente diferenciada (Eckert y Rorke,
1989; Fuchs, 1990; Leighy cols., 1994). Este, se desprende de manera continua a medida
gue se produce € recambio celular proveniente de capas inferiores. Dicho recambio
necesita de un balance cuidadosamente regulado entre los diferentes procesos de

proliferacion y diferenciacion que afectan al queratinocito basal (Fig. 1).
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1.2 PROCESO DE DIFERENCIACION EPIDERMICA IN VIVO.

Durante la diferenciacion, € queratinocito sufre grandes cambios bioguimicos y
morfolbgicos, iniciando la sintesis de diferentes proteinas enzimaticas y estructurales de
formasecuencial (Fig. 1). Estas proteinas son caracteristicas del estadio de diferenciacion
y, por tanto, del estrato donde se localice el queratinocito (Eckert y cols., 1989; Fuchs,
1990; Yuspa, 1994). En consecuencia, se pueden usar como marcadores de |os diferentes
estadios por los que atraviesa € queratinocito durante la diferenciacion. Dichos
marcadores forman parte de las dos estructuras caracteristicas del queratinocito, el
citoesqueleto de filamentos intermedios y la envuelta celular cornificada:

A) En todas las células epiteliades, incluidos los queratinocitos, los filamentos
intermedios que conforman el citosqueleto, estan formados por las queratinas, una gran
familia de a menos 20 miembros relacionados que se expresan de forma especifica de
tgjido (Moll y cols.,, 1982). La formacion de filamentos de queratina requiere la
asociacion de una queratinatipo | o acidicay otradetipo Il o basica que se engarzan una
arededor de la otra. El dimero de queratina es €l elemento esencial para la formacion del
filamento (Steinert y cols., 1985). En e queratinocito epidérmico se expresan
fundamental mente dos parejas de queratinas:

- Queratinas 5y 14 (K5 y K14): localizadas Unicamente en queratinocitos
de la capa basal (Fig. 1; Purkis y cols., 1990). En capas superiores se inhibe su
transcripcion.

- Queratinas 1 y 10 (K1 y K10): cuya sintesis comienza en € estrato
espinoso y son usadas como marcadores clasicos de diferenciacion temprana (Fig. 1;
Fuchsy Green, 1980; Roop y cols.,, 1988; Stoler y cols., 1988).

B) Ademas del citoesgueleto de filamentos intermedios, la envuelta celular
cornificada es el elemento diferencial del queratinocito postmitético. Durante la
diferenciacion, la célula se vuelve permeable a los iones de Ca®* del medio extracelular 1o
gue permite la activacion de ciertas enzimas cataliticas, las transglutaminasas (Folk y
Chung, 1973). Dichas enzimas, localizadas en € estrato granuloso, uniran de forma
covalente a la membrana varios tipos de proteinas formando la envuelta celular
cornificada:

- Involucrina: se encuentra en las capas mas superiores del estrato espinoso
siendo precursor de la envuelta celular cornificada y substrato esencial de la enzima
transglutaminasa (Fig. 1; Ricey Green, 1979).
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- Loricrinay filagrina: ambas proteinas se sintetizan en el estrato granuloso
siendo considerados marcadores de diferenciacion terminal. La loricrina forma parte de la
envuelta celular mientras que la filagrina, de los granulos de queratohialina (Fig. 1; Dae
y cols,, 1985; Mehrel y coals., 1990).

Ademés, determinadas situaciones tales como la remodelacion tisular durante la
curacion de una herida o procesos patoldgicos como € cancer, inducen la expresion
ectdpica de marcadores caracteristicos de otros epitelios o de otras estructuras epiteliales
por lo gue la caracterizacion molecular de la diferenciacion epidérmica, es un reflgo de
su situacion homeostética

Por todo €lo, la epidermis es un modelo excelente para € estudio de la
proliferacion y la diferenciacion ya que ambos procesos se encuentran perfectamente
caracterizados mediante marcadores especificos. Es accesible, manipulable y prolifera,
diferencia y estratifica de manera compartimentalizada (Leigh y cols., 1994). Ademés,
como se mencionara mas adelante, se pueden realizar cultivos de queratinocitos primarios
y existen protocolos de carcinogénesis quimica in vivo muy bien caracterizados que

sirven para el andlisis de dichos procesos.

1.3 LA EPIDERMIS DE RATON.

Lamorfogénesis de la piel de ratdbn comienza alrededor del dia 13,5 de gestacion 'y
su completa maduracion no termina hasta los primeros dias después del nacimiento
(Byrne y cols., 1994). Células ectodérmicas indiferenciadas comenzardn a formar un
epitelio inmaduro que durante la gestacion sufrira un proceso completo de diferenciacion
para formar una epidermis totalmente funcional antes del nacimiento. La funcion
protectora de la epidermis frente a agresiones externas es esencia durante los primeros
dias de vida del animal. Por €llo, la epidermis de un ratén recién nacido se caracteriza por
poseer varios estratos de queratinocitos en diferenciacion (Fig. 2). Durante esta etapa,
existe una gran proliferacion de las células de la capa basal necesaria para generar todas
las capas epidérmicas. Sin embargo, durante los primeros dias de vida, 1a epidermis sufre
un proceso de adelgazamiento o pérdida progresiva de estratos que dara lugar a la
epidermis madura alrededor del dia 8-10 después del nacimiento. Esta epidermis se
caracteriza por poseer uno o dos estratos epidérmicos, ademas del estrato corneo, asi
como por un bao nive proliferativo de las células de la capa basal suficiente para

mantener laintegridad del tejido (Fig. 2).



Introduccion

Como se menciono anteriormente, la epidermis cumple una funcion protectora de
barrera y, por ello, debe ser un tejido con una alta capacidad regenerativa preparado para
responder a las agresiones externas que causen deterioros en e mismo. La epidermis de
ratén tiene una alta tasa de recambio renovandose aproximadamente cada dos-tres
semanas. El propio proceso de diferenciacion produce una continua renovacion de la
epidermis ya que las células diferenciadas, anucleadas y muertas son eliminadas por
procesos mecanicos como la friccién. Aqui es donde intervienen las cdulas madre
epidérmicas, células multipotentes con muy baja tasa proliferativa y que son origen de
todos los subtipos celulares de la epidermis (Potten y Morris, 1988). Una célula madre se
divide para generar una propia célula madre, necesaria para mantener este compartimento,
y una célula comprometida con alta capacidad proliferativa capaz de generar cualquiera
de los lingjes celulares de la epidermis (Taylor y cols., 2000; Oshimay cols., 2001).

Esirnin chrmen

Esiri Pied mugibura, 10 gias
Lalrabiy cormen

Estrabo granmboss —__1

Estrato cepinos -'-"""'-'-'-4 7

L . -'_
E sl iatii Iu'\.{! h ‘J'-' f
Falivulo pilosn /E‘A

el e LR CLER 0 | LT PO

Estrato hasal

Celiimalula sehicea

Fulsculs pilosn

Fig. 2: Diferencias morfoldgicas entre la epidermis de ratdon embrionaria y adulta. Secciones
histol 6gicas tefiidas con H& E de piel embrionaria y adulta de ratén correspondientes a embriones de 18,5

dpc y animales de 10 dias respectivamente.

1.3.1 Un anegjo especializado de la epidermis: e foliculo piloso.

La piel se caracteriza por tener varios tipos de 6rganos anejos, derivados
ectodérmicos que cumplen funciones muy variadas en € tejido. Concretamente, en la
epidermis se localizan los foliculos pilosos, estructuras que forman e pelo (revisado en
Hardy, 1992). Los foliculos pilosos son derivados especializados de la epidermis que se
forman a través de complejas interacciones moleculares entre € epitelio y € subyacente
mesénquima mesodérmico similares a las de otros 6rganos ectodérmicos (como €l diente
0 las glandulas sudoriparas). Determinadas células dérmicas, a través de moléculas
solubles alln no muy bien conocidas, producen una respuesta en e epitelio que induce una
invaginacion epidérmica, origen del futuro foliculo (Etapas O y 1, ver Fig. 3). Dicha

region epidérmica produce una segunda sefializacion hacia las subyacentes células para
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gue organicen una papila dérmica, un conjunto de células especiaizadas de origen
mesenquimal que se integraran en la propia estructura folicular orquestando la formacion,
el desarrollo y € ciclge (ver més adelante) de los foliculos (Etapas 2 y 3, ver Fig. 3).
Alrededor de la papila dérmica se organizard una subpoblacion de células epiteliales
especiaizadas conocidas como células de la matriz. Ante una Ultima sefial producida por
la papila dérmica, las células de la matriz comenzaran a diferenciar hacia varios subtipos
celulares formando la vaina radicular interna organizandose de forma concéntrica y
formando un canal (Etapas 4-6; Fig. 3). En € centro del canal aparecera una estructura
queratinizada, origen del pelo (Etapas 7 y 8; Fig. 3). Por dltimo, durante la morfogénesis
del foliculo se organiza alrededor de @ una glandula sebécea (Etapas 58; Fig. 3; ver
revision en Hardy, 1992).
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Fig. 3: Etapas en la morfogénesis folicular. Representacion esquematica de la evolucion
morfolégica que sufre un foliculo, asi como las diferentes estructuras que se van originando desde su
formacién como placoda epitelial (etapa 0) hasta foliculo anagénico maduro (etapa 8). VRI: vaina

radicular interna. VRE: vainaradicular externa.
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Existen numerosas vias sefidizadoras que, en los Ultimos afios, han demostrado
tener un papel esencial en los procesos de morfogénesis folicular. Concretamente, la via
de Wnt (Fuchs y cols., 2001; Millar, 2003), la de Shh (Bitgood y McMahon, 1995; St-
Jacquesy cols., 1998; Chiang y cols., 1999) o |la participacion de determinados miembros
de las familias TGFb/BMP (Blessing y cols., 1993; Botchkarev y cols., 1999, 2001, 2002;
Foitzik y cols., 1999, 2000) o TNF-a (Headon y cols., 1999; Laurikkala y cols., 2001,
2002) son determinantes para €l desarrollo del foliculo piloso.

La morfogénesis folicular en el ratdn comienza arededor del dia 14,5 dpc y
finaliza varios dias después del nacimiento. En primer lugar, en el dia 14,5 dpc se produce
la induccion de los foliculos primarios o tilotricos, mientras que arededor del dia 16,5
dpc, comienza la formacion de los bliculos secundarios o no tilotricos (Mann, 1962).
Ambos tipos de foliculos no difieren morfoldgicamente entre si, aunque existen
diferencias en € tipo de proteinas que participan en su formacion (Botchkarev y cols,,
2002). Entre los dias 10-12 después del nacimiento se pueden observar los foliculos
anagénicos maduros. Ademés, durante el resto de la vida del animal el foliculo sufre una
serie de cambios ciclicos (Hardy, 1992), proceso conocido como ciclge (Fig. 4), que se
divide en tres fases:

- Anagén: Fase activa o de crecimiento del foliculo (Fig. 4). Las células de la
papila dérmica envian sefides quimicas (similares a las producidas durante la
morfogénesis) que inducen la proliferacion de las células de la matriz. El foliculo crece y
penetra en la capa grasa subdérmica (Fig. 4).

- Catagen: Fase de destruccion del foliculo (Fig. 4). En un determinado
momento se produce una regresion del foliculo hacia la zona subepidérmica que reduce €l
tamario del foliculo hasta un tercio del anterior (Fig. 4).

- Telogén: Fase de quiescenciadel foliculo (Fig. 4).

El proceso de ciclge, quimica y morfologicamente, es muy similar a que se
produce durante la morfogénesis del foliculo y ocurre varias veces durante la vida del
animal.

Existe una regiéon en € foliculo particularmente interesante; se trata del bulge
(Figs. 3y 4), una zona bien protegida 'y muy vascularizada. ES una protuberancia lateral
del foliculo donde se presupone la localizacion de las células madre epidérmicas aunque
también se ha descrito su presencia en la epidermis interfolicular (Cotsarelisy cols., 1990;

Ghazizadeh y Taichman, 2001). Las células del bulge raramente se dividen pero se
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activan en determinados momentos cuando se necesita un gran aporte celular, como
ocurre durante la regeneracion tisular, la curacion de heridas o € anagén folicular.
Muchos son los esfuerzos en los Ultimos afios para caracterizar y aisar estas células y
algunos aspectos del trabgo desarrollado en esta Tesis Doctoral arroja datos novedosos

en este sentido.

H
MORFIUMGENESTS ;;‘ i
> ;i ol
A :
3} Y ANAGEN
i{i ¥ it
MUEVD ."Fq' "
ANAGEN f }1 |
Y [}
}l I H
P 4 v/
%[_' 4= Pupila dirmica ,ﬁ'frl e i ff
ok o i
r'r
H
£l
';‘ CATAGEN
. # — §: ']
TELOGEN T 'ﬁ i ;' o Boilee
/ 7 il
{ L 4 lf . :I
I ; =
FPajiils dérmica ""-..-_ Papils dirmics

Fig. 4: Etapas del ciclo folicular. Representacion esquematica de la evolucion morfoldgica que
sufre un foliculo durante las diferentes etapas del ciclaje: Anagén o fase de crecimiento del foliculo,

Catagén o fase de destruccion del foliculo y Telogén o fase de quiescendia del foliculo.

1.3.2 Modelo de tumorigenesis quimica en la epider mis.

Una de las ventgas que tiene la epidermis como modelo de estudio es la
posibilidad de realizar un protocolo de carcinogénesis quimicain vivo (Fig. 5). EI 80% de
las neoplasias son de origen epitelial. Por ello, la carcinogénesis de piel de raton es una
herramienta muy Util para dilucidar los mecanismos subyacentes de las neoplasias en
genera y del cancer de piel en particular.

El protocolo de carcinogénesis quimica se divide en tres etapas:

1) Iniciacion: supone un cambio genético irreversible pero no heredable sin
aparentes consecuencias fenotipicas (Fig. 5). La fase de iniciacion se consigue mediante

la aplicacion de un carcindgeno, tipicamente DMBA, que produce fundamental mente una
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mutacion especifica en e codon 61 del gen Harvey-Ras (Ha-Ras Bamain y Pragnell,
1983; Quintanillay cols., 1986; Roop y cols., 1986).

2) Promocion: un estimulo hiperproliferativo mediante la aplicacion de un
promotor tumoral, tipicamente un éster de forbol (TPA), lleva a la expansiéon de las
células iniciadas provocando la aparicion de lesiones premalignas conocidas como
papilomas escamosos (Fig. 5; Slaga, 1989).

3) Progresion: a pesar de que muchos papilomas regresan y desaparecen, en
algunos se produce una transicion de una hiperplasia premaligna (papiloma) a un fenotipo
maligno (carcinoma epidermoide o SCC) (Fig. 5; Hennings y Yuspa, 1985). Los
carcinomas epidermoides a su vez, se pueden clasificar segun su grado de malignidad y
diferenciacion, con mayor o menor nimero de zonas queratinizadas, en tres subtipos. 1)
Muy diferenciado 2) Moderadamente diferenciado. 3) Poco diferenciado. Por ultimo, los
carcinomas epidermoides pueden progresar a carcinomas fusiformes, tumores muy
indiferenciados, agresivosy dtamente metastésicos, representando el Gltimo estadio de la

progresion tumoral de la carcinogenesis de piel de raton (Fig. 5).
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Fig. 5: Modelo de carcinogénesis quimica de piel de raton. Representacion esguematica de la
evolucion morfolégica a través de los diferentes estadios (células iniciadas, papiloma, SCC y carcinoma
fusiforme) que sufre la piel durante el protocolo de carcinogénesis quimica de DMBA/TPA. Ademas, se

representan las alteraciones génicas y eventos esencial es que se producen durante la progresi6n tumoral.
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La naturaleza secuencia en la progresion tumoral observada en este modelo se
correlaciona con determinadas alteraciones genéticas concretas, algunas de las cuales
estan muy bien caracterizadas (Fig. 5). Como se ha mencionado anteriormente, en la
iniciacién se produce una mutacion activadora del gen Ha-Ras (Quintanillay cols., 1986).
Durante la progresién de los papilomas se producen alteraciones cromosdmicas
(aneuploidias o trisomias) (Conti y cols., 1986; Aldaz y cols., 1989) gue llevan a la
amplificacion del adeo mutante de Ha-Ras (Portella y cols., 1994-95). Ademés, la
transicion a carcinoma epidermoide se caracteriza por la pérdida funcional del aelo
Inkda/Arf (que codifica para las proteinas p16 y p19) o de p53 (Klein-Szanto, 1989;
Bremmer y Bamain, 1990). De hecho, los ratones deficientes en p53 sometidos a
carcinogénesis quimica tienen una mayor tasa de conversion maligna (Kemp y cols,
1993). Por dltimo, la formacion de carcinomas fusiformes, tumores de aspecto
mesenquimal y alta tasa metastasica, se ve determinada por la activacion de determinados
genes (Snail) y asociada a la ausencia de marcadores epiteliales.

La importancia de este modelo radica en la naturaleza secuencia en la génesis 'y
progresion tumora y la similitud de los tumores obtenidos mediante este protocolo con

ciertos tumores humanos.

1.4 PROCESO DE DIFERENCIACION EPIDERMICA IN VITRO.

Otra de las ventgas de la epidermis como modelo es |la posibilidad de crecer
cultivos primarios de monocapas de queratinocitos. La dificultad de realizar in vivo una
adecuada caracterizacion bioquimica y de estudiar las diferentes sefiales implicadas en €l
proceso de diferenciacion, llevé a desarrollar numerosos modelos in vitro. Existen varios
modelos de diferenciacién in vitro, en los que queratinocitos de cultivos primarios, en
respuesta a determinadas sefiales, pueden sufrir un proceso de diferenciacion semejante al

gue ocurre in vivo. Entre los model os mas empleados se encuentran 10s siguientes:

- Incremento de la concertracion de iones Ca®* en e medio de crecimiento de
gueratinocitos (Henningsy cols., 1980; Stanley y Yuspa, 1983; Yuspay cols., 1989). Los
gueratinocitos murinos estratifican, expresan marcadores de diferenciacion temprana
como K1y K10 alas 24 horas del aumento del Ca®*, y substituyen dicha expresion por la
de marcadores tardios, filagring, loricrina y transglutaminasa, a las 48 horas (Yuspa y
cols., 1989).
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- Adicidén de ésteres de forbol como el TPA a medio de crecimiento (Yuspay
cols., 1980 y 1983; Parkinson y Emmerson, 1982). Entre otros efectos, € TPA induce un
aumento en la actividad proteina kinasa C (PKC) (Kikkaway cols., 1983; Tseng y cols.,
1994). Los queratinocitos murinos tratados con TPA in vitro expresan loricrinay filagrina
pero no marcadores tempranos de diferenciacion como K1 o K10 (Dlugosz y Y uspa,
1993). Estos datos sugieren que la actividad PKC se encuentra implicada en la transicién
de célula espinosa a cdula granular in vitro (Dlugosz y Y uspa, 1993).

- Suspension de los queratinocitos en un medio suplementado con metil celulosa
para aumentar asi la viscosidad. De esta forma, se evitan los contactos celulares, lo que
induce la diferenciacion. La sintesis de ADN es irreversiblemente inhibida a las 12 horas
de la suspension, mientras que a las 24 horas la mayoria de las células expresan K1 e

involucrina (Hauser y cols., 1997).

1.5FAMILIA DE RETINOBLASTOMA.

1.5.1 pRby € control del ciclo celular.

El gen de retinoblastoma fue e primer gen supresor tumoral identificado hace ya
més de una década. Fue aislado mediante clongje posicional de un raro tumor hereditario
ocular, € retinoblastoma (Friend y cols., 1986; Lee y cols., 1987; Fung y cols., 1987).
Dichos pacientes portaban una copia mutada de un gen, RB1, localizado en laregion 13q.
La identificacion y e clonge de dicho gen abrieron una nueva era en la genética del
cancer en la que surgié la hipotesis del gen supresor tumoral. El producto del gen de
retinoblastoma, pRb, es una fosfoproteina de 928 aminoacidos que tiene un papel esencial
en el control del ciclo celular (Fig. 6). El paradigma de la célula eucaridticaesladivision
celular mediante la cudl la célula replica'y segrega sus cromosomeas, crece y se divide. El
ciclo celular se divide en dos partes fundamentales, la interfase y la mitosis. La interfase a
su vez, se divide en varias fases. Fase G1, en la que la cdula sintetiza proteinas y
componentes esenciales para llevar a cabo la division celular. Hay células que pueden
detener su progresion hacia la division en este estadio y permanecer en una fase inerte que
se conoce como GO (Fig. 6). Ademas, en la fase G1 existe un punto de control o
restriccion (punto R) en € gue la célula comprueba que las condiciones son Optimas para
iniciar la duplicacion del ADN (Fig. 6). Fase S, en la que se replica la molécula de ADN
(Fig. 6). G2, es € periodo comprendido entre la finalizacion de la sintesis del ADN vy €l
comienzo de la mitosis. En esta fase también existe un punto de control que permite o no
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la entrada en mitosis (punto G2/M). Por dltimo, en la mitosis existe un tercer punto de
control para permitir €l fina de ladivision celular (punto M).

En concreto, la funcion fundamental de pRb es la de controlar la transicion entre
las fases G1/S del ciclo celular (Weinberg, 1995). pRb integra las sefiales procedentes de
diversas vias celulares para permitir la progresion del ciclo celular (Fig. 6). La
sobreexpresion de pRb en lineas celulares mantiene la célula en su fase G1 (Quin y cols,,
1995; Lukasy cols., 1996). pRb tiene hasta 16 sitios de fosforilacién que son fosforilados
y defosforilados durante €l ciclo celular (Cheny cols., 1989). La forma hipofosforilada de
pRb es una forma activa presente en células quiescentes asi como en células que sufren un
proceso de diferenciacion. Por € contrario, la forma hiperfosforilada, forma inactiva,
predomina en céulas proliferativas. Durante la transicion de la fase G1 a la fase S del
ciclo celular pRb es fosforilado y, por tanto inactivado, permitiendo asi |a progresion del
ciclo ceular (Fig. 6). Dicha fosforilacion se lleva a cabo por una familia de quinasas
conocidas como quinasas dependientes de ciclinas, 0 CDKs (Morgan, 1995). La actividad
de las CDKs se regula por determinadas proteinas, las ciclinas, cuya expresion varia alo
largo del ciclo celular. En concreto, los complejos ciclina D-CDK4/6 y ciclina EECDK2
se encargan de la fosforilacion secuencial de pRb necesaria para su completa inactivacion
(Fig. 6; Lundberg y Weinberg, 1998). Ademas, existen dos familias de proteinas,
conocidas como inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas o CKls que regulan
negativamente la actividad de las CDKs y que afiaden un nivel mas de regulacién en
control del ciclo celular (Fig. 6; Harper y Elledge, 1996). En concreto, se trata de la
familiaink4 que comprende los miembros p15, pl6, p18y pl9y de lafamiliacip/kip que
contiene ap21, p27 y p57 (Harper y Elledge, 1996).

La forma hipofosforilada de pRb es capaz de unir unos factores de transcripcion,
conocidos como E2F (Fig. 6). Existen a menos 7 factores E2F relacionados entre si
(Dyson, 1998; Nevins, 1998). La sobreexpresion de E2F en células quiescentes induce la
entrada en lafase S del ciclo celular (Lukasy cols., 1996). La fosforilacién de pRb induce
la liberacion de los factores E2F permitiendo la expresién de numerosos genes regulados
por los mismos e implicados en replicacion del ADN y en € control de diversas
actividades del ciclo celular (Fig. 6; Johnson y Schneider-Broussard, 1998). pRb puede
reprimir la transcripcion mediada por E2F mediante dos mecanismos. por un lado, es
capaz de bloguear el dominio de transactivacion de los factores E2F mediante su unién,
mientras que por otro, pRb puede actuar como correpresor transcripcional, ya que los
complgos pRb/E2F pueden unir y bloquear los promotores regulados por E2F. Sin
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embargo, la contribucion relativa de cada uno de estos mecanismos in vivo es aln

controvertida (Harbour y Dean, 2000).
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Fig. 6: El ciclo celular. Representacion esguemética del ciclo celular. En él se observan las
diferentes fases del mismo (G1, S, G2, M y GO0) asi como los puntos de control (R, G2/M y M). La fase GO
se caracteriza por la presencia de complegjos p130/E2F4, 5 que reprimen la transcripcion de genes
regulados por los factores E2F. La transicién G1/S se controla mediante la fosforilacion secuencial de pRb
Ilevada a cabo por los complejos ciclina D/CDK4, 6 y ciclina E/CDK2. Dicha fosforilacién permite la
liberacion de los factores E2F que activan la transcripcion de genes necesarios para la replicacion de
ADN vy la transicion G1/S. La fase S se caracteriza por la inactivacion mediante fosforilacién de los
factores E2F, asi como por la aparicién de nuevos complejos tales como los formados por E2F4/ciclina A,
E/CDK2/p107. Por ultimo, las dos familias de proteinas ink4 (p15, p16, p18y p19) y cip/kip (p21, p27y

p57) regulan la actividad de las quinasas CDKs de for ma negativa.

El ciclo celular debe estar cuidadosamente regulado. A lo largo del mismo, existen
varios puntos de control en los que la célula amdliza su estado permitiendo o no la
progresion del ciclo y culminando asi con la mitosis o divisién celular. pRb

concretamente se encarga del control de latransicion G1-S.
1.5.2 Lafamilia deretinoblastoma.
Posteriormente a la identificacion de pRb, se encontraron dos proteinas

funcionalmente relacionadas y con gran homologia entre ellas, p107 y p130, formando asi
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la familia de retinoblastoma (Ewen y cols., 1991; Hannon y cols., 1993). Los tres
miembros comparten la presencia de un dominio proteico bipartito compuesto de dos
subdominios, A y B, atamente conservado (Fig. 7). Esta region es critica para la
funcionalidad de pRb. Un gran nimero de proteinas enddgenas contiene e dominio
LXCXE (L=leucina; C=cisteina; E=glutamico; X=cualquier aminoacido) capaz de
interaccionar con la region A/B. Ademas, entre ambos subdominios A y B existe una
zona espaciadora atamente homologa entre p107 y pl30 capaz de unir los complejos
ciclinaE/A-CDK2 (Fig. 7; Leesy cols., 1992; Hannon y cols., 1993). pRb carece de esta
capacidad ya que, aunque también presenta una regién espaciadora, ésta no puede unir los
mismos complejos ciclina/lCDK. Estas diferencias indican la existencia de funciones

especificas entre los diferentes miembros de la familia retinoblastoma.
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Fig. 7: Las familias de retinoblastoma y de los factores de transcripcion E2F. Representacion
esquemética de cada uno de los miembros de la familia de E2F (E2F1-7) y de la familia de retinoblastoma
(pRb, p107 y p130). CA: dominio de unién a ciclina A. DA: Dominio de unién al ADN. DIM: Dominio de
dimerizacién. DRb: Dominio de unién a los miembros de la familia de retinoblastoma. A, B: Dominios
funcionales de unién a proteinas de los miembros de la familia de E2F. CD: dominio de unién a los
complejos ciclina A/CDK2 y ciclina E/CDK2. C: Dominio necesario para la interaccién de pRb con E2F1-

3 0 con otras proteinas como c-abl.

A pesar de que pl07 y pl30 también unen factores E2F, inhiben su actividad
transcriptora y detienen la proliferacion celular cuando son sobreexpresados, existen
claras diferencias entre ellos y pRb. Como se mencion6 anteriormente existen hasta 7
factores E2F (Fig. 7). Sin embargo, no todos ellos muestran la misma afinidad de union
por cada uno de los miembros de la familia de retinoblastoma. En general, E2F1-4 se
unen a pRb, mientras que E2F4 y E2F5 se unen preferencialmente tanto a p107 como a
p130 (ver revisdn en Classon y Dyson, 2001). E2F6 y E2F7 carecen del dominio de unién
a los miembros de la familia de retinoblastoma y pueden funcionar como represores (Fig.

7; Trimarchi y cols., 2001; de Bruin y cols., 2003). Los compleos p107/E2F predominan
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en células en proliferacion (Beijersbergen y cols., 1995). Sin embargo, los compleos
p130/E2F se encuentran en células quiescentes, en fase GO, o en células que sufren un
proceso de diferenciacion (Cobrinik y cols., 1993; Smith y cols., 1996).

Los factores E2F no son las Unicas proteinas que los miembros de la familia de
retinoblastoma pueden unir. De hecho, en los Ultimos afios se han descrito numerosas
interacciones con proteinas tales como elementos reguladores de la cromatina, otros
factores de transcripcion diferentes a E2F o proteinas implicadas en vias como la
apoptosis o la diferenciacion y cuya funcionalidad real no ha sido dilucidada en la
mayoria de los casos (revisado en Lipinski y Jacks, 1999; Classon y Dyson, 2001).

1.5.3 Lafamilia deretinoblastomay € cancer.

Como ya se mencioné anteriormente, Rb fue aidado de un tipo de tumor
hereditario, €l retinoblastoma, describiéndose asi € concepto de gen supresor de tumores
(Friend y cols., 1986). El papel de pRb en la supresion tumoral se baso en las siguientes
observaciones. A) pRb bloquea |la activacion trancripcional de los factores E2F, los cuales
a su vez, regulan la transcripcion de genes necesarios para la replicacion celular (Dyson,
1998). B) pRb es el blanco de ciertas oncoproteinas virales (antigeno T de SV 40, proteina
del adenovirus E1A y la proteina E7 de papilomavirus humano) que promueven la
proliferacion celular. Estas proteinas son capaces de bloquear la region A/B, inactivando
a pRb, y permitiendo la liberacion de los factores E2F (Nevins, 1998). C) La via que
regula la actividad de pRb se encuentra alterada a diferentes niveles en la mayoria de los
tumores humanos.

El tumor clasico derivado de la mutacion del gen de Rb es el retinoblastoma. La
forma mas comun es la hereditaria aunque también se han descrito casos esporadicos.
Individuos con retinoblastoma hereditario tienen 30 veces més riesgo de padecer una
segunda neoplasia, especificamente tumores de médula, sarcomas e incluso melanomas
(ver revison en Mall y cols, 1997). Ademas del retinoblastoma, se han encontrado
mutaciones en €l gen Rb en otros tumores humanos tales como osteosarcomas, cancer de
pulmén (SCLC), prostata 0 mama (Harbour y cols., 1988; Leey cols., 1988; Bookstein y
cols., 1990).

Ademas de pRb, otros elementos de la via de retinoblastoma pueden estar
alterados. Concretamente, pl6/ink4a, un CKI inhibidor de la actividad del complejo
ciclina D/CDK4, se encuentra mutado, o su promotor inactivado mediante metilacion, en

un gran nimero de tumores humanos, especiamente en casos de melanoma (Rocco y
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Sidransky, 2001). La pérdida de p16/ink4a conlleva una sobreactivacion de CDK4 € cud,
hiperfosforila a pRb liberando ectopicamente los factores de transcripcion E2F. Del
mismo modo, determinados eventos como la amplificacién o mutacion del gen de CDK4
o la amplificacion del gen de ciclina D1 se han observado en ciertos tumores humanos
(Peters, 1994). En cualquier caso, todas las ateraciones inciden en la funcionalidad de
pRb.

Los otros miembros de la familia de retinoblastoma, p107 y p130, no parecen
tener una importancia clara en la génesis y/o progresién tumoral. Unicamente se han
encontrado mutaciones de p130 en un ato porcentge de carcinomas pulmonares y en
otros tipos de tumores como linfomas (Claudio y cols., 2000; Cinti y cols., 2000). Sin
embargo, a desconocer S estas dteraciones son la causa o0 la consecuencia de la
progresion tumoral, € significado real de estos datos es alin controvertido.

Como conclusién, la desregulacion, pérdida o ganancia de cualquiera de los
elementos de la via de retinoblastoma que induzca la pérdida funciona de pRb, es un

paso clave en la génesis y/o progresion tumoral.

1.5.4 Lafamilia deretinoblastomay la diferenciacion.

La diferenciacion celular es un proceso coordinado que sufre una célula cuyo
objetivo es concederle identidad funcional. Céulas precursoras, normamente
proliferativas y debido a sefiales no muy bien conocidas, adquieren un compromiso para
sufrir un proceso de diferenciacion y adquirir asi una determinada funcionalidad celular
dentro de un tgjido. Una célula que sufre un proceso de diferenciacion se caracteriza
esencialmente por tres aspectos que la definen: A) Salida irreversible del ciclo celular B)
Proteccion frente a la apoptosis. C) Expresion de marcadores especificos de tejido.

A) Ladiferenciacion impone ala célula una salida irreversible del ciclo celular. La
salida permanente de ciclo es un prerequisito esencial para € inicio de la diferenciacion.
Por ello, moléculas que controlan la progresion del ciclo celular podrian también
participar en determinados eventos de la diferenciacion (revision en Lipinski y Jacks,
1998). Concretamente, los miembros de la familia de retinoblastoma tienen un papel
determinante en la salida irreversible del ciclo celular. Esta funcidn se redliza a través de
la inactivacion permanente de los factores E2F asi como mediante la interaccion con
determinados corepresores como HBP1 (Shih y cols., 1998). Las células en proliferacion
contienen elevados niveles de p107 asi como compleos pl07/E2F4 (Kiessy cols., 1995;
Ikeda y cols., 1996; Richon y cols., 1997; Paramio y cols., 1998). Sin embargo, células
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gue entran en diferenciacion terminal disminuyen los niveles de p107 y aumentan los de
p130 incrementando la presencia de complgjos pl30/E2F4. Estos ultimos compleos
pueden bloquear permanentemente los promotores regulados por E2F. De hecho, los
complejos p130/E2F4 se han encontrado en humerosos sistemas de diferenciacién in vitro
(Kiess y cols,, 1995; Ikeda y cols., 1996; Richon y coals., 1997; Paramio y cols., 1998).
Del mismo modo, las formas hipofosforiladas de pRb, activas, son predominantes en
células diferenciadas pudiendo intervenir también en la represion transcripcional de E2F o
interaccionando con otros factores de transcripcion especificos.

B) El proceso de diferenciacion también se caracteriza por un aumento en la
resistencia a estimulos apoptoticos. En este punto han sido implicados p21l/wafl, otro
CKI, asi como formas hipofosforiladas de pRb (Lipinski y Jacks, 1998). De hecho,
células musculares y neuronales deficientes en pRb, muestran mayores indices de
apoptosis durante la diferenciacion que células normales (Wang y cols., 1997). Ello puede
ser debido a la habilidad que posee E2F1, pero no otros factores E2F, en la induccion de
apoptosis mediante mecanismos dependientes o independientes de p53 (Pan y cols., 1998;
Phillipsy cals., 1999). Por ello, la proteccion de pRb frente ala apoptosis puede provenir
del bloqueo funciona de E2F1.

C) Por ultimo, los miembros de la familia de retinoblastoma parecen tener
importancia en la expresion de marcadores de diferenciacion en determinados sistemas
(Lipinski y Jacks, 1999). Aungue los mecanismos pueden variar dependiendo del tipo de
sistema, en general pRb aumenta la actividad de los factores de transcripcion implicados
en la diferenciacion. Asi, pRb interacciona fisicamente con e factor MyoD o con los
factores C/EBP para expresar marcadores tempranos de diferenciacion muscular o
adiposa, respectivamente (Novitch y cols., 1996; Chen y cols., 1996). Fibroblastos
embrionarios deficientes en pRb inducidos a diferenciar a células musculares carecen de
la capacidad de expresar marcadores de diferenciacion tardios (Novitch y cols., 1996). La
sobreexpresion de p107 en estas células permite una recuperacion parcial en la expresion
de los marcadores, aunque la presencia de pRb es necesaria para una completa induccion
(Schneider y cols., 1994).

En los dltimos afios se han aportado numerosos datos que demuestran la
importancia de los miembros de la familia de retinoblastoma en varias etapas de la

diferenciacion.
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1.5.5 Modelos animales deficientes en los miembros de la familia de retinoblastoma.

Muchos de los datos sobre las funciones de los miembros de la familia de
retinoblastoma se han obtenido gracias a los model os animales deficientes en |os mismos.
La descripcion del modelo animal deficiente en pRb se publicd simultaneamente en 1992
por tres gupos diferentes (Clarke y cols., 1992; Jacks y cols., 1992; Lee y cols., 1992).
L os animales heterocigotos para la mutacién desarrollan tumores espontaneos en € [6bulo
intermedio de la glandula pituitaria y en la glandula tiroidea. Sin embargo, los
homocigotos son letales embrionarios entre los dias 13,5-155 de gestacién con
proliferacion y apoptosis ectopicas en higado, retinay en e sistema nervioso asi como
defectos en la eritropoiesis (Clarke y cols., 1992; Jacks y cols., 1992; Leey cols., 1992).
Laimportancia de pRb durante el desarrollo embrionario contrasta con la de p107 o p130.
En los animales deficientes en cualquiera de estos Ultimos no se observa ningun fenotipo
aparente (Cobrinik y cols, 1996; Lee y cols, 1996). Esto indica la existencia de
compensacion funcional entre los diferentes miembros de la familia de retinoblastoma, es
decir, p130, en ausencia de p107, puede redizar las funciones que normamente realiza
p107, o viceversa. Este fendbmeno se observa tanto in vivo como in vitro. De hecho,
fibroblastos embrionarios deficientes en pRb tienen aumentada la expresién de pl07
(Hurford y cols., 1997) mientras que linfocitos T quiescentes deficientes en p130 cambian
sus complgjos pl30/E2F por la presencia de complejos pl07/E2F (Mulligan y cols.,
1998). No obstante, los animales deficientes para ambos, pl07 y pl30, son letales
perinatales, tienen defectos en la osificacion endocondral, poseen las extremidades més
cortas y una proliferacion descontrolada de los condrocitos (Cobrinik y cols., 1996). Estos
resultados indican que ambas proteinas comparten determinadas funciones en estos
tgjidos en los que especificamente pRb no puede compensar la pérdida de p107 y p130.

La posibilidad de combinar y acumular deficiencias en el raton permite dilucidar
funciones especificas para cada uno de los miembros de la familia en determinados
tegjidos. Asi, aunque los animales pRb+/-, no desarrollan retinoblastoma como ocurre en
los humanos, los animales pRb+/-; pl107-/- desarrollan una displasia multifocal bilateral
en la retina (Lee y cols., 1996). Ademas, animales quimeras compuestos por células
deficientes en pRb y pl07 y células normaes, desarrollan retinoblastoma (Robanus-
Maandag y cols. 1998). Por tanto, pl07 funciona como un supresor tumora en €
desarrollo del retinoblastoma en ausencia de pRb en e raton. Por el contrario, los
animales pRb+/-;p130-/-, p107+/-;p130-/- 0 p107-/-;pl30+/- carecen de estas alteraciones
(Mulligan y Jacks, 1998).
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También se han generado los animales pRb-/-; pl07-/- y pRb-/-; p130-/- (Leey
cols., 1998; Mulligan y Jacks, 1998) que tienen una letalidad embrionaria previa a la de
los animales deficientes exclusivamente en pRb. Estos datos redundan en la
compensacion funcional entre todas estas proteinas.

Por ultimo, es importante sefidar que el fondo genético en e que se generan los
animales deficientes, es importante para el resultado del fenotipo. Asi, la pérdida de p107
en el fondo BALB/cJ produce e desarrollo de hiperplasia mieloide y un menor tamafio
del animal, mientras que la pérdida de p130 en € mismo fondo genético produce letalidad
embrionaria temprana (LeCouter y cols., 1998a; LeCouter y cols., 1998b). Sin embargo,
los mismos animales deficientes generados en un fondo C57BL/6J carecen de fenotipo
(Lee y cols., 1996). Ello puede deberse a ateraciones hipomérficas en determinados
genes 0 a la presencia de genes modificadores especificos del fondo genético. De hecho,
se han descrito formas menos efectivas de pl6/inkda en € fondo genético BALB/cJ
(Zhang y cols., 2001).

1.5.6 M odelos animales deficientes de tipo condicional.

Los model os animales deficientes de tipo convencional tienen ciertas limitaciones
cuando la deficiencia de la proteina eliminada es esencia durante e desarrollo
embrionario y produce letalidad previa a nacimiento. Como consecuencia, no se puede
analizar lafuncionalidad de una proteina en un tejido adulto. Por €llo, se han desarrollado
estrategias en las que se puede controlar de forma espacio-temporal la eliminacion de una
proteina especificamente en un tejido (ver revision en Lewandoski, 2001). El sistema més
utilizado es & sistema Cre/LoxP (Sauer y Henderson, 1988). Cre es una recombinasa
aidada del bacteriofago P1, no presente en células eucaridticas, que cataliza una
recombinacién conservada entre dos secuencias especificas (secuencias LoxP). El proceso
de recombinacion no requiere ningun factor adicional ademés de la recombinasa,
conviertiéndolo en un sistemaideal para su uso en células eucaridticas (Fig. 8).

La introduccién de dos secuencias LoxP en € mismo sentido flanqueando una
region determinada de un gen, permite la eliminacion de la misma en la célula donde se
exprese la recombinasa Cre (Fig. 8). En principio, la expresion de Cre deberia ser inocua
en la célula debido a que € genoma de ratén carece de secuencias LoxP; sin embargo, se
han descrito secuencias pseudo-LoxP (Thyagargian y cols., 2000) que pueden generar
recombinaciones in vitro y conducir a fenotipos no deseados (Loonstra y cols., 2001).

Normamente, se generan animales modificados genéticamente que portan secuencias
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LoxP en el gen diana. Las secuencias LoxP se suelen colocar en secuencias intrénicas
para que € gen modificado tenga un comportamiento normal (no existe ningin caso
descrito en e que la introduccion de las secuencias LoxP varie la expresion génica del
gen modificado). Estos animales se cruzan con una linea transgénica que exprese la
recombinasa Cre bagjo € control de un promotor especifico de tgjido. De esta forma, solo
se producira la recombinacion en el tejido en el que se exprese Cre sin afectar a resto del
animal (Fig. 8).

PET e

Z %
Exdn A @ Exdm B @-\j Exda €

e

LoaP: ATAAMCTTOGTATAATGTATOC TATACGAAGTTAT

Fig. 8: Sistema de recombinacion especifica de tejido Cre/LoxP. Representacion esquematica de
la recombinacién especifica mediada por la recombinasa Cre entre dos secuencias LoxP que flanquean

una deter minada secuencia génica. PET: Promotor especifico detgjido.

Como se menciond anteriormente, € animal deficiente en pRb es letal arededor
de dia 13,5-15,5 de gestacion e impide € estudio de tejidos de desarrollo embrionario
tardio o durante la vida adulta. Este es €l caso de la epidermis cuya morfogénesis
comienza alrededor del dia 13,5 de gestacion. Por ello, para andlizar el papel de pRb en la
epidermis hemos usado un modelo anima que posee secuencias LoxP flanqueando €
exon 19 del gen Rb (Vooijsy cols., 2002) y una linea transgénica que expresa Cre bgjo €l
promotor de la queratina 14 (Jonkers y cols., 2001), cuya expresion se restringe a los
gueratinocitos basales de epitelios estratificados (Byrne y cols., 1994).



Introduccion

1.6 PAPEL DE LA FAMILIA DE RETINOBLASTOMA EN LA EPIDERMIS.

Las proteinas de la familia de retinoblastoma son de expresion ubicua. En
particular, los tres miembros de la familia se expresan en los queratinocitos de epitelios
estratificados como la epidermis. La importancia de esta familia en e control de la
proliferacion y diferenciacién epidérmicas se observé por e hecho de que la mayoria de
los tumores epidérmicos humanos presenta alteraciones en la via de retinoblastoma. Las
alteraciones méas comunes son la amplificacion del gen deciclina D1 y lapérdidadel gen
pl6/inkda induciendo en ambos casos la inactivacion funcional de pRb. Por otro lado,
gueratinocitos humanos inmortalizados mediante la sobreexpresion de proteinas virales
como E1A, HPV E7 o € antigeno T, proteinas que unen e inactivan pRb, p107 y p130,
tienen muy reducida su capacidad de diferenciar (Taylor-Papadimitriou y cols., 1982;
McCance y cols, 1988; Barrandon y cols., 1989). Ademas, es preciso resaltar la
importancia de la proteina HPV E7 en la etiologia de ciertas patologias de piel humanas
(Zur Hausen, 1996). Por Ultimo, las ateraciones epidérmicas observadas en modelos
animales transgénicos (especificos de la piel) de las proteinas antes mencionadas, HPV
E7, HPV E6 o E1A (Missero y cols., 1993; Arbeit y cols., 1994; Auewarakul y cols.,
1994), o proteinas relacionadas directamente con la funcionalidad de pRb tales como
E2F1 o ciclina D1 (Robles y als., 1996; Pierce y cols., 1998), demuestran el posible
papel de pRb en la homeostasis de la piel.

Nuestro grupo comenzo € estudio funciona de las proteinas de retinoblastoma
demostrando la existencia de una expresion secuencial de pRb, p107 y p130 durante €
proceso de diferenciacion in vitro de queratinocitos humanos (Paramio y cols., 1998). Por
otro lado, también se observo la implicacién de los factores E2F, concretamente E2F1 y
E2F4, en € proceso de diferenciacion epidérmica (Paramio y cols., 2000). Por dltimo, se
demostré la importancia de dos CKls (pl6/inkda y p2l/wafl) en los procesos de
diferenciacion, senescenciay carcinogénesisde piel in vivo (Paramio y cols., 20014).

Los datos obtenidos demostraron un papel esencia de los miembros de la familia
de retinoblastoma en la homeostasis de la epidermis. Sin embargo, hay pocos estudios
realizados acerca de la importancia de esta familia in vivo, es decir, en una situacion real
y fisiolégica. Por €ello, se abordd € estudio de los tres miembros de la familia utilizando
como herramientas de trabajo los animales deficientes en una o en varias de estas

proteinas simultaneamente en la epidermis. Ello nos ha permitido analizar € pape
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funcional de pRb, p107 y p130, de forma individua o conjunta, en los procesos de

proliferacion, diferenciacion, carcinogénesis y homeostasis de la pidl.
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2. OBJETIVOS

Sn duda no hay progreso.

Charles Darwin






Objetivos

El 80% de ks neoplasias humanas son de origen epitelial. En particular, €l cancer
de piel constituye € tipo de cancer més abundante en Europa y otros paises occidentales.
Ademas, su incidencia ha aumentado en los Ultimos afios debido a la adquisicion de
nuevas costumbres como la exposicion prolongada a la radiacion solar. Por ello, se esta
realizando una gran labor investigadora para dilucidar los mecanismos moleculares que
subyacen en los procesos de proliferacion, diferenciacion y homeostasis de la piel y de
como la alteracidn en estos procesos puede inducir la aparicion del cancer. El objetivo de
esta Tesis hasido € de comprender alguno de estos mecanismos.

La familia de retinoblastoma estd compuesta por tres miembros (pRb, p107 y
p130) implicados en el control de la proliferacion, diferenciacion y carcinogénesis en
muchos tegjidos. Nuestros trabajos previos demostraron la importancia que, en la
epidermis, tiene esta familia en todos estos procesos. Sin embargo, la falta de estudios
determinantes en una situacion real y fisioldgica nos llevé a utilizar ratones deficientes en
estas proteinas como herramienta para tratar de desvelar €l papel que estafamiliatiene en
los procesos anteriormente mencionados en la piel. Los trabgjos que seran descritos a

continuacion corresponden a los objetivos abajo enunciados:

Caracterizacion de los posibles fenotipos existentes en la piel de los modelos

animales deficientes en los diferentes miembros de la familia de retinoblastoma.

Andlisis de laimplicacion de los diferentes miembros de la familia en 1os procesos

de proliferacion y diferenciacion epidérmicas.

Estudio del papel de los miembros de la familia de retinoblastoma en la

morfogénesisy € desarrollo del foliculo piloso.

Evaluacion de laimportancia de Rb en la carcinogéresis de pidl.
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3. MATERIALESY
METODOS

En principio, la investigacion necesita
mas cabezas que medios.

Severo Ochoa






Materialesy Métodos

3.1 ANIMALES DEFICIENTES Y PROCEDIMIENTOSHISTOLOGICOS.

Los animales deficientes en p107, p130 y en p107/p130 utilizados para €l trabajo
realizado exclusivamente en estas dos proteinas, fueron cedidos generosamente por €l Dr.
Tyler Jacks (Massachussets Institute of Technology, USA) siendo generados en un fondo
genético C57BL/6J (Cobrinik y cols., 1996; Lee y cols., 1996). Los animales Ro™F
K14cre y los animales deficientes en pl07 (estos ultimos utilizados para € estudio de la
compensacion funcional de p107 en los animales Rb™9F°: K14cre) fueron cedidos
generosamente por e Dr. Anton Berns (Nederlands Kanker Instituut, Holanda) siendo
generados en un fondo genético FVB (Marino y cols., 2000; Jonkers y cols., 2001,
Robanus-Maandag y cols., 1998, respectivamente). Por Ultimo, los animales ROSA-26
fueron cedidos generosamente por € Dr. Philip Soriano (Fred Hutchinson Cancer
Research Center, USA) (Soriano, 1999).

Las muestras histoldgicas se fijaron en formaldehido 4% en PBS o en etanol 70%
y embebidas en parafina. Los cortes histologicos (5 nm de espesor), realizados con
microtomo (Leica), se desparafinaron y se tifieron con hematoxilina/eosina (Sigma) para
redizar € andlisis histolégico 0 se procesaron para inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia (ver més adelante). En el caso de los cortes por congelacion (8 mm
de espesor), las muestras se embebieron frescas en medio OCT (Bayer) y se procesaron

mediante congelacion a—20°C para su uso en € criostato (Leica).

3.2EXTRACCION DE ADN GENOMICO.

El protocolo de extraccion de ADN gendmico es basicamente el descrito en Laird
y cols., 1991. Brevemente: un pequefio fragmento de cola de raton se digirié en 700 nl de
buffer de lisis (100 mM Tris-HCI pH: 8.5, 5 mM EDTA, 0,2% SDS, 200 mM NaCl y 100
ny proteinasa K/ml) a 55°C durante toda la noche en agitacion. Una vez digerida la cola
se precipitdo el ADN con isopropanol (en proporcion 1:1) y se lavo en etanol 70% para
eliminar la sales residuales. EIl ADN se secd manteniendo € tubo abierto y finalmente se
resuspendio en 500 nl de buffer TE (10 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA pH: 8). Para

las reacciones de PCR siempre se usd 1 ml del ADN gendmico obtenido.
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3.3 GENOTIPADO DE LOSANIMALES.

Materialesy Métodos

El genotipado de los animales se realizO por PCR mediante la reaccion que se

describe a continuacion:

ADN

Tampdn 10X

dNTPs (2 mM)
Oligonucledtidos (10 niv1)
MgCl, (50 mM)

Enzima Tag polimerasa (Promega)

H,O destilada

1n
2n
2n
1n
1n
0,2 m
11,8 m

El programa de reaccion que se usd fue € siguiente:

5 minutos 94°C
30 segundos 94°C
30 segundos 58°C
50 segundos 72°C
10 minutos 72°C

29 ciclos

Los oligonucledtidos utilizados para € genotipado de los diferentes animales se

describen en el siguiente recuadro:

Gen | Oligonucledtidos | Secuencia Fragmento amplificado Tamario
(5'-3) (oligonucledtidos utilizados) delabanda

p107 | p107 com TCGCTGGAGTCTGAGTCAG Aldlo p107"" (p107com+p107wt) 280 pb
p107 neo ACGAGACTAGTGAGACGTGC | Aldo p107™® (p107com+p107neo) | 330 pb
p107 wt TGTCCTGAGCATGAACAGAC

p130 | p130 com ACGGATGTCAGTGTCACG Aldo p130"" (p130com+p130wt) 260 pb
p130 neo GAAGAACGAGATCAGCAG | Aldo p130™® (p130com+p130neo) | 300 pb
p130 wt TACATGGTTTCCTTCAGCGG

Rb Rb18 GGCGTGTGCCATCAATG Aldo R0"" (Rb18 + Rb19) 680 pb
Rb19 AACTCAAGGGAGACCTG Aldo Rb™ (Rb18 + Rb19) 748 pb

Aldo Ro™™ (Rb18 + Rb19) 300 pb
Cre |Crel CGATGCAACGAGTGATGAGG | Aldo Cre (Crel + Cre2) 400 pb
TTC

Cre2 GCACGTTCACCGGCATCAAC
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Gen Oligonucledtidos | Secuencia Fragmento amplificado Tamario
(5-3) (oligonuclettidos utilizados) delabanda

pl0o7 | plO7F TCGTGAGCGCGATAGAAAGG | Aldo pl07™" (p107F + p107R) 215 pb
p107 R CTGCCGAAGGTAAATACGGAC

LacZ TN-LZ1 CGTCACACTACGTTGAACG AldoLacZ (TN-LZ1 +TN-LZ2) 560 pb
TN-LZ2 CGCACACTACGTCTGAACG

Los animales deficientes en pl107 utilizados para estudiar la compensacién entre
p107 y p130 se genotiparon mediante los oligonucledtidos p107 com, p107 neo y p107 wt
(Fig. 9; Cobrinik y cols, 1996; Lee y cols., 1996). Por e contrario, los animales
deficientes en pl07 utilizados para estudiar la compensacion entre pl07 y pRb se
genotiparon con los oligonucledtidos p107 F, p107 R, TN-LZ1 y TN-LZ2 (ver Fig. 31,
Robanus-Maandag y cols., 1998). La utilizacion de diferentes oligonuclettidos para €
genctipado del gen pl07 se debe a la diferente estrategia usada para generar dichos
animales deficientes (Cobrinik y cols., 1996; Lee y cols., 1996; Robanus-Maandag y
cols., 1998).

Por dltimo, los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosal' TBE 1X
(89 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH 8) al 1,8%. 15 nl del producto de PCR, mezclados
con colorante (Sacarosa 7%, azul de bromofenol 0,04% y azul de xilenocianol 0,04%), se
cargaron en cada cale del gel y se corrieron a 60V durante ad menos 2 horas. Los
fragmentos de ADN se visualizaron con bromuro de etidio (1 nmgy/ml) en un
transiluminador de luz ultravioleta determinando asi, la existencia de |os correspondientes
fragmentos. Ademas, en todos los casos se usd un marcador de bgjo peso molecular
(marcador 1X, Roche).

3.4CULTIVOSDE QUERATINOCITOSPRIMARIOS DE RATON.

Los queratinocitos primarios se obtuvieron mediante la tripsinizacion controlada
de la piel de animales recién nacidos (1-3 dias postparto) (Hennings y cols. 1980). Para
ello, se usd tripsina 0,25 % en PBS (Trypsin 1-300, ICN Biomedicals). Tras 20 horas de
tripsinizacion a 4°C, se procedi6 a aislamiento de la epidermis, separdndola de la dermis,
se troced y agitd para obtener los queratinocitos. Durante €l periodo de tripsinizacion vy,
previamente a plaqueo, se genotip6 & animal sacrificado. Las células se sembraron en
medio de ato calcio para favorecer la adhesion: medio EMEM (Biowhitaker, Inc), 4% de
suero fetal tratado con resina Chelex 100 (BioRad Laboratories), 0,2 mM CaCh y
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antibiotico/antimicotico 1X (Gibco). El tratamiento del suero fetal con laresina, agitacion
de 500 ml de suero con 180 g de resina durante 3 horas a 4°C, sirve paraeliminar el calcio
existente en el suero pudiendo controlar asi la concentracion final de este cation en el
medio. Tras 15 horas de adhesion se cambi6 e cultivo a un medio de crecimiento en bajo
calcio: medio EMEM, 4% de suero-Chelex, 0,056 mM CaCh, 10 ng/ml EGF vy
antibiético/antimicoético 1X, medio que ademés, debido a la baja concentracion de calcio,
impide la proliferacion de posibles fibroblastos contaminantes. EI medio se renovo

diariamente.

3.4.1 Diferenciacion de queratinocitos primariosin vitro.

Los cultivos de queratinocitos primarios mantenidos al menos dos dias en medio
de crecimiento, se diferenciaron en medio de ato calcio. EMEM, 4% de suero-Chelex,
1,2 mM CaCh y antibidtico/antimicotico 1X (Hennings y cols., 1980; Stanley y Y uspa,
1983; Yuspay cols., 1989). El proceso de diferenciacion se mantuvo durante 1, 2 o 3 dias
segun el objetivo del experimento tras lo cudl, dependiendo del mismo, se re-estimul6 €
cultivo volviendo alas condiciones de crecimiento en bgjo calcio durante 24 horas. Todos

los experimentos se realizaron a menos por triplicado.

3.4.2 Infeccion adenoviral de queratinocitos primarios.

Los adenovirus codificantes para Cre y GFP fueron proporcionados
generosamente por € Dr. Curiel (University of Alabama, Birmingham, USA) (Bilbao y
cols., 1999). La amplificacion del adenovirus se realizé en células HEK-293 en medio
DMEM (Gibco), 5% suero fetal y antibiotico/antimicético. Para la infeccion de los
queratinocitos, €l sobrenadante adenovira se diluyé 1:2 en Optimem (Gibco) con 8 ng/ml
de polibreno afiadiéndose un volumen suficiente para cubrirlos durante al menos 2 horas.

Tras dos lavados con PBS se volvié a medio de crecimiento.

3.4.3 Andlisisdel ciclo celular de queratinocitos primarios.

Para estudiar la cantidad del ADN sintetizado durante €l ciclo celular se utilizaron
técnicas de citometria de flujo. Se usd basicamente e método descrito por Braylan y cols.,
(1982). Los queratinocitos se tripsinizaron, se fijaron en etanol 100% y se marcaron con
ioduro de propidio 12,5 ng/ml, analizandose por un citémetro EPICS XL Cytometer
(Coulter Electronics, Hideah, FL). Los datos se procesaron utilizando € programa
WinMDI (proporcionado por Joe Trotter del Scripps Ingtitute, La Jolla, USA). El andlisis

A
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de los resultados se redizd utilizando € programa Cyclred, basado en un modelo
desarrollado por Watson y cols., (1987) y Ormerod y cols., (1987). Los experimentos de

ciclo celular se hicieron siempre por triplicado.

3.4.4 Infeccion retroviral de queratinocitos primarios.

Las estructuras retrovirdes pBABE-Fratl y pBABEFratlDGBD fueron
proporcionadas por Renée van Amerongen (Nederlands Kanker Instituut, Holanda).
Dichos plasmidos se co-transfectaron en células empaquetadoras HEK -293-T con un
vector codificante para la envoltura ecotrOpica del retrovirus. Los sobrenadantes
retrovirales se obtuvieron en DMEM con 5% suero fetal y antibiético/antimicético. Tras
la adicion de 8 mg/ml de polibreno se filtraron por 0,45 mm y se afiadieron a los cultivos
de queratinocitos primarios durante 4 horas. Después de la infeccién, los cultivos se
lavaron en PBS'y se volvié a medio de crecimiento. 48 horas después se realizaron las

inmunofluorescencias como se describe posteriormente.

3.4.5 Curvas de crecimiento de queratinocitos primarios.

Para redlizar las curvas de crecimiento de los queratinocitos en cultivo se
plaguearon 10° células y tras un dia de aclimatacion celular ad medio de crecimiento, se
tripsinizaron y contaron diariamente en un microscopio invertido usando una cdmara de

Neubauer.

3.4.6 Incor poracion de BrdU en queratinocitos primarios.

Para medir € grado de incorporacion de BrdU en un cultivo, los queratinocitos
primarios se incubaron en BrdU 10 nM diluido en el medio durante un periodo de 1 hora.
Tras dicha incubacion, los queratinocitos se fijaron en formaldehido 4% en PBS durante
15 minutos a temperatura ambiente. El procesamiento inmunohistoguimico para detectar
las células positivas se redlizd tal y como se describe mas adelante. Se realizaron al
menos tres experimentos independientesy se contaron alrededor de 1000 células en cada

marcaje de incorporacion de BrdU.

3.4.7 Transfeccion de queratinocitos primarios.

Los queratinocitos primarios a 40% de confluencia en placas p35 se transfectaron
mediante € reactivo Superfect (Quiagen). En 400 m de medio EMEM sn suero se
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diluyeron un total de 2,5 ng de la mezcla de plasmidosy 2 ml del reactivo Superfect. Tras
15 minutos de incubacién a temperatura ambiente se afladieron 600 M de medio de
crecimiento y la mezcla se afadio a los cultivos previamente lavados 2 veces con PBS.
Dos horas después se lavaron nuevamente en PBS y se repuso e medio de crecimiento
fresco. Mediante € uso de transfecciones control se determiné que, 24 horas después de
la transfeccion, arededor del 15% de los queratinocitos expresaban € transgén

transfectado (tinciones LacZ).

3.4.8 Inmunofluor escencias en quer atinocitos primarios.

Los cultivos de queratinocitos en proliferacion o en diferenciacion crecidos en
pequefios cristales de 9 mm de diametro se fijaron en metanol/acetona (2:1) durante 7
minutos a 4°C. Tras 3 lavados de PBS se amacenaron a 4°C. El protocolo de

inmunofluorescencia se describe méas adel ante.

3.5INCORPORACION DE BrdU IN VIVO.

Para medir € grado de incorporacion de BrdU en un tgjido o tumor del animal se
inyectd una solucion de BrdU 10 mg/ml en un total de 0,1 mg por gramo de peso del
animal. Una hora después de la inyeccion, se sacrifico a animal fijando los tejidos en
formaldehido 4% en PBS e incluyéndolos después en parafina. Los cortes histol 6gicos
desparafinados se pretrataron una hora en HCl 2N para favorecer la desnaturalizacion del
ADN vy asi detectar mejor la molécula de BrdU incorporada en e mismo. Tras este
pretratamiento, € proceso de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia realizado es el

mismo descrito mas adel ante.

3.6 DETECCION DE MUERTE CELULAR MEDIANTE TUNEL.

El andlisis de céulas apoptdticas se realizo en teidos fijados con formaldehido a
4% en PBS mediante |la deteccion del nucledtido dUTP afadido por laenzima TdT en los
extremos 3' de los fragmentos de ADN caracteristicos de una célula en proceso de
apoptosis.

En la deteccidn de células apoptéticas mediante técnicas inmunoflourescentes se
utilizé € kit In situ Cell Death Detection, Fluorescein (Boehringer Mannheim) enel que

el tgido desparafinado se incub6d con una mezcla de la enzima TdT junto a dUTP
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asociado a fluoresceina. Tras la incubacion se pudieron detectar las células marcadas en
un microscopio de fluorescencia.

En la deteccidn de células apoptdticas mediante técnicas inmunohistoquimicas se
utilizo €l kit ApopTag Plus Peroxidase In situ Apoptosis Detection (Intergen). Mediante la
misma reaccion antes descrita, la deteccidén del dUTP se realizé mediante anticuerpos
asociados a una enzima peroxidasa. La locadizacion de los anticuerpos se realizo
anadiendo el substrato DAB, y Hp02. La reaccion quimica se paré con agua, controlando
la reaccion con el microscopio Optico. Posteriormente se realizd una contratincion con

hematoxilina

3.7 WESTERN BLOT.

Los extractos proteicos de piel o de queratinocitos se obtuvieron mediante
homogeneizacion activa (mediante €l uso de Polytron) o pasiva (mediante 3 ciclos de
congel acion/descongel acion) respectivamente, en medio A suplementado con inhibidores
de proteasas (medio de lisis). Los lisados se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C durante 10
minutos y los sobrenadantes se transfirieron a tubos frios. La concentracion de proteinas

se determind mediante el andlisis colorimétrico de Bradford (BioRad) usando una curva
estandar de rango 1 ng/m-25 ng/ml de BSA.

Medio delisis: Medio A:

Medio A Tris-HCI pH 7.5 20mM
PMSF 1mM NaCl 137 mM
NaF 20mM gliceral 10%
Aprotinina 1 ng/ml TritonX-100 1%
Leupeptina 1 ng/ml

Pirofosfato disddico 1mM

NaVO, 1mM

Mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) se resolvieron en gel de
poliacrilamida, en diferente porcentaje dependiendo de los pesos moleculares de las
proteinas a andlizar, un total de 25 ng de proteinas mediante amperge constante
(15 mA/gel). En todos los casos se usd un marcador de peso molecular (New England
Biolabs). Posteriormente, se transfirid a una membrana de nitrocelulosa (Amershan

Pharmacia Biotech) en camara semihimeda con medio de transferencia
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(Tris-Base 33 mM, Glicina 194 mM y Metanol 20%) a 15V durante 40 minutos. La
membrana se incub6 con una solucion de leche desnatada a 5% en TBS-Tween 0,5%
(TrissCl 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7,6) durante al nenos 3 horas para e blogueo de
uniones inespecificas. Tras ello, se incubd con los correspondientes anticuerpos primarios

dirigidos frente a las proteinas especificadas en la siguiente tabla:

Anticuer pos usados en los andlisis dewestern blot
Anticuer pos primarios
Especificidad Origen Dilucion Casa comercial
pRb Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz (C-15)
pRb Monaoclonal deratén 1:1000 Pharmingen (G3-245)
p107 Policlonal de conejo 1:500 Santa Cruz (C-18)
p130 Policlonal de conejo 1:500 Santa Cruz (C-20)
b-catenina Monoclonal deraton 1:1000 Transduction Laboratories
Fosfo-b-catenina | Monoclonal de raton 1:100 Cell Signalling
Aktl/2 Policlonal de cabra 1:1000 Santa Cruz (N-19)
Gsk3b Monoclonal deratén 1:1000 Transduction Laboratories
Slimb/ bTrcP Paliclonal de cabra 1:1000 Santa Cruz (C-18)
Frat Policlonal de cabra 1:200 Santa Cruz (S-20)
E2F1 Policlonal de congjo 1:1000 Santa Cruz (C-20)
E2F4 Policlonal de congjo 1:500 Santa Cruz (C-108)
E2F5 Policlonal de conejo 1:500 Santa Cruz (E19)
Axina Policlonal de congjo 1:1000 Santa Cruz (H-98)
Actina Policlonal de cabra 1:500 Santa Cruz (1-19)
Anticuer pos secundarios
Especificidad Conjugado Dilucién Casa comercial
Anti-ratén Peroxidasa 1:5000 Jackson 715-035-151
Anti-cabra Peroxidasa 1:10000 Santa Cruz (sc-2020)
Anti-congjo Peroxidasa 1:5000 Jackson 711-035-152

Para detectar la union del anticuerpo primario se usaron anticuerpos secundarios
unidos a peroxidasa, concretamente, anticuerpos anti-1gG de especificidad variable (raton,
congjo, cabra) también detallados en la tabla. Por dltimo, para visualizar la union de los
anticuerpos se usd un Kit de deteccion de luminiscencia basado en una reaccion
especifica de la peroxidasa siguiendo las instrucciones de la casa comercial
(WestPicoSignal, Pierce).

Para e andlisis de los compleos proteicos asociados a GSK3b (Fig. 24) se
realizaron imnunoprecipitaciones de un total de 50 ng de extractos de proteinas totales de
piel en PBS-Triton 1% con inhibidores de proteasas (antes mencionados) durante 15
horas usando un anticuerpo especifico frente a GSK3b. Tras elo, las inmunoglobulinas
unidas a los complejos proteicos de GSK3b se incubaron con 15 m de proteina A/G Plus-

agarosa (Santa Cruz sc-2003) durante 2 horas. Tras sucesivos lavados en PBS con
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inhibidores de proteasas, |0s complejos asi aislados se resolvieron mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) como se ha descrito anteriormente.

En el caso de la co-precipitacion de la forma libre de b-catenina no asociada a
membrana (Fig. 23), los extractos proteicos se incubaron con € fragmento citoplésmico
de E-cadherina acoplado a GST (proporcionado por € Dr. Salvatore Pece, Oral and
Pharyngeal Cancer Branch, Maryland, USA.) y posteriormente con glutatiénagarosa. La
co-precipitacion se realizé mediante centrifugacion en PBS con inhibidores de proteasas
y, posteriormente se resolvié mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

Por dltimo, para defosforilar la axina (Fig. 24), los extractos de proteinas se
incubaron con 1 nl de fosfatasa de intestino de ternero (Roche) a diferentes tiempos. A
continuacion, e grado de fosforilacion de la misma se analizO mediante la diferente
movilidad electroforética en electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

3.8 ENSAYOSDE RETARDO EN GEL.

Los ensayos de movilidad el ectroféretica de retardo en gel (EMSA) se realizaron
incubando 5 g de extractos proteicos totales de piel con un oligonucledtido marcado con
a*’P-dCTP correspondiente a la siguiente secuencia paindréomica kB: 5-
GATCCAACGGCAGGGGAATTCCCCTCTCCTTA-3' (Pérez y cols,, 2000). Los
compleos formados se resolvieron en un gel nativo de acrilamida al 5,5% en 0,25X TBE
(TBE 1X: 89 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH 8). El gel obtenido se secl y se expuso
mediante autoradiografia (Amersham) a-70°C. Laidentificacion de los complejos NF-kB
en este sistema se realiz6 mediante la adicion de 1 m de los correspondientes anticuerpos
especificos a la mezcla de incubacién tal y como se encuentra descrito (Pérez y cols.,
2000).

3.9 TECNICASINMUNOHISTOQUIMICAS.

Se utilizaron muestras fijadas en formaldehido 4% PBS o en etanol 70%. Tras €l
desparafinado, las muestras se preincubaron durante 30 minutos con PBS-5% de suero
feta de cabra para bloquear uniones inespecificas. Posteriormente, las muestras se
incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C y

con los secundarios durante dos horas a temperatura ambiente. Entre todas las
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incubaciones se realizaron al menos tres lavados de PBS. Los anticuerpos primarios y los

secundarios utilizados se resumen en la siguiente tabla:

Anticuer pos usados en las tinciones inmunohistoquimicas o inmunofluor escentes

Anticuerpos primarios

Especificidad Origen Dilucién | Casacomercial o cedido por

K10 Monoclonal deratén | 1:1000 SIGMA (K8.60)

Filagrina Policlonal de conejo 1:500 BABCO

Loricrina Policlonal de congjo 1:1000 BABCO

Involucrina Policlonal de congjo 1:2000 BABCO

K5 Policlonal de congjo 1:500 BABCO

K6 Policlonal de congjo 1:500 BABCO

K13 Policlonal de conejo 1:50 Dennis R. Roop, Baylor College of Medicine,
Houston, Texas, USA.

DNp63 Monoclonal deratén | 1:100 Santa Cruz (4A4)

pl107 Policlonal de conejo 1:150 Santa Cruz (C-18)

p130 Policlonal de conejo 1:150 Santa Cruz (C-20)

p75NTR Policlonal de conejo 1:500 BABCO

HGF Monoclonal deratén | 1:50 R&D

EDAR Monoclonal deratén | 1:100 R&D (AF745)

XEDAR Policlonal de cabra 1:100 Santa Cruz (T-14)

TROY/TAJ Policlonal de cabra 1:100 Santa Cruz (M -20)

PCNA Monoclonal deratén | 1:50 Sir David Lane (PC10), Ninewells Hospital
and Medical School, Escocia, Reino Unido.

BMP4 Policlonal de cabra 1:50 Santa Cruz (N-16)

Noggin Policlonal de cabra 1:50 Santa Cruz (C-18)

BrdU Monoclonal deratén | 1:50 Boehringer Manngeim

Brdu Monoclonal derata 1:5 Sibille Mittnacht, Institute of Cancer Research,
Londres, Reino Unido.

p53 Policlonal de congjo 1:200 Novocastra (CM5)

AE13 Monoclonal deraton | 1:1 Tung-Tien Sung, New Y ork University School
of Medicine, New York, USA

AE15 Monoclonal deraton | 1:1 Tung-Tien Sung, New Y ork University School
of Medicine, New York, USA.

b-catenina Monoclonal deratén | 1:200 Transduction Laboratories

Frat Policlonal de cabra 1:50 Santa Cruz (S-20)

Anticuer pos secundarios

Especificidad Conjugado Dilucién Casa comercial

Anti-ratén Biotina 1:4000 Jackson 715-065-151

Anti-cabra Biotina 1:10000 Jackson 705-065-147

Anti-congjo Biotina 1:4000 Jackson 711-065-152

Anti-rata FITC 1:50 Jackson 712-095-153

Anti-congjo FITC 1:50 Jackson 711-095-152

Anti-ratén Texas-Red 1:500 Jackson 715-075-151

Anti-congjo Texas-Red 1:500 Jackson 711-075-152

En e caso de las inmunohistoquimicas, la deteccion del anticuerpo se realizod

mediante el sistema avidina/estreptavidina-peroxidasa, utilizando el Kit Vectastain ABC

(Vector Laboratories). Lalocalizacion de los anticuerpos se realizé aiadiendo el substrato

DAB, y Ho02 (Vector Laboratories). La reaccion quimica se par6 con agua, controlando
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la reaccion con el microscopio Optico. Posteriormente se realiz6 una contratincion con
hematoxilina.

En & caso de dobles inmunofluorescencias la incubacion se realizo con ambos
anticuerpos primarios y secundarios a mismo tiempo. Las inmunofluorescencias se
montaron con moviol (Hoechst) a que se afiadié DAPI (200 mg/ml), como complemento
para la deteccion de acidos nucleicos. La visualizacion se realizé en un microscopio Zeiss
Axiophot equipado con fuente de epifluorescenciay filtros adecuados. Para la captura de
las imégenes se utilizé una camara digital (Apogee) y € programa de andlisis de datos

Microimage (Olympus).
3.10AISLAMIENTO DE ARNY NORTHERN BLOT.

Se obtuvieron muestras de piel de lomo de ratdén que se congelaron en N2 liquido.
Para la obtencion del ARN se utiliz6 € reactivo Trizol (GibcoBRL) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Tras verificar la integridad del ARN mediante la
observaciéon a UV de 1 ng de ARN resuelto en un gel-fosfato 15 mM pH=6,9 tefiido con
bromuro de etidio, se analizaron los ARNs mediante Northern Blot. Los ARNS (20 ng por
muestra) se desnaturalizaron y se fraccionaron en geles de agarosa a 1% con tampén de
formaldehido y se trarsfirieron a membranas de Nylon (Hybond-N+ Amersham
Pharmacia Biotech) en tampén SCC-10X (Lehrach y cols. 1977). Las membranas se
hibridaron a 42°C durante toda la noche con la sondas marcadas radioactivamente con
a*’P-dCTP, utilizando el sistema de marcaje Rediprime Il (Amersham Pharmacia
Biotech). Los filtros hibridados se sometieron a dos lavados con SCC-2X/SDS 1% a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizd uno o dos lavados (segun las sondas)
con una mezcla que contiene SCC-0.2X/SDS 0.1% durante 15 minutos a 55°C. Para
hibridar un mismo filtro con varias sondas, e ADN marcado se eliminé mediante lavados
en SCC-0.01X/SDS 0.01% en ebullicion, comprobandose posteriormente mediante

autorradiografia, que € filtro carecia de cualquier marca.

3.10.1 Sondas utilizadas.

Las sondas utilizadas fueron los ADNc completos de Axina (cedidos por € Dr.
Kikuchi, Hiroshima University, Japon), b-Catenina y FWD-1 (cedidos por €l Dr.
Hatakeyama, Kyushu University, Japon), Lefl (cedido por la Dra Amparo Cano,
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Instituto de Investigaciones Biomeédicas, Madrid), Shh y BMP4 (cedidos por € Dr.
Chiang, National Institute of Heath, USA), y 7S (ARN ribosomico utilizado para

comprobar la carga del mensgjero en los Northerns Blots Balmain y cols., 1982).

3.11 ENSAYOSDE ACTIVIDAD LUCIFERASA.

Para medir el grado de activacion diferencial de promotores o elementos de
respuesta a determinados factores de transcripcion, se utilizaron ensayos de actividad
luciferasa. En cultivos de queratinocitos primarios se transfectaron los plasmidos
necesarios para reaizar el ensayo de actividad segun e protocolo del kit Dual-Luciferase
Kit (Promega): 1) Plasmido informador, portador de la secuencia promotora de estudio
asociada a ADNCc de la enzima luciferasa aislada de la luciérnaga (Photinus pyralis). En
concreto: pGL3-E2F (plasmido de respuesta a factores de transcripcion E2F; cedido por
el Dr. Lu, Imperial College of Science, Londres, Reino Unido), TOPFLASH (plasmido de
respuesta a b-catenina/Lefl) y FOPFLASH (forma mutante del plasmido de respuesta a
b-catenina/Lef1), estos ultimos cedidos por € Dr. Gutkind, National Institutes of Health,
USA. 2) plasmido de expresién del segundo tipo de luciferasa (aidado de Renilla
reniformis) necesario para la estandarizacion de las diferentes muestras, evitando asi,
posibles diferencias debidas a la eficacia de transfeccion 3) Plasmido/s de expresion de
determinadas proteinas (dependiendo del experimento). En concreto: plasmidos de
expresion de Lefl (proporcionado por la Dra. Amparo Cano, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Madrid) Fratl y FratlDGBD (proporcionados por Renée Van Amerongen,
Nederlands Kanker Ingtituut, Holanda). 24-48 horas después de la transfeccion, las
células se lisaron y se redliz6 € ensayo de actividad luciferasa segun el protocolo del kit
midiéndose la actividad en un lumindmetro (Berthold). Se realizaron a menos dos

experimentos independientes, en 1os que las transfecciones se hicieron por triplicado.
3.12 TRASPLANTESDE PIEL.

Para realizar |os trasplantes de piel se realiz6 una biopsia de piel de lomo de
2-3 cnt en embriones de 18,5 dias de gestacion. La piel donante se trasplanté sobre una

zona de similar tamafio en el animal receptor a la que previamente se le habia eliminado

la piel mediante cirugia. Los animales receptores siempre fueron hembras adultas (2
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meses) inmunodeficientes NOD/SCID para evitar asi el rechazo. La piel donante se cosio
a los bordes de la piel receptora con sutura de seda 'y se cubrié con NewSkin (Medtech,
Jackson) como medio de proteccion. La evolucion del trasplante se observo diariamente y
los animales fueron sacrificados entre 2-8 semanas después de la operacién procesando la

region trasplantada asi como las zonas adyacentes para usarlas como region control.
3.13 PROTOCOL O DE CARCINOGENESISQUIMICA EN PIEL DE RATON.

Se realiz6 un protocolo clésico de carcinogénesis quimica DMBA/TPA. Un total
de 15 animales de 2 meses de edad de cada genotipo, se afeitaron y posteriormente se
iniciaron mediante la aplicacion de una Unica dosis de 100 ng de DMBA diluido en
acetona en la espalda afeitada del animal. Tras 10 dias del tratamiento con DMBA, se
comenzaron las aplicaciones de TPA (5 mgy/200 m) en un total de 2 por semana durante un
total de 10 semanas. Alrededor de la octava semana tras la iniciacién se observo la
aparicion de los primeros tumores realizandose un seguimiento semana del nimero asi
como € tamafio de los mismos. Tras 30 semanas de protocolo, los animales fueron
sacrificados y los tumores se procesaron para histologia (cortes de parafina o por
congelacion) o para la obtencion de proteinas, ARN o ADN como se describio

anteriormente.

3.14ENSAYOSDE ACTIVIDAD QUINASA.

Para detectar la actividad quinasa de Akt o GSK3b se inmunoprecipitaron 50 ng
de extractos proteicos totales de piel con 1 nl de anticuerpo anti-Akt 0 GSK3b por cada
25 ng de proteinas (Segrelles y cals., 2002; Leisy cols., 2002). Los inmunoprecipitados
se incubaron a 37°C durante media hora en 20 mM Hepes pH 7,4, 10 mM MgCh, 10 mM
MnCh, 10 nCi de g**P-dATPy H2B 0.05 ng/ml (Sigma) 0 GS-1 (Sigma) como substratos
para AKT o GSK3b respectivamente. A continuacion, los inmunoprecipitados se
resolvieron en un gel de acrilamida del 12% y la presencia de substrato marcado
radioactivamente se detect6 mediante autoradiografia (Amershan). En pardelo se
determind la presencia de la enzima inmunoprecipitada mediante western blot como se

describié anteriormente.
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3.15TINCION LacZ.

Para la deteccion de la actividad b-Galactosidasa se fijaron los tejidos de interés
en 0,2% paraformaldehido durante dos horas y luego se mantuvieron en una solucion a
30% de sacarosa en PBS durante toda la noche. Posteriormente se incluyeron en medio
OCT vy se hicieron cortes por congelacion de 8 mm. La tincién de LacZ se realiz6 por
incubacion en € siguiente tampoén: K4 Fe(CN)g] 11,4 mM, K3[Fe(CN)g] 11,4 mM, 1,4
mM ChMg y X-Ga 40 mg/ml durante 24 horas a 37°C segin se encuentra descrito
(Jonkersy cals., 2001).

3.16 ANALISISDE CELULAS MADRE EPIDERMICAS.

La deteccion de células con caracteristicas madre epidérmicas se reaizo
basicamente segun el protocolo desarrollado por Cotsarelis y cols., 1990. Brevemente: se
realizaron 4 inyecciones (una cada 12 horas) de 20 nl de una solucién de BrdU (12,5
mg/ml diluido en NaCl 0,9%) en animales de 10 dias de edad. 30 y 75 dias después de la
Ultima inyeccion, se sacrificaron los animales y se analizé la incorporacion de BrdU por
inmunohistoquimica. El nUmero de células madre se evalu6 como porcentgje de foliculos
pilosos que contenian células positivas. Se analizaron a menos 4 animales de cada
genotipo y 200 foliculos por animal.



4. RESULTADOS

El que no sabe de nada no duda de nada.

George Herbert
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4.1 PAPEL DE p107 Y p130 EN LA DIFERENCIACION EPIDERMICA Y EN LA
MORFOGENESIS FOLICULAR.

4.1.1 La epidermis de los animales p107-/-; pl30-/- tiene alteraciones en la
diferenciacion terminal.

Los animales deficientes para pl07 o pl30 no muestran ninguna alteracion
fenotipica observable a nivel macroscopico (Lee y coals., 1996; Cobrinik y cols., 1996).
Posiblemente, esto se debe a que la ausencia de cualquiera de estas proteinas puede ser
compensada funcionalmente por los otros dos miembros de la familia, p107 o p130
(dependiendo del caso) y pRb. Sin embargo, los animales pl07-/-; pl30-/- son letdes
perinatales ya que mueren horas después del nacimiento (Cobrinik y cols., 1996).
Morfologicamente, estos animales se caracterizan por un acortamiento de las
extremidades, un hocico més corto, protusion abdominal y, en general, un tamafio del
30% menor en comparacion con sus hermanos pl07+/-; pl130+/- (Fig. 9a; Cobrinik y
cols., 1996). La letalidad observada en estos animales se produce por un fallo respiratorio
originado por problemas en la osificacion endocondral. Esto se debe a que los condrocitos
p107-/-; pl30-/- presentan una alteracion grave de la proliferacion (Cobrinik y cols.,
1996; Ross y cols., 2002; Laplantine y cols., 2002). A pesar de estos defectos, no se ha
descrito ninguna alteracion en la epidermis de estos animales.
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Fig. 9: Obtencién de los animales deficientes en pl07 y/o pl30. a) Aspecto macroscopico de
animales recién nacidos p107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/-. N6tese el menor tamafio de los animales
p107-/-; p130-/-, €l hocico y las extremidades mas pequefias (flechas) asi como la existencia de pliegues
anémalos de la piel (puntas). b) Andlisis de PCR de los alelos p107 y p130 a partir de ADN gendmico

obtenido de las colas de los animales con | os genotipos representados.

Dado €l pape de la familia de retinoblastoma en la homeostasis de la piel (ver
introduccién), se analizaron los animales deficientes en p107 y/o p130 para determinar la
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posible existencia de alteraciones en la epidermis. En todos los casos se analizo lapiel en
embriones de 18,5 dias de gestaciondebido a la letalidad perinatal de los animales p107-/-
. p130-/-. Los aelos p107™, p107™*°, p130™ y p130™® se detectaron mediante PCR para
determinar e gerotipo del animal (Fig. 9b). La epidermis de los animales pl07-/-;
pl30+/+ y pl07+/+; p130-/- carece de ateraciones histolégicas en comparacion con sus
respectivos hermanos controles pl07+/-; p130+/-, por lo que estos Ultimos se utilizaron
como animales dereferenciaen €l resto del estudio (Fig. 10a).
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Fig. 10: Los animales p107-/-; p130-/- tienen claras alteraciones en el estrato granuloso de la
epidermis. a) Secciones histolégicas tefiidas con H& E de la piel de embriones de 18,5 dpc de los genotipos
representados. En los recuadros de menor tamafio se amplifica la regién del estrato granuloso de los
correspondientes genotipos b) Andlisis de western blot frente a los miembros de la familia de
retinoblastoma, pRb, p107 y p130, realizados a partir de extractos de proteinas obtenidos de pieles de

embriones de 18,5 dpc de | os genotipos representados. Barra= 75 mm.

Del mismo modo a como ocurre en otros tgjidos (Lee y cols., 1996; Cobrinik y
cols.,, 1996), la ausencia de p107 o p130 en la epidermis no provoca la aparicion de
ningun fenotipo en la piel. Se ha descrito en células deficientes en Rb un aumento del
ARNmM de p107 que sugiere la existencia de compensacion funciona entre los diferentes
miembros de la familia de retinoblastoma (Dannenberg y cols., 2000; Hurford y cols.,
1997). Para determinar s la ausencia de pl107 y/o pl30 inducia e aumento en la
expresion de algun miembro de lafamilia se realizaron andlisis de western blot utilizando
extractos de proteinas obtenidos de la piel de embriones de 18,5 dpc de todos los
genotipos (Fig. 10b). Se observo que la ausencia de p107 no inducia un aumento en la

expresion de pl130 y viceversa (Fig. 10b). Del mismo modo, la expresién de pRb no
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variaba en ninguno de los genotipos analizados, por |0 que la compensacion funcional
observada, no depende de cambios en la expresion de los diferentes miembros de la
familia de retinoblastoma (Fig. 10b).

A diferencia de lo que ocurre en los animales p107+/-; pl30+/-, la epidermis de
los animales p107-/-; p130-/- presentaba varias alteraciones morfol 6gicas. Se observé una
disminucién en e nimero asi como en e tamafio de los granulos de queratohialina
existentes en las células del estrato granuloso, en comparacion con la epidermis de los
animaes pl07+/-; pl30+/- (Fig. 10a; ver recuadros). Como ya se menciond en la
introduccién, estos granulos estdn formados por proteinas como la filagrina, siendo
esenciales en la formacion de la escama celular, Ultimo estadio de la diferenciacion
epidérmica. Por dllo, la disminucion en su formacion sugiere la existencia de alteraciones
en la diferenciacion termina de los animales p107-/-; p130-/-. Para comprobarlo, se
analiz6 la expresion de varios marcadores de diferenciacion como la queratina K10,
loricrina y filagrina en los animales p107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/- (Fig. 11). No se
observaron alteraciones en la expresion de la queratina K10 en ausencia de p107 y p130
(Fig. 11). Este resultado indica que las primeras etapas de diferenciacion se reaizan
correctamente en los animales pl07-/-; p130-/- (Fig. 11). Sin embargo, la expresion de
ambos marcadores de diferenciacion terminal, loricrina y filagrina, se encuentra
claramente disminuida en los animales pl07-/-; pl30-/- en comparacion con sus

respectivos hermanos p107+/-; p130+/- (Fig. 11).
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Fig. 11: Los animales pl07-/-; pl30-/- tienen alterada la diferenciacion terminal. Tincion
inmunohistoquimica frente a K10, loricrina y filagrina en epidermis de embriones de 18,5 dpc de los

genotipos representados. Barra= 50 mm.
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Estos datos sugieren que la pérdida conjunta de p107 y pl30 atera € proceso
normal de diferenciacién epidérmicaterminal in vivo pero no las primeras etapas de dicho

Proceso.

4.1.2 La ausencia de p107 y p130 produce alteraciones en la formacion de derivados
ectodér micos.

Lapie delos animales p107-/-; p130-/- de 18,5 dpc también se caracteriza por una
clara disminucién en e nimero de folicul os pilosos formados durante la embriogénesis en
comparacion con los animales p107+/-; p130+/- (Fig. 12a, d). Ademas, esta disminucion
se observa en diferentes estadios de la embriogénesis ya que, tanto a 16,5 dpc como a
18,5 dpc, existe un menor nimero de foliculos (Fig. 12d). De hecho, en € rudimento
epitelial de embriones de 14,5 dpc se observa una generalizada disminucion del nimero
de las estructuras germinales de los futuros foliculos pilosos (Fig. 12b). Por Ultimo,
también se encontraron deficiencias en la formacion de las vibrisas, foliculos sensoriales
especializados localizados en €l hocico del raton. Los animales p107-/-; p130-/- tienen un

menor nimero de los centros germinales que darén origen alas vibrisas (Fig. 12c).
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Fig. 12: La pérdida de p107 y p130 produce una alteracion generalizada en la morfogénesis
folicular. a-c) Secciones histol6gicastefiidas con H& E de la piel (a, b) o €l hocico (¢) de embriones de 18,5
(a), 14,5 dpc (b) 0 16,5 dpc (c) de animales p107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/-. Las flechas indican los
rudimentos foliculares (b) o las vibrisas (c). d, €) Representacion grafica del nimero medio de foliculos
pilosos’'mm (d) o del porcentaje de foliculos existentes en cada estadio observados en pieles de animales

p107+/-; p130+/-y p107-/-; p130-/-. de 18,5 dpc. Barra= 100 mm.



Resultados

Los foliculos pilosos pueden ser catalogados durante su morfogénesis en
diferentes estadios de desarrollo (1-8) utilizando una clasificacion basada en criterios
morfologicos y biogquimicos (Fig. 3; Paus y cols., 1999). El estadio 1 corresponde a la
estructura germina que originara e foliculo, mientras que € estadio 8 corresponde al
foliculo anagénico completamente desarrollado (Fig. 3). Usando esta clasificacion se
caracterizd la poblacion de foliculos pilosos existentes en la piel de embriones p107+/-;
p130+/- y p107-/-; p130-/- de 18,5 dpc. Se observé que, en los animales pl07-/-; p130-/-,
existia un claro retraso en €l desarrollo de los foliculos pilosos debido a predominio de
los primeros estadios de los mismos, en comparacion con los animales pl07+/-; p130+/-
(Fig. 12e).
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Fig. 13: Los animales p107-/-; pl30-/- tienen alteraciones en la formacién de los dientes.
a, b) Secciones histolégicas tefiidas con H&E de la cavidad oral (a) o del rudimento dental (b) en
embriones de 18,5 dpc de animales de los genotipos representados. En el caso de los animales p107-/-;
p130-/- se detectaron casos de anodontia (a, ver flechas) o hipoplasia de la capa de odontoblastos (b, ver

flechas en animal p107-/-; p130-/-) Clave: pu=pulpa dental, od= capa de odontoblastos, de= dentina, am=

capa de amel oblastos, ep= pulpa externa. Barra= 100 mm.

La morfogénesis de los foliculos pilosos, como ya se explicd en la introduccién,
depende de una complga sefidizacion molecular reciproca entre células dérmicas
mesenquimales y células epiteliales. Al igual que los foliculos pilosos, existen numerosos
derivados ectodérmicos, como por gemplo € diente, que requieren una sefializacion
epitelio-mesenquima muy similar a la que ocurre durante la formacion del foliculo. Por

ello, se analizaron también las estructuras dentales presentes en embriones pl07+/-;
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p130+/- y pl07-/-; p1l30-/- de 18,5 dpc. Se observaron numerosas alteraciones en los
dientes de los animaes pl07-/-; pl30-/- en comparacion con sus hermanos pl07+/-;
pl30+/-. Estas alteraciones se caracterizaban normamente por microdoncia de los
incisivos (Fig. 13b) aunque en algunos casos se observo una total ausencia de los dientes
0 anodontia con la presencia de tegjido mesenquimal indiferenciado en lugar del incisivo
(Fig. 134). Ademas, los rudimentos dentales presentaban una hipoplasia de la capa de
odontoblastos, poco diferenciados y claramente desorganizados (Fig. 13b).

Estos datos sugieren gque la ausencia de p107 y p130, provoca graves alteraciones
en la formacion de los derivados ectodérmicos, en los que la sefidizacion epitelio-

mesenquima podria encontrarse aterada.

4.1.3 Los defectos en € foliculo y en los incisivos de los animales p107-/-; p130-/- no
se deben a alteracionesdelasviasNFkB o TNF-a .

Existen numerosos modelos animales que presentan ateraciones en e desarrollo
de los foliculos pilosos asi como en los derivados dentales. Por ejemplo, los animales que
tienen mutaciones tabby o downless tienen defectos en € desarrollo de los foliculos y 1os
dientes (Miard y cols., 1999; Pispay cols., 1999; Headon and Overbeek, 1999; Laurikkala
y cols., 2001, 2002) lo que demuestra la existencia de vias comunes en la génesis de estos
Organos ectodérmicos. Las ateraciones anteriormente descritas en los foliculos pilososy
en los rudimentos dentales de los animales p107-/-; p130-/- se asemejan alas descritas en
los mencionados modelos animales. edar fue identificado como el gen responsable del
fenotipo descrito en los animales con mutaciones downless (Headon and Overbeek,
1999). Se trata, como posteriormente se describié con TROY o XEDAR (Kojimay cals,,
2000; Srivastava y cols., 2001), de un nuevo miembro de la familia de receptores del
TNF-a (Headon and Overbeek, 1999). Tanto su ligando, EDA (tabby), como sus
receptores, EDAR, TROY o XEDAR, han sido implicados en varios trabajos en la
morfogénesis y € desarrollo de los foliculos pilosos asi como de los derivados dentales
(Miard y cols., 1999; Pispay cols., 1999; Headon and Overbeek, 1999; Laurikkalay cols.,
2001, 2002).

Para determinar si los defectos de los derivados ectodérmicos de los animales
p107-/-; p130-/- eran debidos a la alteracion de alguno de estos receptores, se anaizo la
expresion de los tres receptores de la superfamilia de TNF-a (EDAR, XEDAR vy
TROY/TAJ). Se observé que en los foliculos pilosos de embriones pl07-/-; p130-/- de
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18,5 dpc no existian alteraciones en la expresion de EDAR (Fig. 14a), XEDAR (Fig. 14b)
0 TROY/TAJ (Fig. 14c) en comparacion con los foliculos de los embriones pl07+/-;
p130+/-. Por otro lado, se ha descrito que la transduccion mediada por EDAR serealizaa
través de los factores de transcripcion NFkB (Schmidt-Ullrich y cols., 2001). Por €llo,
para determinar la actividad NFkB en los animales deficientes en @07 y/o p130, se
realizd un ensayo de retardo en gel (EMSA) en & que se analizd la unién de los
complgjos p50/p50 y p50/p65 (P50 y p65 son los componentes mayoritarios de los
complejos NFKB en piel) a una secuencia de unién consenso NFkB marcada
radiactivamente (Pérez y cols., 2000). No obstante, no se detectaron variaciones

significativas en la actividad NFKB en ninguno de los genotipos analizados (Fig. 14d).
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Fig. 14: Las alteraciones de los derivados ectodérmicos de los animales p107-/-; p130-/- no =
deben a defectos en la via NFkB 0 a la expresién de receptores de la familia TNF-a. a-c) Tincién
inmunohistoquimica frente a EDAR (a), XEDAR (b) o TROY/TAJ (c) en foliculos pilosos de embriones de
18,5 dpc de los genotipos reprentados. d) Ensayo de retardo en gel (EMSA) realizado para la deteccion de
los complejos NFkB p50/p50 y p50/p65 en extractos proteicos obtenidos de pieles de embriones de 18,5

dpc. Barra= 50 mm.

Todos estos datos sugieren que, las alteraciones observadas en los derivados
ectodérmicos de los animales p107-/-; p130-/-, no se deben a variaciones en la expresion
o0 localizaciéon de determinados receptores de la familia de TNF-a o0 a dteraciones en la
actividad NFkB.
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4.1.4 La formacion y € desarrollo de los foliculos pilosos se restaura en trasplantes
de piel procedentes de animales p107-/-; p130-/-.

La letalidad perinatal de los animales pl07-/-; pl130-/- impide determinar las
consecuencias fenotipicas que, la pérdida de estas dos proteinas, produce en un estado
adulto en la epidermis asi como en sus derivados ectodérmicos. Parte de estos problemas
se pueden solventar mediante la utilizacion de trasplantes de piel de embriones de
18,5 dpc en animales adultos inmunodeficientes NOD/SCID. La piel embrionaria tiene
una gran capacidad regeneradora, de forma que es capaz de asentarse en una matriz
dérmica extrafia, existente en e animal receptor, y producir una epidermis totalmente
madura a cabo de pocas semanas. Mediante € uso de trasplantes se pudo analizar la
evolucion de la epidermis deficiente en pl07 y pl30 hasta un estado maduro. Para la
realizacion de los trasplantes de piel, se utilizaron ratones NOD-SCID, los cuales, a
diferencia de los ratones nu/nu, otro modelo animal inmunodeficiente (Nehls y cols.,
1994), carecen de alteraciones génicas que repercutan en € desarrollo del pelo. Los
ratones nu/nu tienen una mutacién en e gen Whn, que codifica para un factor de
transcripcion (FoxN1), que impide el correcto desarrollo de las células del timo asi como
de los foliculos pilosos (Nehlsy cols., 1994).

Se redlizaron trasplantes de piel embrionaria de animales p107+/-; pl30+/- y
p107-/-; p130-/- en animales NOD/SCID en zonas en las que previamente se habia
eliminado la piel del animal receptor (ver Materidles y Métodos). Alrededor de dos a
cuatro semanas después la operacion, se observé la formacion de pelo en los trasplantes
procedentes de la piel de ambos genotipos (Fig. 154). Todos los andlisis que se describen
a continuacion se realizaron en lapiel trasplantada donante o trasplante, region facilmente
diferenciable ya que los pelos procedentes de la piel donante, eran de color oscuro
mientras que los pelos de |os animales NOD/SCID eran de color blanco (Fig. 15a).

Se redizaron andlisis histologicos de los trasplantes a diferentes semanas tras la
realizacion del mismo. Cuatro semanas después del trasplante se observé que, en € caso
de la piel p107-/-; p130-/- formada, se originG una mayoria de foliculos pilosos normales
sin ninguna alteracion en sus capas celulares (Fig. 15¢). Ademés la mayoria de los bulbos
anagénicos eran indistinguibles de los formados en los folicul os pilosos de |os trasplantes
p107+/-; p130+/- (Fig. 15b). Estos resultados indicaban que €l retraso en & desarrollo de
los foliculos pilosos se rescataba mediante la utilizacion de un trasplante de piel p107-/-;

p130-/- aunadermis normal.
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No obstante, se observo la existencia de numerosas alteraciones en |los trasplantes
derivados de piel p107-/-; p130-/-. En concreto, se detectd un aumento del nimero de
foliculos pilosos 4 semanas después de la operacion, en comparacion con trasplantes de
animales pl07+/-; pl30+/- (Fig. 16a). Ademas, la epidermis interfolicular de los
trasplantes pl107-/-; pl30-/- se caracterizaba por una grave hiperplasia con zonas de
paragueratosis (presencia de escamas diferenciadas que no han sufrido enucleacion; Fig.
16b). Por otro lado, a pesar de la existencia de una mayoria de folicul os pilosos hormales,
se detectaron numerosas aberraciones tales como la existencia de dos foliculos
compartiendo un mismo canal de salida (Fig. 16c¢), foliculos con orientaciones andmalas

(Fig. 16d), quistes foliculares (Fig. 16€) o glandulas sebéceas hiperplésicas (Fig. 16f).
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Fig. 15: Los trasplantes de piel p107-/-; p130-/- desarrollan una mayoria de foliculos pilosos
normales. a) Aspecto macroscopico de la regién trasplantada 4 semanas después del trasplante de piel de
los genotipos representados. b, ¢) Secciones histoldgicas tefiidas con H&E de los bulbos foliculares
localizados en los trasplantes de los genotipos representados (b) y de un foliculo tipo de un trasplante

p107-/-; p130-/-. Barra= 150 nm.

Ademas, para determinar s existian alteraciones en €l ciclo del pelo se analizaron
trasplantes de animales pl07+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/- en diferentes semanas tras la
operacion. Se observo que, en trasplantes de 8 semanas realizados con piel procedente de
animales p107+/-; p130+/-, los foliculos pilosos se encontraban en fase de telogén (Fig.
169). Sin embargo, en los trasplantes p107-/-; p130-/- lainmensa mayoria de los foliculos
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se encontraban todavia en anagén, resultado que confirmaba las alteraciones que, la
ausencia de p107 y p130, produciaen €l ciclo del pelo (Fig. 16g).
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Fig. 16: Los trasplantes de piel p107-/-; p130-/- tienen alteraciones foliculares e interfoliculares.
a-g) Secciones histolégicas tefiidas con H&E de trasplantes de pel embrionaria de animales p107+/-;
p130+/- (a,9) y p107-/-; p130-/- (a-g) en ratones NOD/SCID tras 4 (a-f) y 8 semanas (g) después de la
operacion. En los trasplantes p107-/-; p130-/- de 4 semanas se observaron varias alteraciones tales como
hiperplasia interfolicular con paraqueratosis (b, ver flecha), foliculos compartiendo un mismo canal de
salida (c) o en orientaciones andmalas (d, ver flecha), quistes foliculares (e, ver flecha) o glandulas

sebéaceas hiperplasicas (f). Barra= 150 nm.

La morfogénesis de los foliculos pilosos depende de una compleja sefializacion
reciproca entre células epiteliales y células dérmicas mesenquimales (Hardy, 1992). Los
animales p107-/-; p130-/- tienen un menor nimero de foliculos que ademés, se encuentran
retrasados en su desarrollo. Sin embargo, en los trasplantes p107-/-; p130-/- este fenotipo
se restaurd (Fig. 16). Ambas proteinas, pl07 y pl30, se expresan en los foliculos
originados en los trasplantes p107+/-; p130+/- en diferentes capas del foliculo tales como
lavaina radicular externa e interna o la matriz, pero también en las células mesenquimales
de la papila dérmica (Fig. 17a). Por €llo, los defectos observados en los foliculos de los
animales pl07-/-; pl30-/- podrian deberse a alteraciones en cualquiera de los dos

componentes, epitelial 0 mesenquimal. La utilizacion de los trasplantes como modelo,
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puede ayudar a discriminar qué componente se encuentra afectado, ya que la epidermis
donante del animal transgénico se coloca sobre un lecho receptor normal. En los foliculos
formados en los trasplantes pl07-/-; p130-/-, se observé que ambas proteinas, pl07 y
p130, se expresaban en la papila dérmica (Fig. 17b) lo que indica que los fibroblastos de
la dermis receptora se organizan para formar una papila dérmica que permitira a epitelio
donante pl107-/-; p130-/- desarrollar un foliculo maduro. Estos datos sugieren que en la
piel p107-/-; p130-/-, los defectos foliculares se deben a ateraciones en la sefidizacion
dérmica ya que la mayoria de los mismos, se restauran en presencia de una dermis
normal, tal y como ocurre en los trasplantes. No obstante, la persistencia de algunos
foliculos aberrantes sugiere también la participacion, aunque en menor medida, del

componente epitelial.
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Fig. 17: Expresion de p107 y p130 en los foliculos anagénicos de los trasplantes. a, b) Tincion
inmunohistogquimica frente a p107 y p130 en folicul os anagénicos de los trasplantes p107+/-; p130+/- (a) y
p107-/-; p130-/- (b). Nétese la tincidn nuclear Unicamente en las células de la papila dérmica de los

foliculos de los trasplantes p107-/-; p130-/- (b) en comparacion con la expresion ubicua en los foliculos de

los trasplantes control . Barra=100 mm.

415 Los trasplantes pl07-/-; p130-/- tienen alteraciones en la proliferacion y
diferenciacion en la epidermisinterfolicular.

Los trasplantes pl07-/-; p130-/- se caracterizan por una grave hiperplasia en la
epidermis interfolicular que sugiere la existencia de alteraciones en la proliferacion y
diferenciacion. Para comprobarlo, se realizaron andlisis inmunohistoquimicos de varias

gueratinas epiteliales (Fig. 18).

57



Resultados

Por gemplo, la expresién de K5, restringida a la capa basal en los trasplantes
pl107+/-; pl30+/- (Fig. 18a), se encuentra expandida en capas suprabasales en los
trasplantes p107-/-; p130-/- (Fig. 18b). La queratina K10, uniformemente expresada en las
capas suprabasales de |os trasplantes control, o la queratina K6 localizada en os foliculos
pilosos (Fig. 18a), se encontraba expresada en forma de parches en |os trasplantes p107-/-
; p130-/- o por toda la epidermis interfolicular, respectivamente (Fig. 18b). Por otro lado,
se detectd expresion de la queratina K13 Unicamente en los trasplantes p107-/-; p130-/-,
una queratina expresada en papilomas premalignos (Fig. 18a, b; Nischt y cols., 1988). Por
altimo, la expresion de loricrina y filagrina, marcadores de diferenciacion terminal, se
encontré claramente disminuida y con parches en su expresion en los trasplantes p107-/-;
p130-/- (Fig. 18a, b).
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Fig. 18: Los trasplantes piel pl07-/-; p130-/- tienen alteraciones en la diferenciacién. Tincion
inmunohistogquimica frente a K5, K10, K13, K6, loricrinay filagrina en los trasplantes de piel de 4 semanas

p107+/-; p130+/-(a) y p107-/-; p130-/- (b) realizados en ratones NOD-SCID. Barra= 50 nm.
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Por otro lado, para estudiar €l estado proliferativo de las células correspondientes a
la zona del trasplante, se analizo la expresion del marcador nuclear asociado a division
celular, PCNA. En los trasplantes pl07-/-; p130-/- se observd que la mayoria de las
células basales, asi como los queratinocitos foliculares, expresaban PCNA (Fig. 19).
Ademas, también se detectaron células positivas para PCNA en células suprabasales de
los trasplantes pl107-/-; p130-/- (Fig. 19, ver recuadro). Por el contrario, los trasplantes
pl07+/-; pl30+/- tienen un escaso numero de células positivas para la expresion de
PCNA y siempre limitadas a la capa basal (Fig. 19). Este resultado es indicativo de que
las células pl07-/-; p130-/- del trasplante se encuentran proliferando muy activamente en
comparacion con las células del trasplante control p107+/-; p130+/-.

Como conclusion, todos estos datos sugieren que los trasplantes pl107-/-; p130-/-

tienen graves ateraciones en los procesos de proliferacion y diferenciacion.
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Fig. 19: Los trasplantes piel pl07-/-; p130-/- tienen alteraciones en la proliferacién. Tincion
inmunohistoquimica frente al antigeno nuclear PCNA en trasplantes de piel p107+/-; p130+/- y pl07-/-;
p130-/-. Localizacion de células positivas suprabasal es en lostrasplantes p107-/-; p130-/- (ver flechasen el

recuadro). Barra= 50 mm.

4.1.6 La expresion de determinados morfogenos se encuentra alterada en ausencia
de pl107y p130.

Existen numerosas vias sefializadoras implicadas en la formacion y desarrollo de
los foliculos pilosos. Debido a las graves ateraciones encontradas en los foliculos de los
animales p107-/-; p130-/- se propuso analizar alguna de estas vias. Como ya se menciond
en la introduccion, la via de Shh y la via de Wnt se han descrito como esenciales en la
morfogénesis y ciclgie folicular (Chiang y cols., 1999; Fuchsy cals., 2001; Millar, 2003;
Van Mater y cols., 2003). Por ello, se analiz6 por northern blot la expresion de varios

componentes de estas vias en extractos de ARN obtenidos de pieles de animales p107+/-;
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p130+/-, pl07-/-; pl30+/+, pl07+/+; pl30-/- y pl07-/-; pl30-/-. No se detectaron
alteraciones en la expresion de Shh, b-catenina, Lef-1 y Axina en ninguno de los

genotipos analizados (Fig. 20).
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Fig. 20: La deficiencia de p107 y p130 produce una disminucién en la expresion de BMP4.

Andlisis de northern blot frente a Axina, b-catenina, Lefl, BMP4 y Shh en extractos de ARN obtenidos de
pieles embrionarias de 18,5 dpc de animales de |os genotipos representados. La expresién del ARNr 7S se

usd como control de carga.

También se ha descrito la participacion de varios miembros de la superfamilia
BMP/TGFb como moduladores del crecimiento folicular (Blessng y cols.,, 1993;
Botchkarev y cols., 1999, 2001, 2002; Foitzik y cols., 1999, 2000). En concreto, se
detect6 una disminucion considerable en la expresion por northern blot de BMP4 en
animales p107-/-; p130-/- en comparacion con € resto de genotipos analizados (Fig. 20).
Para comprobar esta disminucion, se analizd por inmunohistoquimica la expresion de
BMP4 en foliculos pilosos de animales pl107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/- (Fig. 214). Se
observd que en los foliculos de animales pl07+/-; pl30+/-, la expresion de BMP4 se
localizaba en la vaina radicular externa préxima a la regién del bulbo del foliculo, tal y
como se ha descrito (Kulessay cols., 2000; Botchkarev y cols., 2002), mientras que en los
foliculos deficientes en p107 y pl30 no se detectd apenas proteina (Fig. 21a). En los
foliculos pilosos, la actividad y expresion de BMP4 es modulada por varias proteinas
tales como Noggin, HGF y p75NTR (Botchkareva y cols., 1999; Botchkarev y coals.,
1999, 2001, 2002; Kulesa y cols.,, 2000; Lindner y cols., 2000). A su vez, como
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mecanismo de control, la expresion de estas proteinas también se ve regulada por BMPA4.
Por €llo, se analizo la localizaciéon y expresion de estas moléculas en los foliculos de los
animales pl07+/-; p130+/- y pl07-/-; p130-/-. Se observé que, aungue la expresion de
pP75NTR no presentaba variacion, la localizacion y expresion de HGF y Noggin se
encontraba totalmente alterada (Fig. 21b, d).

Por dltimo, se estudio la expresion de estas proteinas en las pieles trasplantadas
pl07+/-; p130+/- y pl07-/-; p130-/- para determinar Si existia una reversion hacia una
correcta expresion, debido a la existencia de un ambiente dérmico normal, tal y como se
ha mencionado anteriormente. Efectivamente, la expresiéon de BMP4, HGF y Noggin se

restauro en los trasplantes p107-/-; p130-/- (Fig. 21€).
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Fig. 21: La deficiencia de p107 y p130 produce alteraciones en la expresion y localizacién de
varias proteinasfoliculares. a-d) Tincion inmunohistoquimica frente a BMP4 (a, €), Noggin (b, €), p75NTR
(c) y HGF (d, €) en foliculos pilosos de piel embrionaria de 18,5 dpc de los genotipos representados (a-d) y
en trasplantes de piel p107-/-; p130-/- de 4 semanas (€). Barra= 50 nm.

Estos datos demuestran que, en ausencia de p107 y p130 se produce una alteracion
de la via sefidlizadora de BMP4 que podria ser la responsable del fenotipo observado en
los foliculos de los animales p107-/-; p130-/-.

4.1.7 La disminucién en la expresiéon de BMP4 produce una disminucion de la
expresion de DN p63 en la epider mis.

p63 es uno de los miembros de la familia de proteinas de p53 que recientemente
ha sido implicada en € proceso de estratificacion epidérmica (Koster y cols., 2004). Se
trata de un gen que transcribe para, a menos, 6 isoformas distintas algunas de las cuaes
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contienen un dominio de transactivacion (TAp63) mientras que otras, carecen de €l
(DNp63). En la epidermis nadura, las formas DNp63 son las predominantes (Yang y
cols.,, 1998). Ademés, se ha identificado a DNp63, especificamente en tejidos
ectodérmicos, como una de las proteinas reguladas por la sefidizacion dependiente de
BMP4 (Bakkers y cols., 2002). Por otro lado, diversos sindromes humanos que cursan
con alteraciones en los foliculos pilosos y los dientes se producen como resultado de
mutaciones especificas en € gen de p63 (Brunner y cols., 2002a, 2002b; van Bokhoven 'y
McKeon, 2002). DNp63 se encuentra expresada en las células proliferativas foliculares e
interfoliculares de la epidermis mientras que desaparece de queratinocitos en
diferenciacion (Parsay cols., 1999; Pellegrini y cols., 2001). Por todo €ello, se andizé la
expresion de DNp63 en la epidermis de los animales pl107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/-
(Fig. 22). Se observo que en la piel de los animales pl07+/-; p130+/-, la expresion de
DNp63 se restringia a las células proliferativas de la capa basal y a las células de los
foliculos, sendo ademés, una inmunoreaccién no homogeénea, tal y como se encuentra
descrito (Fig. 22, ver flechas, Parsay cols., 1999; Pellegrini y cols., 2001). Sin embargo,
en los animales p107-/-; p130-/- se observé una disminucion generalizada de DNp63 (Fig.
22). Esta menor expresion puede deberse a las ateraciones observadas en la expresion de
BMPA4. De hecho, como era de esperar, la expresion de DNp63 se restauraba en la piel
p107-/-; p130-/- trasplantada ya que, la expresién de BMP4 también lo hace (Fig. 22).
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Fig. 22: La pérdida de BMP4 produce una disminucion en la expresién de DNp63. Tincion
inmunohistoquimica nuclear frente a DNp63 (ver flechas) en pieles embrionarias de 18,5 dpc de animales

pl07+/-; p130+/-y p107-/-; p130-/- y en trasplantes p107-/-; p130-/- de 4 semanas. Barra: 50 nm.
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4.2 RELACION FUNCIONAL ENTRE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA DE
RETINOBLASTOMA, p107 Y p130, Y LA ViA DE WNT EN LA EPIDERMIS.

4.2.1 La pérdida de p107 y p130 induce la localizacion nuclear de b-catenina en los
guer atinocitos de la capa basal.

La via de transduccion de sefiales de Wnt y, en particular, la sefializacién mediada
por b-catenina son esenciales en la morfogénesis y ciclgje de los foliculos pilosos (Gat y
cols,, 1998; Fuchs y cols., 2001; Huelsken y cols., 2001; Millar, 2003) asi como en la
regulacion de la expresion de BMP4 (Baker y cols., 1999; Huelsken y cols., 2001,
Laurikkalay cols., 2002). Por ello, se analizé la expresion y localizacion de b-cateninaen
la piel de los animales p107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/-. Se comprobd, tal y como se
encuentra descrito (DasGuptay Fuchs, 1999; Zhu y Watt, 1999; Merril y cols., 2001), que
b-catenina se localiza acomplegjada en los desmosomas localizados en las células
suprabasales de la epidermis, asi como en €l nicleo de las células de la matriz folicular de
los animales pl07+/-; p130+/- (Fig. 23a). Sin embargo, aunque la localizacién nuclear de
b-catenina en los foliculos y capas suprabasales de la epidermis deficiente en p107 y p130
erasimilar ala observada en los animales controles, también se detecto la presencia de b-

catenina nuclear en los queratinocitos de la capa basal, siendo andmala esta localizacion
(Fig. 23a).
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Fig. 23: La pérdida de p107 y p130 induce la acumulacion nuclear de b-catenina en los
queratinocitos basales. a) Tinci6n inmunohistoquimica frente a b-catenina en la piel de embriones p107+/-
; p130+/- y pl07-/-; pl30-/- de 18,5 dpc. Notese en los recuadros ampliados la tincién nuclear de b-
catenina en ausencia de p107 y p130. b, c) Andlisis de western blot frente a b-catenina en extractos de piel
totales (b) o en co-precipitados de b-catenina mediante el fragmento de E-cadherina (c) de animales con
los genotipos representados. d) Andlisis de western blot frente a formas fosforiladas de b-catenina en los

mismos extractos proteicos mencionados. Barra= 50 nm.
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La expresion y locaizacion de b-catenina en los foliculos deficientes en pl07 y
p130 es norma y no parece ser responsable del desarrollo retrasado de los mismos. Adn
asi, dada la importancia de b-catenina en la aparicion de ciertos tumores foliculares asi
como en la homeostasis de la epidermis (Gat y cols., 1998; Chan y coals., 1999; Huelsken
y cols., 2001), se estudiaron con detalle los mecanismos responsables de la aparicion de
b-catenina en e nlcleo de los queratinocitos basales de los animales p107-/-; p130-/-.
Entre dichos mecanismos, la activacién por lavia de Wnt es la predominante. En ausencia
de proteinas Wnt, la forma citopléasmica de b-catenina forma un complejo con Axinay €
supresor tumoral APC para inducir la fosforilacion mediada por GSK3b. La forma
fosforilada de b-catenina es reconocida por una proteina, Slimb/bTrcP, la cud lalleva a
degradacion mediante ubiquitinacion. Por € contrario, la sefializacién mediada por Wnt
promueve e desplazamiento de Axina y b-catenina de los complegjos formados por
GSK3b impidiendo su degradacion. Asi, puede penetrar a nicleo y mediante la union a
factores de transcripcion de lafamilia TCF/Lef1, activar la transcripcion de determinados
genes (revisado en Cadigan y Nusse, 1997; Wodarz y Nusse, 1998, Eastman y
Grossched!, 1999). Por ello, con el objetivo de determinar si este cambio de localizacion
iba acompafiado de una variacion en la cantidad total de b-catenina existente en la piel, se
realizaron andlisis de western y northern blot en extractos de piel de animales deficientes
en p107 y/o p130. Sin embargo, no se observaron variaciones en la expresion de proteina
total de b-catenina (Fig. 23b) ni se detectaron cambios en la expresion de ARNm (Fig.
20) en ningun caso. Por otro lado, se comprobd que, en ausencia de p107 y p130, existia
efectivamente un aumento en la localizacion nuclear de b-catenina. Para ello, se
incubaron los anteriores extractos de piel con un fragmento citoplasmico de Ecadherina
fusionado con la proteina GST, capaz de unir la b-catenina no asociada a los complejos
de adhesion celular. Posteriormente, se realizo una reaccion de co-precipitacion frente ala
proteina GST, utilizando para ello glutation-agarosa, y se analizé por western blot la
presencia de b-catenina. Unicamente se detecté b-catenina libre no acomplejada o
nuclear, en los animales p107-/-; p130-/- (Fig. 23c). Si en ausencia de p107 y p130
realmente se produce una acumulacion nuclear de b-catenina, esto indicaria que existe
una menor degradacion de la misma, permitiendo asi su entrada al nicleo y su posterior
activacion transcripcional. De hecho, la cantidad de b-catenina fosforilada, es decir, la
forma proteica que serd degradada, es menor en los animaes pl07-/-; pl30-/- en

comparacion con el resto de genotipos analizados(Fig. 23d).
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Estos datos sugieren que la ausencia de p107 y pl130 en la epidermis produce una
inhibicion en la via de degradacion de b-catenina permitiendo su entrada a nucleo de los
gueratinocitos basales. Sin embargo, en los foliculos no parecen existir ateraciones ni en

laexpresiéon ni en lalocalizacion de b-catenina.

4.2.2 Lalocalizacion nuclear deb -catenina es debida a la sobreexpresion de Frat.

Con € objetivo de determinar qué mecanismos producian la acumulacién nuclear
de esta proteina, se analizaron por western blot, la expresion de varias proteinas
implicadas en la via de Wnt/b-catenina. Por un lado, se ha descrito que la serinaltreonina
guinasa AKT/PKB puede fosforilar y, por tanto, inhibir a GSK3b (revisado en Datta y
cols., 1999). Para comprobar s la actividad de AKT/PKB se encontraba alterada en
ausencia de p107 y p130 se analizo, por un lado, su expresion por western blot y, por otro,
su actividad medida a través de un ensayo quinasa redlizado mediante
inmunoprecipitacion de la proteina y posterior incubacion con un substrato especifico
(H2B). Sin embargo, no se detectaron variaciones ni en su expresion ni en la actividad
AKT/PKB, independientemente del genotipo anadizado (Fig. 244). Por otro lado, la
disminucién observada en la fosforilacion de b-catenina (Fig. 23c) indicaria que la
actividad de GSK3b, la quinasa que conduce a la degradacién de b-catenina mediante
fosforilacion, podria encontarse aterada. Por ello, se anadiz6 de forma similar a la
realizada con AKT/PKB, un ensayo quinasa para medir la actividad de GSK3b sobre un
substrato especifico (GS-1), observando del mismo modo la ausencia de ateraciones en la
expresion y actividad de dicha proteina (Fig. 24b). Ademas, se analiz6 por western blot la
expresion de determinadas proteinas implicadas en la via de Wnt, no detectando
variaciones en b-catenina (Fig. 23b), Axina, Slimb/bTrcP o GSK3b (Fig. 24c). Sin
embargo, se detecté un incremento en la expresion de Frat (Fig. 24c), una proteina
clonada en mamiferos por su actividad oncogénica en linfocitos T (Jonkers'y cols., 1997)
e identificada en Xenopus por su capacidad de union e inactivacion a GSK3b (Yost y
cols., 1998).

La proteina Frat lleva su accion mediante la rotura de los compleos
GSK3b/Axinab-catenina uniéndose a GSK3b y desplazando a resto de los componentes
del complgo, permitiendo por tanto, la estabilizacion de b-catenina y su actividad
transcripcional (Li y cols., 1999; Thomas y cols., 1999). Ademas, la formacion del
complegjo GSK3b/Frat no impide su actividad sobre determinados substratos como GS-1
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(Fig. 24b) pero si sobre otros como la b-catenina (Fig. 22b; Li y cols., 1999; Thomas y
cols., 1999). Para analizar los complejos existentes en la epidermis de los animales
deficientes en p107 y/o p130, se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion frente a
GSK3b en extractos de piel seguidos de western blot para detectar todos |os componentes
de los complgos. En los animales pl107+/-; p130+/-, p107+/+; p130-/- y p107-/-; p130+/+
se detectd la existencia de los complejos GSK3b/Axinalb-catenina (Fig. 24d). Sin
embargo, en los animales p107-/-; p130-/- se detectaron mayoritariamente los complejos
GSK3b/Frat, mientras que b-catenina se encontraba libre de sufrir la degradacion

proteolitica mediada por GSK3b (Fig. 24d).
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Fig. 24: La localizacion nuclear de b-catenina es debida a la sobreexpresién de Frat. a, b)
Andlisis de western blot en extractos de piel de embriones p107+/-; p130+/-, p107+/+; p130-/-, p107-/-;
p130+/+ y pl07-/-; p130-/- de 18,5 dpc frente a AKT/PKB (a) o GSK3b (b) junto a sus respectivas

actividades quinasas realizadas mediante la inmunoprecipitacién de AKT/PKB (a) o GSK3b (b) y su

correspondiente incubacion con los substratos H2B (a) o GS-1 (b). c) Andlisis de western blot frente a
Axina, Simb/bTrcP y Frat en los mismos extractos. d) Andlisis de inmunoprecipitacion frente a GSK3b y

posterior western blot frente a 0 GSK3b , Axina, b-catenina y Frat en los mismos extractos anteriormente
mencionados. €) Andlisis del estado de fosforilacién de Axina detectado mediante la diferente movilidad
electroforética en gel de acrilamida. El tratamiento con fosfatasa se realiz6 para comprobar la

fosforilacion de la Axina procedente de | os extractos de los animales p107+/-; p130+/-.

Por dltimo, para demostrar que la actividad de GSK3b se encontraba inhibida

sobre los componentes de la via de Wnt, se analiz6 e grado de fosforilacion de Axina, ya
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gue la expresion de Frat bloquea la fosforilacion dependiente de GSK3b de la misma
(Thomas y cols., 1999; Willert y cols., 1999). La fosforilacion de Axina se pudo analizar
mediante la diferente mobilidad electroforética de las formas fosforilada y defosforilada
en un gel de acrilamida (Willert y cols., 1999). Se observé que la Axina presente en los
animales p107-/-; p130-/- migraba més répido que la de los animales pl07+/-; pl130+/-
(Fig. 24e). Ademés, € tratamiento con fosfatasa de los extractos derivados de los
animales p107+/-; p130+/- cambiaba la movilidad de la Axina hasta hacerla comparable a
lade los animales p107-/-; p130-/- (Fig. 24€). Estos datos sugieren que la fosforilacion de
Axina mediada por GSK3b se encuentraimpedida en ausencia de p107 y p130.

4.2.3 La sobreexpresion de Fratl es suficente para inducir la localizaciéon nuclear de
b-catenina.

Una vez demostrada la participacion de Frat en la induccién de la localizacion
nuclear de b-catening, era necesario determinar su expresion y localizacion en la
epidermis. Para €ello, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas frente a Frat en la
epidermis de embriones p107+/-; p130+/- y p107-/-; p130-/- de 18,5 dpc. Se observé que
en la piel de los animales heterozigotos, la expresion de Frat se restringia a algunas
células de la parte inferior de la vaina radicular externa del foliculo (Fig. 25d). Sin
embargo, en los animales p107-/-; p130-/- la expresion de Frat se localizaba por todas las
capas de la epidermis, con mayor intensidad en la capa basal, y en las cdlulas de los
foliculos pilosos (Fig. 25a).

Laexpresion de Frat y lalocalizacion nuclear de b-catenina nos llevo a cuestionar
s laexpresion de Frat era realmente la responsable de esta localizacion nuclear. Para ello,
se hicieron infecciones retrovirales en cultivos de queratinocitos expresando la proteina
Fratl, una de las tres isoformas de Frat en raton, y una forma de Fratl mutante en la que
el dominio de unién a GSK3b se habia delecionado (FraaDGBD)y se anaizd por
inmunofluorescencia la localizacion de b-catenina. En los queratinocitos infectados con la
forma de Frat mutante, FraiDGBD, se observd que b-catenina se locaizaba
fundamentalmente en la membrana plasmética asociada a los complegjos de adhesién
aunque se podia localizar alguna célula con presencia nuclear de la misma (Fig. 25b). Por
el contrario, la expresion en queratinocitos de la forma salvaje de Frat inducia una

localizacién mayoritaria de b-catenina en € nucleo de los mismos (Fig. 25b; ver flechas).
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Por ultimo, se determind s la translocacion nuclear de b-catenina era capaz de
activar la transcripcion mediada por los factores de transcripcion TCF/Lef1. Para ello, se
reaizd un ensayo de actividad de promotor con un plasmido de respuesta ab-
catenina/lLefl (TOPFlash) o su forma mutante (FOPFlash) acoplado a la enzima
luciferasa, en queratinocitos en los que se transfectaron los plasmidos de expresion
correspondientes a Fratl, FratlDGBD, o un plédsmido irrelevante como pcDNA3 (Fig.
25c). Ademés, se cotrasfectd Lefl ya que su expresion es necesaria para detectar
actividad transcripcional del promotor. Se observé que Frat inducia la activacién del
plasmido informador, indicativa de la actividad b-catenina/Lefl, mientras que la forma
FratDGBD lo inducia en menor manera (Fig. 25c¢). En ningin caso se observo actividad

con el plasmido informador mutante FOPFlash (Fig. 25c¢).
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Fig. 25: La sobreexpresion de Frat es suficiente para inducir actividad transcripcional de b-
catenina. a) Tincién inmunohistoquimica frente a Frat en la piel de embriones p107+/-; p130+/- y p107-/-;

p130-/- de 18,5 dpc. b) Tincién inmunofluorescente frente a b-catenina en queratinocitos infectados con

retrovirus codificantes para Frat o FratDGBD. Notese la presencia de tincién nuclear de forma
predominante en las células que expresan Frat (ver flechas). c) Ensayo de actividad de la secuencia de

respuesta a b-catenina/Lefl (TOPFlash) o de la secuencia mutante (FOPFlash) en condiciones en los que

se expresan mediante plasmidos las proteinas mencionadas. Barra= 50 nm.

Estos datos sugieren que la pérdida de p107 y p130 induce la expresion de Frat, la
cudl es responsable de la localizacion nuclear de b-catenina en los queratinocitos basales

de la epidermis de los animales p107-/-; p130-/-.
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4.2.4 Laexpresion y localizacion de b-catenina y Frat se restaura en los trasplantes
p107-/-; p130-/-.

Como se ha descrito anteriormente, en la piel pl07-/-; pl30-/- trasplantada en
ratones inmunodeficientes NOD/SCID sobre un lecho dérmico normal, se restauraba el
desarrollo folicular (Fig. 14) si bien se observo un gran nimero de folicul os aberrantes asi
como alteraciones en el ciclgie de los mismos (Fig. 16). Estos resultados sugerian también
la existencia de alteraciones en e compartimento epitelial. Por ello, se analizo la
expresion de b-catenina y Frat en los trasplantes de piel pl07+/-; pl130+/- y pl07-/-;
p130-/- (Fig. 26). Se observo que, contrariamente a lo que ocurria en la epidermis de los
animales deficientes en p107 y p130 (Fig. 26), los trasplantes deficientes en p107 y p130
presentaban una localizacion de Frat restringida a células de la parte media de la vaina
radicular externa (Fig. 26a), de forma similar a como ocurria en los trasplantes control
p107+/-; p130+/- (Fig. 26a). Del mismo modo, la expresion nuclear de b-catenina en los
queratinocitos de la capa basa en la epidermis pl07-/-; pl30-/- desaparecia en los
trasplantes del mismo genotipo, adquiriendo un patron de expresion normal y restringido

alos complejos de adhesion de las células suprabasales (Fig. 26b).
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Fig. 26: La expresion de Frat y b-catenina se normaliza en los trasplantes p107-/-; p130-/-. a, b,
¢) Tincién inmunohistoquimica frente a Frat (a), b-catenina (b, ¢) y Lef-1 (c) en trasplantes pl07+/-;
p130+/- y p107-/-; p130-/-, 4 semanas después de la operacién. Las flechas indican |osqueratinocitos que
expresan Frat en a). N6tese la tincién nuclear de b-catenina y Lef-1 en €l nicleo de las células de la matriz

folicular. Barra= 50 mm.
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Por ultimo, se comprobd que la expresion de b-cateninay Lefl en la matriz de los
foliculos aberrantes también presentaba una expresion norma (Fig. 26¢), tal y como se
encuentra descrito (DasGupta y Fuchs, 1999; Zhu y Watt, 1999; Merril y cols., 2001).

Estos datos sugieren que las alteraciones observadas en los foliculos pilosos asi
como en la epidermis de los trasplantes p107-/-; p130-/-, no son debidas a cambios en la

expresion y localizacion de b-cateninay Frat.
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4.3 COMPENSACION FUNCIONAL DE pRb, MEDIADA POR p107, EN LA
PROLIFERACION, DIFERENCIACION Y MORFOGENESIS EPIDERMICAS.

4.3.1 Inactivacion condicional de pRb en epitelios estratificados.

La inactivacion funcional de Rb se consiguié mediante la utilizacién de un modelo
animal, generado previamente, en € que se introdujeron dos secuencias LoxP en el gen de
Rb (Fig. 27; Marino y cols., 2000; Vooijsy cols., 2002). Dichas secuencias se encuentran
flanqueando el exdn 19 e cua codifica para una parte del subdominio B, region esencial
para la funcionalidad de la proteina (Fig. 27; alelo Rb™°). La delecién generalizada de
este exdon mediante el uso de animales transgénicos que sobreexpresan de manera ubicua
la recombinasa Cre (animales transgénicos Actina-Cre; Vooijs y cals., 2002), produce un
fenotipo y predispone a la formacion tumoral de forma similar a como ocurre con los
animales Rb-/- y Rb+/-, respectivamente (Clarke y cols., 1992; Jacks y cols,, 1992; Leey
cols.,, 1992). Por €ello, e aelo de Rb con e exén 19 delecionado (Fig. 27; R™) =
comporta de forma similar a alelo de Rb inactivado de manera convencional. El animal

Ro™9F1° = ha utilizado con éxito en € desarrollo de modelos animales

transgénico
deficientes de tipo condicional en otros tgidos (Marino y cols., 2000; Vooijs y cols.,
2002; Ferguson y cols., 2002).

Para dirigir la expresiéon de Cre e inducir la pérdida de pRb en epidermis se utilizd
el promotor de la queratina K14 (K14Cre) (Fig. 28a; Jonkersy cols., 2001). La queratina
K14 se expresa muy activamente en las células basales de los epitelios estratificados
(Byrney cols., 1994). Ademés, la expresion de Cre dirigida por e promotor de K14 no

produce ningun efecto fenatipico en la epidermis (Jonkersy cols., 2001).
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Fig. 27: Inactivacion funcional del gen Rb a) Representacién esquematica del alelo Rb, del alelo
Rb con las secuencias LoxP introducidas a ambos lados del exén 19 (R0™°) y del alelo de Rb delecionado

mediante la accién de la recombinasa Cre (Ro°*). Rb18 y Rb19 se corresponden con los oligonucledtidos

usados para realizar, mediante PCR, el genotipado de los animales.
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La recombinacion mediada por Cre se puede visuaizar in vivo de una manera
sencilla. Asi, se puede determinar si la expresion de la recombinasa Cre y, por tanto, la
recombinacion mediada por la misma, ocurre en los tejidos esperados. Para ello, se utiliza
un modelo animal informador (ROSA26R) en € que la expresion del gen de la b-
galactosidasa bacteriana se expresa de forma condicional bajo e control del promotor
ubicuo ROSA-26 (Fig. 28b; Soriano, 1999). Si no existe recombinacion, € gen LacZ no
se expresa debido a lainterferencia que existe con € gen que codifica paralaresistenciaa
neomicina localizado entre el promotor y & gen de LacZ (Fig. 28b). Sin embargo, cuando
existe recombinacién, la region PGK-neo comprendida entre las secuencias LoxP

desaparece permitiendo asi la expresion de la b-galactosidasa.
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Fig. 28: Visualizacion de la actividad recombinasa Cre dirigida por el promotor humano de la
gueratina K14. a) Representacion esquematica del transgén utilizado para la generacién de los animales
K14Cre (sIn: secuencia de localizacion nuclear; pA: secuencia de poliadenilacién). b) Representacion
esquematica de la construccion utilizada para la generacion del animal informador de la actividad
recombinasa Cre (PGK-neo: gen de resistencia a neomicina dirigido por el promotor PGK). ¢j) Tincidn
X-gal (azul) para la deteccion de la actividad b-galactosidasa en tejidos enteros tales como la piel (¢) y la
lengua (d) o bien en cortes histol 6gicos de piel (e), lengua (f), paladar duro (g), paladar blando (h), cérnea
(i) y timo (j) de los animales ROSA26R: K14Cre.
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Para comprobar que la expresion de Cre dirigida por el promotor de la queratina
K14 se readlizaba correctamente, se obtuvieron animales doble transgénicos
ROSA26R:K14Cre y se andlizé la expresion de la b-galactosidasa mediante una tincion
X-Gal. Por un lado, se realizaron tinciones de 6rganos enteros, concretamente, de lapiel y
lalengua, tejidos donde tipicamente se expresa K14 y por tanto, la recombinasa Cre (Fig.
28c y d respectivamente). Tanto en los epitelios estratificados de la piel (epidermis
interfolicular y folicular) como de la lengua, se detecto la coloracion azul producida por la
reaccion enzimética catalizada por la b-galactosidasa. Por otro lado, se hicieron cortes por
congelacion de diversos tejidos para analizar con mas detalle la tincién X-Gal. Todos los
tejidos que presentan expresion de la queratina K14 tales como la epidermis (Fig. 28e),
epitelio estratificado de la lengua (Fig. 28f), el paladar duro (Fig. 28g), € paladar blando
(Fig. 28h), la cornea (Fig. 28i) o las células epiteliadles del timo (Fig. 28j) presentan
actividad b-galactosidasa, hecho revelador de la existencia de recombinacion. No se
observé tincién aguna en tejidos donde no hay expresiéon de K14 in vivo como en la
dermis (Fig. 28e).
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Fig. 29: La expresion de Cre induce la recombinacién especifica del alelo Rb™°

en
queratinocitos in vivo e in vitro. a) Analisis de PCR del alelo de Rb a partir de ADN gendmico obtenido de
cultivos primarios de queratinocitos infectados con adenovirus codificantes para Cre o para GFP,
demostrando asi la recombinacion especifica en presencia de la recombinasa. b) Western blot de extractos
de proteinas obtenidos de los cultivos antes mencionados. G3-245 y C15 son dos clones de anticuerpos
dirigidos contra los extremos amino y carboxi-terminal de pRb, respectivamente. ¢, d) Analisis de PCR del
alelo de Rb (c) y Cre (d) con ADN gendmico obtenido de las colas de los animales con |os genotipos

representados.
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Con el objetivo de determinar si larecombinacion del alelo Rb™° en queratinocitos
es efectiva, se realizaron infecciones de cultivos primarios de queratinocitos procedentes
de animales Ro™¥F1° con un adenovirus que codifica para la recombinasa Cre. Mediante
amplificacion selectiva de la zona del exon 19 por PCR (ver oligonucleétidos Rb18 y
Rb19 en Fig. 27) se observé una recombinacion muy efectiva mediada por Cre en dicho
aelo (Fig. 29a). En los mismos cultivos primarios infectados con un adenovirus
codificante para GFP, asi como en queratinocitos obtenidos de animales RO™%* o
RO no se observé amplificacion de la banda correspondiente a alelo delecionado
RoP!® (Fig. 29a). Ademés, para conocer si dicha recombinacion producia la pérdida de la
proteina de pRb, se realizaron analisis de western blot en extractos proteicos obtenidos de
los cultivos primarios infectados con los correspondientes adenovirus. Se utilizaron dos
anticuerpos dirigidos frente a las regiones carboxi-termina y amino-terminal de pRb
demostrando que la proteina pRb®® (0 e ARNmM) es inestable y, por tanto, no se expresa
laproteina (Fig. 29b).

Para producir la delecion especifica de Rb en epidermis, se cruzaron los animales
Ro™9F19 con los animales transgénicos K14Cre. La presencia de los alelos R, Ro™ o
el aelo delecionado RbP® se determind mediante andlisis por PCR del ADN genémico
obtenido de la cola del animal en los diferentes genotipos resultantes (Fig. 29c). Del
mismo modo, mediante PCR se genotiparon |os animales transgénicos K14Cre (Fig. 29d).
Unicamente se detectd e alelo Rb™° en los animales que eran transgénicos para la
recombinasa Cre (Fig. 29c, d). Por tanto, se concluyé que la recombinacion también
ocurria in vivo de una forma similar a la observada in vitro siendo ademés totalmente
dependiente de la presencia de Cre.

Para determinar si la expresion de Cre en la epidermis inducia la pérdida de la
proteina de pRb se prepararon extractos proteicos de queratinocitos primarios obtenidos
de animales recién nacidos Ro™9F® y RoF9F18: K 14Cre y se analiz6 por western blot la
presencia de la misma. Mientras que |os queratinocitos derivados de los animales Ro™9°

Ro™9F18: K 14Cre carecian

expresan niveles normales de pRb, los queratinocitos
totalmente de la proteina (Fig. 30). Ademas, también se analizaron por western blot la
expresion de los otros dos miembros de la familia de retinoblastoma (p107 y p130). Se
observo que, en ausencia de pRb, se producia un aumento en la expresion de p107 pero
no de pl30 (Fig. 30). El aumento de! ARNm de pl07 ha sido descrito en células

deficientes en Rb (Dannenberg y cols.,, 2000; Hurford y cols., 1997) sugiriendo la
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existencia de compensacion funcional entre los diferentes miembros de la familia de
retinoblastoma. En este caso, p107 puede adquirir funciones que normamente realiza
pRb. Por ello, para determinar s p107 realiza una funcion compensatoria como respuesta
a la pérdida de pRb in vivo, se cruzaron los animales Rb™9F1% K 14Cre con animales
deficientes en p107 para obtener transgénicos Rb™9F1%; p107+/-; K14Cre y RoFOFS;
p107-/-; K14Cre. Los animales p107+/- y pl07-/- carecen de fenotipo epidérmico (Fig.
10) asi como los queratinocitos obtenidos de los mismos se comportan de forma normal
(Ruiz y coals., 2003). Esto demuestra que, en ausencia de p107, pRb o p130 asumen toda
lafuncionalidad de p107.
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Fig. 30: La pérdida de pRb en queratinocitos induce un aumento en la expresion de pl07, pero
no de pl130. Andlisis de western blot de los diferentes miembros de la familia de retinoblastoma en
extractos obtenidos de cultivos de queratinocitos de |os genotipos representados. La inmunodeteccion de

actina se uso como control de carga.

Los animales Ro™9F°: K 14Cre se cruzaron con animales p107-/- en los que e gen
de pl107 se encuentra intercalado por la secuencia codificadora de LacZ (Fig. 3la
Robanus-Maandag y cols., 1998). Ambos aelos, p107* y p107™", se detectaron mediante
reaccion de PCR (ver localizacién de oligonucledtidos en Fig. 31a, b). Mediante andlisis
por western blot de extractos obtenidos de queratinocitos de los diferentes genotipos se
determind que pl107 se reduce drasticamente en los animales pl07+/- y, como era de
esperar, desaparece completamente en los pl07-/- (Fig. 30). Por otro lado, en los
queratinocitos Rb™9F1°; p107+/-; K14Cre también se observé un incremento en la
expresion de p107, aunque de menor magnitud que en los Ro™¥F1°; K14Cre, inducido por
la pérdida de pRb (Fig. 30). Sin embargo, en ninguno de todos los genotipos
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anteriormente mencionados se induce la expresion de pl30 o la de pRb, en su caso
correspondiente (Figs. 10 y 30). Esto sugeriria que posiblemente p130 no compense
ninguna de las funciones llevadas a cabo por pRb y en su caso, p107 en la epidermis. Al

menos, s existe algun tipo de compensacion funcional, no es debida a aumento de

expresion de p130.
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Fig. 31: Descripcion de los animales deficientes en pl07. a) Representacion esquematica cd

alelo p107™y del alelo p107™ al que se le ha introducido la secuencia génica de la b-galactosidasa
(LacZ) con €l objetivo de impedir su correcta expresion. TN-LZ1, TN-LZ2, pl07F y pl07R son los
oligonucledtidos utilizados para la deteccién, mediante PCR, del gen de LacZ y del alelo p107. b) Analisis
de PCR del alelo de p107 con ADN genémico obtenido de las colas de los animales con |os genotipos

representados.

4.3.2 Consecuencias fenotipicas de la pérdida de pRb y/o p107 en la epidermis.

La introduccién de las secuencias LoxP en los intrones que flanquean a exon 19
de Rb no conllevan, ®mo era de esperar, a la aparicion de ningun cambio fenotipico
(Vooijsy cols., 2002). Los animales Ro™%F1°: K 14Cre nacen en |a frecuencia mendeliana
esperada y son indistinguibles en el momento del nacimiento de sus hermanos Ro™F2°,
Sin embargo, a partir del dia 8 después del nacimiento, los animales Ro™9F1%: K14Cre
comienzan a mostrar una pérdida progresiva de pelo junto con sintomas de
hiperqueratosis (Fig. 32a). Este es € (nico fenotipo macroscopico observable ya que no
hay variaciones de ninguna otra indole a lo largo de toda la vida adulta del animal (peso,
vida media...). Por otro lado, los animales Ro™9F1° K14Cre y RoF¥*; K14Cre no
muestran ningun fenotipo macroscopico ni tampoco a nivel histolégico (véase més
adelante) aunque en la mayoria de los experimentos subsiguientes los Rb™F° fueron
utilizados como genotipo control o de referencia

La apariencia externa de los animales Ro™9™°: K14Cre se agrava por la pérdida
progresiva de aelos de pl07. A pesar de que a 10 dias después del nacimiento los
animales Rb™9F1%: p107+/-; K14Cre eran indistinguibles de los Rb™9F°; K14Cre, las
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diferencias se hacian evidentes durante la edad adulta (véase mas adelante). Por el
contrario, los animales Ro™9F1%: n107-/-; K14Cre carecen totalmente de pelo, son
claramente mas pequefios (Fig. 32a) y mueren alrededor del dia 10 después del
nacimiento, aungue las causas de la muerte son ain desconocidas. Ademas, en los
animales recién nacidos R0™9F1%: p107-/-; K14Cre se observd una tota ausencia de
vibrisas (Fig. 32b). Las vibrisas son unos foliculos pilosos especiaizados situados en €
hocico del raton cuyo desarrollo morfolégico ocurre previamente a del resto de foliculos
corporales. Los andlisis histol6gicos de dicha region (Fig. 32¢c) demostraron la existencia
de una desorganizacién generalizada de varias capas, concretamente las que diferencian
para organizar €l pelo (capa de Huxley y capa de Henle).
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Fig. 32: Consecuencias fenotipicas producidas por la pérdida de pRb y/o p107. a) Aspecto
macr oscopico de los animales de 10 dias de edad con los genotipos representados. b) Visualizacion de las
vibrisas en animales recién nacidos con los genotipos representados. ¢) Cortes histolégicos teflidos con
H&E de la zona del hocico de animales recién nacidos donde se observa una vibrisa representativa junto

con lalocalizacion de todas las capas que la organizan. Barra= 50 nm.

La gravedad fenotipica en los animales Rb™9F1%; p107-/-; K14Cre contrasta con la
ausencia de fenotipo en los Ro™9*: p107-/-; K14Cre. Esto demuestra que la presencia de
un alelo funciona de Rb es suficiente para revertir todo e fenotipo debido a la ausencia

de Rb que, a su vez, resulta agravado por la pérdida de p107 (Fig. 32a).
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Con € objetivo de determinar s la ausencia de Rb en la epidermis conduce a la
aparicion de algun fenotipo, se realizaron andisis histolégicos en todos los genotipos
descritos 10 dias después del nacimiento. Se escogi6 esta edad de referencia debido a la
letalidad temprana observada en los animales Ro™9F%: p107-/-; K14Cre. Sin embargo,
los fenotipos descritos mas adelante son similares a los observados en animales adultos,
en e caso de los genotipos que no conllevan letdidad. La piel de los animales Ro™9F° y
Ro™OF: h107-/- es totamente normal, demostrando que la ausencia de pl07 es
compensada in vivo por los otros miembros de la familia de retinoblastoma (Fig. 33). No
obstante, la epidermis de los animales Rb™¥F1%; K 14Cre se caracteriza por una hiperplasia
moderada e hiperqueratosis (Fig. 33). La pérdida progresiva de uno o ambos alelos de
p107 agrava el fenotipo de los animales Ro™9F1%; K 14Cre de una manera dependiente del
numero de copias de p107 (Fig. 33). De esta forma queda demostrada que |la pérdida de
pRb en la epidermis in vivo, se ve compensada funcionamente y de forma dosis-
dependiente por pl07. A pesar de la gravedad fenotipica que muestran los animales
Ro™9F18: n107-/-; K14Cre, la presencia de un solo alelo de Rb revierte todo el fenotipo en
los animales Ro™%*: p107-/-; K14Cre tal y como ya se habia mencionado anteriormente
(Fig. 33).
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Fig. 33: Fenotipo epidérmico debido a la pérdida de pRb y/o p107 en la epidermis. Secciones
histol6gicas teflidas con H&E de la piel de animales 10 dias después del nacimiento con los genotipos

representados. Barra=100 nm.
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Por ultimo, aunque la expresion de la recombinasa Cre ocurre en otros tejidos
ademés de la epidermis (Ilengua, cornea, paladar...), Unicamente se observé una alteracion
fenotipica en e timo de los animales adultos Ro™%F°; p107+/-; K14Cre, pero no en

ningun otro tejido o genotipo. No obstante, €l analisis se restringio ala epidermis.

4.3.3 Alteraciones en la proliferacion debidas a la ausencia de pRb en la epider mis.
Para cuantificar la hiperplasia progresiva observada en la epidermis de los
animales deficientesen Rb, se midid € espesor de la misma en varias secciones de cortes
histoldgicos de piel obtenidas de todos los genotipos (Fig. 34d). Se observo que en los
animales Ro™9F1°: p107-/-; K14Cre, el fenotipo més drastico, el espesor epidérmico era
de hasta 4 veces mayor que el de una epidermis normal. Las diferencias observadas
pueden deberse a una alteracion en los procesos proliferativos de los queratinocitos. Para
comprobarlo, se realizaron analisis de incorporacion de BrdU, reflgjo de la proliferacion
de un tejido, en animales de todos los genotipos (Fig. 34b). Se observé un progresivo
incremento en la incorporacion basal de BrdU en los animales Ro™9F° (8,8+0,5),
Ro™9F19; p107-/- (10,5¢0,6), RF¥FY9; K14Cre (12,8+0,4) y Ro¥™9; p107+/-; K14Cre
(15+1,1), respectivamente (Fig. 33c). No obstante, no se encontraron diferencias

significativas entre los animales Ro™9F1%: p107+/-; K14Cre (15+1,1) y RO™9F°: p107-/-;

K14Cre (15,6+0,2) (Fig. 34c). Este inesperado resultado, dada la clara diferencia en €l
grado de hiperplasia observada entre ambos genotipos, podria explicarse por la existencia
de células proliferando en las capas suprabasales de la epidermis que, de alguna manera,
contribuyeran a dicho agravamiento. En una epidermis normal, @ queratinocito con
capacidad proliferativa de la capa basal, sufre una parada de ciclo previa a comienzo del
proceso de diferenciaciéon y migracion hacia las capas suprabasales. Por €llo, es
improbable observar células suprabasales que incorporen BrdU, signo de que todavia se
encontrarian dividiéndo (Fig. 34b, d). Por el contrario, en ausencia de Rb es posible
detectar una poblacion significativa de células suprabasales que estan proliferando (Fig.
34b, d). Ademés, la pérdida progresiva de alelos de p107 produce un aumento en dicha
poblacion (Fig. 34b, d). Estos resultados indican que en e queratinocito, Rb juega un
papel esencial in vivo regulando la salida del ciclo celular previa a proceso de
diferenciacion. Ademés, pl07, de forma dosis-dependiente, es capaz de suplir
funcionalmente aunque de forma incompleta, la ausencia de Ro en e proceso

anteriormente mencionado. Sin embargo, aungue la pérdida de pl107 tiene un efecto
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menor que la de Rb en & control de la proliferacion basal, no existen diferencias
significativas entre e grado de incorporacion basa en animales Rb™9F; p107+/-;
K14Crey Ro™9F19: 5107-/-; K14Cre (Fig. 34b).
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Fig. 34: Alteraciones en la proliferacion debidas a la pérdida de pRb y/o p107 en la epidermis. a)

Espesor en mm de la epidermis de los animales con los genotipos representados. b) Tinciones
inmunohistoquimicas de BrdU en secciones de piel de animales de 10 dias de edad de los diferentes

genotipos. ¢, d) Porcentaje de incorporacion basal de BrdU en la piel (¢) y cuantificacién del nimero de

células suprabasales positivas para BrdU (d) en la piel de los mismos animales. Barra=50nm.

4.3.4 Alteraciones en la diferenciacion debidas a la ausencia de pRb en la epidermis.
La andmala proliferacion de las células suprabasales deficientes en Rb hace
suponer la existencia de ateraciones, no solo en la proliferacion, sino también en la
diferenciacion. Como ya se describié en la introduccién, la expresiéon diferencia de
gueratinas en la epidermis es muy Util para caracterizar los diferentes estadios por 1os que
pasa un queratinocito desde la capa basal hasta su desprendimiento como célula cdrnea.

En una epidermis normal, la expresion de la queratina K5 se restringe a las células de la
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capa basal, células mitéticamente activas, mientras que la expresion de la queratina K10
se localiza en células diferenciadas no proliferativas de las capas suyprabasales. No se
detecta co-localizacion de ambas queratinas ya que la célula basal inhibe la expresion de
K5 previamente a su movimiento hacia las capas suprabasales e induce la expresion de
K10 (Fig. 35a). Sin embargo, en la epidermis de los animales Ro™¥F%: K14Cre existe
una expansion de la capa de células que expresa K5 pudiéndose observar células que co-
expresan ambas queratinas, K5y K10 (Fig. 35a). Este patrén de expresion aberrante se ve
agravado por la pérdida progresiva de alelos de p107 (Fig. 35a) Ademas, en los animales
Ro™9F10: 1107+/-; K14Cre se observa una disminucion en el nimero de células que
expresan K10, fenotipo que también se agrava en e caso de los animales Ro9F°:
p107-/-; K14Cre en los que précticamente todas las células de la epidermis expresan K5,
mientras que existen muy pocas células que expresen K10, y por tanto, co-expresen

ambas queratinas (Fig. 35a).

™" K14Cre
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Fig. 35: Alteraciones en la diferenciacion debidas a la pérdida de pRb y/o p107 en la epidermis.
a) Doble inmunofluorescencia realizada en secciones de piel de animales de 10 dias de edad, frente a K5
(color verde) y K10 (color rojo) en los genotipos representados. El color amarillo indica co-expresion.

b) Doble inmunofluorescencia en la piel de los mismos animales antes mencionados frente a K6 (color

verde) y K10 (color rojo). Barra=50 nm.

En situaciones de hiperproliferacion, la disminucion en la expresion de K10 se ve
acompaiiada por la induccion en la expresén de la queratina K6. Esta queratina
normalmente no se expresa en la epidermis interfolicular pero si en la vaina radicular

interna del foliculo y bajo determinadas situaciones como en la curacién de heridas o en
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procesos tumorales (Weiss y cols., 1984; Takahashi y cols., 1998). Por €llo, también se
analizo s lahiperplasiay la pérdida de expresion de la queratina K10 en ausencia de pRb,
se relacionaba con un aumento de la expresion de queratina K6 in vivo. En la epidermis
de los animales Rb™9F1° |a expresion de K6 se localizé exclusivamente en los foliculos
(Fig. 35b). Sin embargo, en los animales Rb™F1%; K 14Cre se observé la aparicion de una
expresion ectopica de K6 en las capas suprabasales de la epidermis (Fig. 35b). De forma
similar a como ocurria con la expresién de K5, la pérdida sucesiva de alelos de p107,
Ro™9F1S: n107+/-; K14Cre y Ro™¥F19: p107-/-; K14Cre, inducia una mayor expresion de
K6 (Fig. 35b). En algunas células se detecto la existencia de co-expresion de K10 y K6
(Fig. 35b).

PIOT- R4 e

RE™" K1dCre RE™"™ pl07+- K140 RETT p 107 LK1 4 e
i
i L
i ™ .".N"‘l i '
- |”"- - ‘F- = f i - LR
g '. ;:.I.I*N, "‘.‘ . m| |t 4 i
i bt RN YT LRI | e A
! APt o | B W IR ey e Dal [T T Bt R ey
L T . . > QN { [T ey
LY IS % Ty . . ", S, |
"'1 - "' .l'. . oY -" - ; -
. » —._. Lq:‘#._ i e — » '\r_' ] 1 —

Fig. 36: La pérdida de pRb y pl07 en la epidermis produce alteraciones en la expresion de
involucrina, pero no deloricrina. a, b) Tincién inmunohistoquimica para detectar la expresion deloricrina
(a) e involucrina (b) en la epidermis de animales de 10 dias de edad de los genotipos representados.

Barra= 50 mm.
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Dd mismo modo, también se anaizd la expreson de marcadores de
diferenciacion terminal, concretamente loricrina e involucrina, en la epidermis de los
animales RO™IF ROFIFS: n107-1, RO™9*: p107-/-; K14Cre, RO™FO: K14Cre,
Ro™9FIS: n107+/-; K14Cre y Ro™9F°: p107-/-; K14Cre (Fig. 36). En ninguno de ellos se
observo variacién en la expresion de loricrina (Fig. 36a). Sin embargo, la expresion de
involucrina se ve reducida de forma progresiva en los animales Ro™9F°; p107+/-;
K14Cre y Ro™F1%: p107-/-; K14Cre en comparacion con e resto de genotipos, en los
gue no se observo variacion en la expresion de la misma (Fig. 36hb).

Por tanto, la ausencia de Rb unida a la pérdida de uno o dos aelos de pl07
conduce a una alteracion en la expresion de determinados marcadores de diferenciacion
temprana como la queratina K10, de diferenciacion termina como la involucrina o a la

expresion ectopica de otras queratinas como la queratina K6.

4.3.5 La pérdida de pRb en epidermisinduce la divisién celular ectépica de células
suprabasales.

El queratinocito proliferativo de & capa basal sufre un complejo programa de
diferenciacién que permitira su migracion através de la sucesivas capas de la epidermis y
acabara con su transformacion en célula cornea. Previo a inicio de la diferenciacion, el
gueratinocito debe sufrir un bloqueo en la progresion del ciclo celular que impide, de
forma permanente, la division celular. Una vez hecho esto, comienza la expresion de
determinados marcadores de diferenciacion uno de los cuaes es la queratina K10.
Trabgjos previos de nuestro laboratorio demostraron que la expresion ectdpica de la
gueratina K10 en células epiteliales conducia a un blogueo en la progresion del ciclo
celular (Paramio y coals., 1999; Paramio y cols., 2001b; Santos y cols., 2002). Ademés, la
sdlida del ciclo celular inducida por K10 era dependiente de la presencia de un aelo
funcional de Rb en células en cultivo (Paramio y cols., 1999). Por ello, se comprobd si en
ausencia de Rb, en un modelo in vivo, células suprabasales que se encuentran bajo
diferenciacion, caracterizadas por la expresion de K10, se encontraban en proliferacion,
es decir, incorporaban BrdU. En animales adultos Ro™9F°: K14Cre se detectd la
presencia de células doble-positivas para la expresion de K10 y para la incorporacion de
BrdU (Fig. 37a) mientras que estas células nunca se detectaron en animales Ro™9F1° (Fig.
374). Ademés, este fenotipo se agravaba por la pérdida de un alelo de p107 en € caso de
los animales Rb™9F: p107+/-; K14Cre (Fig. 37a). Estos resultados demostraron la
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importancia de Rb en la induccion de la salida permanente del ciclo celular ya que, en su
ausencia, los queratinocitos que comenzaron a diferenciar aln son capaces de proliferar.
Por otro lado, es posible argumentar que las células suprabasales que se
encuentran en diferenciacién tengan caracteristicas de células basales ya que, muchas de
ellas, continlan expresando K5, marcador de células basales proliferativas. Para
discriminar esta situaciéon se realizé una triple tincién de inmunofluorescencia frente a
K10, K5y BrdU. De esta forma, se puede observar la existencia de células proliferativas
positivas para K10 pero que, sin embargo, habian perdido la expresion de K5, signo
inequivoco de que la célula se encuentra en un proceso rea de diferenciacion. En la

HDFlg/ F19.

epidermis de los animaes ; K14Cre se observo la existencia de células

K10+/BrdU+/K5- (Fig 37b) cuya presencia aumentaba con la pérdida de un alelo de p107
(Fig. 37b). Sin embargo, en los animales Rp™9F19

incorporaban BrdU (Fig. 37b).

unicamente las células K5 positivas

T Kl4Cre Kb

Fig. 37: La pérdida de pRb en la epidermis permite la division celular en células en
diferenciacién. a) Doble inmunofluorescencia realizada en la piel de animales adultos de |os genotipos
representados frente a K10 (rojo) y BrdU (verde). b) Triple inmunofluorescencia realizada en la piel de

animales adultos de los genotipos representados frente a K10 (azul), BrdU (verde) y K5 (rojo). Las flechas

indican lalocalizacién de las células K10/BrdU doble-positivas. Barra= 50 mm.

Estos datos sugieren que, en ausencia de Rb, los queratinocitos que han

comenzado un proceso de diferenciacion pueden continuar proliferando in vivo.
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Por otro lado, para comprobar gque la parada de ciclo permanente mediada por la
expresion de K10 en queratinocitos in vivo era exclusivamente dependiente de Rb, se
utilizd una linea transgénica previamente caracterizada en nuestro laboratorio (Santos y
cols,, 2002). En €lla, se consiguid expresar la queratina humana K10 (hK10) en la capa
basal de epitelios estratificados bagjo e control del promotor de la queratina bovina K5,
una queratina que se expresa de forma totalmente solapante a la queratina K14 (Ramirez
y cols,, 1994; Byrne y cols., 1994; Santos y cols., 2002). Los animales transgénicos
K5hK10 se caracterizan por una hipoplasia de la epidermis producida por € bajo nivel
proliferativo de las células epiteliales de la capa basal que sobreexpresan la queratina K10
(Fig. 38a; Santosy cols., 2002).
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Fig. 38: La parada de ciclo celular inducida por la sobreexpresion de K10 en la epidermisin
Vivo se revierte en ausencia de pRb. a) Secciones de piel tefiidas con H& E de animales adultos con los
diferentes genotipos representados. La doble flecha sefiala una region especialmente hipoplasica de los

animales Ro™9F°; K5hK10. b) Doble inmunofiuorescencia realizada en los mismos animales frente a K10

(rojo) y BrdU (verde). Lasflechasindican la localizacion de las células doble-positivas. Barra= 50 nm.

La parada de ciclo observada en las células basales de la epidermis de los animales
K5hK10 puede ser dependiente de Rb tal y como se determind en experimentos in vitro
(Paramio y cols., 1999; Paramio y cols., 2001b). Para comprobarlo, se cruzaron los
animales transgénicos K5hK10 con los animaes RbF9F%: K14Cre. Como se ha
mencionado anteriormente, los animales Ro™9F1% K5hK10, a igua que los animales
K5hK10, se caracterizan por una evidente hipoplasia de la epidermis en comparacion con
los animales control Rb™¥F9 (Fig. 384). Sin embargo, los animales R K14Cre;
K5hK10 presentan una gran hiperplasia epidérmica, incluso mayor, a la anteriormente

descrita de los animales Rb™9F1% K 14Cre (Fig. 38a). De hecho, aunque el nimero de
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células positivas a la incorporacién de BrdU en la epidermis de los animales RoP9F°:
K5hK10 es muy pequefio, la epidermis de los animales Rb™9F1°; K14Cre; K5hK 10, de
forma més acusada que los animales Rb™9F1%: K14Cre, tiene un mayor nimero de las
mismas (Fig. 38b; ver flechas). Asi, queda demostrada la importancia de Rb en la parada
de ciclo mediada por K10 in vivo.

El agravamiento fenotipico de los animales Ro™%F®; K14Cre; K5hK10 en
comparacion con los RoT¥F1: K 14Cre puede deberse a que todos los efectos producidos
por la expresion de K10 no dependan exclusivamente de la parada de ciclo mediada por
Rb sino de otras funciones de K10 aln por caracterizar.

Estos resultados sugieren un modelo en & que el queratinocito proliferativo de la
capa basal expresa queratina K10 en el momento en que comienza a diferenciar que
induce una parada irreversible de ciclo celular mediada por Rb que es mantenida durante

todo & proceso de diferenciacion.

4.3.6 La pérdida de pRb no induce apoptosis en la epidermisinterfolicular pero si en
los quer atinocitos foliculares.

La ausencia de Rb conduce a una masiva induccion de apoptosis en células de
determinadas partes del sistema nervioso central (SNC), del sistema nervioso periférico
(SNP) y del gjo (Clarke y cols., 1992; Jacks y cols., 1992; Lee y cols, 1992). Sin
embargo, trabajos recientes demostraron que la delecion especifica de Rb en el SNC
mediante e mismo sistema Cre/LoxP, no inducia la mencionada apoptosis, siendo la
hipoxia producida por las alteraciones en la eritropoiesis, la causante de la misma
(Lipinski y cols., 2001; MacPherson y cols., 2003). A pesar de que, en este caso, se puede
concluir que el efecto apoptotico debido a la ausencia de Rb in vivo no es un efecto
auténomo, existen muchos datos que relacionan la funcionalidad de Rb con lade p53y la
apoptosis. Ror gjemplo, la sobreexpresion de E2F1 induce la apoptosis en determinados
tipos celulares (Qin y cols., 1994; Shan y Lee, 1994; Wu y Levine, 1994). Ademés, Rb
puede regular la actividad apoptética de p53 mediante la unién a su regulador negativo
mdm?2 (Hsehy cols., 1999).

Por todo €llo, para comprobar si la pérdida de Rb en epidermis derivaba en un
incremento en la apoptosis, se realizaron tinciones especificas para la deteccién de células
apoptoticas (TUNEL) en la epidermis de todos los genotipos. No se doservaron células
apoptoticas en la epidermis interfolicular en ninguno de los genotipos analizados (Fig.

39a). Sin embargo, en los animales Ro™9F1°: K 14Crey, en mayor medida, tras la pérdida
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Fig. 39: La ausencia de pelo de los animales Rb™¥F% p107-/-; K14Cre puede ser debida a un
aumento de la apoptosis en la matriz del foliculo. a, b) Ensayo de TUNEL para la deteccién de células
apoptéticas en secciones de piel de animales de 10 dias de edad de los genotipos representados en la
epidermis interfolicular (a) y en la regién folicular (b). ¢) Tinciones inmunohistoquimicas frente a BrdU en

secciones de piel de los animales antes mencionados en la region folicular. Barra= 100 nm.
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progresiva de alelos de pl107, se detectdé un aumento de células apoptoticas en la parte
superior de la vaina radicular externa del foliculo piloso (Fig. 39a, ver flechas) y que
contribuyen a fenotipo que desarrollan los foliculos pilosos en ausencia de Rb (ver més
adelante). En el caso de los animales Ro™9F1%: p107+/-; K14Cre, también se detectd
alguna célula apoptética en la region de la matriz, zona proliferativa del foliculo
anagénico (Fig. 39b). Sin embargo, es en e caso de los animales ROF¥F: p107-/-;
K14Cre donde se observo €l fenotipo més acusado, en el que la mayoria de las células de
la matriz se encuentran en apoptosis (Fig. 39b). En € resto de genotipos no se detectaron
células apoptaticas en el foliculo piloso (Fig. 39b).

El hecho de que las células de lamatriz del foliculo se encuentren masivamente en
apoptosis puede repercutir negativamente en su estado proliferativo. Para comprobarlo, se
analizé e grado de incorporacion de BrdU en los foliculos pilosos en los diferentes
genotipos (Fig. 39c). Unicamente en el caso de los animales Ro™9F°; p107-/-; K14Cre s
detect6 una disminucion acusada en e nimero de células positivas a la incorporacién de
BrdU (Fig. 39c). Posiblemente, € balance inverso entre la proliferacion y la apoptosis en
el foliculo piloso seala explicacion ala ausencia de pelo de estos animales alos diez dias
después del nacimiento.

De estos resultados se concluye que existe una sensibilidad diferencial entre los
gueratinocitos foliculares y los interfoliculares en la induccion de apoptosis en ausencia

de Rb y p107 aunque la base molecular a dicha sensibilidad se desconoce.

4.3.7 La pérdida de pRb y p107 produce una degeneracion folicular progresiva.

El foliculo piloso, tal y como se comentd en la introduccion, es un compleo
organo epitelial organizado en varias capas concéntricas que sufren un proceso de
diferenciacién para organizar una estructura queratinizada, e pelo. Existen varios
marcadores de diferenciacion del foliculo bien caracterizados, entre ellos los antigenos
reconocidos por los anticuerpos AE13 y AE15 (Lynch y cols., 1986; Dhouailly y cols.,
1989).

Se andiz6 la expresion de ambos marcadores en los foliculos de los animales
RoMIIFIS - RpFI9FIS: K 14Cre, ROFOFY; p107+/-; K14Cre y Ro™9F°: p107-/-; K14Cre
(Fig. 40). En ningun caso, ni la expresiéon de la queratina reconocida por € anticuerpo
AE13 (Fig. 40a) ni la expresion de la tricohialina, proteina asociada a granulos presentes
en e foliculo piloso y reconocida por e anticuerpo AE15 (Fig. 40b), se vieron afectadas
por la pérdida de Rb y/o p107. Por tanto, aunque la pérdida simultanea de Rby pl07
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produce una disminucién en la proliferacion de los foliculos pilosos acompariada de una
apoptosis generalizada de las células de la matriz, algunas de estas células son capaces de
diferenciar e inducir la expresion de determinadas queratinas implicadas en la formacion
del pelo. A pesar de ello, laexpresion de AE13 y AE15 en los animales Ro™9F°; p107-/-;
K14Cre, no es suficiente para completar la correcta formaciéon del pelo ya que estos

animales carecen de |0os mismos.

Ry i:.\l-ll;.r-: e
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Fig. 40: La pérdida de pRb y p107 no impide la expresion de determinados marcadores de
diferenciacion foliculares. a, b) Inmunofluorescencia (color verde) frente a las queratinas de
diferenciacion folicular AE13 (a) y AE15 (b) en secciones de piel de animales de 10 dias de edad de los

genotipos representados. Barra= 50 mm.

En los animales Ro™9F°; K 14Cre se observé con la edad una pérdida progresiva
de pelo en comparacion con los animales RO7¥F° (Fig. 41a). Esta pérdida de pelo,
caracterizada por la aparicién de evidentes calvas, era méas grave en los animales Ro™9°:
pl07+/-; K14Cre (Fig. 41a). Ademés, se realizaron trasplantes de piel de animales recién
nacidos Ro™%F19; p107-/-; K 14Cre en ratones nu/nu. Estos trasplantes carecian total mente
de pelo incluso meses después de la realizacién del mismo (Fig. 41a). La grave pérdida de
pelo en los animales adultos Rb™9F°; p107+/-; K14Cre y, en mayor medida, en los
Ro™9F19: 1107-/-; K 14Cre parecié estar asociada en todos |0s casos a una desaparicion de
la parte inferior del foliculo piloso junto a una progresiva hiperplasia de las glandulas
sebécess (Fig. 41b).

Se puede concluir, que la pérdida de Rb y pl107 induce con € tiempo una
degeneracion folicular asociada a una grave hiperplasia de las glandulas sebaceas que

impiden la correcta formacion del pelo. También es posible que, en ausencia de Rb y/o
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p107, la diferenciacion hacia sebocitos se encuentre més favorecida que hacia células

foliculares o queratinocitos interfoliculares. Estos aspectos seran estudiados en € futuro

dada laimportancia del foliculo como modelo de desarrollo.

R pl07eie; K14Cre _\

Fig. 41: La alopecia observada en los animales deficientes en pRb se correlaciona con una
progresiva hiperplasia de las glandulas sebaceas. a, b) Fenotipo macroscopico (a) y secciones de piel
tefiidas con H&E para anélisis histol6gico (b) de los animales adultos Ro™9F° RO™9F®: K14Cre,
Rb™9F19: p107+/-; K14Cre y de trasplantes de piel Rb™%F% p107-/-; K14Cre de 6 meses realizados en

animales nu/nu. Barras= 100 nm.

4.3.8 Modelo de cultivo de queratinocitosin vitro.

El estudio de los genes y su funcion en modelos animales in vivo tiene ciertas
limitaciones que pueden solventarse mediante bs técnicas de cultivos celulares in vitro.
El cultivo de queratinocitos humanos y de ratén se encuentra muy estandarizado desde
hace mucho tiempo (Rheinwald y Green, 1975; Hennings y cols., 1980). Sin embargo,
debido a elevado nimero de genotipos analizados asi como a la limitacion de células, €
protocolo clasico de obtencion de queratinocitos ha sido adaptado introduciendo mejoras
sutiles que lo optimizaron en gran medida. En nuestro protocolo, se obtuvo la epidermis
de animales recién nacidos y se tripsinizé de forma aidada durante, al menos, 18 horas a
4°C (Fig. 42d). Durante este tiempo, se realizd la reaccion de PCR para conocer los
genotipos de los animales analizados. De esta forma, se pudieron mezclar los
gueratinocitos procedentes de diferentes animales con e mismo genotipo obteniendo un
mayor rendimiento celular. Por Ultimo, los diferentes procesos de adhesion, proliferacion

y diferenciacion se realizaron amuy concretas concentraciones de Ca2* (Fig. 42a).
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Previo ala experimentacion in vitro, se determind s 1os queratinocitos obtenidos
crecian en condiciones éptimas y expresaban |os marcadores adecuados. Por un lado, se
analizo el grado de incorporacion de BrdU del cultivo celular observando que un gran
numero de células se encontraban proliferando (Fig. 42b). Por otro lado, se observé que
todas las células del cultivo expresaban las queratinas K5 y K14, caracteristicas del
gueratinocito proliferativo (Fig. 42b). Ademas, la induccion de diferenciacion en €
cultivo mediante el incremento de la concentraciéon de Ca?* inducia la expresion de
marcadores de diferenciacion tempranos como la queratina K10 y tardios como la

loricrina o lainvolucrina (ver més adelante).
2 mM Ca
I'ripsima —‘-

O —
16 horas
Epidermis - "'““.V
Preliferaciar

Fig. 42: Modelo de cultivo de queratinocitos in vitro. a) Resumen esgueméatico del protocolo de
obtencion de queratinocitos obtenidos de animales recién nacidos. Se relacionan ademés las
concentraciones de calcio requeridas para la adhesion, proliferacion y diferenciacion de los mismos.

b) Tincién de imunofluorescencia frente a BrdU y K5 e inmunohistoquimica frente a K14 realizada en
gueratinocitos para determinar el estado del cultivo. El colorante nuclear DAPI se usd en las

inmunofluor escencias.

4.3.9 Los queratinocitos deficientes en pRb y p107 muestran ventaja proliferativa
frente al resto de genotipos.

Para analizar la capacidad proliferativa de queratinocitos de los diferentes
genotiposin vitro se realizaron curvas de proliferacion en todos ellos. Se plaqueo un total
de 10° células de cada genotipo y se realizaron contajes celulares diariamente. Se observé
un moderado incremento en la tasa de crecimiento en los queratinocitos Ro™9™°; p107+/-

; K14Cre comparado con € resto, tres dias después del plaqueo de las células (Fig. 43a).
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Dicho incremento era mucho mayor en los queratinocitos Ro™9F°; p107-/-; K14Cre
(Fig. 434). Estas variaciones se correspondian bien con € tiempo medio empleado por €l
gueratinocito de un determinado genotipo en realizar una divison celular completa
(Fig 43b). Este tiempo era menor en e caso de los queratinocitos RoF9F1%: p107+/-;
K14Crey ain menor en los Ro™9F9; p107-/-; K14Cre (Fig. 43b), en comparacion con el

resto de genotipos analizados.
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Fig. 43: Los queratinocitos Rb™%°; p107-/-; K14Cre tienen ventaja proliferativa frente al resto

de genotipos. a) Curva de proliferacion realizada con cultivos de queratinocitos de todos los genotipos. Se
plaqued un total de 10° células y se contabilizé el ndmero de las mismas de forma diaria durante tres dias.
b) Representacién grafica dl tiempo medio necesario en horas para la duplicacion celular de los
guer atinocitos de los genotipos representados.

Como ya se describi6 en la introduccién, los miembros de la familia de
retinoblastoma tienen la habilidad de unir y bloquear a los miembros de la familia de
factores de transcripcion E2F. La actividad de estos factores promueve la transicion de la
fase G1 alafase S del ciclo celular. Por ello, concretamente la deficiencia de Rb podria
provocar alteraciones en la transicion G1/S. Se realizaron andlisis mediante citometria de
flujo del perfil de ciclo celular en cultivos asincronicos de todos los genotipos
determinando €l porcentagje de células del cultivo que se encontraban en cada una de las
fases del ciclo celular (GO/G1, S, G2/M). Se observé que la ausencia de Rb y/o p107 no
alteraba significativamente la fraccion de queratinocitos localizados en las fases GO/G1, S
0 G2/M dél ciclo celular en comparacién con los queratinocitos controles (Fig. 44). Estos
resultados indican que € incremento en la tasa proliferativa observada en los
queratinocitos Ro™9F1%: p107-/-; K14Cre (Fig. 44) se debe a una disminucién en el
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tiempo total que la célula emplea para atravesar todas las fases del ciclo celular més que a

una entrada acelerada en lafase S como podria ser esperable.
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Fig. 44: Los queratinocitos deficientes en pRb no muestran aceleracion en la transicion G1/S.
Representacion grafica de las tres fases principales del ciclo celular obtenida mediante andlisis de FACS

de cultivos de quer atinocitos en crecimiento asincrénico.

Todo dlo indica que la pérdida combinada de Rb 'y p107 confiere una ventgja de
crecimiento en cultivo que, de alguna forma, depende de la cantidad de alelos de pl107
existentes y que es un reflgjo de lo observado in vivo. No obstante, dicha ventaja
proliferativa no es dependiente de cambios en el tiempo empleado durante la transicion
G1/S en células sometidas a un crecimiento asincronico. Es probable que este tiempo si
varie en células sincronizadas en GO y re-estimuladas. Sin embargo, la dificultad de

sincronizar gueratinocitos en GO impidio la realizacién de este tipo de experimentos.

4.3.10 Los queratinocitos deficientes en pRb no son capaces de mantener e estado
postmitético caracteristico de la diferenciacion.

La proliferacion de células suprabasales deficientes en Rb in vivo pone de
manifiesto posibles alteraciones de los queratinocitos a determinados estimulos de parada
proliferativa. Uno de estos estimulos, ampliamente caracterizado en queratinocitos
(Hennings y cols., 1980), es el aumento de la concentracién de iones Ca?* en & medio de
crecimiento (un aumento de 0,05mM a 1,2 mM). Bgjo este estimulo, los queratinocitos
detienen la proliferacion y comienzan rdpidamente la expresion de ciertos marcadores de

diferenciacion como la queratina K10 (Henningsy cols., 1980; Yuspay cols., 1989). Para
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determinar s la pérdida de Rb y/o p107 conducia a una alteracion en la diferenciacion
inducida por el incremento de Ca®* se analiz6 el porcentaje de células que incorporaban

BrdU bajo condiciones proliferativas o de diferenciacion a diferentes dias (Fig. 45).
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Fig. 45: Los queratinocitos deficientes en pRb no son capaces de mantener el estado
postmitético de las células diferenciadas. Andlisis del porcentaje de células positivas para la
incorporacion de BrdU en queratinocitos de los genotipos representados en diferentes condiciones tales
como proliferacién (0,05 mM Ca®"), diferenciacion a diferentes tiempos (1,2 mM Ca?") y re-estimulacién
durante 24 horas en bajo calciode células diferenciadas 72 horas (1,2 mM Ca®* 72h + 0,05 mM Ca?*24h).

Se observo que los queratinocitos procedentes de los animales Ro™9F1%; p107+/-;
K14Crey Ro™9F1%: n107-/-; K14Cre tenian un mayor porcentgje de células positivas a la
incorporaciéon de BrdU, en condiciones de proliferacion (Fig. 45). Bgjo condiciones de
diferenciacion, los queratinocitos Rb™9F19; K14Cre sufrian una salida del ciclo celular
similar a la del resto de genotipos denominados controles, Ro™9F0 Ro™F: n107+/-,
Ro™9FL0: 1107-/-, 72 horas después del incremento de calcio. Sin embargo, existe un
retraso en esta respuesta ya que, 24 horas después del estimulo de diferenciacion, un
porcentgje significativo de células deficientes en Rb alin proliferaban (Fig. 45). Por €
contrario, los queratinocitos obtenidos de los animales Ro™9F: p107+/-; K14Cre y
Ro™9F1S: 1107-/-; K14Cre permanecieron parcialmente resistentes al aumento de calcio
aun 72 horas después de lainduccion del estimulo (Fig. 45).

Por otro lado, es conocido € papel de Rb en e mantenimiento del estado
postmitético caracteristico de células diferenciadas (Schneider y cols., 1994) impidiendo

una re-entrada en € ciclo celular. Para comprobar si este fendmeno ocurria también en
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gueratinocitos y era dependiente o ro de la presencia de aelos de pl07, células de los
diferentes genotipos diferenciadas durante 72 horas en alto calcio, se pusieron de nuevo
en condiciones proliferativas de bgjo calcio durante 24 horas, analizandose el grado de
incorporacion de BrdU del cultivo. Todos las células de los genotipos deficientes en Ro
con independencia de la presencia o ausencia de p107, conseguian re-entrar en ciclo hasta
préacticamente alcanzar los niveles de proliferacién basales durante e crecimiento

asincronico (Fig. 45).
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Fig. 46: Los queratinocitos Rb™%F%°; K14Cre muestran una diferenciacién alterada in vitro.
a-c) Analisis, mediante inmunofluorescencia, de la expresion de marcadores de diferenciacion tempranos
como la K10 (a), o tardios como la filagrina (b) o la involucrina (c) en queratinocitos R y Ro™9F19:
K14Cre sometidos a diferenciacién durante 24 horas (K10) o 48 horas (involucrinay filagrina). Ademas, la
expresion de K10 (a) se analizo conjuntamente con la incorporacion de BrdU demostrando la existencia de
células positivas para BrdU (flechas) o doble positivas para K10 y BrdU (ver recuadro, flecha punteada).
d, €) Representacién grafica del porcentaje de células positivas para K10 (d) y del porcentaje de células

doble positivas para K10 y BrdU en |os genotipos representados bajo diferenciacion durante 24 horas.

Estos datos demostraron la importancia exclusiva de Rb en e mantenimiento del
estado postmitético de los queratinocitos en diferenciacion. Sin embargo, se podria
argumentar s |os queratinocitos deficientes en Ro realmente diferencian y s lare-entrada
en el ciclo celular observada es real. Por ello, se comprob6 si en cultivos de queratinocitos
procedentes de animales Ro™¥F9 y RbF1F19: K 14Cre bajo diferenciacion se expresaban
marcadores de diferenciacion tempranos, como la queratina K10, y tardios, como la

involucrina o la loricrina. Se observé que, efectivamente, tanto los queratinocitos

9%
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deficientes en Rb como los controles expresaban K10 (Fig. 464), filagrina (Fig. 46b) e
involucrina (Fig. 46¢) en condiciones de diferenciacion. A pesar de ello, aunque los
niveles de expresion de involucrinay loricrina eran similares, e porcentaje de células que
expresaban K10 en ausencia de Rb era menor que en el caso de los controles (Fig 46a, d).
Este efecto podria ser debido a que Rb, de una forma directa o indirecta, estuviera
implicado en laregulacién de la expresion de la queratina K10. Ademas, se observo, tal y
como ocurria también in vivo, la existencia de células que, a pesar de expresar K10, ain
se encontraban proliferando, situacion que no se observé en ninglin caso en los controles
(Fig. 46a, €). Estos datos sugieren que la pérdida de Rb conduce a un desacoplamiento
entre los procesos de proliferacion y diferenciacion tanto in vivo (Fig. 37) como in vitro
(Fig. 46), ya que células que han iniciado un programa de diferenciacion son capaces de

seguir proliferando.

4.3.11 El desacople entre proliferaciéon y diferenciacion en queratinocitos deficientes
en pRb puede ser debido ala elevada actividad de E2F.

La parada de ciclo mediada por Rb es completamente dependiente del bloqueo de
la actividad de los factores de transcripcion E2F. De hecho, la expresion de E2F1 en
células quiescentes provoca la entrada de las células en la fase S del ciclo celular
(Johnson y cols., 1993). Ademas, se ha descrito que €l bloqueo de la actividad E2F
durante la diferenciacién es un requisito necesario para € correcto desarrollo de dicho
proceso (Lipinski y Jacks, 1999). Por otro lado, en células HaCaT, linea humana
inmortalizada de queratinocitos, inducidas a diferenciar se observé una disminucién en la
actividad de E2F (Paramio y cols., 2000). Para determinar la implicacion de los factores
E2F en e desacople entre proliferacion y diferenciacion observado en gueratinocitos
deficientes en Rb, se analiz6 por un lado, la expresion de diferentes factores E2F y por
otro, la actividad E2F mediante un ensayo informador de actividad luciferasa en
gueratinocitos de todos los genotipos en condiciones de proliferacion y tras 24 o 48 horas
de diferenciacion inducida por calcio (Fig. 47). Se observo que la expresion de E2F1
aumentaba en |os queratinocitos Ro™F1%: p107+/-; K14Crey RoF9F9; p107-/-; K14Cre
en comparacion con el resto de genotipos. Por € contrario, la expresion de E2F4 y E2F5
no variaba en ningin caso (Fig. 47a). Por otro lado, la actividad E2F en cultivos
asincrénicos en proliferacion se encontré muy aumentada en los queratinocitos Ro™9F°:
K14Cre y Ro™9F1%: n107+/-; K14Cre, en comparacion a los controles RoF9F RoFLIFLS.

pl07+/- y RoF¥F1%: n107-/-, siendo alin mayor tras la pérdida de los dos alelos de p107
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(Fig. 47b). Tras e incremento de |la concentracion de Ca®* en el medio, los queratinocitos
Ro™9F® qufren una dréstica disminucién de la atividad E2F de forma que, 48 horas
después dedl estimulo, dicha actividad se reduce hasta un 70% respecto de la situacion de
proliferacion (Fig. 47b). Sin embargo, en e caso de las células Ro™9F1%; p107+/-; K14Cre
y ROTOFIS: p107-/-; K14Cre la actividad E2F se mantiene elevada incluso 48 horas
después de la diferenciacion (Fig. 47b) pudiendo impedir, a menos parcialmente, la
parada de ciclo inducida por el aumento de calcio (Fig. 45). Por el contrario, en el caso de
los queratinocitos Rb™¥F1%; K 14Cre i se detecta una disminucién en la actividad E2F en
el mismo periodo de diferenciacion que se correlaciona perfectamente con la parada de

ciclo observada en estas células bajo este mismo estimulo (Fig. 47b).
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Fig. 47: Elevados niveles de actividad E2F durante la diferenciacién de queratinocitos
deficientes en pRb. a) Analisis de western blot frente a E2F1, E2F4, E2F5 y actina, como control de carga,
en extractos de queratinocitos de todos los genotipos en proliferacién. b) Analisis de actividad E2F
mediante ensayo de actividad luciferasa realizado en queratinocitos de los genotipos representados en

condiciones de proliferacion y diferenciacion a 24 y 48 horas.

Estos datos sugieren gque, a menos parcialmente, la parada de ciclo previa a
proceso de diferenciacion epidérmica depende especificamente del bloqueo de la
actividad de los factores E2F. En ausencia de Rb, el aumento en la expresion de pl107
puede actuar como proteina bloqueante de los factores E2F que, en condiciones normales
se encuentran unidos a Rb. La pérdida de uno o los dos alelos de pl07 produce la

liberacién permanente de los factores E2F y, con €llo, laimposibilidad de regularlos.
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4.3.12 La pérdida aguda de pRb es suficiente para evitar la parada de ciclo inducida
por la diferenciacion.

Se ha demostrado recientemente que la pérdida aguda, pero no la pérdida crénica
de Rb, es suficiente para la re-entrada en e ciclo celular en diversos procesos
caracterizados por la parada proliferativa tales como la senescencia o la quiescencia (Sage
y cals., 2003). Sin embargo, tras la pérdida aguda de Rb se produce una respuesta celular
basada en un aumento progresivo de la expresion de p107 con el objetivo de compensar
alguna de las funciones perdidas que normamente realiza Rb (Sage y cols., 2003). Dado
que la diferenciacion también es un proceso caracterizado por una parada de ciclo
irreversible, se analizé si en dicho proceso, la pérdida aguda de Ro impedia la parada
proliferativa en respuesta a calcio. Con este objetivo se infectaron cultivos de
queratinocitos procedentes de animales Rb™¥F° con sobrenadantes de adenovirus
codificantes para la recombinasa Cre o para la proteina fluorescente GFP y se analiz6 €
porcentgje de células que incorporaban BrdU en condiciones de proliferacion y
diferenciacion. Se redlizaron andlisis de PCR (Fig. 484) y western blot (Fig. 48b) 48 horas
tras la infeccion adenovira para detectar la presencia del alelo recombinado (Fig. 48a), o
la ausencia de proteina pRb (Fig. 48b; ver también Fig. 28). Ademas, también se
analizaron los niveles de p107 observando que, tras 48 horas de pérdida aguda de Rb, no
se inducia la expresion de p107, a diferencia de lo que ocurre en queratinocitos Ro™°:
K14Cre (Fig. 48b). De hecho, en estos ultimos, |la pérdida de Rb se puede corsiderar
como cronica ya que la expresion de la recombinasa comienza en la epidermis alrededor
del dia 14,5 de gestacion y, por ello, los queratinocitos Rb™9F29; K 14Cre obtenidos de
recien nacidos han acomodado su situacion celular a la pérdida de Ro. Debido a la
ausencia total de pRb alrededor de 48 horas después de la infeccidn adenoviral, todos los
analisis posteriores se realizaron tomando como punto de partida este momento.

Se observo que la pérdida aguda de Rb inducia un ligero aumento en el porcentaje
de células que incorporaban BrdU en condiciones de proliferacion en comparacion con
los queratinocitos Rb™¥F%: K14Crey Ro™9F jnfectados con adeno-GFP (Fig. 48c).
Como se menciond anteriormente, la diferenciacion inducida por cacio produce una
parada de ciclo similar en queratinocitos Ro™9F1° y Ro™9F19: K 14Cre infectados con un
adeno-GFP 48 y 72 horas después del estimulo (Fig. 48; ver también Fig. 45). Sin
embargo, en los queratinocitos infectados con e adeno-Cre, en los que se produce una
pérdida aguda de Rb, no se induce la parada proliferativa incluso 72 horas después del

aumento de calcio (Fig. 48c).



Resultados

Estos datos demuestran que durante la diferenciacion del queratinocito, de forma
similar a como ocurre durante la quiescencia o la senescercia en fibroblastos (Sage y
cols., 2003), la compensacion funcional de p107 observada tanto in vivo como in vitroen
respuesta a la pérdida de Rb, no ocurre cuando dicha pérdida acontece de manera aguda.
Esto se debe probablemente a que la célula necesita de un tiempo para generar una

respuesta adecuada, y consistente en el incremento en la expresion de p107.
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Fig. 48: Efecto diferencial de la pérdida aguda de Rb sobre la pérdida crénica. a) Analisis de
PCR del alelo de Rb y de la recombinasa Cre a partir de ADN genémico obtenido de cultivos primarios de
gueratinocitos infectados con adenovirus codificantes para Cre o para GFP. b) Analisis de western blot de
extractos obtenidos de | os cultivos de queratinocitos anteriormente mencionados. c) Resumen grafico delos
por centajes de incorporacién de BrdU en cultivos de queratinocitos infectados con adenovirus codificantes
para GFP o Cre en situaciones de proliferacion (0,05 mM), o diferenciacion (1,2 mM) a diferentes tiempos

(24, 48 072 horas).



Resultados

100



Resultados

4.4 PAPEL DE pRb EN LA CARCINOGENESIS EPIDERMICA.

4.4.1 pRb no coopera con Ras en la formacién de tumores epidérmicosin vivo.

Como ya se mencioné anteriormente, Rb fue aidado de un tipo de tumor
hereditario, el retinoblastoma, aunque también se han encontrado mutaciones en € gen Rb
en otros tumores humanos tales como osteosarcomas, cancer de pulmoén (SCLC), préstata
0 mama (Harbour y cols,, 1988; Lee y cols., 1988, Bookstein y cols., 1990). Existen
ademas varios modelos transgénicos que sobreexpresan determinadas proteinas virales
(HPVE7?, HPVESG, E1A) o proteinas implicadas en la via de Rb (E2F1, ciclina D1) que
producen de forma espontanea o en cooperacion con otras proteinas (p53, Ras) tumores
epidérmicos (Missero y cols., 1993; Arbeit y cols., 1994; Auewarakul y cols., 1994;
Pierce y cols., 1998a; Pierce y cols., 1998b; Robles y cols., 1996). Por €llo, se propuso
como objetivo analizar la implicacion de pRb en los procesos de carcinogénesis de piel
utilizando como modelo el protocolo de carcinogénesis de DMBA/TPA.

En ningln animal adulto RoP9F°: K14Cre o RO™9F; p107+/-; K14Cre s
observé la aparicion espontanea de tumores de piel (en poblaciones de més de 100
animales y con edades de hasta 1,5 afos). Sélo en casos esporadicos, indistinguibles de

ROFF° e obsarvé la

las proporciones de aparicion de tumores en animales controles
aparicion de agun  papiloma, linfoma o adenoma  sebiceo - (ver

http://tumor.informatics.jax.org/straingrid.html, donde se puede observar la aparicién de

tumores espontaneos en € fondo genético FVB). Algunos de estos tumores son negativos
para la expresion de K14 por lo que la delecion de Rb no influye en la aparicién del
tumor.

A continuacién, se determind la posible cooperacién funcional existente entre pRb
y Ras en la formacién de tumores de piel. Para ello, se seleccionaron un total de 33
animales (18 animales RO™9F® y 15 animaes RO™F®; K14Cre) con una edad
comprendida entre las 8-10 semanas que fueron iniciados con una dosis de DMBA. Como
ya se describio en laintroduccion, el tratamiento topico de DMBA produce una mutacién
altamente especifica en e codon 61 del gen Harvey-Ras provocando la aparicion de una
forma mutante permanentemente activa (Balmain y Pragnell, 1983; Quintanilla 'y cols.,
1986; Roop y coals., 1986). De esta forma, se pudo determinar si la pérdida de Rb junto
con la presencia de laforma activa de Ras en la epidermis inducia de forma espontaneayy,
sin la accién de un promotor tumoral como el TPA, tumores in vivo. Pasados 9-10 meses

después de la aplicacion del DMBA, los animales fueron analizados y sacrificados. Se
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observd que la pérdida de Rb no suponia ningln cambio en la tasa tumora de una

epidermis control iniciada con DMBA, detectandose exclusivamente 2 y 3 papilomas en
RJFIQ/FlQ y RJFIQ/FlQ.

los animales ; K14Cre, respectivamente (Fig. 498). Ademés, la
aplicacion del mutageno no suponia la aparicion de ninguin fenotipo epidérmico a largo

plazo tanto en presencia, como en ausencia de Rb (Fig. 49b).
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Fig. 49: El tratamiento de la epidermis con DMBA no induce la aparicion de tumores en
ausencia de pRb in vivo. a) Tabla esquematica en la que se representa el nimero de animales de cada

genotipo tratado con DMBA asi como €l nlimero de papilomas obtenidos tras una media de 9 meses tras el

tratamiento. b) Secciones histol 6gicas representativas de pieles obtenidas de animales Ro™9F y RpF9F19;

K14Cre después de 9 meses tras el tratamiento con DMBA.

4.4.2 La pérdida de pRb en epidermis produce la aparicién de menos tumoresy de
menor tamario, aunque con mayor malignidad, durante el protocolo de DMBA/TPA.

Con el objetivo de determinar € papel de pRb en la carcinogénesis epidérmica se
realiz un protocolo de DMBA/TPA enanimales RoF9F y RoFI9FIS: K14Cre. Este
protocolo es uno de los paradigmas en la investigacion del cancer debido a su naturaleza
secuencia en la génesis y progresion tumoral y la similitud de los tumores obtenidos con
ciertos tumores humanos (ver introduccion). Se seleccionaron un total de 30 animales
Ro™IFIS y RpFI9FLS: K 14Cre, siendo 15 animales de cada genotipo. El protocolo de
DMBAI/TPA serediz6 tal y como se describe en e apartado Materiales y Métodos con
una unica dosis de DMBA y sucesivas aplicaciones de TPA en un ndmero de 2 por

semana durante un total de 10 semanas. Alrededor de la octava semana después de la

102



Resultados

iniciacion se observé la aparicion de los primeros papilomas en ambos genotipos y se
realizd un seguimiento semanal del nimero de los tumores asi como el tamafio de los
mismos. Este seguimiento se realizd mediante la representacion grafica del nimero medio
de tumores de cada genotipo de forma semanal contados a partir de la iniciacion con
DMBA (Fig. 50a).
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Fig. 50: Los animales Rb™%F1% K14Cre forman menos tumores pero son mas malignos durante
el protocolo de DMBA/TPA a) Representacion grafica del nimero medio de tumores obtenidos en
animales Rb™F° (linea rombos azules) y Rb¥F°: K14Cre (linea cuadrados blancos) durante el
protocolo de carcinogénesis DMBA/TPA. b, c) Clasificacion basada en el tamafio de los tumores obtenidos

anterior mente mencionados y medidos de forma semanal en animales Rb™9F° (b) y Rb™%F°; K14Cre (c).

El tamafio de los tumores se representd en una grafica conjunta subdividiendo
todos los tumores de cada genotipo en cuatro tamarios diferentes (<0,3mm, 0,3-0,6mm,
0,6-09mm y >0,9mm), analizdndolos también de forma semana (Fig. 50b, c).
Sorprendentemente, se observo que la pérdida de Rb en la epidermis no producia un
aumento en € numero de tumores tal y como seria de esperar por tratarse de un gen
supresor de tumores, sino una disminucion (Fig. 50a). Ademas, en ausencia de Rb los
tumores producidos eran més pequefios que los observados en los animales Ro™9F19
(Fig. 50b, c).

En e protocolo de DMBA/TPA se produce un gran nimero de papilomas por

raton muchos de los cuales regresan y desaparecen por tratarse de papilomas benignos.
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AUn asi, algunos de ellos, debido a la acumulacidn de mutaciones en determinados genes,
progresan y malignizan hacia carcinomas escamosos. La regresion de muchos de estos
papilomas puede observarse en la grafica del nimero medio de tumores por raton ya que
alrededor de la semana 15 se produce una disminucion progresiva de este valor (Fig. 50a).
La tasa de conversion maligna, es decir €l porcentaje de papilomas que progresan y
malignizan, es normamente dificil de determinar de forma visual sobre el raton. Por €llo,
una vez terminado € protocolo de carcinogénesis se sacrificaron los animaes y los
tumores fueron procesados para su andlisis histolégico. Se observaron mediante
microscopia arededor de 300 tumores entre ambos genotipos clasificandolos segin su
morfologia y malignidad. Basicamente, se les incluyd en tres categorias. Papilomas,

Papilomas premalignos y Carcinomas escamosos (SCC) (Fig. 51a).
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Fig. 51: Los papilomas deficientes en pRb tienen una mayor tasa de conversion maligna.

a) Porcentaje de la totalidad de los tumores obtenidos en el protocolo de DMBA/TPA en los animales

RbF9F y RpFI9FIS: K14Cre clasificados segin el grado de malignidad en papilomas, papilomas

premalignos y SCCs. b) Tinciones inmunohistoquimicas realizadas en papilomas representativos

procedentes de animales RO y Rb™9F: K14Cre frente a K5, K6 y K13. Barra= 150 mm.

A pesar de que los papilomas y los SCCs son claramente diferenciables entre si,
dentro de los papilomas premalignos se incluyeron tumores que, aunque histol 6gicamente
son similares a papilomas, presentaban claros focos de infiltracion, signos inequivocos de
malignizacion tumoral. Ademas, se realizaron andlisis inmunohistoquimicos para detectar
la presencia de determinadas queratinas como la queratina K13 caracteristica de
papilomas en estado avanzado de maliginizacion (Nischt y cols., 1988) o la queratina K6
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asociada a células hiperproliferativas y la queratina K5 localizada en células epiteliales
normalmente basales. Por ello, aungque los papilomas expresaban en gran cantidad K5 y
K6 anicamente |os papilomas clasificados como premalignos expresaban K13 (Fig. 51b).
Se observé que e porcentaje de papilomas premalignosy SCCs en e caso de los
animales Rb™¥F1°; K14Cre era mayor que en los controles RO™F1° (Fig. 51a). De eta
forma se pudo concluir que la ausencia de Rb en la epidermis produce un aumento en la
tasa de malignizacion, siendo arededor del doble tanto en la aparicién de papilomas

premalignos como de SCCs (Fig. 51a).

4.4.3 La disminucién en e nimero de tumores en los animales RbP9FY: K 14Cre
puede ser debida a un menor numero de cdulas madre epidérmicas.

Existen numerosos experimentos que apoyan la hipotesis de que los tumores
epidérmicos derivan de células madre en las cudles se producen los cambios génicos
necesarios que llevan a su transformacion y malignizacion (Morrisy cols., 1997; Morrisy
cols., 2000). Esto queda demostrado mediante el protocolo de DMBA/TPA ya que,
independientemente de cuanto tiempo después se redlice la etapa de promocién con el
TPA, lacinética de aparicion y e nimero o tamafio de |os tumores son similares en todos
los casos (DiGiovanni, 1992). Estos datos indican que la promocion se realiza sobre
células que retienen las ateraciones génicas, en este caso la mutacion en Ha-Ras. Estas
células Unicamente pueden ser células madre epidérmicas ya que la epidermis de raton se
renueva aproximadamente cada 23 semanas. Por €llo, la disminucion en e nimero de
tumores originados en ausencia de Rb puede ser reflgjo de una ateracion en el nimero de
células madre epidérmicas. Con el objetivo de comprobarlo, se realizd un experimento
clasico para determinar de forma sencilla e estado del compartimento de células con
capacidad pluripotencial. Dicho experimento consiste en la administracion de 4
inyecciones, una cada 12 horas, de una dilucién de BrdU. Asi, se consigue que la practica
totalidad de las células de la epidermis queden marcadas. Las células que, 30 y 75 dias
después del marcagje, aln retienen la BrdU incorporada en su ADN son células que,
concretamente en e momento del marcaje, se encontraban dividiendo pero, o no se han
vueto a dividir, o lo han hecho pocas veces. Esta caracteristica es propia de las células
con capacidad pluripotencial o LRCs. Se observo que tanto a 30 (Fig. 52a) como a 75 dias
(Fig. 52b) después de las inyecciones de BrdU, las pieles de los animales Ro™9F1;
K14Cre contenian un menor nimero de LRCs, concretamente cerca de cuatro veces

menos, en comparacion con los controles RoP9F9,
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Estos datos podrian dar una explicacion a menor nimero de tumores observados
en los animales Rb™F1%: K14Cre, ya que habria un menor nimero de células iniciadas
mediante eé DMBA que, posteriormente originarian los tumores. No obstante, la
disminucion en e nimero de LRCs podria deberse a otras causas diferentes a una
reduccion en la poblacion de células madre (ver discusién). Por ello, se estan realizando
andlisis de diferentes marcadores que caracterice la poblacién de células madre
epidérmicas en los animales Ro™92°: K 14Cre.
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Fig. 51: Alteraciones en el compartimento de células madre debido a la ausencia de pRb. a, b)
Andlisis del nmero de LRCs presentes en la epidermis de los animales RO y REFI9F1: K14Cre. La
gréfica se representa como el porcentaje de foliculos que contienen células positivas a la incorporacién de

BrdU realizado tanto a 30 (a) como a 75 (b) dias después de lasinyecciones.

4.4.4 La ausencia de pRb induce un aumento en la apoptosis, posiblemente mediado
por p53, en lostumores epidér micos.

Debido a la implicacion de Rb en los procesos de proliferacion y apoptosis se
estudiaron ambos procesos en |os tumores obtenidos en los animales Ro™9F0 y RpFIFL9.
K14Cre. El grado de proliferacion se determind mediante el porcentaje de incorporacion
de BrdU en las células basales en € caso de los papilomas y en las células totales en los
SCCs. Se analizaron un total de 15 papilomas (Fig. 53a; gemplo representativo) y 15
SCCs (Fig. 53a; ejemplo representativo), seleccionados en diferentes animales de cada
genotipo para evitar los efectos individuales de cada raton. De esta forma, se intentd
reducir el efecto de posibles diferencias intra-individuo que no fueran debidas a la pérdida

intrinseca de Rb.
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Se observo, a diferencia de 1o que ocurre cuando se compara la epidermis de los
animales Ro™9F19 y RpFI9FI9: K 14Cre, que no existian diferencias significativas en el
grado de incorporacion de BrdU, y por tanto la proliferacion del tumor, con
independencia del genotipo o del tipo de tumor. Sin embargo, este dato seria inconsistente
con la diferencia en los tamafios de los tumores observados entre ambos genotipos
(Fig. 53b).

Por otro lado, también se analiz6 el nimero de células apoptdticas en los mismos
tumores mencionados anteriormente mediante la técnica de TUNEL, aungue en este caso
mediante técnicas de inmunofluorescencia. Ademés, se utilizd una tincion especifica
frente a la queratina K5 con e objetivo de discriminar exactamente la localizacién de las
zonas epiteliales de las zonas de estroma del tumor. Se observé que los papilomas
deficientes en Ro tenian un mayor nimero de células apoptéticas basales que los
papilomas control (Fig. 54a, b). Curiosamente, en ambos genotipos existe un gran niUmero
de células del estroma, que se encuentran en apoptosis en los papilomas (Fig. 544). Ello
es debido a la acumulacion de céulas inflamatorias productoras de citogquinas que
inducen la muerte de los fibroblastos o de células localizadas en la matriz dérmica. Por el
contrario, en e caso de los SCCs el mayor porcentaje de células apoptoticas se observo en
tumores control mientras que los SCCs deficientesen Rb mostraron un menor porcentaje
de apoptosis (Fig. 54a, b).

a : b
-, -, ‘-m, TP e R Ry
B R K14
f
=]
= 5
Paplloms 3, AR S 3
P KI-H.'I':‘_ r.mhm.,.‘, LHt.h:;_' . §_
3l g
L .
. 4 Papilomas S0
Papilama - 00 u—

Fig. 53: El grado de incorporacién de BrdU es independiente del tipo de tumor y de la presencia
0 ausencia de pRb. a) Ejemplo representativo de una tincion inmunohistoquimica realizada frente a BrdU
en los tumores representados. b) Porcentaje medio de incorporacion de BrdU en papilomas y SCCs
obtenidos en Rb™9F19 y RFI9F1S: K14Cre. Al menos se analizaron 15 tumores de cada tipo. Barra= 150

mm.
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Una de las proteinas mediadora de los procesos apoptoticos celulares més
importante es p53, una fosfoproteina nuclear encargada de mediar una respuesta a dafio
en e genoma. Su activacion induce, bien la parada de ciclo celular, bien la apoptosis o
muerte celular dependiendo del tipo y grado de la agresion (Sionov y Haupt, 1999). La
funcionalidad de p53 ha sido ampliamente analizada en los tumores obtenidos mediante €l
protocolo de DMBA/TPA (Ruggeri y cols., 1991). En estos estudios se comprobd que
ningun papiloma e incluso SCCs de aparicion temprana (30 semanas tras la iniciacion)
presentaba mutaciones en el gen de p53, siendo la proteina totalmente funcional (Ruggeri
y cols.,, 1991). Sin embargo, si se observaron mutaciones que producen ateraciones en la
funcionalidad de p53 en un porcentgje de entre el 25-50% de tumores de aparicion tardia
(50-60 semanas tras la iniciacién) (Ruggeri y cols.,, 1991). Ademés, estos tumores
normalmente se caracterizaban por poseer un fenotipo poco diferenciado y mas maligno,
sugiriendo que la transicion de papiloma a carcinoma epidermoide se caracteriza por la
pérdida funcional de algunos genes como e de p53 (Klein-Szanto, 1989; Bremmer y
Balmain, 1990; Ruggeri y cols., 1991). Esto queda demostrado porgue ratones deficientes
en p53 sometidos a carcinogénesis quimica (DMBA/TPA) tienen una mayor tasa de

conversién maligna (Kemp y cols., 1993).
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Fig. 54: Los papilomas deficientes en pRb tienen una mayor tasa apoptética. a) Ejemplo
representativo de una tincién inmunofluorescente realizada para detectar células apoptéticas (TUNEL,
color verde) y K5 (color rojo) en los tumores representados. b) Porcentaje medio de células apoptéticas en

papilomas y SCCs obtenidos en Rb™9F1° y RpT19F1%: K14Cre. Al menos se analizaron 10 tumores de cada

tipo. Barra= 150 nm.
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Con la base de estos datos previos, se andizd la expresion de p53 mediante
andisis inmunohistoquimico como posible mediador apoptético en los tumores derivados
de los animales Rb™9F1°: K14Cre. La vida media de p53 es muy corta siendo necesaria
una sefial de estabilizacion, mediada normalmente por la inhibicion de mdm2, una
proteina que favorece la ubiquitinacién de p53 y, por tanto, su degradacion (Yap y cols,,
1999). Se analiz0 la expresion de p53 en un total de 27 papilomas y 16 carcinomas entre
ambos genotipos (Fig. 55a). Se observo que, en el caso de los papilomas deficientes en Rb
existian elevados niveles de p53 nuclear en comparacion con los papilomas control
(Fig. 55a-c). Como ya se menciond anteriormente, la presencia de mutaciones y la
consecuente inactivacion del gen de p53 en los papilomas originados mediante el
protocolo de DMBA/TPA es improbable (Ruggeri y cols., 1991). Este dato sugiere que la
proteina p53 detectada en los papilomas deficientes en Rb se encuentra reamente
estabilizada y, por tanto, es funcional. Por ello, la estabilizacion de p53 se puede
correlacionar con el aumento observado en € porcentaje de células apoptéticas (Fig. 54,
55). Sin mebargo, no se puede descartar que p53 se encuentre mutada, ya que numerosas
mutaciones de p53 conducen a su estabilizacion.
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Fig. 55: Los papilomas deficientes en pRb tienen elevados niveles de p53 nuclear. a) Tabla
esguematica del nimero de tumores analizados para la deteccion de p53. Clave: - (ausencia de tincion);
+/- (tincién escasa o localizada en una zona determinada del tumor); + (tincion mayoritaria del tumor);
++ (tincion en todo el tumor de forma intensa). b) Porcentaje medio de tumores considerados negativos (-)
y positivos (+/-, + y ++) en papilomas obtenidos en los animales RO y Ro™9F19: K14Cre. ¢) Ejemplo
representativo de una tincién inmunohistoquimica realizada frente a p53 en los tumores de los genotipos

representados. Barra= 150 mm.
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En e caso de los SCCs es mas complicado diferenciar una tendencia ya que, la
falta de inmunoreactividad a p53 puede ser debida a una ausencia en la sefia de
estabilizacion, dependiente o no de Rb, o bien a una mutacion inactivante en e gen de
p53 (Fig. 55a, b, c). Por otro lado, la inmunoreactividad de p53 en el caso de SCCs o
incluso en los papilomas, podria suponer la existencia de formas mutadas de p53 que
fueran estables. No obstante, aungque no se ha analizado e status del gen de p53 en su
secuencia, la aparente tendencia de los papilomas deficientes en Rb a progresar a
fenotipos mas malignos, podria sugerir que, la ausencia de Rb congtituya una fuerza
selectiva hacia la pérdida de p53. Ademés, e menor nimero de SCCs positivos para p53
también se correlaciona con la disminucién en e porcentaje de células apoptoticas en los

mismos tumores (Fig. 54, 55).
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5. DISCUSION

Cuatro cosas no pueden ser escondidas
durante mucho tiempo: la ciencia,
la estupidez, lariqueza y la pobreza.

Averroes.






Discusion

5.1 LA EPIDERMISCOMO MODELO PARA EL ESTUDIO DE LOS PROCESOS
DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION.

La epidermis es un epitelio edtratificado y queratinizado formado por una capa
basal proliferativa cuyos queratinocitos migran hacia las capas suprabasales durante el
proceso de diferenciacion a que se ven sometidos. La separacion espacia que existe entre
los queratinocitos que se encuentran en proliferacion o en diferenciacion, asi como la
perfecta caracterizacion molecular mediante marcadores especificos de cada uno de estos
procesos, convierten a la epidermis en un modelo Unico para e estudio de proteinas
implicadas en la proliferacion y la diferenciacion.

Los miembros de la familia de retinoblastoma han sido descritos como
moduladores esenciales en la progresion del ciclo celular (Weinberg, 1995). Ademas,
también se han implicados en diversos aspectos de la diferenciacion celular (Lipinski y
Jacks, 1999). Debido alas alteraciones encontradas en proteinas que modulan la actividad
de esta familia en un gran nimero de tumores epiteliales humanos, asi como |os trabajos
previos de nuestro grupo que demostraron la implicacion de esta familia en la
proliferacion, diferenciacion, senescencia y carcinogenesis de la epidermis in vitro, €
trabgjo de esta Tesis Doctoral se dirigio a determinar el papel fisiolégico que lafamiliade
retinoblastoma, lleva a cabo en la epidermis in vivo mediante € uso de animaes
deficientes en cada uno de los miembros o en combinacion de 1os mismos.

La letalidad embrionaria de los animales deficientes en Ro, debida a una
proliferaciéon ectépica y apoptosis masiva de células dedd SNC y SNP, asi como a una
eritropoiesis defectiva, impide e estudio de tegjidos cuyo desarrollo embrionario acontece
posteriormente o durante la vida adulta Este es € caso de la epidermis, cuya
morfogénesis comienza alrededor del dia 14,5 dpc. Para solventar este problema se han
desarrollado estrategias, entre ellas € sistema Cre/LoxP, dirigidas ala eliminacion de una
proteina determinada de forma especifica de tejido. El modelo animal de tipo condicional
de Rb (Fig. 27) se ha usado con éxito para determinar el papel de esta proteina in vivoen
una variedad de tejidos tales como en telencéfalo (Ferguson y cols., 2002), en €l sistema
nervioso central (McPherson y cols., 2003), en células granulares del cerebelo (Marino y
cols., 2000) o en células neuroendocrinas (Vooijs y cols., 2002). En este estudio se ha
utilizado un modelo transgénico gque sobreexpresa de forma especifica la recombinasa Cre

en epitelios estratificados mediante € promotor de la queratina K14 (Fig. 28; Jonkers 'y
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cols., 2001). La delecion especifica mediada por Cre en los queratinocitos epidérmicos
Ileva ala pérdida de la proteina pRb en los mismos (Figs. 29 y 30).

Para el estudio del papel de p107 y p130 en la epidermis se opto por la utilizacion
de modelos deficientes de tipo convencional. Los animales pl107-/-; p130+/+ o pl07+/+;
p130-/- no muestran ninguna alteracion fenctipica en e fondo genético C57BL/6 (Leey
cols., 1996; Caobrinik y cols., 1996). Por € contrario, los animales p107-/-; p130-/- son
letales perinatales debido posiblemente a fallos en € proceso de osificacion endocondral
(Fig. 9; Cobrinik y cols., 1996; Laplantine y cols., 2002; Ross y cols., 2002). Estos
animales también han sido utilizados para demostrar la presencia de ateraciones en la
activacion de linfocitos T por la droga estimulante concavalinaA (Mulligan y cols.,,
1998).

Mediante e uso de estos modelos animales se ha conseguido determinar la
existencia de un papel esencia de los miembros de la familia de retinoblastoma en los
procesos de proliferacion, diferenciacion, morfogénesis y carcinogénesis de la epidermis.
Ademas, se ha podido discriminar entre funciones claramente compensadas
funcionalmente por otros miembros de la familia asi como funciones especificas para

cada uno de los mismos.

5.2 EFECTOS AUTONOMOS Y NO AUTONOMOS DEBIDOS A LA PERDIDA
DE p107 Y pl130 EN LA EPIDERMIS.

Los animaes p107+/-; p130+/- no tienen ateraciones en la morfogénesis de los
foliculos pilosos (Fig. 12). Sin embargo, los animales p107-/-; p130-/- tienen una clara
disminucion en el nimero asi como un retraso en el desarrollo de los mismos (Fig. 12). El
fenotipo de los foliculos deficientes en p107 y pl30 es realmerte complgo, ya que
practicamente se restaura en trasplantes de piel pl07-/-; p130-/- realizados en ratones
NOD-SCID, tanto en nimero de foliculos, que incluso aumenta, como en el desarrollo del
foliculo durante la formacion de la fase anagénica (Figs. 15-17).

El desarrollo de los foliculos pilosos es un proceso que implica una serie de
interacciones moleculares entre células mesenquimales y células epitelides. La
realizacion de trasplantes permite diferenciar cudl de estos compartimentos celulares se
encuentra alterado, ya que las células dérmicas del animal receptor invadiran la piel
trasplantada y participaran en la formacién de la piel madura. De hecho, las células de la

papila dérmica presentes en los trasplantes pl07-/-; pl130-/- expresaban pl07 y pl130,
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sugiriendo que los fibroblastos del receptor se organizaban para originar una papila
dérmica madura capaz de inducir € anagén de los foliculos desarrollados a partir de la
epidermis donante (Fig. 17). Estos resultados indicaban que, probablemente una
alteracion en la sefiaizacion molecular procedente de las células dérmicas, es la
responsable de las ateraciones foliculares observadas en los animales p107-/-; p130-/-.
No obstante, la existencia de foliculos aberrantes y las alteraciones en la orientaciony en
el ciclge de los foliculos, sugiere que no todo € fenotipo folicular se restaura en una
dermis normal y, que las alteraciones en ambos componentes, mesenquimal y epitelial
pueden contribuir a ello (Fig. 16). Por otro lado, las ateraciones en la diferenciacion
terminal observadas en la epidermis de los animales p107-/-; p130-/- se mantienen en los
trasplantes del mismo genotipo, sugiriendo que estas ateraciones se deben a un efecto
auténomo debido ala pérdida de p107 y p130 en los queratinocitos epidérmicos (Figs. 11
y 18). Sin embargo, en el caso de los foliculos pilosos, las ateraciones son debidas a una

sefaizacion defectiva no autbnoma.

53 LOS DEFECTOS FOLICULARES OBSERVADOS EN LOS ANIMALES
pl107-/-; p130-/- NO SE DEBEN A ALTERACIONES EN LA FAMILIA DE
RECEPTORESDE TNFa.

La perfecta sefializacion epitelio-mesénquima es necesaria para un correcto
desarrollo de los diferentes derivados ectodérmicos. La ateracion de esta sefializacion en
los foliculos de los animaes pl07-/-; p130-/- sugeria la existencia de defectos similares
en otros derivados del mismo tipo. De hecho, la ausencia de pl107 y pl130 provoca
alteraciones en el desarrollo del diente o de las vibrisas, 6rganos en los que se producen
interacciones moleculares, entre € epitelio y el subyacente mesodermo, similares a las
descritas en e caso de los foliculos (Jernvall y Thedeff, 2000). Existen numerosos
model os animales que presentan alteraciones en el desarrollo de los foliculos pilosos asi
como en los derivados dentales. Por gemplo, los animales que tienen mutaciones
tabby/downless presentan alteraciones en € desarrollo de los foliculos y los dientes
(Miard y cals., 1999; Pispay cols., 1999; Headon y Overbeek, 1999; Laurikkalay coals.,
2001, 2002) lo que demuestra la presencia de vias comunes en la génesis de estos
organos. En concreto, las alteraciones observadas en los animales p107-/-; p130-/- son
similares a las descritas en estos modelos animales. Sin embargo, no se detectaron

ateraciones ni en la expresion ni en la localizacion de todas estas proteinas en los
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foliculos pilosos de los animales pl07-/-; pl30-/- en comparacién con los animales
control p107+/-; p130+/- (Fig. 14). Ademas, la actividad mediada por EDAR a través de
los factores de transcripcion NF-kB, necesaria también para € desarrollo de los foliculos
y otros derivados ectodérmicos (Schmidt-Ullrich y cols., 2001), tampoco se ve alterada en
la epidermis de los animales p107-/-; p130-/- (Fig. 14) descartando la implicacion de la
sefializacion mediada por EDA/EDAR en el fenotipo observado en los foliculos de estos

animales.

54 LOS FOLICULOS DEFICIENTES EN pl107 Y p130 TIENEN UNA
EXPRESION DISMINUIDA DE BMP4.

Existen varias vias candnicas implicadas en la morfogénesis, € desarrollo y €
ciclgje de los foliculos pilosos tales como laviade Wnt y lade Shh (Chiang y cols., 1999;
Fuchs y cols., 2001) o la participacion de factores solubles tales como FGFs (du Cros,
1993; Rosenquist y Martin, 1996; Suzuki y cols., 2000; Otay cols., 2002), o miembros de
la superfamilia de TGFb/BMPs (Blessing y cols., 1993; Pausy cols., 1997; Botchkarev y
cols., 1999, 2001, 2002; Kulesay cols., 2000; Foitzik y cols., 1999, 2000). En un andlisis
de la expresion de varias proteinas implicadas en todas estas vias de sefidizacion
Unicamente se detectd una disminucion en la expresion de BMP4 (Fig. 20). Modelos
animales deficientes en noggin, proteinainhibitoria de la actividad BMP, han demostrado
gue la desregulacién positiva de BMP inhibe el desarrollo de foliculos secundarios, tipo
de foliculos mayoritarios en € raton, e impide una correcta expresion de moléculas claves
en la formacién del foliculo como Shh, Lefl, b-catenina o p75NTR (Botchkarev y cols.,,
1999, 2001, 2002). Por otro lado, la sobreexpresion de Noggin en las células de la matriz
del foliculo mediante € promotor dd factor Msx2, sugieren un papel de BMP4 en la
proliferacion y diferenciacion del foliculo anagénico (Kulessa y cols., 2000). Sin
embargo, los defectos observados en los foliculos de los animaes pl07-/-; p130-/- no
parecen deberse a una alteracion directa mediada por Noggin ya que, tanto los foliculos
primarios como los secundarios, se encuentran afectados no detectdndose alteraciones en
la expresion de b-catening, Lefl o p75NTR (Fig. 21). Este dltimo ademés tiene una
regulacion independiente de BMP4 |o que apoyaria una actividad de noggin normal en la
epidermis de los animales p107-/-; p130-/- (Botchkarev, 1999). Por otro lado, la expresion

de HGF se encuentra muy disminuida en los foliculos deficientes en p107 y pl130
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(Fig. 21). La localizacion de BMP4 y HGF es similar durante el desarrollo de Xenopus
(Aberger y cols.,, 1997). Por otro lado, BMP2, pero no BMP4, es capaz de regular
negativamente la expresion de HGF durante el desarrollo del primordio de la extremidad
(Scad y cols,, 1999). En este caso no es posible discriminar s BMP4, de forma directa o
indirecta, regula la expresién de HGF o viceversa. No obstante, el hecho de que HGF
induzca e crecimiento del foliculo piloso sugiere que podria tener cierta relevancia en el
fenotipo folicular de los animales p107-/-; p130-/-.

BMP4 parece tener un papel dua en e desarrollo del foliculo piloso asi como en
el diente. Por un lado, la actividad excesiva de BMP inhibe e desarrollo del foliculo
(Botchkarev y cols., 1999, 2001, 2002) mientras que por otro, la sefializacion mediada por
BMP es necesaria para la correcta formacion del mismo (Kulessa y cols., 2000). De
hecho, factores de transcripcion tales como DIx3 o Msx2, regulados diferencialmente por
BMP, son necesarios para la formacién del foliculo asi como también del derivado dental
(Satokata y cols., 2000; Park y Morasso, 2002). Ademés, Msx2, a igual que BMP4
(Enomoto-lwamoto y cols., 1998; Minina y cols., 2001), participa en los procesos de
condrogénesis y osteogénesis, concretamente, en la osificacién endocondral (Satokata y
cols., 2000), un proceso que se encuentra alterado en los animaes pl07-/-; pl30-/-
(Cobrinik y cols., 1996). La implicacion de estos factores en € desarrollo del fenotipo
folicular de los animales p107-/-; p130-/- sera estudiado en € futuro.

Las aparentes funciones contradictorias de BMP4 en el desarrollo del foliculo y
del derivado dental, pueden ser debidas a una expresion secuencia o diferencia en el
mesénquima o en € epitelio (Feng y cols., 2002; Zhang y cols., 2002). En particular, la
expresion de BMP4 en las células mesenquimales depende de secuencias que contienen
sitios de reconocimiento para factores de transcripcion Spl o para retinoblastoma (Feng y
cols., 2002; Zhang y cols., 2002). Aungque no se puede descartar la implicacién de ambos
compartimentos, epitelial 0 mesenquimal, en la expresiéon disminuida de BMP4, e hecho
de que en los trasplantes deficientes en p107 y p130 se restaure la expresion de BMP4,
HGF y Noggin, apunta a que |a sefializacién dependiente del componente mesenquimal es
la mayor responsable del fenotipo (Fig. 21).

Por Ultimo, la ausencia de cambios en la expresion de agunas proteinas
dependientes de la sefializacion de BMP4, tales como Lefl o Shh, relevantes en el
desarrollo folicular, sugiere que otros factores pueden compensar la disminucion de
BMP4 o que esta reduccién no es suficiente para variar los niveles de dichas proteinas.

Por gemplo, en experimentos de hibridacion de oligonucledtidos realizados en céulas

117



Discusion

gue sobreexpresan factores E2F se observd una disminucion en los niveles de BMP4
(Muller y cols., 2001). Por otro lado, otra proteina modulada por BMP4 recientemente
identificada, DNp63 (Bakkers y cols., 2002), se encuentra disminuida en los animales
p107-/-; p130-/- (Fig. 22). Los ratones deficientes en p63 carecen de epidermis asi como
de derivados ectodérmicos (Mills y cols., 1999; Yang y cols., 1998). Ademas, existen
sindromes humanos caracterizados por ateraciones en el desarrollo folicular y dental
cuya causa son mutaciones en e gen de p63 (Brunner y cols., 2002a; 2002b; van
Bokhoven y McKeon, 2002). Sin embargo, la relacion causal entre la disminucion en la
expresion de DNp63 'y BMP4 y e fenotipo observado en los animales p107-/-; p130-/- no

se ha determinado.

55 LA EPIDERMIS DE LOS ANIMALES pl07-/; pl30-/- TIENE
ALTERACIONES EN LA VIA DE b-CATENINA DEBIDAS A LA
SOBREEXPRESION DE FRAT.

Otra de las vias claramente implicadas en la morfogénesis, desarrollo y ciclgje de
los foliculos pilosos es la sefializacion mediada por Wnt/b-catenina (Fuchs y Raghavan,
2002; Millar, 2002; Alonso y Fuchs;, 2003). La unién de las proteinas Wnt a sus
receptores de membrana, las proteinas Frizzled, activa una via de transduccion que lleva a
la estabilizacion de lab-catenina citoplasmica permitiendo su translocacion nuclear. Lab-
catenina nuclear forma un complegjo de transcripcion activo con los factores de la familia
Lef/TCF permitiendo la expresion de determinadas proteinas (Wodarz y Nusse, 1998).
Tanto b-catenina como Lefl se localizan de forma nuclear tan pronto como la formacion
del foliculo acontece (DasGupta y Fuchs, 1999; Merril y cols., 2001). La pérdida de b-
catenina de forma especifica en la epidermis impide la formacion del foliculo piloso
mientras que la expresion de una forma constitutivamente activa en la epidermis induce
un proceso de foliculogénesis de novo (Huelsken y cols., 2001; Gat y cols., 1998). Por
otro lado, la activacion transitoria de b-catenina es suficiente para la induccion de la fase
anagénica del foliculo postnatal, demostrando asi, la importancia de esta proteina en los
procesos de ciclgie de los foliculos (Van Mater y cols.,, 2003). Debido a fenotipo
observado en los foliculos de los animales p107-/-; p130-/-, se analiz6 la expresion y la
localizacion de b-catenina en estos animales. Se observo que, aunque la localizacién

nuclear en las células de la matriz era la descrita anteriormente (DasGupta y Fuchs, 1999;
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Zhu y Watt, 1999; Meril y cols., 2001), b-catenina también se localizaba de forma
nuclear en los queratinocitos de la capa basal y no asociada en los complejos de adhesién
en los animales pl07-/-; pl30-/- (Fig. 23). Nuestros datos demostraron que la
estabilizacion de b-catenina en la epidermis de los animaes p107-/-; p130-/- (Figs. 24,
25) se debia a la sobreexpresion de Frat, una proteina inhibidora de la quinasa GSK3b
(Jonkers y cols, 1997; Yost y cols, 1998). Ademas, la expresion de Frat en
queratinocitos, a igual que en células COS-7 (Li y cols., 1999), es suficiente parainducir
la actividad transcripcional dependiente de Lefl (Fig. 24). Esto se debe a la induccion de
la traslocacion nuclear de b-catenina (Fig. 25), tal y como se ha observado en otros
modelos (Hino y cals., 2003). No obstante, a pesar de que la expresion de Frat se localiza
en todas las capas de la epidermis de los animales pl07-/-; pl30-/-, Unicamente
b-catenina es capaz de transdocarse a nucleo de los queratinocitos de la capa basal pero
no a nucleo de las células suprabasales en las que permanece asociada a los desmosomas
(Fig. 25). Ello puede ser debido a efectos diferenciales de la actividad de Frat en
gueratinocitos proliferativos o en diferenciacion, o a cambios en proteinas importantes en
laregulacion de b-catenina tales como variaciones locales en E-cadherina o GSK 3b.

Lalocalizacion nuclear de b-catenina en los queratinocitos basales de la epidermis
de los animales p107-/-; p130-/- de 18,5 dpc no inducia foliculogénesis de novo, més bien
el fenotipo era el contrario, es decir, se caracterizaba por un menor niimero de foliculos
menos desarrollados (Fig. 12). Sin embargo, la aparicion de nuevos foliculos en €l
modelo transgénico que sobreexpresa la forma activa de b-catenina en la epidermis,
Unicamente sucede durante el primer ciclaje, pero no durante la morfogénesis folicular
embrionaria (Gat y cols., 1998). Estos resultados sugieren que la acumulacién nuclear de
b-catenina durante € desarrollo embrionario en las células epidérmicas, no es suficiente
para inducir la formacion de nuevos foliculos. Es posible que otras sefiales moleculares,
presentes durante los posteriores ciclajes del foliculo, no estén presentes en los foliculos
embrionarios, impidiendo a igua que en los animales p107-/-; p130-/- la formacién de
nuevos foliculos. Ademés, la ausencia de p107 y p130 puede producir ateraciones en los
moduladores transcripcionales que interaccionan con b-catenina tales como factores de la
familia Lef/TCF (Wodarz y Nusse, 1998), represores transcripcionales de lafamilia TLE
(Levanon y cols., 1998) o acetiltransferasas como CBP/p300 (Hecht y cols., 2000).

En este momento se desconoce s la induccidon de Fat en la epidermis de los

animales pl07-/-; pl30-/-, es directa o indirecta. Es posible que los complegos
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pl107/E2F4, 5 0 p130/E2F4, 5 repriman de alguna forma el promotor de Frat o bien quela
liberacion de los mismos factores E2F4, 5 como consecuencia ¢k la pérdida de p107 y
p130, promueva la activacion transcripcional de Frat. De hecho, una comunicacion
persona procedente del laboratorio del Dr. Anton Berns confirmd la presencia de sitios
E2F en & promotor de, d menos, Fratl lo que refuerza la hipétesis de la regulacion
directa por E2F.

Por ultimo, la expresion de Frat asi como la localizacion nuclear ectépica de b-
catenina se restaura en los trasplantes p107-/-; p130-/- (Fig. 26). La similitud existente
entre estos resultados y los obtenidos en referencia a BMP4 sugieren la posibilidad de una
interconexion entre la via de Wnt y de BMP. Recientemente, se ha demostrado que BM P4
es capaz de inducir la expresion de Dickkopfl, un inhibidor difusible de Wnt (Grotewold
y Ruther, 2002a; Grotewold y Ruther, 2002b). Sin embargo, la relaciéon entre Frat y
BMP4, s existe, es complga de establecer. Por g emplo, en los animales deficientes en
noggin, los cuales tienen desregulados la actividad BMP2/4, se detecta una disminucién
en la expresiéon de b-catenina, Shhy p75NTR (Botchkarev y coals., 2002). Ademas, otras
vias pueden estar afectadas ya que, en los trasplantes pl07-/-; pl30-/-, se detectan
diferentes alteraciones en los foliculos pilosos aln estando restablecidas la expresion y la
localizacion de BMP4, Frat o b-catenina. La verdadera relacion entre todas estas vias se

estudiara en € futuro.

56 LA PERDIDA DE pRb EN LA EPIDERMIS PRODUCE LA
PROLIFERACION ECTOPICA DE LOS QUERATINOCITOS.

La deficiencia de pRb en la epidermis induce una hiperplasia generalizada
acompahnada de hiperqueratosis (Fig. 33). La hiperplasia observada sugiere la existencia
de ateraciones en la proliferacion de los queratinocitos. De hecho, en la capa basal de la
epidermis de los animales Ro™9F%; K 14Cre se observé un aumento en la incorporacion
de BrdU, reflgjo de la proliferacion de un tejido, en comparacion con sus hermanos
Ro™9F19 (Fig. 34). La entrada ectdpica en fase S del ciclo celular ya se habia descrito en
el modelo deficiente en Rb de tipo convencional asi mmo en algunos de los tejidos
analizados mediante modelos deficientes de tipo condicional (Ferguson y cols., 2002;
McPherson y cols., 2003). Este efecto es dependiente del tgjido en e que se haya

suprimido la expresiéon de pRb, ya que, en las células neuroendocrinas deficientes en Rb,
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obtenidas mediante la expresion especifica de Cre, no se detectd variacion en la
incorporacion de BrdU (Vooijsy cols., 2002). Por otro lado, |a proliferacion ectépica en
tgidos deficientes en Rb es, a diferencia de la apoptosis, dependiente de la ausencia de
pRb en una forma autdnoma. De hecho, se ha observado que la delecidn especifica de Rb
en el sistema nervioso central produce alteraciones en €l ciclo celular (entrada ectopica en
fase S) sin induccion de apoptosis (McPherson y cols., 2003). Ello es debido a que la
apoptosis observada en los embriones deficientes en Rb es inducida por la hipoxia
provocada por € falo en e transporte de oxigeno, siendo un efecto no auténomo a la
pérdida de Rb (McPherson y cols., 2003). La utilizacién de modelos deficientes de tipo
condicional ayuda a discriminar entre efectos autonomos debidos a la pérdida intrinseca

de la proteina o no autonomos debido a causas extrinsecas a la pérdida de la misma

5.7 COMPENSACION FUNCIONAL ENTRE LOSMIEMBROSDE LA FAMILIA
DE RETINOBLASTOMA EN LA EPIDERMIS.

En los queratinocitos Ro™9F°; K 14Cre se observé un aumento en la expresion de
p107, aunque no de pl130 (Fig. 30). Este incremento se ha observado en otros tipos
celulares deficientes en pRb ya que e gen de p107 se encuentra regulado negativamente
por los complejos represores pRb/E2F (Hurford y cols., 1997; Dannenberg y cols., 2000).
En este caso, pl07 podria adquirir funciones que normamente redliza pRb en €
gueratinocito. El aumento de p107 en respuesta a la pérdida de pRb hace sospechar de la
existencia de compensacion funcional entre estos dos miembros de la familia La
compensacion funcional entre miembros de la familia de retinoblastoma ha sido
ampliamente descrita tanto in vivo, mediante los modelos animales deficientes, como in
vitro. Por dlo, para determinar si p107 compensaba funcionalmente in vivo la pérdida de
Rb en epidermis se cruzaron los animales Ro™%F1%: K 14Cre con animales deficientes en
p107 de tipo convencional (Fig. 31). A pesar de que la deficiencia en Rb no produce
variaciones en los niveles de mortalidad embrionaria asi como en determinados
parametros fisiol 6gicos (vida media, peso...), los animales deficientes en pRb y p107 eran
letales alrededor del dia 10 después del nacimiento (Fig. 32). Resulta improbable que la
|letalidad observada en los animales Ro™%F1%; p107-/-; K14Cre se deba a |as alteraciones
observadas en la epidermis. Ademéas, la pérdida de pRb y p107 no atera las propiedades
de barrera de la epidermis y, por tanto, no se produce una deshidratacion generalizada

como seria consecuencia de la misma (Ruiz y cols., en prensa). No obstante, |a epidermis
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no es el Unico teido epitelial donde se elimina Rb, por lo que la pérdida conjuntade Ro y
p107 en otro tgjido (paladar, esdfago, estdmago aglandular, células epiteliales del timo...)
podria ser la responsable de la letaidad postnatal de los animales Rb™9F°: p107-/-;
K14Cre. A pesar de que datos preliminares demuestran la existencia de ateraciones
fenotipicas en e timo, la causa real de la letdidad de los animales Ro™9F°: p107-/-;
K14Cre no ha sido completamente dilucidada hasta |a fecha.

El fenotipo epidérmico de los animales Rb™91%; K14Cre se ve agravado por la
pérdida de alelos de p107 (Figs. 32 y 33). Tanto la hiperplasia o la hiperqueratosis como
el grado de proliferacion de los queratinocitos basales se ven agravados de forma dosis-
dependiente por la pérdida progresiva de uno o dos alelos de p107 (Figs. 33y 34). Sin
embargo, la presencia de un solo aelo funciona de Rb revierte todo e fenotipo existente
en los animales Ro™%F19; p107-/-; K14Cre (Figs. 32-34). Esto demuestra que p107 realiza
una funcién compensatoria como respuesta a la pérdida de pRb in vivo (Fig. 10; Ruiz y
cols., 2003). Sin embargo, la compensacion mediada por p107 en respuesta a la pérdida
de Rb también es especifica del tgjido. De hecho, la deficiencia conjunta de pRb y p107
en las células fotorreceptoras de la retina no produce alteraciones fenotipicas claras
(Vooijsy cals., 2002). No obstante, p107 no puede compensar todas las funciones de Ro
ya que los animales Ro™%F19: K 14Cre tienen un fenotipo muy evidente. La pérdida de Rb
produce la liberacién de factores E2F activadores (E2F1-3) que pueden ser acomplejados
en parte por pl07 (ver més adelante). Sin embargo, la interaccion de pRb con otras
proteinas, independientemente de los factores E2F, abre un abanico de posibilidades
acerca de |os auténticos causantes de dicho fenotipo.

Resulta sorprendente que no se observe un aumerto en la expresion de p130 en
gueratinocitos deficientesen Rby pl107 (Fig. 30) de igual modo a que no se observa un
aumento de la expresion de pRb en los animales p107-/-; p130-/- (Fig. 9). Estos datos
sugieren que, Unicamente la pérdida de pRb, es capaz de inducir la expresiéon de otro
miembro de la familia como mecanismo compensatorio. Ello puede deberse a que p107
sea el Unico gen de la familia capaz de regularse por la actividad de los propios factores
E2F (Hurford y cols., 1997). La epidermis de los animales p130-/- esnormal (Fig. 9; Ruiz
y cols., 2003), por lo que sus funciones también se pueden compensar, al igua que en los
animales pl07-/-, por cuaquiera de los otros dos miembros de la familia existentes. No
obstante, la deficiencia conjunta de p107 y pl30 produce la aparicion de un fenotipo
epidérmico caracterizado por una disminucién en € tamafio asi como en € nimero de

granulos de queratohialina (Fig. 10; Ruiz y cols., 2003). Las alteraciones observadas en €l
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estrato granuloso se mantuvieron en los trasplantes de piel pl07-/-; p130-/- (Fig. 16).
Estos, se caracterizan por una hiperplasia severa, hiperqueratosis y paraqueratoss, esto
ultimo sugiriendo ateraciones en la diferenciacion terminal (Fig. 18, ver mas adelante).
Ademas, € grado de proliferacion del trasplante p107-/-; p130-/- era mucho mayor que €
del trasplante control p107+/-; p130+/- (Fig. 19). La pérdida conjunta de p107 y p130
debe controlar, de alguna forma, €l grado de proliferaciéon de la epidermis impidiendo la
correcta formacion de los complejos represores p107/E2F o p130/E2F, de manera que se
produce una desregulacién generalizada de genes implicados en la transicion G1-S, tal y
como ocurre en fibroblastos (Hurford y cols., 1997). De forma similar, los condrocitos
deficientes en p107 y p130 se caracterizan por una ateracion de la proliferacion (Cobrinik
y cols., 1996).

El fenotipo epidérmico de los animales pl07-/-; p130-/- sugiere la existencia de
funciones especificas para cada uno de estos miembros. De hecho, en ninglin caso se
observaron alteraciones similares a las descritas para los animales pl107-/-; p130-/- en
ausencia de pRb y/o p107. Esto indica que p130, ademés, tiene algun papd relevante y
exclusivo en aspectos de la proliferacion y/o diferenciacion. Por el contrario, la
compensacion funcional de pRb en epidermis se lleva a cabo especificamente por p107 ya
que, datos preliminares obtenidos mediante |a generacion de animales Rb™9F1%; p130-/-;
K14Cre, demuestran que no existe un agravamiento del fenotipo de los animales
Ro™9F10: K 14Cre por la pérdida de p130.

58 pRb, pl07 y p130 TIENEN FUNCIONES ESPECIFICAS EN LAS
DIFERENTESETAPAS DE LA DIFERENCIACION.

Como ya se ha mencionado, en los animales Ro™91%: K14Cre se observo la
presencia de células suprabasales que incorporaban BrdU (Fig. 34). Este fenOmeno se
agravaba de forma dependiente de la ausencia de uno o dos aelos de p107 (Fig. 34). El
gueratinocito basal proliferativo sufre una parada de ciclo previa a proceso de
diferenciacién y a su migracion hacia capas suprabasales. Sin embargo, en ausencia de
pRb, las células que estan diferenciando contindan proliferando. Del mismo modo,
células diferenciadas del telencéfalo deficientes en Rb, también contintan proliferando
(Ferguson y cols.,, 2002). La proliferacion anomala de células suprabasales, nunca
observada en la epidermis de los animales Ro™9F1°) hace suponer la existencia de

alteraciones en la diferenciacion. De hecho, en los animales Ro™%F1°: K 14Cre se obsarvo
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unadiferenciacion anormal caracterizada por una expansion de la capa basal K5-positiva,
por la expresion ectdpica de K6 en la epidermis interfolicular y por la presencia de células
gue co-expresan K10/K5 y K10/K6 (Fig. 35). Este fenotipo también se ve agravado de
forma dosis-dependiente por la pérdida de alelos de p107 (Fig. 35). Se ha descrito que, en
situaciones de hiperproliferacion, la expresion de la queratina K10 puede disminuir a
expensas de la expresion ectopica de otras queratinas como la queratina K6. De hecho, en
los animales Ro™%F1%: p107+/-; K14Cre'y de forma més dréstica, en los Ro™92°: p107-/-;
K14Cre se observé una disminucién de las céulas que expresan este marcador de
diferenciacion temprana (Fig. 35).

Por otro lado, €l estudio de la expresion de marcadores de diferenciacion tardios
demostré la ausencia de alteraciones en animales Ro™97°; K14Cre o RoF¥F1%: p107+/-;
K14Cre (Fig. 36). Unicamente se observé una disminucion en la expresion de involucrina
en los animales RO™9F19; p107-/-; K14Cre (Fig. 35). Sin embargo, e panorama es
totalmente distinto cuando se analizan los animales deficientes en p107 y/o p130. La
epidermis de los animales p107+/-; p130+/- carece de ateraciones en cualquiera de los
marcadores de diferenciacion analizados (Fig. 11). Por e contrario, los animaes p107-/-;
p130-/- tienen una disminucién generalizada de los marcadores de diferenciacion
terminal, loricrina y filagrina, pero no de marcadores de diferenciacion temprana como la
gueratina K10 (Fig. 11). Estas alteraciones se mantienen de una forma significativa en los
trasplantes p107-/-; p130-/- (Fig. 18). Estos, se caracterizan por una expresion suprabasal
de K5, expresion ectopica de K6 y K13, una queratina asociada a epitelios simples, junto
con una disminucién generalizada de los marcadores de diferenciacién terminal, loricrina
y filagrina (Fig. 18).

Todos estos resultados demuestran |a existencia de funciones especificas para cada
uno de los miembros de la familia de retinoblastoma en la diferenciacion epidérmica. Por
un lado, p107 y pl30 parecen proteinas implicadas en las etapas de la diferenciacion
termina mientras que por otro, pRb parece controlar las etapas de diferenciacion

temprana (Ruiz y cols, 2003; Ruiz y cols, en prensa).

5.9 AUSENCIA DE ALTERACIONESEN EL CICLO CELULAR DEBIDASA LA
AUSENCIA DE pRb Y/O p107.

El uso de cultivos primarios de queratinocitos permite la obtencién de datos que

no pueden extraerse de la epidermis in vivo (Fig. 42). Mediante el andlisis de curvas de
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crecimiento se determind que, los queratinocitos Ro™¥F°; p107-/-; K14Cre 'y, en menor
medida, los Ro™9F%: p107+/-; K14Cre, poseian cierta ventgja proliferativa frente a resto
de genotipos analizados (Fig. 43). Sin embargo, € andlisis del perfil de ciclo celular de
cultivos asincronicos de queratinocitos demostré la ausencia de variaciones en los
porcentagjes de células localizadas en las diferentes fases del ciclo (Fig. 44). A pesar de
gue ciertos trabgos describen una entrada acelerada en la fase S del ciclo celular en
fibroblastos primarios deficientes en Rb (Herrera 'y cols., 1996), trabajos més recientes
demuestran que en cultivos asincronicos, €l perfil de ciclo esindistinguible del observado
en células control (Dannenber y cols., 2000; Sage y cols, 2000). Estos resultados
sugeririan que pRb tiene un pape relevante en la entrada a ciclo celular desde un estado
guiescente (Herrera y cols., 1996). Sin embargo, a diferencia de los queratinocitos, 1os
fibroblastos deficientes en pRb y p107 si parecen tener una entrada acelerada en €l ciclo
celular (Fig. 44; Dannenber y cols., 2000). El hecho de que los queratinocitos RoF°:
pl07-/-; K14Cre proliferen mas répido en cultivo, sin presentar un perfil de ciclo
diferente al de las células control, se debe a que emplean un menor tiempo en atravesar
todas las fases del ciclo celular, en lugar de tener acelerada alguna de | as fases del mismo,

en concreto, lafase S (Fig. 43).

5.10 PAPEL ESENCIAL DE pRb EN EL INICIO Y EL MANTENIMIENTO DEL
ESTADO DE DIFERENCIACION DE LOS QUERATINOCITOSIN VIVO.

La parada de ciclo celular terminal precede €l inicio del proceso de diferenciacion
epidérmica. Los datos mostrados en este trabagjo demuestran que ambos procesos,
proliferacion y diferenciacion, se encuentran desacoplados en ausencia de pRb, ya que en
los animales RoF%F1°; K 14Cre se observé la existencia de queratinocitos que expresaban
marcadores de diferenciacién tempranos como K10 y se encontraban todavia proliferando
(Fig. 37). Ademés, se trata de células que, realmente se encuentran en un proceso de
diferenciacion ya gque han perdido la expresion de K5 (Fig. 37). La presencia de células
proliferando en capas suprabasales, una vez mas, se agravaba en ausencia de una copia de
p107 en animales adultos (Fig. 37). De forma similar, también se observé la existencia de
células positivas para la expresion de K10 que continuaban proliferando en cultivos
primarios de queratinocitos sometidos a diferenciacion inducida por calcio (Fig. 46).

Los resultados in vivo e in vitro sustentan la hipotesis de un papel dual de pRb en
la diferenciacién epidérmica:
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- Por un lado, la existencia de células suprabasales diferenciadas que incorporan
BrdU en los animales Ro™%F1%; K 14Cre hace suponer que pRb tiene un papel relevante en
el inicio de la parada de ciclo previaaladiferenciacion (Fig. 37). De forma similar, se ha
descrito mediante la delecidn especifica de Rb en el telencéfalo, la existencia de células
gue expresan nestina, un marcador pan-neuronal, y que, ademas, incorporan BrdU
(Ferguson y cols.,, 2002). No obstante, en los queratinocitos deficientes en Ro la
compensacion funcional mediada por el aumento en la expresion de p107 es necesaria y
suficiente para inducir in vitro una parada en €l ciclo celular dependiente de calcio
(Fig. 45). De hecho, células deficientes en Ro y pl07 son incapaces de detener la
proliferacion en respuesta a sefiales de diferenciacion (Fig. 45). Ademas, la pérdida aguda
de pRb en queratinocitos mediante la infeccion con un adenovirus que expresa la
recombinasa Cre, provoca un fallo en la parada de ciclo mediada por calcio (Fig. 48).
Posiblemente esto se debe a que la célula necesita un tiempo para aclimatarse a la pérdida
de Rb, induciendo para €ello, la expresién de pl07 (Sage y cols., 2003). Sin embargo,
durante este tiempo, la célula resulta incapaz de realizar la parada de ciclo como respuesta
a la diferenciacion mediada por e incremento de cacio. De forma similar, se ha
observado que la pérdida aguda de Rb impide una parada de ciclo como respuesta a
procesos como la quiescencia o la senescencia (Sage y cols., 2003). La diferencia entre la
pérdida aguda o cronica de una proteina resulta realmente importante en una situacion in
vivo, en la que la célula tiene que responder de una manera eficaz a mutaciones en genes
esenciales. Asi, una incorrecta aclimatacion a la nueva situacion podria provocar una
desregulacién generalizada que conduciria a desarrollo de procesos neoplésicos.

- Por otro lado, pRb es necesario y suficiente para e mantenimiento del estado
postmitético de los queratinocitos sometidos a diferenciacion terminal (Fig. 45). Este
efecto parece exclusivo de pRb ya que los elevados niveles de pl07 en queratinocitos
Ro™9F1S: K14Cre no son suficientes para mantener e queratinocito en un estado de
diferenciacion. Resultados similares se han descrito en la re-entrada en el ciclo celular de
miocitos diferenciados deficientes en Rb (Schneider y cals., 1994).

Los efectos que pRb tiene en determinados aspectos de la diferenciacion parecen
deberse a aumento de expresion, laliberacion, y por tanto, ala activacion permanente de
factores E2F (Fig. 47). La sobreexpresion en queratinocitos humanos de proteinas virales
como E1A, HPVEY o € antigeno T, que unen e inactivan pRb, p107 y p130, y por tanto,
produce la liberacion de factores E2F, reduce la capacidad de diferenciar de estas células
(Taylor-Papadimitriou y cols., 1982; McCance y cols., 1988; Barrandon y cols., 1989).
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Los queratinocitos Ro™9F1%: p107+/-; K14Crey Ro™F1°: p107-/-; K 14Cre son incapaces
de iniciar una parada de ciclo celular en respuesta a calcio, ya que la actividad E2F
permanece elevada durante todo este proceso (Fig. 47b). Sin embargo, |os queratinocitos
Ro™9F19: K 14Cre, de forma similar a los queratinocitos Ro™%F1°, sufren una disminucion
de la actividad E2F. pRb se une e inhibe preferentemente las formas activadoras de E2F
(E2F1-3) mientras que pl107 y p130 se unen a las formas inhibidoras de E2F (4, 5)
(Nevins, 1998). Sin embargo, la pérdida de uno de los miembros de la familia de
retinoblastoma supone un reordenamiento en los complgos formados con los factores
E2F. Asi, linfocitos T deficientes en pl30, en los que se detectaban complejos
p130/E2F4, se caracterizan por la existencia de complejos pl07/E2F4 (Mulligan y cols.,
1998). Ademés, los linfocitos T p107-/-; p130-/- tienen complejos pRb/E2F4 que no se
detectarian en una situacion normal (Mulligan y cols.,, 1998). Del mismo modo, los
complgjos pRb/E2F3 observados en cultivos asincronicos de fibroblastos primarios
deficientesen Rb, se substituyen por los compleos pl07/E2F3 (Leey cols., 2002). En €
caso de los queratinocitos deficientes en Rb la compensacion funcional por pl07 parece
limitante, ya que depende del nimero de aelos y, por tanto, de la cantidad de proteina
disponible en la célula La actividad E2F en queratinocitos Rb™9F9; K14Cre es muy
elevada en comparacion con la observada en las células Ro™F (Fig. 47b). Sin embargo,
dicha actividad aumenta drasticamente con la pérdida de ambos alelos de p107 (Fig. 47b).
Estos datos sugieren que pl07 probablemente forma complejos con una parte de las
formas activas de E2F que normamente acomplegja pRb (Fig. 47b). La utilizacion de
ensayos de retardo de movilidad en gel serd esencial en e futuro para discriminar las

diferentes poblaciones de complejos pRb, p107 o p130 acomplejada a los factores E2F.

5.11 POSIBLE REGULACION POSITIVA MEDIADA POR pRb EN LA
EXPRESION DE LA QUERATINA K 10.

La hiperplasia observada en la epidermis de los animales RoF%F1%: K14Cre, y en
mayor medida con la pérdida progresiva de aelos de pl07, se caracteriza por una
disminucion en e nimero de células que expresan K10. Del mismo modo, aungue de una
forma méas aparente, en los queratinocitos Rb™¥F1%: K 14Cre sometidos a diferenciacion
inducida por calcio también se observo una disminucion en las células positivas para la
expresion de K10. Datos previos de nuestro laboratorio demostraron que la co-expresion

de p107 y pRb en células HaCaT, una linea de queratinocitos humana, inducia la
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expresion de K10 (Paramio y cols., 1998). EI mecanismo por € cual, de unaformadirecta
o indirecta, pRb y/o p107 podrian modular la expresion de K10, es desconocido hasta el
momento. Se sabe que los miembros de la familia de retinoblastoma pueden modular la
actividad de determinados factores de transcripcion implicados en la diferenciacion
celular (Lipinski y Jacks, 1999). Por gjemplo, pRb interacciona fisicamente con € factor
MyoD para permitir una correcta expresion de marcadores de diferenciacion tardios en
células musculares (Novitch y cols., 1996). Del mismo modo, la interaccion de pRb con
los factores C/EBP es necesaria para la induccion de la diferenciacion de fibroblastos
embrionarios de pulmon a células adiposas. (Cheny cols., 1996). Ademés, se ha descrito
gue € factor de transcripcion C/EBPD, €l cud interacciona con pRb y p107, participa en
la activacion transcripcional de K10 (Maytin y cols., 1999; Zhu y cols., 1999; Charles y
cols., 2001) y controla la proliferacion en queratinocitos (Zhu y cols., 1999). Por tanto, se
podria postular la existencia de una relacion desconocida entre la funcionalidad de pRb y
la expresion de K10.

Datos previos de nuestro laboratorio demostraron que la sobreexpresion de la
gueratina K10 en células epiteliales producia de forma especifica una parada de ciclo
celular. Ademas, esta parada de ciclo es dependiente de la presencia de un aelo funcional
de Ro (Paramio y cols., 1999). Por otro lado, los animales deficientes en K10 se
caracterizan por una hiperplasia epidérmica severa (Reichelt y cols., 2002) mientras que
animales transgénicos que sobreexpresan K10 en el epitelio basal de la epidermis se
caracterizan por hipoplasia y un bajo nivel proliferativo de los queratinocitos basales
(Santos y cols,, 2002). Mediante la generacién de animales transgénicos Rb9F;
K14Cre; K5hK10 (Fig. 38) se demostro que la parada de ciclo mediada por K10 in vivoes
exclusivamente dependiente de pRb. Sin embargo, no todos los efectos mediados por la
expresion de K10 son dependientes de Rb, ya que en los animaes Ro™9F°: K14Cre;
K5hK10 se observé un aumento de la hiperplasia epidérmica en comparacion con la
observada en los animales Ro™9F1°: K14Cre (Fig. 38). La interaccion de K10 con
proteinas sefidlizadoras como Akt/PKB (Paramio y cols., 2001) u otras aln no descritas
pueden dar respuesta a los fenotipos observados. Por Ultimo, ya que la expresion de K10
en los transgénicos K5hK10 impide la formacion de tumores generados mediante un
protocolo de DMBA/TPA (Santos y cols. 2002), seria plausible pensar que la pérdida de
la expresion de K10 en tumores epiteliales se debiera a la inactivacion funcional de lavia
de Rb.
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En € caso de los animales deficientes en pl07 y/o pl30 no se detectaron
variaciones en la expresion de K10 en embriones de 18,5 dpc con independencia del
genotipo analizado (Fig. 11). Sin embargo, en los trasplantes pl07-/-; pl30-/- si se
detectaron células suprabasales en las que la expresion de K10 habia desaparecido
(Fig. 18). No obstante, la expresion de K5 no es completa en todas las capas suprabasales
y posiblemente estas células, a diferencia de los que ocurre con las células suprabasales
deficientes en Rb, no co-expresa con K10, reflejando una situacion de hiperproliferacion
en las que las primeras etapas de la diferenciacion acontecen de una forma normal. Estos

aspectos seran estudiados en el futuro con més detenimiento.

5.12 pRb PUEDE CONTROLAR EL BALANCE ENTRE LAS DIFERENTES
POBLACIONES CELULARESDE LA EPIDERMIS.

En los foliculos pilosos de los diferentes modelos animales deficientes en las
proteinas de retinoblastoma se han observado fenotipos muy complejos siendo especificos
de las proteinas delecionadas. Los animales Ro™9F%: K14Cre se caracterizan por una
hiperplasia de la vaina radicular externa, que se vuelve mas severa con la pérdida
progresiva de aelos de p107 (Fig. 33). Los animales recién nacidos Rb™9F°; p107-/-;
K14Cre carecen de vibrisas, cuya estructura se encuentra totalmente desorganizada
(Fig. 32). Ademas, son incapaces de desarrollar pelo tanto 10 dias después del nacimiento
(Fig. 32) como durante el periodo adulto, tal y como se analizo en pieles deficientes en
pRb y p107 trasplantadas en ratones desnudos nu/nu (Fig. 41). La ausencia de pelo en los
animales Ro™9F1°: n107-/-; K14Cre parece ser debida en parte, a una apoptosis masiva,
acompariada de una disminucion en la proliferacion, de las células de la matriz folicular
(Fig. 39). Esta masiva induccién de apoptosis puede deberse a la actividad incontrolada
de factores E2F y, concretamente de E2F1 (Fig. 47). De hecho, ratones transgénicos que
sobreexpresan especificamente el factor E2F1 en la epidermis mediante el promotor K5,
tienen una apoptosis masiva, dependiente de p53, de la misma region folicular (Pierce 'y
cols., 1998a; Pierce y cols,, 1998b). En el caso de los animales Ro™9F%: K14Cre y
Ro™9F1S: 1107+/-; K14Cre no se detectaron variaciones en la proliferacion o apoptosis de
los foliculos pilosos en comparacion con los controles Ro™9F19 (Fig. 39). A pesar de ello,
en ambos genotipos se observo que e pelo no eranormal ya que presentaba un color mate
y eraralo. La expresiéon de determinadas proteinas implicadas en la formacion del pelo,

como las detectadas por los anticuerpos AE13 y AE15, era similar en todos los genotipos
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analizados. De hecho, determinadas células de los animales Ro™9F°: p107-/-; K14Cre
eran capaces de diferenciar y expresar dichos marcadores (Fig. 40). No obstante, la
expresion de otras proteinas que participen en laformacion del pelo, podria estar aterada,
afectando de esta forma a la calidad del mismo.

Por otro lado, en e caso de los animales RoF9F1%; K14Cre, y més profusamente
en los Ro™9F9: p107+/-; K14Cre, se observé con la edad una pérdida progresiva del pelo,
con la aparicion de calvas en los animales Rb™9F%: p107+/-; K14Cre (Fig. 41). Este
fenotipo podria estar relacionado con una progresiva hiperplasia, dependiente del nUmero
de adelos de pl07, de las glandulas sebaceas (Fig. 41). De hecho, en los trasplantes
Ro™9FIS: n107-/-; K14Cre es dificil observar estructuras foliculares ya que han sido
completamente suplantadas por glandulas sebaceas hiperplésicas (Fig. 41). Otros model os
transgeénicos, como el que sobreexpresa c-Myc en la capa basal de la epidermis, presenta
un fenotipo similar a de los ROF¥F%: p107+/-; K14Cre, ya que, en estos animales se
produce una pérdida progresiva de pelo también asociada a una hiperplasia de las
glandulas sebéceas (Waikel y cals., 2001; Arnold y Watt, 2001). Ademés, en los animales
K 14-Myc2, de forma similar a como ocurre en los animales Ro™9F1%; K 14Cre, también
existe una reduccion en € nimero de células madre (ver mas adelante). La célula madre
epidérmica es capaz de diferenciar hacia céulas basales interfoliculares, células
foliculares 0 células sebéceas. Es posible que, en ausencia de Ro asi como por la
sobreexpresion de c-Myc, la diferenciacion hacia célula sebacea se encuentre favorecida
de agun modo produciendo una hiperplasia de la glandula en detrimento de las céulas
foliculares. De hecho, la expresién de c-Myc se ve regulada positivamente por los
factores E2F (Hiebert y cols., 1989). La ausencia de Rb podria, no solo producir una
alteracion en la poblacion de células madre epidérmicas, sino que también podria alterar
de forma significativa el balance existente entre las diferentes poblaciones celulares

derivadas de las mismas.

5.13 pRb NO COOPERA CON RAS EN LA FORMACION DE TUMORES
EPIDERMICOS.

El protocolo de carcinogénesis quimica de DMBA/TPA ha supuesto uno de los
paradigmas esenciales en e estudio y la comprension de la naturaleza secuencial del
desarrollo tumoral. En este modelo, la aparicion de carcinomas escamosos ocurre a través

de diferentes etapas. Tras la mutacién en € gen Ha-Ras mediante € tratamiento con
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DMBA (Bamain y Pragnell, 1983; Quintanilla y cols., 1986; Roop y cols., 1986), las
células iniciadas se expanden como resultado de un estimulo proliferativo, mediado por la
admistracion de TPA, desarrollando papilomas tras 10-12 semanas en determinadas cepas
sensibles como la SENCAR. La mayoria de estos papilomas regresan y desaparecen, pero
algunos progresan hacia carcinomas escamosos de diferente malignidad. Muchos trabajos
han demostrado la implicacién de varias proteinas en este modelo algunas de las cuaes
regulan la via de retinoblastoma, tales como ciclina D1 (Robles y cols., 1998) o CDK4
(Lazarov y cols.,2002; RodriguezPuebla y cols., 2002). Del mismo modo, se ha tratado
de determinar €l papel de Rb durante el protocolo de carcinogénesis DMBA/TPA. Se ha
descrito que la sobreexpresion de E2F1 asi como de CDK4 en la epidermis coopera con

Ras en la formaciéon de tumores epidérmicos (Pierce y cols.,, 1998a; Lazarov y cols,,

2002). Por tanto, seria esperable que la pérdida de Rb, la cud induce la liberacion de
E2F1 e incrementa la actividad E2F (Fig. 47), produjera un efecto similar en laformacion
tumoral. Sin embargo, el tratamiento con DMBA en epidermis de los animales Ro™9F°:
K14Cre no produce la aparicion de tumores epidérmicos (Fig. 49). Esta aparente
contradiccion, se puede explicar por € hecho de que los niveles de E2F acanzados en €

modelo K5-E2F1 pueden ser muy superiores, e incluso no fisiolégicos, en comparacion

con los existentes en los animales Ro™%F1%; K 14Cre. En un modelo més aproximado a lo
gue sucederia in vivo, la pérdida de Rb no cooperaria con Ras en la formacion de tumores

epidérmicos.

514 LOS TUMORES DEFICIENTES EN pRb OBTENIDOS EN EL
PROTOCOLO DMBA/TPA SE CARACTERIZAN POR UNA ESTABILIZACION
DE p53.

El tratamiento de DMBA/TPA en animales RoPOF® y RpFIFO: K14Cre
demostro, contrariamente a lo esperado, que la pérdida de Rb en la epidermis induce €
desarrollo de un menor nimero de tumores, asi como un menor tamafio de los mismos, en
comparacion con los animales Ro™9F° (Fig. 50). Algunos datos preliminares demuestran
gue las variaciones observadas en los tamafios de los tumores no se deben a alteraciones
en los procesos angiogénicos que pudieran repercutir en el nimero o tamafio de |os vasos
del tumor. Por otro lado, existen numerosos experimentos que apoyan la hipotesis de que
los tumores epidérmicos derivan de células madre en las cuaes se producen los cambios

génicos necesarios que llevan a su transformacion y malignizacion (Morris 'y cols., 1997;
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Morris y cols., 2000). El hecho de que los animales Ro™9F°: K14Cre tengan menos
LRCs sugeriria que la poblacion de células madre se encuentra disminuida (Fig. 52). Esto
implicaria a un menor nimero de células susceptibles de ser iniciadas y, por tanto, de
originar un tumor. No obstante, el nimero de LRCs puede ser diferente a de las células
madre. Como se ha descrito en los resultados, € nimero de LRCs se contabiliza como €
nimero de células que retienen la marca de la incorporacion de BrdU a largo plazo. S
retienen dicha marca significa que sufren pocas divisiones en dicho periodo de tiempo,
una de las caracteristicas de las células madre. Sin embargo, es posible que células que
tienen alteraciones en la proliferacion, como es el caso de los queratinocitos deficientes
en R, diluyan la marca de la BrdU a estar sometidas a una excesiva proliferacion, sin
variar por elo e nimero de células madre. De hecho, pRb, de mismo modo a como
participa en € mantenimiento del estado postmitético de los queratinocitos en
diferenciacion, podria estar implicado en mantener a la célula madre en e estado de
quiescencia caracteristico de la misma. Estos aspectos se estudiaran en € futuro con una
caracterizacion més echaustiva, mediante marcadores caracteristicos, de la poblacion
madre epidérmica en ausencia de Rb.

Se determind que los tumores deficientes en Rb no tenian variaciones en € grado
de proliferacion en comparacion con los tumores de los animales Rp™F
independientemente del grado de malignidad (Fig. 53). Esto se debe a que € desgjuste
proliferativo existente en un tumor impide discriminar diferencias debidas, por gemplo, a
la pérdida de Rb, dado que una gran parte de las células del tumor se encuentran
proliferando activamente (Fig. 53). Sin embargo, si se detectaron diferencias en el nUmero
de células apoptoticas presentes en los tumores deficientes en Rb. De forma muy
significativa, la poblacion apoptética aumentaba drasticamente en los papilomas
obtenidos en los animales Ro™9F2°: K 14Cre (Fig. 54). El incremento de la tasa apoptética
en los tumores deficientes en Rb puede justificar € menor tamafio de los mismos en
comparacion con los tumores obtenidos en los animales Ro™9F1°. Ademés, la apoptosis
detectada parecia depender de la estabilizacién de p53 en dichos papilomas (Fig. 55). Se
ha descrito que los papilomas obtenidos mediante el protocolo DMBA/TPA carecen de
mutaciones en el gen de p53 (Ruggeri y cols., 1991) detectandose Unicamente durante el
proceso de malignizacion a carcinoma escamoso (Ruggeri y cols., 1991). Por dlo, la
proteina p53 detectada en los papilomas deficientes en Rb debe ser funcional y mediadora
de la apoptosis. No obstante, e estudio funcional de moléculas que regulan y gque son
reguladas por p53 asi como e andisis genético de determinados exones de p53,
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determinaran la posible existencia de mutaciones en dicho gen asi como la funcionalidad
de p53.

Por otro lado, solo se pudo detectar p53 en un bajo nimero de carcinomas
escamosos, incluyendo los SCCs deficientes en Rb (Fig. 55). Como se ha mencionado
antes, las mutaciones de p53 son caracteristicas del proceso de malignizacion de los
papilomas. De hecho, ratones deficientes en p53 tienen una mayor tasa de conversion
maligna que los ratones control (Kemp y cols., 1993). Algo similar ocurre en el caso de
los animales Rb™9F1°; K 14Cre ya que el porcentaje de papilomas pre-malignos asi como
el de los SCCs es mayor que en los RO™¥F (Fig. 27) sugiriendo que la tasa de
conversion maligna también es mayor. Ademas, los SCCs deficientes en Rb tienen un
menor porcentgje de células apoptdticas en comparacion con los SCCs control (Fig. 54).
Todos estos datos podrian apuntar a que en una primera etapa, durante la formacion de los
papilomas, se produce una estabilizacion de p53 dependiente de la ausencia de Rb. Sin
embargo, existiria una presion selectiva hacia la pérdida de p53 lo que redundaria en €
aumento de la malignidad y la disminucién de la apoptosis observado. El andlisis que se
esta redizando en este momento de animales Ro9FO; p53F-10FL-10. K 14Cre ayudara a

determinar laimportancia real de p53 en el desarrollo de tumores epidérmicos.
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6. CONCLUSONES

La ciencia se compone de errores,
gue a su vez, son los pasos hacia la verdad.

Julio Verne.






Conclusiones

En esta Tesis Doctoral se ha readlizado un exhaustivo andlisis del papel de la
familia de retinoblastoma en los procesos de proliferacion, diferenciacion, morfogénesisy
carcinogénesis de piel in vivo mediante € uso de animales deficientes en cada uno de los
miembros de la familia por separado, o en combinacién. Asi, se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

La deficiencia de p107 o p130 no produce ninguna alteracion fenctipica en la
epidermis. Sin embargo, |a deficiencia combinada de ambas proteinas produce un
fallo en ladiferenciacion terminal de la epidermis asi como graves ateraciones en
el desarrollo de determinados derivados ectodérmicos tales como e foliculo
piloso o el diente.

El retraso en el desarrollo, asi como € menor nimero, de los foliculos pilosos
observado en los animales p107-/-; p130-/- se restauré mediante la utilizacion de
trasplantes de piel deficiente en p107 y p130 en ratones inmunodeficientes NOD-
SCID. De esta forma, se demostrd que la sefidizacion del componente
mesenquimal es determinante en e desarrollo del fenotipo de los foliculos
p107-/-; p130-/-.

La pérdida de ambas proteinas, p107 y p130, produce una disminucién en la
expresion del morfégeno BMP4, que podria ser e responsable del fenotipo
folicular. Ademés, también se produce un aumento en la expresion de Frat que
produce la acumulacion de b-catenina en €l nucleo de los queratinocitos basales
de la epidermis p107-/-; p130-/-. Por otro lado, la expresién de BMP4 y Frat se
restaura en la piel trasplantada deficiente en p107 y p130, lo cudl redunda en un
papel esencial de las células mesenquimales en e desarrollo del fenotipo
folicular de los animales deficientes en p107 y p130.

La pérdida de pRb en la epidermis produce una hiperplasia moderada
acompariada de alteraciones en la proliferacion y diferenciacion. Este fenotipo se
agrava de forma dosis-dependiente por la pérdida de aeos de pl07, lo que
demuestra que p107 en la epidermis compensa la mayor parte de las funciones de
pRb en su ausencia.

La pérdida de pRb y pl07 en la epidermis produce alteraciones en la
diferenciacion tempranalo que demuestra la existencia de una especificidad para

cada uno de los miembros de la familia de retinoblastoma en diferentes etapas de
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la diferenciacion. pRb tiene un papel dual en la diferenciacién: por un lado,
regula la parada de ciclo celular previa al proceso de diferenciacion mientras que
por otro, mantiene el estado postmitotico de los queratinocitos diferenciados. Las
alteraciones observadas en ausencia de pRb y/o p107 en la diferenciacién pueden
deberse a una elevada actividad E2F.

pRb y pl07 también participan en € desarrollo del foliculo piloso, ya que la
pérdida de ambas proteinas impide la formacién del pelo. Ello puede deberse ala
masiva induccion de apoptosis en la matriz, zona proliferativa del foliculo.
Ademas, las células foliculares degeneran con € tiempo y € foliculo es
substituido por células sebécess.

La pérdida de pRb induce una disminucién en el nimero de LRCs, las células
gue potencialmente se consideran como células madre en la epidermis,

La ausencia de pRb en la epidermis induce la aparicion de menos tumores y de
menor tamafio, aunque mas malignos, durante € protocolo de carcinogénesis de
piel DMBA/TPA. Esto se asocia a una mayor tasa apoptética en los papilomas

deficientes en pRb, fendmeno posiblemente mediado por p53.
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SUMMARY

The functions of pl07 and p130, members of the the absence of p107 and p130 results in the deficient control
retinoblastoma family, include the control of cell cycle of differentiation in keratinocytes in a cell-autonomous
progression and differentiation in several tissues. Our manner. Besides normal hair formation, follicular cysts,
previous studies suggested a role for p107 and p130 in misoriented and dysplastic follicles, together with aberrant
keratinocyte differentiation in vitro. We now extend these  hair cycling, were also observed in the p107/p130 skin
data using knockout animal models. We found impaired transplants. Finally, the hair abnormalities in p107/p130-
terminal differentiation in the interfollicular keratinocytes null skin were associated with altered Bmp4-dependent
of p107/p130-double-null mice epidermis. In addition, we signaling including decreasedANp63 expression. These
observed a decreased number of hair follicles and a clear results indicate an essential role for p107 and p130 in the
developmental delay in hair, whiskers and tooth germs. epithelial-mesenchimal interactions.

Skin grafts of p107/p130-deficient epidermis ontblOD/scid

mice showed altered differentiation and hyperproliferation

of the interfollicular keratinocytes, thus demonstrating that ~ Key words: Mouse, Keratinocytes, p107, p130

INTRODUCTION (reviewed by Jernvall and Thesleff, 2000). Among the different
signals involved in hair morphogenesis, recent experimental
The skin plays an essential role as a protective barrier betweenidences have demonstrated that several components of the
the organism and the environment. This function is exerted bywnt pathway are essential. In fact, the downstream effectors
the epidermis and stems from a finely regulated differentiationf Wnt signaling, B-catenin and Lefl, are expressed in
program that takes place progressively as committed cells &pithelial and mesenchymal compartments as soon as hair
the basal compartment move upwards to the epidermal surfadellicle formation is induced (Huelsken et al., 2001; Zhou et
This process is characterized by the sequential expression alf, 1995). In addition, the specific ablation of the gengfor
different proteins, coincident with the phenotypic evolutioncatenin in epidermis results in a deficiency in hair follicle
from basal cell to the mature, nonviable squame. Proliferativiormation (Huelsken et al., 2001), whereas non-degradible
basal cells express the keratin pair K5+K14 switching to theatenin expression in skin leads to de novo hair formation (Gat
pair K1+K10 expression when differentiation and migrationet al., 1998). Mice that lack Lefl, do not develop whiskers and
begin. Finally, loricrin and filaggrin are expressed during theshow a reduced number of body hairs (van Genderen et al.,
latest differentiation stages (reviewed by Byrne, 1997; Byrnd994), and the increased expression of Lefl in the epidermis
et al.,, 1994; Fuchs, 1998; Fuchs and Byrne, 1994). Takesf transgenic animals leads to defects in the positioning and
together, the epidermis represents a perfectly suited model forientation of hair follicles (Zhou et al., 1995). Finally, the
studying proliferation and differentiation. However, theexpression of dickkopf 1, a potent diffusible inhibitor of Wnt
molecular mechanisms governing epidermal differentiation araction, in the skin of transgenic mice produces a complete
still largely unknown. failure of placode formation prior to morphological or
The skin is also characterized by the presence of epidermaolecular signs of hair differentiation (Andl et al., 2002). In
appendages. Among them, the hair follicles are of a particuladdition to Wnt, a number of other key signaling pathways,
interest. These structures develop through a series afcluding those modulated by fibroblast growth factors (FGFs)
epithelium-mesenchyme interactions (reviewed by Fuchgdu Cros, 1993; Ota et al., 2002; Rosenquist and Martin, 1996;
1998; Fuchs et al., 2001; Fuchs and Raghavan, 2002; Har®8uzuki et al., 2000), bone morphogenetic proteins (BMPs)
1992; Millar, 2002), which are similar to those regulating thgBlessing et al., 1993; Botchkarev et al., 2001; Botchkarev et
morphogenesis of other ectodermal organs such as tooth, 1999; Botchkarev et al., 2002; Kulessa et al., 2000) STGF
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(Foitzik et al., 2000; Foitzik et al., 1999; Paus et al., 1997) anRbl1/- littermates supporting the notion that p107 can
Shh (Bitgood and McMahon, 1995; Chiang et al., 1999; Stsubstitute some of the functions of pRb in differentiation,
Jacques et al., 1998), participate a reiterative manner during tablowing the extended survival observed in Rbll-deficient
hair follicle development (reviewed by Millar, 2002). More embryos (Lee et al., 1996). Interestingly, the developmental
recently, different members of the TdFeceptor superfamily consequences of p107 or p130 deficiency might be determined
(Headon and Overbeek, 1999; Kojima et al., 2000; Koppinehy the genetic background (LeCouter et al., 1998; LeCouter et
et al., 2001; Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002al., 1996).

Mikkola et al., 1999; Monreal et al., 1999; Naito et al., 2002; With respect to the possible functions of the retinoblastoma
Schneider et al.,, 2001; Thesleff and Mikkola, 2002) andamily in skin, we have reported that p107 and p130 are
subsequent signaling through R family of transcription differentially expressed and participate during in vitro human
factors (Schmidt-Ullrich et al., 2001) have also been involvederatinocyte terminal differentiation process (Paramio et al.,
in hair follicle morphogenesis and cycling. Finally, the 1998; Paramio et al., 2000). To investigate in more detail the
transcriptional co-activator p63 (reviewed by Brunner et al.relevance of the functionality of these proteins in epidermal
2002b; Irwin and Kaelin, 2001; Levrero et al., 2000; Marin andlifferentiation in vivo, we have analyzed the skin in mice
Kaelin, 2000; van Bokhoven and Brunner, 2002; Yang et allacking p107 and/or p130. Our present results confirm that
2002; Yang and McKeon, 2000) is of crucial importance fop107 and p130 are necessary to proper epidermal terminal
correct development of ectodermal appendages and mutatiodiéferentiation and, in addition, are essential mediators in the
in the P63 gene TP73L — Human Gene Nomenclature inductive signals between epithelium and mesenchyme and
Database) are found in a number of human syndromes that aneportant regulators of several morphogens involved in such
characterized by defects in hair and teeth (reviewed by Brunnarductive interactions.

et al., 2002b; van Bokhoven and McKeon, 2002). This protein,
the most recently discovered member of the p53 family, i
expressed in embryonic ectoderm and in the basal, proliferativ ATERIALS AND METHODS
layer of epidermis (Parsa et al., 1999; Pellegrini et al., 2001M
and appears to be a keratinocyte stem cell marker (Lee ali;%

Kimelman, 2002' Pellegrini et al., 2001). In agreement, bes.ldeo PCR as described (Cobrinik et al., 1996; Lee et al., 1996). Skin
other anomall_es, the63knockout mouse Iac_ks eplderm_ls, samples or whole embryos at 14.5, 16.5 and 18.5 dpc (days post
apparently owing to the loss of stem cells required for the tiSSURjitum) from wild-type and p107/p130-null mice were fixed in 10%
(Mills et al., 1999; Yang et al., 1999). However, the actuahyffered formalin or 70% ethanol, and embedded in paraffin wax.

ce and histological procedures
e mice with the different genotypes were generated and identified

molecular functions of p63 (Tcpl — Mouse GenomeSections (51m) were stained with Hematoxylin/Eosin or processed
Informatics) in hair growth and development have not been yébr immunohistochemistry and analyzed with a Zeiss Axiophot
delineated. microscope.

Cell cycle withdrawal is a common prerequisite for terminal histochemical method
differentiation in most tissues. Consequently, those moIecuIéIQm”noh!StOChem'_C? methods ormed on devarafinized. sec
implicated in cell cycle regulation might have additional'MMmunonistochemistry was performed on deparatinized: sections
functions modulating cell differentiation. This hypothesis hag'Si"d antibodies against K10 (K8.60 mAb, 1/75 dilution, Sigma),

. - . Joricrin (1/500 dilution of a monospecific rabbit polyclonal antibody,
been clearly confirmed in the case of the retinoblastoma fami ovance) and filaggrin (1/500 dilution of a monospecific rabbit

of proteins. This includes pRb, p107 (Rbl1 — Mouse Genomggycional antibody, CovanceANp63 was detected using 4A4 mAb
Informatics) an_d p130 (Rbl2 — Mouse Genome_ Inform_at|cs)(1/150 dilution; Santa Cruz Biotechnology) in formalin-fixed samples.
All these proteins modulate cell cycle progression during GBmp4 and noggin antibodies were purchased from Santa Cruz
through their ability to bind and inhibit different members ofBiotechnology (1/50 dilution), p75NTR (Ngfr — Mouse Genome
the E2f transcription factor family (Classon and Dyson, 2001fnformatics) from Covance (1/500 dilution) and Hgf from R&D (1/50
Weinberg, 1995), although with different affinity, as E2f1-3dilution), and were used in formalin-fixed samples after microwave
bind preferentially to pRb, whereas E2f4 and E2f5 bind to p1ofeatment. The expression of EDAR and XEDAR (R&D) and
and p130 (Classon and Dyson, 2001). In addition, thesEROY/TAJ (Santa Cruz Biotechnology) (1/100 dilution) was
proteins regulate different aspects of the differentiation proce onitored in ethanol fixed tissue sections. Proliferation was

: ; . onitored by PCNA staining using PC10 mAb (generous gift of Dr
in a number of tissues (reviewed by Classon and Dyson, 2008, "\ ane) "p107 and p130 were detected in formalin-fixed sections

Lipinski and Jacks, 1999), as demonstrated by the analyses @fing specific rabbit polyclonal antibodies (1/150 dilution; Santa Cruz
mice lacking the different members of the retinoblastomajotechnology). Horseradish-labeled secondary antibodies were
family. Rb-deficient animals die between day 13 and 15 ofurchased from Jackson Immunoresearch Laboratories and used
gestation, displaying overt defects in erithroid, neuronal and:2000 dilution. The positive staining was visualized using Vector
lens development (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; L&E¥B kit, and slides were counterstained with Hematoxylin. Negative
et al., 1992). By contrast, mice deficient in p107 or pl3@ontrol slides were obtained by replacing the primary antibody with
develop normally and do not display any overt phenotyp&BS (data not shown).

(Cobrinik et al., 1996; Lee et al., 1996), indicating that, in Mos{, thern blotting

tlszues’ elthet_r p107 ?r p%SO If dlsp?nsalﬁ)let for de\{[ﬁbpmel otal RNA from frozen skin samples was isolated by guanidine
anad suggesting a functional overlap between em. othyocianate-phenol-chloroform  extraction.  Northern  blots

agreement, mice that lack both proteins die immediately afte)ntaining total RNA (15ig/lane) were probed for expression of the
birth and display defects in bone development, associated Wilfiferent signaling molecules using full-length cDNA as probes. The

impaired chondrocyte differentiation (Cobrinik et al., 1996).membranes were also hybridized with a 7S RNA probe to verify that
However, Rbl1/p107-deficient embryos die earlier than theiequal amounts of mMRNA were loaded and transferred.
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Mouse skin grafts in the number of the hair follicles (Fig. 2A,R). During their
Dorsal full thickness skin pieces of 2-3 &mere obtained from 18.5 morphogenesis, hair follicles can be classified in different
dpc pl07/p130-null mice or double heterozygous littermates adevelopmental stages (reviewed by Muller-Rover et al., 2001;
control. Donor skin pieces were grafted onto a wound created bpaus et al.,, 1999). Based on this classification, we also
removing a similar-sized piece of full thickness back skin in femaleharacterized a clear developmental delay in hair follicle
immunodeficientNOD/scid (Prkdc — Mouse Genome Informatics) formation (Fig. 2E). This delay was evident as soon as day 14.5

recipient mice. Graft and host skin edges were joined using surgicq?cy at which the number of hair germs was severely reduced

silk suture and the grafted area was covered with a thin layer of. :
NewSkin (Medtech, Jackson) as the only protective dressing. Th(xshlg' 2B,B), and persisted at days 16.5 and 18.5 dpc (data not

procedure allows graft-take monitoring and produces normal-haireg'OWN and_Fig._ ZA’.A' In mice, the pelage consists of different
donor skin. Graft recipient animals were routinely monitored fortyP€s of hair with different morphology that are also formed at

hair growth and sacrificed 2-8 weeks after grafting. The graftdifferent times during embryogenesis. Primary or tyolotrich

containing area was excised and processed for histopathology @uard) are

immunohistochemical analysis as described above.

Band shift analysis

induced by day 14.5 dpc, whereas the
morphogenesis of secondary or nontylotrich (awl and zigzag)
hair follicles starts by day 16.5 dpc. The fact that the differences
between control and double-deficient mice occur at these

Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were performed bygifferent embryonic stages (Fig. 2D) strongly suggested that the

incubating whole-cell extracts from mouse skin with a labele
oligonucleotide corresponding to a palindromB: 5-GATCCAA-

CGGCAGGGGAATTCCCCTCTCCTTA-3

Complexes were separated on 5.5% native polyacrylamide gels

orphogenesis and development of both tylotrich and
nontylotrich hair follicles is affected in p107/p130-null skin. In
dition, a similar delayed development was also observed in

0.25 Tris-borate-EDTA buffer, dried and exposed to Hyperfilm-mp the Whiskers, specialized hairs of the murine snout (Fig.'2C,C

(Amersham) at —70°C. The composition of thB complexes in

The hair follicle morphogenesis depends on several

newborn mouse skin has been previously described (Budunova et focesses similar to those acting during development of tooth

1999; Perez et al., 2000).

RESULTS

Altered epidermal terminal differentiation in
p107/p130 double null animals

Mice deficient in p107 and p130 die after birth and dis
defective endochondral development (Cobrinik et al., 1
However, no phenotypic alterations have been yet des:
in vivo in the skin of these animals. Given the involver
of the Rb and E2f families in differentiation of cultu
human keratinocytes (Paramio et al., 1998; Paramio

2000), we have analyzed the epidermis of p107 and/or
knockout mice. No alterations were found in the epide
of animals lacking p107 or pl30 compared
heterozygous littermates (data not shown), indicating th
in other tissues, there exists compensation amon
different members of the retinoblastoma family (Cobrin
al., 1996). On the contrary, the epidermis of animals la
both p107 and pl130 displayed several abnormalities
observed a reduction in the number and size of keratol
granules suggestive of altered terminal differentiation c
epidermal keratinocytes (Fig. 1A,R,B'). To confirm thi
aspect we monitored the expression of several ter
differentiation markers. We found a decreased express
filaggrin (Fig. 1D,D) and loricrin (Fig. 1E,Bin p107/p130
deficient epidermis. Conversely, we found that K10, an
marker of the process, is expressed in the first supr:
layer in the epidermis of all the animals irrespective of
genotype (Fig. 1C/¢ These results indicate that,

agreement with our in vitro previous data (Paramio €
1998), the absence of p107 and p130 impairs the n
process of epidermal terminal differentiation, but not
commitment of the process.

Delayed hair follicle and tooth development in
p107/p130-null animals

In p107/p130-null skin, there is also a generalized dec

germs (reviewed by Jernvall and Thesleff, 2000), and in many
cases the mutations that give rise to hair defects, such as those
in Lefl (van Genderen et al., 1994) tabby-downlesslso
display alterations in tooth (Headon and Overbeek, 1999;
Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002; Miard et al.,

c -
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Fig. 1. Epidermal abnormalities and altered differentiation in p107/p130
knockout mice. Newborn skin sections of double heterozygous)(A,A
and p107/p130-null mice (BB Note the decrease in the number and
size of keratohyalin granules of the stratum granulosum in p107/p130-
null animals (B) compared with its respective littermate)A

Expression of the epidermal differentiation markers in double
heterozygous (C-E) and p107/p130-null animalsE¢ showing a

similar expression of K10 (CCand a decrease in the expression of the
terminal differentiation-markers filaggrin (D)2and loricrin (E,B).
(A,A’,B,B") Hematoxylin-Eosin staining. Scale bars: 100.
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1999; Pispa et al.,, 1999; Thesleff and Mikkola, 2002).
Consequently, we have analyzed the possible alterations in the
development of tooth germs in pl07/p130-deficient mice.
We commonly observed severe alterations characterized by
incisors microdontia (Fig. 2G,§:and a few cases of anodontia,
which in the most extreme situation leads to the complete
absence of the incisors (arrows in Fig. 2l addition, when
present, tooth germs also displayed severe histological defects
such as hypoplasia of the odontoblast layer (od in Fig. 2G,G
with poorly differentiated and disorganized cells (arrows in
Fig. 2G, compare with 2G).

Many of the alterations found in p107/p130-deficient mice
were similar to those found in mice bearing mutations in
TNFa-like superfamily mediated signaling, including Eda-
Edar, Xedar, Troy, etc. (Headon and Overbeek, 1999;
Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002; Miard et al.,
1999; Pispa et al., 1999; Thesleff and Mikkola, 2002) or in the
downstream NKB transcription factor family (Schmidt-

Bp 107+ p130+/- . .
TTT 70 o Ullrich et al., 2001); consequently, we analyzed the expression

of the receptors Edar (Fig. 3A)A Xedar (Fig. 3B,B and
Troy/Taj (Fig. 3C,Q in control and in p107/p130-deficient

E

E

f‘é

Em ; epidermis at 18.5 dpc. However, no differences were observed
E i between control and mutant hair follicles. In agreement, EMSA
E

g 0 the different genotypes (Fig. 3D).

% of hair follicles

analysis also showed similar endogenougBl&ctivity among

Collectively these observations indicate that the absence
of the retinoblastoma relatives p107 and pl30 altered the
F o F E— " development of some specialized organs that depends on
——— el . inductive interactions between epithelium and the underlying

3 AR i, ' mesenchyme; this effect does not seem to be related to
B o - g alterations in Eda/Edar or KB-dependent signaling.

do\.i‘o\agouﬁ 1 2 3 4 5
) Hair follicle stage

— . . g - Hair formation in p107/p130-deficient skin
G el « | T b transplants

T i et The early death of pl107/p130-deficient mice precludes the
: analysis of epidermis and epidermal appendages in adults and

pu & " =¥ e the phenotypic evolution of the observed defects. To avoid this

i ' o de problem, we grafted p107/p130 epidermis oN®D/scid
T \ : ,‘ﬁlf mice. Hair growth in these transplants was evident four weeks
' : after grafting in control and in p107/p130-deficient transplants
(Fig. 4A A, respectively). Histological analysis demonstrated

Fig. 2. Alterations in hair follicles and tooth germs in p107/p130 that, primary and secondary hairs ar.e.formed in both (Fig. 4B;
knockout mice. Hematoxylin/Eosin skin sections of wild type (A-c) ~data not shown). In p107/p130-deficient grafts, most of the
and 107/130 null (AC') 18.5 dpc (A,A) and 14.5 dpc (B,Bembryos hairs were morphologically _normaI_W|th no alterat_lqns in any
showing the decrease in hair germs (see arrows). Snout of wild-type Of the different cell populations (Fig. 4B). In addition, most
(C) and 107/130 null (¢ 14.5 dpc embryos showed a developmental anagen hair bulbs (Fig. 4Cwere indistinguishable from
delay of the whiskers. (D) Quantitative analysis of the number of hair those of controls (Fig. 4C). However, a number of several
follicles in the skin of 18.5 and 16.5 dpc embryos. (E) Analysis of the abnormalities were also frequently detected in p107/p130-
developmental stage of hair follicles in 18.5 dpc embryos. Datain D deficient transplants. First, we noticed that four weeks after
and E come from the quantification of three different sections of at grafting the number of hairs (Fig. 5A)Aexceeded that of
least three different animals and are shown as meants.d. The hair controls (Fig. 5B) by an average of three times. In addition, a

follicle stages are as reported (Muller-Rover et al., 2001; Paus et al., . . - . .
1999). Hematoxylin/Eosin medial sections from the heads of wild typ evere interfollicular hyperplasia, which is in some areas

(F,G) and 107/130 null (fS) 18.5 dpc embryos. A few 107/130-null  @ssSociated to parakeratosis, was observed in mutant transplants
embryos showed anodontia with the presence of undifferentiated  (Fig. 5C). Secondly, besides the formation of normal hairs, we
mesenchimal tissue in the site of incisors (compare arrowsniith~ also noticed multiple hair abnormalities such as multiple hair
those in F). When present, tooth germ in 107/130-null embryos follicles sharing a unique hair channel (Fig. 5D), twisted hair
displayed variable degrees of microdontia associated with hypoplasiafollicles lying in parallel to the epidermal surface (Fig. 5E),
and disorganization of the odontoblast layer (compare arrows in G multiple follicular keratin-filled cysts (Fig. 5F), and

with those in G). pu, dental pulp; od, odontoblast layer; de, dentine; hyperplasic sebaceous glands (Fig. 5G). Finally, we also
am, ameloblast layer; ep, enamel pulp. Scale barsut0 observed a major number of follicles in anagen phase
AC.C,G,G; 50um in B,B; 500um in FF. compared with controls (six times increase, on average). To

R, - S
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Fig. 3.Normal expression of Edar, Xedar and Troy/Taj an&BIBignaling
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monitor if hair cycling was affected in p107/p130-
deficient transplants, we analyzed grafts at different
times after transplantation. We observed that the vast
majority of hairs formed 2 and 3 weeks after
transplantation were already in anagen phase (Fig. 5H,I,
respectively); however, owing to the severe
inflammation, which is associated to the process of
wound healing, we can not directly attribute this
alteration to intrinsic abnormalities. Conversely, we
observed that 8 weeks after grafting, while the vast
majority of hairs in control samples were in resting
telogen phase (Fig. 5J); in mutant samples almost all
hairs were still in anagen phase (Fig. 5K). Taken
together, these results indicate that, although the
formation of normal hair occurs in p107/p130 grafts, a
number of abnormalities affecting hair morphogenesis
and development, as well as hair cycling, also arise in
the absence of these proteins.

As commented above, the morphogenesis of hair
follicles occurs during embryogenesis and relies on a
series of signals sent between the mesenchymal cells and
the overlying surface epithelial cells that cause fate

in p107/p130 knockout mice skin. Immunohistochemical detection of Edarchanges in both cell populations (reviewed by Fuchs,

(A,A"), Xedar (B,B) and Troy/Taj (C,Q in hair follicles of 18.5 dpc control
(A-C) and mutant (AC') embryos showing no alterations. Scale bargirf0
(D) EMSA analysis for NKB binding activity of skin protein extracts from
mouse of the quoted genotypes, showing no differences between them.

1998; Fuchs et al., 2001; Fuchs and Raghavan, 2002;
Hardy, 1992; Millar, 2002). In control skin, the
expression of p107 and pl30, besides interfollicular
keratinocytes, was detected in several cell types of the
hair follicle, including the epithelial outer and inner root
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Fig. 4.Normal hair growth in grafts of p107/p130-null epidermis.
Growth of hair coat in the grafts from control’YAand p107/p130-

sheaths and the cortex, as well as the mesenchymal dermal
papilla cells (Fig. 6A,B). Consequently, the hair developmental
abnormalities of p107/p130-deficient mice can thus be
attributed to alterations in the epithelial and/or in the
mesenchymal compartments, as both are defective in these
proteins. However, graft experiments can also help to
discriminate between these possibilities. In fact, we observed
that p107 and pl30 proteins were expressed in the dermal
papilla of hair follicles in null grafts (Fig. 6C,D), indicating
that fibroblasts from the recipient reconstituted a follicular
dermal papilla precursor, allowing the donor epithelium to
develop into a mature anagen hair follicle. Therefore, the hair
follicle abnormalities found in mutant skin are probably
due to a defect in the mesenchyme that is restored in the
transplants.

Altered keratinocyte differentiation and proliferation

in the interfollicular epidermis of p107/p130-

deficient skin transplants

The severe epidermal hyperplasia found in transplants (Fig.
5B; Fig. 6C,D,E) suggests altered differentiation of the

interfollicular keratinocytes. To confirm this suggestion, we

studied the expression of several epidermal differentiation
markers. We observed that keratin K5 expression, which is
confined to the basal layer in control grafts (not shown), was
expanded in pl107/p130-null grafts (Fig. 7A). K10 was

uniformly present in all the suprabasal cells of control grafts,
whereas in mutant transplants K10-negative areas were

doubly deficient mice (A) was evident four weeks after transplantationd€tected in the suprabasal layers (Fig. 7B). The keratin K6,
Sections of skin grafts from p107/p130-doubly deficient mice’y,Cc ~ Which is expressed only in the hair follicles in normal adult
showed normal anagen hair follicles without alterations in any of the epidermis as in control grafts (not shown), was present not

different epithelial layers (B) and hair bulbs)Gndistinguishable
from those of control transplants (C). Scale bargirs0

only in the hair follicles but also throughout all the suprabasal
layers in interfollicular epidermis of p107/p130-null grafts
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(Fig. 7C). Finally, loricrin and filaggrin expression were the basal cells of the epidermis displayed a clear strong PCNA
severely decreased in p107/p130-deficient grafts (Fig. 7D; dastaining (Fig. 7F). The labeling also was clearly increased in
not shown). Alterations in epidermal differentiation arenormal and aberrant hair follicles (Fig. 7F). In addition, we also
commonly associated with altered proliferation. To study thisgetected clear PCNA expression in suprabasal cells of the
PCNA staining was performed in the transplants. We observeadterfollicular epidermis (Fig. 7F

clear nuclear staining in control grafts four weeks after Collectively, these data demonstrate that the absence of p107
transplantation (Fig. 7E) that never exceeded 15% of the basatd pl130 leads to impaired differentiation and increased
cells. However, in p107/p130-deficient transplants almost aproliferation in epidermal keratinocytes.

-

L e P
".

Control 4wks

H

Fig. 5. Alterations in epidermis, aberrant hair follicle morphogenesis and hair cycling in grafts of p107/p130-null epidermisdinarebse
of hair follicles in p107/p130-doubly deficient mice grafts (A,@ompared with controls (B) was evident 4 weeks after transplantation. In
addition, a number of abnormalities, including epidermal hyperplasia and parakeratosis (C), dysplastic hairs sharingaa oaitpl€D),
misoriented follicles (arrow in E), follicular cysts (arrows in F), and hyperplasic sebaceous glands (G) were commonlyndet€atgx 30-
doubly deficient grafts. Transplants from p107/p130- deficient skin almost exclusively displayed anagen hair folliclesrat 2 (Heeeks
after transplantation. Eight weeks after transplantation, control grafts (J) display most of the hair follicles in aloggtingtiase (see inset,
right), while in p107/p130-deficient grafts (K), the vast majority of hair follicles persisted in anagen (see inset, righiarSca0Oqum in
AA"; 1 mm in B,H-K; 10Qum in C-G. Brackets in H and J indicate the wound margin.
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Altered expression of hair morphogens in absence et al., 1999; St-Jacques et al., 1998) and the components of the
of p107 and p130 Whnt signaling pathway (reviewed by Fuchs et al., 2001; Fuchs
Among the different signals required for normal hairand Raghavan, 2002; Millar, 2002). We thus monitored their
development are Shh (Bitgood and McMahon, 1995; Chiangxpression by northern analyses. No major alterations were
found in the expression of SHhcatenin, axin, Lefl and Fwd1l

Fig. 7. Altered differentiation and proliferation of keratinocytes in
transplants of p107/p130-deficient skin. K5 was expressed not only
at the basal layer but also in scattered suprabasal cells (A). K10 was
not expressed in the expected continuous suprabasal pattern (B). K6
was expressed in suprabasal layers of interfollicular epidermis (C).
Loricrin expression was dramatically reduced (D). Proliferation was
confined to a few keratinocytes in the basal layer of interfollicular
Fig. 6. Expression of p107 and p130 in anagen hair follicles. epidermis and in the outer root sheath of hair follicles in control
Immunohistochemical detection of p107 (A,C) and p130 (B,D) in  grafts (E), whereas the vast majority of these cells are actively
control anagen hair follicles (A,B) and in hair bulbs from p107/p130-proliferating in p107/p130-doubly deficient grafts (F). In addition,
doubly deficient grafts (C,D). Note that in mutant grafts p107 (C)  proliferating cells were also detected in some cells of the suprabasal
and p130 (D) immunoreactivity is detected in the nuclei of fibroblastlayer of interfollicular epidermis in mutant transplants (arrows)n F
forming the dermal papilla. Scale bars:|58. Scale bars: 10Am in D,E; 200um in F; 25um in F.
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Fig. 8. Decreased Bmp4 signaling in p107/p130 knockout mice
epidermis. (A) Northern analysis of different signaling molecules
involved in hair development. Total RNA from skin samples of the
guoted genotypes were probed for the expression of fdatenin,
Lefl, Shh, Waf/Cip1l and Bmp4. The membranes were also
hybridized with a 7S RNA probe to verify that equal amounts of
mRNA were loaded and transferred. Note that a significant decrease
in Bmp4 was the only observed alteration in doubly deficient mice
samples. (B-H) Immunohistochemical detection of Bmp4 (B)B
p75NTR (C,0), noggin (D,D,G) and Hgf (E,EH) in hair follicles
from control (B-E), p107/p130-deficient skin'{B’) and in
transplants from p107/p130-deficient skin oNtOD/scidmice (F-

H). Note the altered expression of Bmp4, noggin and Hgf that are
restored in grafts. Scale bars: |25 in E; 500pm in H.
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(Fig. 8A; data not shown). In addition, several members of th
BMP/TGH3 superfamily have been demonstrated to modulat: |
hair growth (Blessing et al., 1993; Botchkarev et al., 2001
Botchkarev et al., 1999; Botchkarev et al., 2002; Foitzik et al. §
2000; Foitzik et al., 1999; Kulessa et al., 2000; Paus et a & -
1997). An important decrease in Bmp4 expression wa .
observed in p107/p130-null samples (Fig. 8A). To confirm this |
observation further we analyzed the expression an
localization of Bmp4 protein in control and pl107/p130-
deficient skin by 18.5 dpc. The expression of Bmp4 in contrc
skin (Fig. 8B) is in accordance with previous reports
(Botchkarev et al., 2002; Kulessa et al., 2000). However, w
failed to detect Bmp4 protein (Fig. §Bn the hair follicles of changes in p75NTR and Lefl expression in mutant hair
the mutant skin, in agreement with the northern results. In haiollicles (Fig. 8C,C, data not shown). By contrast, the
follicles, the Bmp4-dependent signaling is modulated by @&xpression and localization of noggin and Hgf were severely
number of different morphogens, including noggin, p75NTRperturbed in mutant hair follicles when compared with controls
(Ngfr — Mouse Genome Informatics), Lefl and Hgf, whosgFig. 8D,D,E,E). These results suggest that, in the absence of
expression is also affected by Bmp4 (Botchkarev et al., 2009107 and p130, there is a defective Bmp4-dependent signaling
Botchkarev et al., 1999; Botchkarev et al., 2002; Botchkarevtnat affects hair follicle morphogenesis and development.

et al., 1999; Kulessa et al., 2000; Lindner et al., 2000; Zhao et Finally, as in grafted p107/p130 skin, we have observed the
al., 2000). We have thus analyzed the expression arréscue of the hair growth defect, the above suggestion would
localization of these molecules in control and in p107/p130implicate that in these grafts Bmp4 signaling should be
deficient hair follicles. We did not detect any significantrestored. In fact analysis of the expression of Bmp4, noggin
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and Hgf in the transplants (Fig. 8F-H) demonstrate the A
appropriate expression of these molecules.

Decreased expression of ANp63 in p107;130 ™

deficient mouse epidermis eyl S P

We next investigated the possible consequences of the obsen 714 ‘\ ey’ -

alteration in Bmp4-dependent signaling. Among the possibl \3.

targets of Bmp4 signalindNp63 has been recently identified ,.,',“ '?;\

in zebrafish as an ectoderm-specific direct transcriptional targ o ¥,

(Bakkers et al., 2002). Moreover, two main aspects of p63 al o’

of particular interest for the present study. First, there is a cle: ==

association oP63 mutations with different human syndromes B

characterized by altered deficient hair and tooth growtl

(reviewed by Brunner et al., 2002a; Brunner et al., 2002b; va

Bokhoven and McKeon, 2002). Second, in normal epidermi

and in hair follicles, theANp63 variant is preponderant and -

appears restricted to cells with high proliferative potentia .

and is absent from the cells that are undergoing termin:

differentiation (Parsa et al., 1999; Pellegrini et al., 2001) A

Consequently, given the observed alterations in th by

morphogenesis of hair and tooth (Fig. 2) and in keratinocyt —
C

.
".

proliferation (Fig. 7), together with the altered Bmp4 signaling

(Fig. 8), it is possible to speculate that alter&Np63

expression might occur in p107/p130 mutant skin. In contrc 7

embryos at day 18.®Np63 expression was observed in the -

nuclei of all basal cells in the interfollicular epidermis and “ ¥/ 7 Sef ¢ ekt
also in the rudimentary follicles (Fig. 9A). Interestingly, o NP O L pe
immunoreactivity in the positive cells is not homogeneous, a | 0 2 % :
some cells display increas@&iNp63 (arrows in Fig. 9A). In
addition, ANp63 expression decreases as the cells enter tl PR . L
differentiation program and migrate into the suprabasal layel ¥ N
(Fig. 9A) as previously reported (Parsa et al., 1999; Pellegrir ey
et al., 2001). However, a severe reduction in the expression

ANp63 was found in p107/p130-deficient keratinocytes (FigFig. 9. Reduced expression ANp63 in p107/p130 knockout mice
9B). Conversely, one would expect that, if the reduldg63  epidermis is restored in transplants. The expression and localization
expression was related to delayed development of the hairs 9hANp63 were monitored in epidermis of control (A), doubly
p107/p130-deficient skin, such expression would be restored figficient mice (B) and skin grafts of doubly deficient mice on

the transplants, given the restored hair growth observed HOD/scidmice (C). Note thaANp63 expression is severely reduced
them. In fact, immunohistochemical analyses corroborate su%ﬂ p1.07/p130-null epidermis and that this is restored in grafts. Scale
hypothesis adNp63 was found to be normally expressed in ars: 25um.

the grafted skin (Fig. 9C).

indicating that, as previously reported for other tissues
DISCUSSION (Cobrinik et al.,, 1996), there is functional compensation

between these two proteins in skin. In agreement, the
The actual roles of retinoblastoma protein family in epidermisimultaneous absence of p107 and p130 produces severe skin
have not been yet fully determined. However, data obtaineabnormalities characterized by defects in epidermal terminal
with cultured cells and in transgenic mice expressinglifferentiation (Fig. 1) and reduced number and delayed
modulators or targets of Rb family members, such as E2horphogenesis of hair follicles (Fig. 2). Finally, we also show
(Pierce et al., 1998; Wang et al., 2001; Wang et al., 2000), viréhat the altered development of the hair follicle lies in defective
oncogenes, such as HPV E7 (Greenhalgh et al., 1994) or Eifteractions between the epithelium and the mesenchyme
(Missero et al., 1993), or altered expression of cyclinthat also affect other organs requiring inductive interactions
dependent kinase inhibitors (Di Cunto et al., 1998; Missero dietween these elements, such as whiskers and tooth germs
al., 1995; Paramio et al., 2001) strongly support the existend¢€ig. 2).
of such roles. We have previously shown that the three pocketIn agreement with our previous results (Paramio et al.,
proteins are functionally involved in the process of in vitro1998; Paramio et al., 2000), we found impaired terminal
differentiation of human keratinocytes, probably through thalifferentiation in absence of p107 and p130. At present, we do
interaction with specific E2f members (Paramio et al., 1998p0t know the molecular basis for such alteration; however,
Paramio et al., 2000). We have focused on the roles of pl@iven that this seems to be a cell autonomous effect, as
and p130 in epidermis in vivo. We have found that the absenckemonstrated in epidermal grafts, it is possible to speculate that
of any of these molecules do not cause phenotypic alteratiorthjs is mediated by direct interference with the epidermal
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differentiation program. In fact, several epidermal-specifichair development, show increased proliferation and reduced
proteins are regulated by transcriptional elements such as SpI5NTR,3-catenin and Lefl expression in hair follicles, and
or C/EBP (Byrne et al., 1994; Kaufman et al., 2002; Kumaalso show reduced keratin K10 expression in the interfollicular
and Butler, 1999; Maytin and Habener, 1998; Maytin et al.keratinocytes. However, we observed that the absence of p107
1999; Oh and Smart, 1998; Park and Morasso, 1999; Sinha aadd p130 inhibits both primary and secondary hair follicle
Fuchs, 2001; Zhu et al, 2002), which are themselvedevelopment, without alterations in p75NTRcatenin and
modulated by retinoblastoma family proteins (Charles et all.efl expression (Fig. 8) and the effects on keratin K10 were
2001; Chen et al., 1996; Classon et al., 2000; Decesse et anly detected in deficient grafts (Fig. 7). Consequently, it is
2001; Rohde et al., 1996; Udvadia et al., 1995). Converselpossible to discard noggin as a mediator of the phenotypic
we previously observed decreased E2f4 expression ialterations found in skin of p107/p130-null mice. However, we
terminally differentiating human keratinocytes, and most of théound altered Hgf expression (Fig. 8). Whether this alteration
protein is bound by p107 and p130 (Paramio et al., 2000jnight be upstream or downstream of Bmp4 signaling remains
Consequently, a possible explanation for the observet be elucidated. In this regard, it is worth mentioning that both
alterations would be that E2f4 expression facilitates epidermairoteins are similarly expressed duridgnopusdevelopment
differentiation commitment, whereas its expression at latefAberger et al., 1997), but Bmp4, in contrast to Bmp2, cannot
stages would inhibit the process. However, recent data suggekiwnregulate Hgf during limb bud morphogenesis (Scaal et al.,
that the mechanisms acting in mouse and human keratinocyt€899). The discrimination among these possibilities is a
may differ, and complexes of E2f5 with p130 and histondifficult task primarily due to the early embryonic lethality
deacetylases may be responsible for terminal differentiation afisplayed by Hgf-deficient mice (Schmidt et al., 1995; Uehara
cultured mouse keratinocytes (D’Souza et al., 2001). Thet al., 1995). However, the fact that Hgf induces hair growth
ongoing experiments will help to discern these possibilities an¢(Lindner et al., 2000; Shimaoka et al., 1995) would support a
to determine the possible causes of such altered differentiatimossible role for Hgf in the hair phenotype of the p107/p130-
in epidermal keratinocytes as a consequence of p107 and p13@I mice. The functional relationship between BMPs and Hgf
deficiency. remains to be elucidated.

The altered development of the hair follicles and the incisors Bmp4 appears to play a dual role as an inhibitor and also an
observed in p107/p130-deficient mice is of a particular interesactivator of hair and tooth development. Recent data also
To our knowledge, this is the first evidence that these twdemonstrated that proper BMP signaling is required for
proteins are involved in morphogenetic events. However, thigppropriate hair formation and development (He et al., 2002;
observation is not totally surprising as E2f proteins mediat&ulessa et al., 2000). In agreement, DIx3 and Msx2, which are
morphogenesis in Drosophila and Xenopus (Asano andctivated by BMP signaling (Park and Morasso, 2002), are
Wharton, 1999; Hirose et al., 2001; Page et al., 2001; Suzukéquired for hair and tooth formation, and are associated with
and Hemmati-Brivanlou, 2000). More recently, thedefective endochondral bone formation (Satokata et al., 2000).
involvement of the retinoblastoma family in the control ofIn this regard, it is worth mentioning that Bmp4 signaling is
morphogenesis has been highlighted by the finding that thesequired for the maintenance of the differentiated postmitotic
proteins can form complexes with developmental factors thattatus of chondrocytes during endochondral ossification
contain paired-like homeodomains (Wiggan et al., 1998)(Enomoto-lwamoto et al., 1998; Minina et al., 2001), a process
Interestingly, one of these factors, Alx4, displays an expressidhat is altered in p107/p130-null mice (Cobrinik et al., 1996).
pattern that is restricted to sites of epithelial-mesenchymal The apparent opposite functions of Bmp4 during hair and
interactions (Hudson et al., 1998; Qu et al., 1997a; Qu et atgoth development might be due to different and sequential
1997b). The possible functional relationship between plO@&xpression sites, either mesenchyme or epithelium, observed
and/or p130 and Alx4 would merit future investigations. during the development of these organs, and which appear to

The proper development of hair follicles and tooth require #e modulated by different transcriptional processes (Feng et
large number of sequential interactions between the epithelial., 2002; Zhang et al., 2002). In particular, the expression in
and mesenchymal cells that finally involve a tremendouthe mesenchyme seems to be modulated by sequences that
plethora of different molecules belonging to severalcontain putative sites for retinoblastoma and Sp1 binding (Feng
interconnected pathways (reviewed by Fuchs et al., 200%&t al., 2002; Zhang et al., 2002), which may account for the
Jernvall and Thesleff, 2000; Millar, 2002). The analysis of thebserved altered expression. In this regard, although we cannot
expression of some of such molecules revealed a decreastidcard that both the epithelium and the mesenchyme are
expression of Bmp4 and altered Bmp4-dependent signalingsponsible for the hair phenotype, the fact that in mutant skin
(Fig. 8), but not in Eda/edar or in NFkB-depedent signalingrafts hair growth (Fig. 4) and the expression of Bmp4, noggin
(Fig. 3). We also found that, besides Bmp4, p107/p130and Hgf (Fig. 8) are restored clearly points to mesenchymal
deficient hair follicles also displayed altered expression oflefective signaling. This is further supported by the finding that
noggin and Hgf, but not p75NTR (Fig. 8). Although at presentlermal papilla cells in the mutant transplants express pl107
we cannot rule out the possibility that these alterations, or thosend p130 (Fig. 6), suggesting that recipient fibroblasts have
affecting other pathways regulating hair morphogenesis, mighieconstituted a follicular dermal papilla precursor that allows
be the responsible for the findings in p107/p130-deficient micéhe donor epithelium to develop anagen hair follicles.
most of the phenotypic findings can be explained in terms of Bmp4 signaling induces the expression of different target
such diminished Bmp4 signaling. genes among which Lefl and Waf/Cipl (Jernvall et al., 1998;

Mice that lack the BMP antagonist noggin (Botchkarev eKratochwil et al., 1996) appears to be highly relevant for hair
al., 2001; Botchkarev et al., 1999; Botchkarev et al., 2002and tooth formation. However, we do not detect decreased
demonstrated that unregulated BMP proteins inhibit secondasxpression of any of these two genes in p107/p130-null mice
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skin (Fig. 8 and data not shown). This is probably due to thBotchkareva, N. V., Botchkarev, V. A., Chen, L. H., Lindner, G. and Paus,

fact that other factors can compensate the decreased Bmp4&.(1999). A role for p75 neurotrophin receptor in the control of hair follicle
; ; i morphogenesidev. Biol.216, 135-153.

expressrl]on or, altematlv]?l)r/], that such relc_j'uctlon is not ((ajnough E?_unner’ H. G.. Hamel. B. C. and Bokhoven Hv, H/(2002a). P63 gene

cause the repressmr_] of these genes. However, our data are Rutations and human developmental syndrores. J. Med. Genefl.12

agreement with the increased Lefl and decreased Bmp4 genegs-290.

expression found using high-density oligonucleotide arrays tBrunner, H. G., Hamel, B. C. and van Bokhoven, H(2002b). The p63 gene

identify genes changed in response to activation of E2f speciedn EEC and other syndromes.Med. Genet39, 377-381.

Budunova, I. V., Perez, P., Vaden, V. R., Spiegelman, V. S., Slaga, T. J. and
(Muller et al, 2001)' More recentIyANp63 has been Jorcano, J. L. (1999). Increased expression of p50-NF-kappaB and

characterized as a transcriptional target of Bmp4 signaling constitutive activation of NF-kappaB transcription factors during mouse skin

(Bakkers et al., 2002). In agreement, we also detect decreaseeéarcinogenesisOncogenel8, 7423-7431.

expression oANp63 in the basal layer of the plO?/plSO-nuIIByme,h CI (1997). Reg;'ggonsgg gene expression in developing epidermal
; ; ; ; ; epithelia.BioEssaydl9, 691-698.

eplderml_z (Flg. 9)' g/llce.(:}hat Ia}C(Ij( thlISS gene, a}lre dev?ldlcgggsyrne, C., Tainsky, M. and Fuchs, E(1994). Programming gene expression

most epidermis and epidermal derivatives (Mills et al., 19997 jeveloping epidermiDevelopment 20, 2369-2383.

Yang et al., 1999), and mutations in @3 gene are found in  Charles, A., Tang, X., Crouch, E., Brody, J. S. and Xiao, Z. X(2001).

a number of human syndromes characterized by defects in haiRetinoblastoma protein complexes with C/EBP proteins and activates

and teeth (reviewed by Brunner et al., 2002a; Brunner et al,,C/EBP-mediated transcriptiod. Cell Biochem8s3, 414-425.

. . en, P. L., Riley, D. J,, Chen, Y. and Lee, W. H1996). Retinoblastoma
2002b; van Bokhoven and McKeon, 2002)' The pOSSIbIe Causgpprotein positively regulates terminal adipocyte differentiation through direct

relationship between such reduadNp63 levels and the hair  jnteraction with C/EBPsGenes Devi0, 2794-2804.
phenotype will be the subject of future investigation. Chiang, C., Swan, R. Z., Grachtchouk, M., Bolinger, M., Litingtung, Y.,
Collectively, we present here evidence for functional Robertson, E. K., Cooper, M. K., Gaffield, W., Westphal, H., Beachy, P.
activities of the retinoblastoma family members in epidermis A- &t al- (1999). Essential role for Sonic hedgehog during hair follicle
d epidermal appendages modulating not only differentiatio morphogenesiDev. Biol. 205, 1-9.
and epide ' app g g y h Blarke, A. R., Maandag, E. R., van Roon, M., van der Lugt, N. M., van
and proliferation processes but also remarkably important der valk, M., Hooper, M. L., Bemns, A. and te Riele, H.(1992).
morphogenetic events that lead to the formation of specializedRequirement for a functional Rb-1 gene in murine developrhiire359,
32

ectodermal organs. 8-330. _ o
Classon, M. and Dyson, N(2001). p107 and p130: versatile proteins with

. . . . interesting pocketE&xp. Cell Res264, 135-147.
Mice lacking p107 or p130 were kindly provided by Dr T. JacksCIasson’ M., Kennedy, B. K., Mulloy, R. and Harlow, E(2000). Opposing

(M,IT)' We, ,aCknOWledge JesUs Martinez and the persqnnel of the roles of pRB and p107 in adipocyte differentiati®noc. Natl. Acad. Sci.
animal facility of CIEMAT for the excellent care of the animals, and ysa97, 10826-10831.
to Isabel de los Santos and Pilar Hernandez for the histologic@obrinik, D., Lee, M. H., Hannon, G., Mulligan, G., Bronson, R. T., Dyson,
preparations. This work is partially supported by Grants SAF2002- N., Harlow, E., Beach, D., Weinberg, R. A. and Jacks, T1996). Shared
01037 from MCYT and 08.1/0054/2001.1 from CAM. role of the pRB-related p130 and p107 proteins in limb developi@enes
Dev. 10, 1633-1644.
Decesse, J. T., Medjkane, S., Datto, M. B. and Cremisi, C. 2001). RB
regulates transcription of the p21/WAF1/CIP1 géhecogene0, 962-971.

REFERENCES Di Cunto, F., Topley, G., Calautti, E., Hsiao, J., Ong, L., Seth, P. K. and
Dotto, G. P.(1998). Inhibitory function of p21Cip1/WAFL1 in differentiation
Aberger, F., Weidinger, G. and Richter, K. (1997). A member of the of primary mouse keratinocytes independent of cell cycle cor8oiénce

Met/HGF-receptor family is expressed in a BMP-4-like pattern in the 280 1069-1072.
ectoderm of Xenopus gastrul@ochem. Biophys. Res. Comm281, 191- D’'Souza, S. J., Pajak, A., Balazsi, K. and Dagnino, L(2001). Ca2+ and

195. BMP-6 signaling regulate E2F during epidermal Kkeratinocyte
Andl, T., Reddy, S. T., Gaddapara, T. and Millar, S. E(2002). WNT signals differentiation.J. Biol. Chem276, 23531-23538.
are required for the initiation of hair follicle developmeev. Cell2, 643- du Cros, D. L. (1993). Fibroblast growth factor influences the development
653. and cycling of murine hair follicleDev. Biol.156, 444-453.
Asano, M. and Wharton, R. P.(1999). E2F mediates developmental and cell Enomoto-lwamoto, M., lwamoto, M., Mukudai, Y., Kawakami, Y., Nohno,
cycle regulation of ORC1 in DrosophilEMBO J.18, 2435-2448. T., Higuchi, Y., Takemoto, S., Ohuchi, H., Noji, S. and Kurisu, K(1998).
Bakkers, J., Hild, M., Kramer, C., Furutani-Seiki, M. and Bone morphogenetic protein signaling is required for maintenance of

Hammerschmidt, M. (2002). Zebrafish DeltaNp63 is a direct target of Bmp  differentiated phenotype, control of proliferation, and hypertrophy in

signaling and encodes a transcriptional repressor blocking neural chondrocytesJ. Cell Biol.140, 409-418.

specification in the ventral ectoderBev. Cell2, 617-627. Feng, J. Q., Zhang, J., Tan, X., Lu, Y., Guo, D. and Harris, S. §£2002).
Bitgood, M. J. and McMahon, A. P.(1995). Hedgehog and Bmp genes are Identification of cis-DNA regions controlling Bmp4 expression during tooth

coexpressed at many diverse sites of cell-cell interaction in the mouse morphogenesis in vival. Dent. Res81, 6-10.

embryo.Dev. Biol.172, 126-138. Foitzik, K., Lindner, G., Mueller-Roever, S., Maurer, M., Botchkareva, N.,
Blessing, M., Nanney, L. B., King, L. E., Jones, C. M. and Hogan, B. L. Botchkarev, V., Handjiski, B., Metz, M., Hibino, T., Soma, T. et al.

(1993). Transgenic mice as a model to study the role of TGF-beta-related (2000). Control of murine hair follicle regression (catagen) by TGF-betal

molecules in hair folliclesGenes Dev7, 204-215. in vivo. FASEB J14, 752-760.
Botchkarev, V. A., Botchkareva, N. V., Nakamura, M., Huber, O., Funa,  Foitzik, K., Paus, R., Doetschman, T. and Dotto, G. R1999). The TGF-
K., Lauster, R., Paus, R. and Gilchrest, B. A(2001). Noggin is required beta2 isoform is both a required and sufficient inducer of murine hair follicle
for induction of the hair follicle growth phase in postnatal sk&SEB J. morphogenesiDev. Biol.212, 278-289.
15, 2205-2214. Fuchs, E.(1998). Beauty is skin deep: the fascinating biology of the epidermis
Botchkarev, V. A., Botchkareva, N. V., Roth, W., Nakamura, M., Chen, L. and its appendageldarvey Lect94, 47-77.

H., Herzog, W., Lindner, G., McMahon, J. A., Peters, C., Lauster, R. et  Fuchs, E. and Byrne, C(1994). The epidermis: rising to the surfaCeurr.
al. (1999). Noggin is a mesenchymally derived stimulator of hair-follicle Opin. Genet. Dew, 725-736.

induction.Nat. Cell Biol.1, 158-164. Fuchs, E., Merrill, B. J., Jamora, C. and DasGupta, R(2001). At the roots
Botchkarev, V. A., Botchkareva, N. V., Sharov, A. A., Funa, K., Huber, O. of a never-ending cycl®ev. Celll, 13-25.

and Gilchrest, B. A.(2002). Modulation of BMP signaling by noggin is Fuchs, E. and Raghavan, S(2002). Getting under the skin of epidermal

required for induction of the secondary (nontylotrich) hair folliclenvest. morphogenesidNat. Rev. Gene8, 199-209.

Dermatol.118 3-10. Gat, U., DasGupta, R., Degenstein, L. and Fuchs, EL998). De Novo hair



2352 S. Ruiz and others

follicle morphogenesis and hair tumors in mice expressing a truncated beta-W. H. and Bradley, A. (1992). Mice deficient for Rb are nonviable and

catenin in skinCell 95, 605-614. show defects in neurogenesis and haematopoléatsre 359, 288-294.
Greenhalgh, D. A., Wang, X. J., Rothnagel, J. A., Eckhardt, J. N., Lee, H. and Kimelman, D.(2002). A dominant-negative form of p63 is
Quintanilla, M. 1., Barber, J. L., Bundman, D. S., Longley, M. A,, required for epidermal proliferation in zebrafigrev. Cell2, 607-616.

Schlegel, R. and Roop, D. R1994). Transgenic mice expressing targeted Lee, M. H., Williams, B. O., Mulligan, G., Mukai, S., Bronson, R. T,
HPV-18 E6 and E7 oncogenes in the epidermis develop verrucous lesionsDyson, N., Harlow, E. and Jacks, T(1996). Targeted disruption of p107:

and spontaneous, rasHa-activated papillor@asl. Growth Differ.5, 667- functional overlap between p107 and Rienes Devi0, 1621-1632.

675. Levrero, M., de Laurenzi, V., Costanzo, A., Gong, J., Wang, J. Y. and
Hardy, M. H. (1992). The secret life of the hair folliclérends Gene, 55- Melino, G. (2000). The p53/p63/p73 family of transcription factors:

61. overlapping and distinct functiond. Cell Sci.113 1661-1670.

He, W, Li, A. G., Wang, D., Han, S., Zheng, B., Goumans, M. J., Ten Dijke, Lindner, G., Menrad, A., Gherardi, E., Merlino, G., Welker, P., Handjiski,
P. and Wang, X. J.(2002). Overexpression of Smad7 results in severe B., Roloff, B. and Paus, R.(2000). Involvement of hepatocyte growth

pathological alterations in multiple epithelial tissUuEMBO J.21, 2580- factor/scatter factor and met receptor signaling in hair follicle
2590. morphogenesis and cyclinBASEB J14, 319-332.

Headon, D. J. and Overbeek, P. A(1999). Involvement of a novel Tnf Lipinski, M. M. and Jacks, T. (1999). The retinoblastoma gene family in
receptor homologue in hair follicle inductioNat. Genet22, 370-374. differentiation and developmer®ncogenel8, 7873-7882.

Hirose, F., Ohshima, N., Shiraki, M., Inoue, Y. H., Taguchi, O., Nishi, Y.,  Marin, M. C. and Kaelin, W. G., Jr (2000). p63 and p73: old members of a
Matsukage, A. and Yamaguchi, M.(2001). Ectopic expression of DREF new family.Biochim. Biophys. Actdl47Q M93-M100.
induces DNA synthesis, apoptosis, and unusual morphogenesis in tiaytin, E. V. and Habener, J. F.(1998). Transcription factors C/EBP alpha,
Drosophila eye imaginal disc: possible interaction with Polycomb and C/EBP beta, and CHOP (Gadd153) expressed during the differentiation
trithorax group proteindViol. Cell Biol. 21, 7231-7242. program of keratinocytes in vitro and in vivb.Invest. Dermatoll 10, 238-
Hudson, R., Taniguchi-Sidle, A., Boras, K., Wiggan, O. and Hamel, P. A. 246.
(1998). Alx-4, a transcriptional activator whose expression is restricted tdaytin, E. V., Lin, J. C., Krishnamurthy, R., Batchvarova, N., Ron, D.,

sites of epithelial-mesenchymal interactiobgv. Dyn.213 159-1609. Mitchell, P. J. and Habener, J. F.(1999). Keratin 10 gene expression

Huelsken, J., Vogel, R., Erdmann, B., Cotsarelis, G. and Birchmeier, W. during differentiation of mouse epidermis requires transcription factors
(2001). beta-Catenin controls hair follicle morphogenesis and stem cell C/EBP and AP-2Dev. Biol.216, 164-181.
differentiation in the skinCell 105, 533-545. Miard, S., Peterkova, R., Vonesch, J. L., Peterka, M., Ruch, J. V. and

Irwin, M. S. and Kaelin, W. G. (2001). p53 family update: p73 and p63 Lesot, H. (1999). Alterations in the incisor development in the Tabby
develop their own identitie€ell Growth Differ.12, 337-349. mouselnt. J. Dev. Biol43, 517-529.

Jacks, T., Fazeli, A., Schmitt, E. M., Bronson, R. T., Goodell, M. A. and Mikkola, M. L., Pispa, J., Pekkanen, M., Paulin, L., Nieminen, P., Kere,
Weinberg, R. A. (1992). Effects of an Rb mutation in the mousature J. and Thesleff, 1.(1999). Ectodysplasin, a protein required for epithelial
359, 295-300. morphogenesis, is a novel TNF homologue and promotes cell-matrix

Jernvall, J., Aberg, T., Kettunen, P., Keranen, S. and Thesleff, (1998). adhesionMech. Dev88, 133-146.

The life history of an embryonic signaling center: BMP-4 induces p21 andVillar, S. E. (2002). Molecular mechanisms regulating hair follicle
is associated with apoptosis in the mouse tooth enamel kaeelopment developmentJ. Invest. Dermatoll18 216-225.
125 161-169. Mills, A. A., Zheng, B., Wang, X. J., Vogel, H., Roop, D. R. and Bradley,

Jernvall, J. and Thesleff, I. (2000). Reiterative signaling and patterning  A. (1999). p63 is a p53 homologue required for limb and epidermal
during mammalian tooth morphogeneditech. Dev92, 19-29. morphogenesidNature398 708-713.

Kaufman, C. K., Sinha, S., Bolotin, D., Fan, J. and Fuchs, E2002). Minina, E., Wenzel, H. M., Kreschel, C., Karp, S., Gaffield, W., McMahon,
Dissection of a complex enhancer element: maintenance of keratinocyte A. P. and Vortkamp, A. (2001). BMP and Ihh/PTHrP signaling interact to
specificity but loss of differentiation specificitylol. Cell. Biol. 22, 4293- coordinate chondrocyte proliferation and differentiatibevelopmeni28
4308. 4523-4534.

Kojima, T., Morikawa, Y., Copeland, N. G., Gilbert, D. J., Jenkins, N. A., Missero, C., Calautti, E., Eckner, R., Chin, J., Tsai, L. H., Livingston, D.
Senba, E. and Kitamura, T.(2000). TROY, a newly identified member of M. and Dotto, G. P. (1995). Involvement of the cell-cycle inhibitor
the tumor necrosis factor receptor superfamily, exhibits a homology with Cip1l/WAF1 and the E1A-associated p300 protein in terminal differentiation.

Edar and is expressed in embryonic skin and hair follidleBiol. Chem. Proc. Natl. Acad. Sci. US®2, 5451-5455.

275 20742-20747. Missero, C., Serra, C., Stenn, K. and Dotto, G. K1993). Skin-specific
Koppinen, P., Pispa, J., Laurikkala, J., Thesleff, I. and Mikkola, M. L. expression of a truncated Ela oncoprotein binding to p105-Rb leads to
(2001). Signaling and subcellular localization of the TNF receptor Edar. abnormal hair follicle maturation without increased epidermal proliferation.

Exp. Cell Res269, 180-192. J. Cell Biol.121, 1109-1120.

Kratochwil, K., Dull, M., Farinas, I., Galceran, J. and Grossched|, R. Monreal, A. W., Ferguson, B. M., Headon, D. J., Street, S. L., Overbeek,
(1996). Lefl expression is activated by BMP-4 and regulates inductive tissue P. A. and Zonana, J(1999). Mutations in the human homologue of mouse
interactions in tooth and hair developmeaénes Devi0, 1382-1394. dl cause autosomal recessive and dominant hypohidrotic ectodermal

Kulessa, H., Turk, G. and Hogan, B. L(2000). Inhibition of Bmp signaling dysplasiaNat. Genet22, 366-369.
affects growth and differentiation in the anagen hair folliERIBO J.19, Muller, H., Bracken, A. P., Vernell, R., Moroni, M. C., Christians, F.,

6664-6674. Grassilli, E., Prosperini, E., Vigo, E., Oliner, J. D. and Helin, K(2001).
Kumar, A. P. and Butler, A. P.(1999). Enhanced Sp1 DNA-binding activity E2Fs regulate the expression of genes involved in differentiation,

in murine keratinocyte cell lines and epidermal tum@ancer Lett.137, development, proliferation, and apoptosi&nes Devl5, 267-285.

159-165. Muller-Rover, S., Handjiski, B., van der Veen, C., Eichmuller, S., Foitzik,
Laurikkala, J., Mikkola, M., Mustonen, T., Aberg, T., Koppinen, P., Pispa, K., McKay, I. A., Stenn, K. S. and Paus, R(2001). A comprehensive

J., Nieminen, P., Galceran, J., Grosschedl, R. and Thesleff, (2001). guide for the accurate classification of murine hair follicles in distinct hair

TNF signaling via the ligand-receptor pair ectodysplasin and edar controls cycle stagesJ. Invest. Dermatol117, 3-15.
the function of epithelial signaling centers and is regulated by Wnt andNaito, A., Yoshida, H., Nishioka, E., Satoh, M., Azuma, S., Yamamoto, T.,

activin during tooth organogenesi3ev. Biol.229, 443-455. Nishikawa, S. and Inoue, J.(2002). TRAF6-deficient mice display
Laurikkala, J., Pispa, J., Jung, H. S., Nieminen, P., Mikkola, M., Wang, hypohidrotic ectodermal dysplasiBroc. Natl. Acad. Sci. US89, 8766-

X., Saarialho-Kere, U., Galceran, J., Grossched|, R. and Thesleff, I. 8771.

(2002). Regulation of hair follicle development by the TNF signal Oh, H. S. and Smart, R. C(1998). Expression of CCAAT/enhancer binding

ectodysplasin and its receptor Edaevelopmeni29 2541-2553. proteins (C/EBP) is associated with squamous differentiation in epidermis
LeCouter, J. E., Kablar, B., Whyte, P. F, Ying, C. and Rudnicki, M. A. and isolated primary keratinocytes and is altered in skin neoplasimgest.

(1998). Strain-dependent embryonic lethality in mice lacking the Dermatol.110 939-945.

retinoblastoma-related p130 gemevelopment25 4669-4679. Ota, Y., Saitoh, Y., Suzuki, S., Ozawa, K., Kawano, M. and Imamura, T.
LeCouter, J. E., Whyte, P. F. and Rudnicki, M. A.(1996). Cloning and (2002). Fibroblast growth factor 5 inhibits hair growth by blocking dermal

expression of the Rb-related mouse p130 mRBAcogend 2, 1433-1440. papilla cell activationBiochem. Biophys. Res. Commg80, 169-176.

Lee, E. Y., Chang, C. Y., Hu, N., Wang, Y. C., Lai, C. C., Herrup, K., Lee, Page, B. D., Guedes, S., Waring, D. and Priess, J.(R001). The C. elegans



p107 and p130 functions in skin in vivo 2353

E2F- and DP-related proteins are required for embryonic asymmetry and Runkel, L., Alevizopoulos, K., Ferguson, B. M. and Zonana, J2001).

negatively regulate Ras/MAPK signalingol. Cell 7, 451-460. Mutations leading to X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia affect
Paramio, J. M., Lain, S., Segrelles, C., Lane, E. B. and Jorcano, J. L. three major functional domains in the tumor necrosis factor family member

(1998). Differential expression and functionally co-operative roles for the ectodysplasin-AJ. Biol. Chem276, 18819-18827.

retinoblastoma family of proteins in epidermal differentiat@ncogend 7, Shimaoka, S., Tsuboi, R., Jindo, T., Imai, R., Takamori, K., Rubin, J. S.

949-957. and Ogawa, H.(1995). Hepatocyte growth factor/scatter factor expressed
Paramio, J. M., Segrelles, C., Casanova, M. L. and Jorcano, J. (2000). in follicular papilla cells stimulates human hair growth in vitdo.Cell

Opposite functions for E2F1 and E2F4 in human epidermal keratinocyte Physiol.165 333-338.

differentiation.J. Biol. Chem275 41219-41226. Sinha, S. and Fuchs, E(2001). Identification and dissection of an enhancer
Paramio, J. M., Segrelles, C., Ruiz, S., Martin-Caballero, J., Page, A., controlling epithelial gene expression in skittoc. Natl. Acad. Sci. USA

Martinez, J., Serrano, M. and Jorcano, J. L(2001). The ink4a/arf tumor 98, 2455-2460.

suppressors cooperate with p2lcipl/waf in the processes of mous#-Jacques, B., Dassule, H. R., Karavanova, |., Botchkarev, V. A., Li, J.,

epidermal differentiation, senescence, and carcinogerksiiol. Chem. Danielian, P. S., McMahon, J. A., Lewis, P. M., Paus, R. and McMahon,

276, 44203-44211. A. P. (1998). Sonic hedgehog signaling is essential for hair development.
Park, G. T. and Morasso, M. 1.(1999). Regulation of the DIx3 homeobox Curr. Biol. 8, 1058-1068.

gene upon differentiation of mouse keratinocytésBiol. Chem.274 Suzuki, A. and Hemmati-Brivanlou, A. (2000). Xenopus embryonic E2F is

26599-26608. required for the formation of ventral and posterior cell fates during early
Park, G. T. and Morasso, M. 1.(2002). Bone morphogenetic protein-2 (BMP-  embryogenesisMol. Cell 5, 217-229.

2) transactivates DIx3 through Smadl and Smad4: alternative mode for Db&uzuki, S., Ota, Y., Ozawa, K. and Imamura, T.(2000). Dual-mode

induction in mouse keratinocyteNucleic Acids Res30, 515-522. regulation of hair growth cycle by two Fgf-5 gene produdtsinvest.
Parsa, R., Yang, A., McKeon, F. and Green, H1999). Association of p63 Dermatol.114, 456-463.

with proliferative potential in normal and neoplastic human keratinocytesThesleff, I. and Mikkola, M. L. (2002). Death receptor signaling giving life

J. Invest. Dermatoll13 1099-1105. to ectodermal organSci. STKE2002 E22.

Paus, R., Foitzik, K., Welker, P., Bulfone-Paus, S. and Eichmuller, S. Udvadia, A. J., Templeton, D. J. and Horowitz, J. M(1995). Functional
(1997). Transforming growth factor-beta receptor type | and type Il interactions between the retinoblastoma (Rb) protein and Sp-family
expression during murine hair follicle development and cyclingnvest. members: superactivation by Rb requires amino acids necessary for growth
Dermatol.109, 518-526. suppressionProc. Natl. Acad. Sci. US82, 3953-3957.

Paus, R., Muller-Rover, S., van Der Veen, C., Maurer, M., Eichmuller, S.,  Uehara, Y., Minowa, O., Mori, C., Shiota, K., Kuno, J., Noda, T. and
Ling, G., Hofmann, U., Foitzik, K., Mecklenburg, L. and Handjiski, B. Kitamura, N. (1995). Placental defect and embryonic lethality in mice

(1999). A comprehensive guide for the recognition and classification of lacking hepatocyte growth factor/scatter fachtmture373 702-705.
distinct stages of hair follicle morphogenesisinvest. Dermatoll 13 523- van Bokhoven, H. and Brunner, H. G.(2002). Splitting p63Am. J. Hum.

532. Genet.71, 1-13.

Pellegrini, G., Dellambra, E., Golisano, O., Martinelli, E., Fantozzi, I.,  van Bokhoven, H. and McKeon, F(2002). Mutations in the p53 homolog
Bondanza, S., Ponzin, D., McKeon, F. and de Luca, M2001). p63 p63: allele-specific developmental syndromes in hunieesds Mol. Med.
identifies keratinocyte stem celRroc. Natl. Acad. Sci. US28, 3156-3161. 8, 133-139.

Perez, P., Page, A. and Jorcano, J. (2000). Role of phosphorylated p50- van Genderen, C., Okamura, R. M., Farinas, ., Quo, R. G., Parslow, T.
NF-kappaB in the ultraviolet response of mouse skial. Carcinog.27, G., Bruhn, L. and Grossched|, R(1994). Development of several organs
272-279. that require inductive epithelial-mesenchymal interactions is impaired in

Pierce, A. M., Fisher, S. M., Conti, C. J. and Johnson, D. 1998). LEF-1-deficient miceGenes Dew, 2691-2703.

Deregulated expression of E2F1 induces hyperplasia and cooperates witfang, D., Russell, J. L. and Johnson, D. G2000). E2F4 and E2F1 have
ras in skin tumor developmer®ncogenel6, 1267-1276. similar proliferative properties but different apoptotic and oncogenic

Pispa, J., Jung, H. S., Jernvall, J., Kettunen, P., Mustonen, T., Tabata, M. properties in vivoMol. Cell Biol. 20, 3417-3424.

J., Kere, J. and Thesleff, 1.(1999). Cusp patterning defect in Tabby mouse Wang, D., Russell, J., Xu, H. and Johnson, D. G2001). Deregulated
teeth and its partial rescue by F@&®v. Biol.216, 521-534. expression of DP1 induces epidermal proliferation and enhances skin

Qu, S., Li, L. and Wisdom, R. (1997a). Alx-4: cDNA cloning and carcinogenesisMol. Carcinog.31, 90-100.
characterization of a novel paired-type homeodomain proGme203 Weinberg, R. A.(1995). The retinoblastoma protein and cell cycle control.
217-223. Cell 81, 323-330.

Qu, S., Niswender, K. D., Ji, Q., van der Meer, R., Keeney, D., Magnuson, Wiggan, O., Taniguchi-Sidle, A. and Hamel, P. A(1998). Interaction of the
M. A. and Wisdom, R. (1997b). Polydactyly and ectopic ZPA formation = pRB-family proteins with factors containing paired-like homeodomains.
in Alx-4 mutant miceDevelopmeni24, 3999-4008. Oncogenel6, 227-236.

Rohde, M., Warthoe, P., Gjetting, T., Lukas, J., Bartek, J. and Strauss, M.  Yang, A., Kaghad, M., Caput, D. and McKeon, F(2002). On the shoulders
(1996). The retinoblastoma protein modulates expression of genes codingof giants: p63, p73 and the rise of pF8nds Genetl8, 90-95.
for diverse classes of proteins including components of the extracellularang, A. and McKeon, F.(2000). P63 and P73: P53 mimics, menaces and
matrix. Oncogenel2, 2393-2401. more.Nat. Rev. Mol. Cell Bioll, 199-207.

Rosenquist, T. A. and Martin, G. R.(1996). Fibroblast growth factor Yang, A., Schweitzer, R., Sun, D., Kaghad, M., Walker, N., Bronson, R. T.,
signalling in the hair growth cycle: expression of the fibroblast growth factor Tabin, C., Sharpe, A., Caput, D., Crum, C. et al(1999). p63 is essential
receptor and ligand genes in the murine hair folliflev. Dyn.205 379- for regenerative proliferation in limb, craniofacial and epithelial
386. developmentNature398 714-718.

Satokata, I., Ma, L., Ohshima, H., Bei, M., Woo, |., Nishizawa, K., Maeda, Zhang, J., Tan, X., Contag, C. H., Lu, Y., Guo, D., Harris, S. E. and Feng,
T., Takano, Y., Uchiyama, M., Heaney, S. et al2000). Msx2 deficiency J. Q. (2002). Dissection of promoter control modules that direct Bmp4
in mice causes pleiotropic defects in bone growth and ectodermal organ expression in the epithelium-derived components of hair folli@eshem.
formation.Nat. Genet24, 391-395. Biophys. Res. CommuP93 1412-1419.

Scaal, M., Bonafede, A., Dathe, V., Sachs, M., Cann, G., Christ, B. and Zhao, X., Zhang, Z., Song, Y., Zhang, X., Zhang, Y., Hu, Y., Fromm, S.
Brand-Saberi, B. (1999). SF/HGF is a mediator between limb patterning H. and Chen, Y.(2000). Transgenically ectopic expression of Bmp4 to the
and muscle developmeri2evelopmeni26, 4885-4893. Msx1 mutant dental mesenchyme restores downstream gene expression but

Schmidt, C., Bladt, F., Goedecke, S., Brinkmann, V., Zschiesche, W., represses Shh and Bmp2 in the enamel knot of wild type tooth Nksch.
Sharpe, M., Gherardi, E. and Birchmeier, C. (1995). Scatter Dev. 99, 29-38.
factor/hepatocyte growth factor is essential for liver developnidgiure Zhou, P., Byrne, C., Jacobs, J. and Fuchs, E1995). Lymphoid enhancer

373 699-702. factor 1 directs hair follicle patterning and epithelial cell f&enes Dev.
Schmidt-Ullrich, R., Aebischer, T., Hulsken, J., Birchmeier, W., Klemm, 9, 700-713.

U. and Scheidereit, C.(2001). Requirement of NF-kappaB/Rel for the Zhu, S., Yoon, K., Sterneck, E., Johnson, P. F. and Smart, R. 2002).

development of hair follicles and other epidermal appendideselopment CCAAT/enhancer binding protein-beta is a mediator of keratinocyte survival

128 3843-3853. and skin tumorigenesis involving oncogenic Ras signaftimac. Natl. Acad.

Schneider, P., Street, S. L., Gaide, O., Hertig, S., Tardivel, A., Tschopp, J., Sci. USAQ9, 207-212.



Developmental Dynamics

Copy of e-mail Notification z7h1149

Your article ( 030460R1 ) from

Developmental Dynamics Published by John Wiley & Sons, Inc.
Dear Author,

Your article page proofs for Developmental Dynamics are ready for review. John Wiley & Sons has made
this article available to you online for faster, more efficient editing.

In order for Developmental Dynamics to maintain our free color figure

policy, it is often necessary to reduce figures from their original, submitted format. We ask you then to pay
particular attention to the resolution, size, legibility, and general quality of your color proofsas they appear
in this proof; please include a note of any necessary changes to the figures in your corrections.

Please follow the instructions below and you will be able to access a PDF version of your article as well as
relevant accompanying paperwork.

First, make sure you have a copy of Adobe Acrobat Reader software to read these files. This is free
software and is available for user downloading at http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep.html.

Open your web browser, and enter the following web address:
http://rapidproof.cadmus.com/RapidProof/retrieval/index.jsp

You will be prompted to log in, and asked for a password. Your login name
will be your email address, and your password will be ----

Example:

Login: your e-mail address
Password:  ----

The site contains one file, containing:

Author Instructions Checklist

Adobe Acrobat Users - NOTES tool sheet
Reprint Order form

A copy of your page proofs for your article

Print out this file, and fill out the forms by hand. (If you do not wish to
order reprints, please mark a "0" on the reprint order form.) Read your
page proofs carefully and:

- indicate changes or corrections in the margin of the page proofs

- answer all queries (footnotes A,B,C, etc.) on the last page of the PDF

proof

- proofread any tables and equations carefully

- check your figure legends for accuracy (as many color figures are reduced and stacked to conserve size
and price, please be sure to carefully examine the placement and rendering of each figure)

Within 48 hours, please return via fax or express mail all materials to the



Developmental Dynamics

Copy of e-mail Notification z7h1149

address given below. This will include:

1) Page proofs with corrections
2) Reprint Order form

Return to:

Patrick Snajder

Production Editor

John Wiley & Sons, Inc.

111 River Street, Hoboken, NJ 07030

Phone: 201-748-8807
Fax: 201-748-6825

Technical problems? If you experience technical problems downloading your
file or any other problem with the website listed above, please contact Doug Frank (frankd @cadmus.com,
phone: 717-721-2615).

Questions regarding your article? Please don’t hesitate to contact me with

any questions about the article itself, or if you have trouble interpreting

any of the questions listed at the end of your file. REMEMBER TO INCLUDE

YOUR ARTICLE NO. ( 030460R1 ) WITH ALL CORRESPONDENCE. This will help both
of us address your query most efficiently.

As this e-proofing system was designed to make the publishing process
easier for everyone, we welcome any and all feedback. Thanks for
participating in our e-proofing system!

This e-proof is to be used only for the purpose of returning corrections to the publisher.
Sincerely,

Patrick Snajder

Production Editor

John Wiley & Sons, Inc.

111 River Street, Hoboken, NJ 07030

Phone: 201-748-8807
Fax: 201-748-6825



WILEY

Publishers Since 1807
111 RIVER STREET, HOBOKEN, NJ 07030

DEVELOPMENTAL DYNAMICS PRODUCTION

**IMMEDIATE RESPONSE REQUIRED***
Please follow these instructions to avoid delay of publication.

[ ] READ PROOFS CAREFULLY
T This will be your only chance to review these proofs.
1 Please note that the volume and page numbers shown on the proofs are for position only.

[ ] ANSWER ALL QUERIES ON PROOFS (Queries for you to answer are attached as the last page of your proof.)
1 Mark all corrections directly on the proofs. Note that excessive author alterations may ultimately result in delay
of publication and extra costs may be charged to you.

[ ] CHECK FIGURES AND TABLES CAREFULLY
1 Check size, numbering, and orientation of figures.
1 Allimages in the PDF are downsampled (reduced to lower resolution and file size) to facilitate Internet delivery.
These images will appear at higher resolution and sharpness in the printed article.

[ ] COMPLETE REPRINT ORDER FORM
1  Fill out the attached reprint order form. It is important to return the form even if you are not ordering reprints.
Reprints will be shipped 4-6 weeks after your article appears in print.

[ ] ADDITIONAL COPIES
1 If you wish to purchase additional copies of the journal in which your article appears, please contact Jill Gottlieb
at (201) 748-8839, fax (201) 748-6021, or E-mail at jgottlieb@wiley.com

RETURN WITHIN 48 HOURS OF RECEIPT VIA FAX TO
201-748-6825

or direct questions to:

Patrick Snajder, Production Editor
Developmental Dynamics
Phone: 201-748-8807
Refer to journal acronym (DVDY) and article production number



Softproofing for advanced Adobe Acrobat Users - NOTES tool

NOTE: ACROBAT READER FROM THE INTERNET DOES NOT CONTAIN THE NOTES TOOL USED IN THIS PROCEDURE.

Acrobat annotation tools can be very useful for indicating changes to the PDF proof of your article.
By using Acrobat annotation tools, a full digital pathway can be maintained for your page proofs.

The NOTES annotation tool can be used with either Adobe Acrobat 3.0x or Adobe Acrobat 4.0.
Other annotation tools are also available in Acrobat 4.0, but this instruction sheet will concentrate
on how to use the NOTES tool. Acrobat Reader, the free Internet download software from Adobe,
DOES NOT contain the NOTES tool. In order to softproof using the NOTES tool you must have
the full software suite Adobe Acrobat Exchange 3.0x or Adobe Acrobat 4.0 installed on your com-
puter.

Steps for Softproofing using Adobe Acrobat NOTES tool:

1. Open the PDF page proof of your article using either Adobe Acrobat Exchange 3.0x or Adobe
Acrobat 4.0. Proof your article on-screen or print a copy for markup of changes.

2. Go to File/Preferences/Annotations (in Acrobat 4.0) or File/Preferences/Notes (in Acrobat 3.0)
and enter your name into the “default user” or “author” field. Also, set the font size at 9 or 10
point.

3. When you have decided on the corrections to your article, select the NOTES tool from the
Acrobat toolbox and click in the margin next to the text to be changed.

4. Enter your corrections into the NOTES text box window. Be sure to clearly indicate where the
correction is to be placed and what text it will effect. If necessary to avoid confusion, you can
use your TEXT SELECTION tool to copy the text to be corrected and paste it into the NOTES
text box window. At this point, you can type the corrections directly into the NOTES text
box window. DO NOT correct the text by typing directly on the PDF page.

5. Go through your entire article using the NOTES tool as described in Step 4.

6. When you have completed the corrections to your article, go to File/Export/Annotations (in
Acrobat 4.0) or File/Export/Notes (in Acrobat 3.0). Save your NOTES file to a place on your
harddrive where you can easily locate it. Name your NOTES file with the article number
assigned to your article in the original softproofing e-mail message.

7. When closing your article PDF be sure NOT to save changes to original file.

8. To make changes to a NOTES file you have exported, simply re-open the original PDF
proof file, go to File/Import/Notes and import the NOTES file you saved. Make changes and re-
export NOTES file keeping the same file name.

9. When complete, attach your NOTES file to a reply e-mail message. Be sure to include your
name, the date, and the title of the journal your article will be printed in.



c1

WILEY

Publishers Since 1807

REPRINT BILLING DEPARTMENT 1 111 RIVER STREET {1 HOBOKEN, NJ 07030
PHONE: (201) 748-8789; FAX: (201) 748-6326
E-MAIL: reprints@wiley.com
PREPUBLICATION REPRINT ORDER FORM
Please complete this form even if you are not ordering reprints. This form MUST be returned with your corrected proofs and original manuscript. Your
reprints will be shipped approximately 4 weeks after publication. Reprints ordered after printing will be substantially more expensive.

JOURNAL Developmental Dynamics VOLUME ISSUE
TITLE OF
MANUSCRIPT
MS.NO. DVDY- NO. OF AUTHOR(S)
PAGES
No. of Pages 100 Reprints 200 Reprints 300 Reprints 400 Reprints 500 Reprints
$ $ $ $ $
1-4 336 501 694 890 1052
5-8 469 703 987 1251 1477
9-12 594 923 1234 1565 1850
13-16 714 1156 1527 1901 2273
17-20 794 1340 1775 2212 2648
21-24 911 1529 2031 2536 3037
25-28 1004 1707 2267 2828 3388
29-32 1108 1894 2515 3135 3755
33-36 1219 2092 2773 3456 4143
37-40 1329 2290 3033 3776 4528
**REPRINTS ARE ONLY AVAILABLE IN LOTS OF 100. IF YOU WISH TO ORDER MORE THAN 500 REPRINTS, PLEASE CONTACT OUR
REPRINTS DEPARTMENT AT (201) 748-8789 FOR A PRICE QUOTE.

[0 Please send me reprints of the above article at $
Please add appropriate State and Local Tax (Tax Exempt No. ) $
for United States orders only.
Please add 5% Postage and Handling $
TOTAL AMOUNT OF ORDER** $
**International orders must be paid in currency and drawn on a U.S. bank
Please check one: [0 Check enclosed [ Billme [ Credit Card
If credit card order, charge to: [0 American Express [ Visa [ MasterCard
Credit Card No Signature Exp. Date
BILL TO: SHIP TO: (Please, no P.O. Box numbers)
Name Name
Institution Institution
Address Address
Purchase Order No. Phone Fax

E-mail




Fu

AQ: 1

| tapraid5/z7h-devdyn/z7h-devdyn/z7h00604/27h1149d04g | gockleyj | S=5 | 3/29/04 | 6:31 | Art: 030460R1 | |

DEVELOPMENTAL DYNAMICS 00:000-000, 2004

Functional Link Between Retinoblastoma Family of
Proteins and the Wnt Signaling Pathway in Mouse
Epidermis

Sergio Ruiz, Carmen Segrelles, Mirentxu Santos, M. Fernanda Laura, and JesUs M. Paramio*

The retinoblastoma family of proteins (pRb, p107, and p130) modulates cell cycle progression and differentiation of
several tissues. We have demonstrated recently that p107 and p130 regulate keratinocyte terminal differentiation and
hair follicle morphogenesis and development in vivo. This last aspect appears to be mediated by defective signaling
from the mesenchyme and is associated with altered bone morphogenetic protein-4 (BMP4) -dependent signaling.
However, many alterations were also found in the epithelial compartment. Given the importance of Bcatenin in hair
biology and in BMP signaling, we studied its expression in p107/p130-deficient skin. Although normal expression of
Bcatenin was found in p107/p130-deficient hair follicles, we found increased nuclear accumulation of Bcatenin in the
basal keratinocytes of the p107/p130-deficient mice skin. Biochemical analysis revealed that such an increase in
Bcatenin was due to the disruption of Axin/GSK3p/pcatenin complexes promoted by the increased expression of Frat,
the mouse homologue of GSK3Bbinding protein (GBP), in epidermis, precluding the degradation of Bcatenin.
Collectively, these data represent the first evidence that retinoblastoma family and Wnt signaling pathways might be

interconnected by functional links in skin. Developmental Dynamics 00:000-000, 2004. o 2004 Wiley-Liss, Inc.

Key words: epidermis; hair follicle; Bcatenin; Frat; retinoblastoma; Lef/TCF
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INTRODUCTION

The retinoblastoma family of proteins
(PRB, p107, p130) modulates the G,
fo S phase transition (Weinberg,
1995). Besides their functions as neg-
ative modulators of cell cycle pro-
gression, the proteins of the retino-
blastoma family modulate different
aspects of differentiation such as
clonal expansion, permanent cell
cycle withdrawal, and induction of
fissue-specific gene expression (re-
viewed in Lipinski and Jacks, 1999).
Most of these aspects have been
inferred from the data obtained in
mice lacking the different members
of the refinoblastoma family. pRb-

deficient animals die between day
13 and 15 of gestation, displaying
overt defects in erythroid, neuronal,
and lens development (Clarke et al.,
1992; Jacks et al., 1992; Lee et al.,
1992). However, recent data ob-
tained using fissue-specific ablation
of Rb gene have suggested that
these defects are due to a non-cell
autonomous effect rather than di-
rect effects in neurons and erythro-
poiesis (MacPherson et al., 2003; Wu
et al., 2003). Mice deficient in p107
or p130 develop normally and do
not display any overt phenotype
(Cobrinik et al., 1996; Lee et al,
1996), indicating that, in most of the

tissues, either p107 or p130 are dis-
pensable for development, suggest-
ing a functional overlap between
them. In agreement, mice lacking
both proteins die immediately after
birth and display shortened limbs
and defects in bone development,
associated with impaired chondro-
cyte differentiation (Cobrinik et al.,
1996). Of interest, it has been re-
ported that the genetic back-
ground may determine the devel-
opmental consequences of p107 or
p130 deficiency (LeCouter et al.,
1998a.b).

Mammalian skin is composed of
three different epithelial compart-
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ments: interfollicular epidermis, hair
follicles, and sebaceous associated
glands. The epidermis is a stratified
epithelium, where the proliferative
cells are confined to a single basal
layer and the nonproliferative differ-
entiating cells are located in the su-
prabasal layers. The skin is specially
characterized by the presence of
epidermal appendages. In particu-
lar, the hair follicles are of particular
interest. Hair follicle morphogenesis
and development suggests a series
of reciprocal inductive molecular in-
teractions between the epithelium
and the underlying mesenchyme
(Hardy, 1992). Several families of
morphogens, including fibroblast
growth factors, bone morphoge-
netic proteins (BMPs), fransforming
growth factor-beta, and Sonic
Hedgehog are expressed in devel-
oping hair follicles and play impor-
tant roles in communication be-
tween epithelial and mesenchymal
cells (for reviews, see Hardy, 1992;
Fuchs, 1998; Fuchs et al., 2001; Fuchs
and Raghavan, 2002; Millar, 2002;
Alonso and Fuchs, 2003). More re-
cently, members of the fumor necro-
sis factor-alpha receptor superfam-
ily, eda and edar (Tabby/downless
in mouse; Headon and Overbeek,
1999; Mikkola et al., 1999; Monreal et
al., 1999; Laurikkala et al., 2002) and
their subsequent signaling through
NF«B family of franscription factors
(Courtois et al., 2001; Doffinger et al.,
2001; Schmidt-Ullich et al., 2001)
have also been involved in hair folli-
cle morphogenesis and cycling. Fi-
nally, several lines of evidence have
also supported an essential role for
Wnt-dependent signaling in  hair
morphogenesis.

The evidence for the involvement
of Wnt signaling in regulating follicle
development stems from the pheno-
types of mice carrying gain- and
loss-of-function mutations in down-
stfream effector genes of the canon-
ical Wnt signaling pathway, such as
Bcatenin and Lefl. Binding of Wnt
proteins to their receptors, Frizzled
proteins, activates a conserved sig-
naling pathway that allows the sto-
bilization of cyftoplasmic Bcatenin
and its translocation to the nucleus.
Nuclear Bcatenin forms active tran-
scription complexes with the LEF/TCF
family of DNA binding factors

(Wodarz and Nusse, 1998; Nusse,
1999). Nuclear localization of Bcate-
nin and its partner Lefl appear in
epithelial and mesenchymal com-
partments as soon as hair follicle for-
mation is induced (DasGupta and
Fuchs, 1999; Merrill et al., 2001). The
specific ablatfion of Bcafenin gene
in epidermis results in a deficiency in
hair follicle formation (Huelsken et
al., 2001), whereas nondegradable
Bcatenin expression in skin leads to
de novo hair formation (Gat et al.,
1998). In addition, mice lacking Lef,
do not develop whiskers and show a
reduced number of body hairs (van
Genderen et al., 1994), and the in-
creased expression of Lefl in the epi-
dermis of fransgenic animals leads
to defects in the positioning and ori-
entation of hair follicles (Zhou et al.,
1995). Transient activation of pcate-
nin is sufficient to trigger the anagen
phase in postnatal hair (Van Mater
et al., 2003) and induce the specific
expression of hair keratins (Merrill et
al., 2001). Finally, the ectopic expres-
sion of Dickkopf 1, a potent diffusible
inhibitor of Wnt action, in the epider-
mis of fransgenic mice produces a
complete failure of placode forma-
fion before morphological or molec-
ular signs of hair differentiation (Andl
et al., 2002). Taken together, these
results have revealed the essential
role of the Wnt pathway in hair folli-
cle morphogenesis and develop-
ment.

Regarding the possible role of the
retinoblastoma family in epidermis
and epidermal appendages, we
have reported their differential ex-
pression and cooperative roles dur-
ing in vitro human keratinocyte dif-
ferentiation (Paramio et al., 1998,
2000). More recently, we have
shown that the epidermis of mice
lacking p107 and p130 displays im-
paired terminal differentiation in vivo
(Ruiz et al., 2003). In addition, dou-
ble-null animals showed a reduced
number and delayed development
of hair follicles (Ruiz et al., 2003). The
mechanisms underlying hair alter-
ation appeared to be associated
with impaired BMP4-dependent sig-
naling. Graft experiments of p107/
p130-deficient skin in NOD/scid mice
revealed that this was mainly due to
a mesenchymal defect, as hair for-
mation and BMP4 expression were

restored (Ruiz et al., 2003). On the
other hand, these graft experiments
also demonstrated several alter-
ations, such as abnormal hair folli-
cles, epithelioid cysts, and altered
hair cycling, that were also sugges-
five of altered epithelial signaling
(Ruiz et al., 2003). Given the impor-
tance of Wnt signaling in hair follicle
cell fate and the involvement of
Bcatenin in regulating BMP signaling
(Botchkarev et al., 2002; Kim et al.,
2002; Schwartz et al., 2003; Soshni-
kova et al., 2003), we have studied
the expression and localization of
pBcatenin in p107- and/or p130-defi-
cient skin. Our data demonstrate
that the absence of p107 and p130
leads to aberrant gcatenin nuclear
localization in basal keratinocytes
due to Frat increased expression.
These results suggest for the first time,
the existence of a functional link be-
tween pocket protein family func-
tfion and Wnt signaling pathway in
epidermis.

RESULTS AND DISCUSSION

pBcatenin Is Localized in the
Nuclei of Basal Cells in
p107/p130 Null Skin

The epidermis of animals lacking
both p107 and p130 display several
abnormalities, including altered ter-
minal differentiation and a general-
ized decrease in the number of the
hair follicles, which also show a clear
developmental delay (Fig. TA,B, see
also Ruiz et al., 2003). Our previous
studies have demonstrated that the
hair abnormalities in p107/p130-null
skin were associated with altered
BMP4-dependent signaling, includ-
ing decreased ANp63 expression
(Ruiz et al., 2003). Skin grafts of p107/
p130-deficient epidermis onto NOD/
scid mice showed restored BMP4 ex-
pression and normal hair formation.
This finding indicates the existence
of defective mesenchymal signaling
during hair formation in the absence
of p107 and p130. However, follicu-
lar cysts, misoriented and dysplastic
follicles, tfogether with aberrant hair
cycling, were also observed in the
p107/p130-deficient skin transplants
(Fig. 1D), compared with control
grafts (Fig. 1C), thus also indicating
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defective epithelial compartment
(Ruiz et al., 2003).

Given the relevance of pcatenin,
as essential mediator of the Wnt
pathway in the hair follicle biology
and as a regulator of BMP4 expres-
sion (see Infroduction section), we
investigated their expression in the
epidermis of p107/p130 null animails.
Immunohistochemical analysis re-
vealed a clear nuclear localization
of Bcatenin in the basal keratino-
cytes of the epidermis of animals
lacking both p107 and pl130 (Fig.
2B,B") compared with double het-
erozygous animals (Fig. 2A,A"). This
abnormal localization suggests that
the absence of pl107 and pl30
might lead fo alteratfions in the Wnt
pathway in epidermis. However, in
both genotypes, pBcatenin pre-
sented normal localization in hair fol-
licles at 18.5 days post coitum (dpc),
as described by others (DasGupta
and Fuchs, 1999; Zhu and Watt,
1999; Merrill et al., 2001; Niemann et
al., 2002).

Western blot analysis of whole skin
extracts revealed no changes in the
total amount of Bcatenin (Fig. 2C).
This might be explained because
most of Bcatenin is associated with
adhesion complexes in normal epi-
dermis (Fig. 2A"). In addition, the in-
crease in Bcatenin observed in the
basal layer could be compensated
in the total amount by the decrease
in the number of hair follicles in p107/
p130 null skin, which normally con-
tain high levels of Bcatenin (Fig. 2B).

Among the different molecular
mechanisms responsible for the nu-
clear Bcatenin accumulation, Wnt
pathway appears to be prominent. In
the absence of Wnt signaling, pcate-
nin forms a complex with Axin and the
product of the APC tumor suppressor
gene that promotes the phosphoryla-
fion of specific residues in the amino
ferminus of Bcatenin by glycogen syn-
thase kinase 3B (GSK3B). The F-box
protein Slimb/B TrCP recognizes phos-
phorylated Bcatenin and drives it to
degradation by the ubiquitin-proteo-
some system. On the contrary, Wnt
signaling promotes the displacement
of Axin and Bcatenin from GSK3pB
complexes, precluding their phos-
phorylation and leading to nuclear
pBcatenin  accumulation.  Nuclear
pcatenin bind to TCF/Lefl tfranscrip-

tion factors to activate the transcrip-
fion of specific target genes (re-
viewed in Cadigan and Nusse, 1997;
Wodarz and Nusse, 1998; Eastman
and Grosschedl, 1999; Nusse, 1999).

To analyze the pool of free pcate-
nin, which is responsible for its nuclear
franslocation, we used a construct
coding for the glutathione-Strans-
ferase (GST) -tagged cytoplasmic
fragment of E-cadherin. This fragment
interacts with cytoplasmic pcatenin
but not with that complexed in adhe-
sion structures (Orsulic et al., 1999).
Pull-down experiments confirmed the
increase in free Bcatenin and, thus,
the nuclear accumulation detected
by immunohistochemical methods in
the basal layer of p107/p130 null epi-
dermis (Fig. 2D). These data would im-
plicate a decrease in phosphorylated
Bcatenin. To test this aspect, we im-
munoprecipitated  fotal Bcatenin
fromm whole skin extracts, and the im-
munoprecipitates were probed by
Western blot using antibodies that
specifically recognize the amino-
phosphorylated residues of pcatenin.
The results obtained demonstrated a
clear decrease in the phosphorylated
Bcatenin in the p107/p130 null ani-
mails (Fig. 2E).

The expression of a consfifutively
stable Bcatenin in epidermis of frans-
genic mice is associated with the ap-
parition of newly formed hair follicles
within  the interfollicular epidermis
(Gat et al., 1998). However, we found
decreased number and delayed de-
velopment of hair follicles in p107/
p130 null mice together with an in-
crease in nuclear Bcatenin. In this
regard, it is important to remark that
the new follicles in Bcatenin frans-
genic mice are only formed when the
second hair cycle starts, while no phe-
notype occurred in hairs during em-
bryogenesis (Gat et al., 1998). These
data indicate that the nuclear accu-
mulation of gcatenin is not sufficient
to induce the novo hair morphogen-
esis during embryonic development,
and additional signals are required.
These putative signals are probably
absent in embryonic hair follicles, ex-
plaining why in the transgenic mice,
as well as in the p107/p130 null skin,
there is no ectopic hair formation at
this age. In addition, the possible infer-
action of Bcatenin with different fran-
scriptional modulators such as CBP/

300, TLE, and/or Lef-1/TCF could also
be altered in the p107/p130 null skin,
explaining the absence of newly
formed hair follicles. These aspects will
merit future analysis.

Nuclear Localization of
pBCatenin Is Induced by Frat
Protein Overexpression

We next investigated the mecho-
nism by which p107 and p130 defi-
ciency induced Bcatenin nuclear
accumulation. Wnt signaling is able
to modify GSK3B activity, which reg-
ulates Bcatenin translocation to the
nucleus by phosphorylation. More-
over, ofher signals can act directly
on GSK3g or indirectly on pcatenin.
The serine/threonine kinase Akt/PKB
can phosphorylate and, thus, inhibit
GSK3B (reviewed in Datta et al.,
1999). We found that the activity
and the expression of Akt were simi-
lar in all the genotypes (Fig. 3A).
Nonetheless, the decrease ob-
served in phosphorylated Bcatenin
(Fig. 2E) would indicate a decrease
in GSK3B activity on pcatenin. We
thus tested the expression of differ-
ent Wnt signaling components,
which may influence such activity.
Western blot analysis demonstrated
that the expression of Axin, Slimb/
BTrCP (Fig. 3C)., GSK3p (Fig. 3B), and
Bcatenin (Fig. 2E) were similar in all
the genotypes. Recently, a GSK3 B
inhibitor, GBP (GSK3B binding pro-
tein), was identified in Xenopus
based on its ability to bind fo GSK3B
and inhibit GSK3p-mediated phos-
phorylation of specific substrates
(Yost et al,, 1998). The mammalian
homologue Frat was cloned from ifs
tumor-promoting activity in T-lym-
phocytes (Jonkers et al., 1997). Three
different isoforms have been de-
scribed in mice, and at least one of
them, Fratl, is expressed at mRNA
level in epidermis and vibrissae at
newborn stage (Jonkers et al., 1999).
However, Frat protein expression is
very limited in the skin and cannot
be detected by biochemical meth-
ods (Fig. 3C). Western blot analysis
demonstrated overexpression of Frat
in p107/p130 null animals (Fig. 3C).
It has been reported that Wnt sig-
naling-induced GBP/Frat expression
specifically inhibits the phosphoryla-
fion of Bcatenin and Axin driven by
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Fig. 1. Epidermal alterationsin p107/p130-
deficent mice and in p107/p130-deficient
epidermis grafted onto NOD/scid mice.
A,B: Hematoxylin-eosin skin sections of
wild-type (A) and p107/p130 null (B) 18.5
days post coitum embryos showing the de-
crease in hair follicle and also a clear de-
velopmental delay in hair morphogenesis
in absence of p107 and p130. C: Section of
skin graft from control heterozygous mice
showing normal anagen hair follicles.
D: Skin graft from p107/p130 doubly defi-
cient showing several abnormalities, in-
cluding epidermal hyperplasia, dysplastic
hairs sharing a unique hair canal, misori-
ented follicles, follicular cysts, and hyper-
plastic sebaceous glands were commonly
detected in p107/p130 doubly deficient
grafts. Scale bars = 150 um in A-D.

GSK3p without inhibition of its activity
to phosphorylate GS-1 (Li et al., 1999;
Thomas et al., 1999), and this finding
appears to be promoted by disrup-
fion of the Axin-GSK3p -Bcatenin
complexes. In fact, GSK3p activity
probed against GS-1 did not
change in p107/p130 null animals
(Fig. 3B). To test the presence of Axin-
GSK3B -pcatenin complexes in p107
and/or p130 null epidermis, we per-
formed immunoprecipitation-West-
ern blot experiments. We found that

T ea
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Fig. 2. Increased nuclear localization of Bcatenin in the basal layer of p107/p130 null epider-
mis. A,B: Immunohistochemical analysis of fcatenin showed increased nuclear localization in
the basal layer of p107/p130 null mice epidermis (B,B"), compared with wid4ype littermates
(AA"). C: Western blot analysis of total Bcatenin protein in skin extracts of the stated genotypes.
D: Pull-down experiment using a GST-bound cytoplasmic fragment of E-<cadherin demonstrated
anincrease in the free Bcatenin pool in p107/p130 null mice epidermis. E: gCatenin in p107/p130
null animails is hypophosphorylated as demonstrated by Western blot using antibodies that
specifically recognize the Bcatenin phosphorylated in Ser 33/37/45 and Thr 41.
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Fig. 3. Frat protein overexpression in the
basal layer of p107/p130 null epidermis.
A: Akt expression and kinase activity show-
ing no changes among the different geno-
types. B: Absence of major alterations in
GSK3B expression and kinase activity
against GS-1. C: Western blots of total skin
extracts probed against the quoted com-
ponents of the Wnt-pathway. D: GSK3B was
immunoprecipitated from total skin ex-
tracts, and the immunocomplexes were
subsequently probed with antibodies
against GSK3B, Axin, Bcatenin, and Frat as
stated. Note the absence of Axin and
Bcatenin and the presence of Frat in GSK3p3
complexes in skin extracts of p107/p130
null animals. E: Western blot against Axin of
p107/p130 null or double heterozygous skin
extracts tfreated with phosphatase at the
stated times, showing the shift of its appar-
ent mobility, demonstrating the presence of
hypophosphorylated Axin in p107/p130
null mice.

Axin and Bcatenin were coprecipi-
tated with GSK3p in all the geno-
types except in p107/p130 null ani-
mals (Fig. 3D). On the contrary, Frat
was only present in GSK3p-contain-
ing complexes in p107/p130 null an-

imals (Fig. 3D), indicating that such
Frat overexpression disrupted the
GSK3B-Axin-gcatenin complex, im-
pairing the Bcatenin phosphorylo-
fion and leading to its nuclear accu-
mulation.

Finally, because Frat also appears
to inhibit Axin  phosphorylation
(Thomas et al.,, 1999; Willert et al.,
1999). we analyzed this aspect. Axin
phosphorylation can be easily mon-
itored by a partial shift in the appar-
ent mobility of the protein (Willert et
al.,, 1999). We found that Axin from
p107/p130 null animals migrated
faster than that from confrol litter-
mates. In addition, the phosphatase
freatment of the control extracts
changes the Axin mobility to that
observed in p107/p130 null animals
(Fig. 3E). This finding suggested that
Axin phosphorylation by GSK3B is
also impaired in p107/p130 null ani-
mals.

Frat Protein Overexpression Is
Sufficient to Induce Nuclear
Translocation of BCatenin in
Keratinocytes

To further confirm the above-com-
mented data, a series of experi-
ments were carried out. First, we an-
alyzed the expression of Frat in the
epidermis of mice lacking p107 and
p130 and compared it with conftrols.
We observed that, in control mice
epidermis, Frat expression is re-
stricted to some epithelial cells of the
hair follicles (Fig. 4A). mainly in the
lower part of the outer root sheath.
In contrast, in double-null skin, Frat
staining was clearly detected not
only in the epithelial cells of the hair
follicles but also in the interfollicular
epidermis, predominantly in the
basal layer (Fig. 4B).

The expression of Frat and nuclear
pBcatenin in the basal layer of the
interfollicular epidermis led us to in-
vestigate if the increased expression
of Frat would be responsible for the
observed nuclear localization of
Bcatenin. Frat was expressed in wild-
type primary keratinocytes by retro-
viral infection. We observed that
Frat overexpression (Fig. 4C) leads to
nuclear pcatenin  accumulation,
whereas only few cells displayed nu-
clear Bcatenin upon infection with a
mutant lacking the GSK3g-interact-

ing domain (AGBD; Fig. 4D). Finally,
we also tested the ability of tfranslo-
cated endogenous Bcatenin to ac-
fivate Lef/TCF-dependent franscrip-
tion. Wild-type primary keratinocytes
were transfected with a reporter
plasmid together with the above
mentioned Frat constructs. It is worth
mentioning that the p107/p130 dou-
ble-null keratinocytes displayed re-
duced growth capabilities in vitro,
thus precluding their use in similar ex-
periments. We found that, in agree-
ment with their ability to franslocate
Bcatenin to nuclei, Frat and, to a
minor extent, the AGBD mutant ac-
tivated the transcription but only in
the presence of cotransfected Lefl
protein (Fig. 4E). Taken together,
these results demonstrate that the
absence of p107 and p130 leads to
increased Frat expression, and this
finding is responsible for the ob-
served nuclear Bcatenin localization
in the epidermis of p107/p130 null
animals.

Expression and Localization of
pBCatenin and Frat Are
Restored in Grafts

When p107/p130-deficient epider-
mis is graffed onto NOD/scid mice,
hair growth is restored (Fig. 1D; Ruiz
et al., 2003). However, several alter-
ations in hair morphogenesis and cy-
cling are present in these grafts (Fig.
1D), suggesting some epithelial al-
terations. Consequently, we investi-
gated possible alterations in Bcate-
nin and Fraft expression in these
fransplanted skins. We found that
the Frat overexpression displayed in
p107/p130-deficient epidermis is not
observed in the grafts (Fig. 5AA").
On the confrary, the pattern of Frat
expression in the anagen follicles
(Fig. 5A) was similar to that observed
in control mice (Fig. 4A) and in con-
tfrol grafts (not shown). In agreement
with such restored expression, the lo-
calization of Bcatenin was also re-
stored and no ectopic expression of
this protein was observed in the
basal layer of the grafted epidermis
(Fig. 5B,B"). Moreover, we observed
normal expression of Bcatenin and
Lef-1 in the bulb of aberrant hair fol-
licles (Fig. 5C and D, respectively).
This finding indicates that the alter-
ations observed in p107/p130-defi-
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Fig. 4. Expression of Frat in p107/p130 kera-
finocytes might allow nuclear localization
of Bcatenin. A,B: The expression of Frat was
monitored in double-heterozygous (A) and
in double-deficient (B) epidermis by immu-
nohistochemical methods. Note that Frat
expression in control mice is restricted to
the lower part of the hair follicle and con-
fined to some cells of the outer root sheath.
In doubly deficient mice, a continuous ex-
pression of Frat was detected not only in
hair follicles but also in most of the basal
layer of the interfollicular epidermis. C,D:
Primary keratinocytes derived from wild-
type mice were transduced with retrovirus
coding for full-length Frat (C) or a mutant
form of Frat lacking the GSK3g binding do-
main, FratAGBD (D). The localization of
Bcatenin was then monitored by immuno-
fluorescence in the transduced cultures.
Note that full-length Frat but not the mutant
induces the nuclear localization of endog-
enous Bcatenin (arrows) in the keratino-
cytes, whereas only few cells transduced
with the mutant construct (FratAGBD) dis-
play nuclear Bcatenin staining (arrows).
E: Frat cooperates with Lefl to induce
pcatenin-dependent TCF transcriptional ac-
fivation. Primary wild-type keratinocytes
were transfected with the quoted plasmids,
and the activation of the reporter construct
TOPflash or control FOPflash construct was
monitored by luciferase activity.

Fig. 5. Expression of Frat and Bcatenin is
restored in grafts. A-D: Immunohistochemi-
cal localization of Frat (denoted by arrows
in A, A"), Bcatenin (B,B’,C), and Lef-1 (D) in
p107/p130-deficient epidermis grafted onto
NOD/scid mice, demonstrating the normail
localization of these proteins in the trans-
plants. In C and D, d denotes dermal pa-
pilla and m denotes matrix hair cells.
Dashed lines in B’, C, and D denote epithe-
lial-mesenchymal junction. Scale bars =
100 pm in A,B, in C (applies to C,D).

cient grafts (Fig. 1D, see also Ruiz et
al., 2003) are not due to misexpres-
sion of Bcatenin or Lef-1.

In summary, here we present evi-
dence that the absence of pl107
and pl30 retinoblastoma family
members leads to aberrant nuclear
localization of Bcatenin. This finding
appears to proceed through the
overexpression of Frat, which dis-
rupts the pathway of Bcatenin deg-
radation, allowing its nuclear accu-
mulation. However, this process
does not take place in grafted epi-
dermis, thus suggesting the possible
involvement of dermal signaling. In
this regard, we have shown previ-
ously that a defective BMP4-depen-
dent signaling in the dermis occurs in
p107/p130-deficient skin, and this
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defect is also restored in grafts (Ruiz
et al, 2003). The parallelism be-
fween the altered expression of
BMP4 and Frat in double-null epider-
mis and their restorafion in grafts
strongly might suggest a connection
between these two molecules. Re-
cently, it has been demonstrated
that BMP4 is able to induce the Wnt
antagonist Dickkopf-1 (Grotewold
and Ruther, 2002a,b). However, the
possible functional link between
BMP4 and Frat, if any, remains to be
elucidated. The possibility that other
pathways besides BMP and Wnt are
affected in p107/p130 epidermis is
clearly demonstrated by the re-
stored expression of BMP4 and
Bcatenin/lef-1/Frat in the fransplants
together with several different
anomalies. In this regard, the in-
creased BMP2/4 activity promoted
by noggin ablation leads to a de-
creased Bcatenin, shh, and p75NTR
expression (Botchkarev et al., 2002).
These possibilities will be addressed
in future experiments.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mice and Histological
Procedures

The mice with the different geno-
types were generated and identi-
fied by PCR as described (Cobrinik
et al., 1996; Lee et al.,, 1996). Normall
skin sections were fixed in 4% buff-
ered formalin or 70% ethanol and
embedded in paraffin. Five-micro-
meter-thick sections were stained
with hematoxylin/eosin or processed
for immunohistochemistry and anao-
lyzed with a Zeiss microscope.

Immunohistochemical Methods

Immunohistochemistry  was  per-
formed on deparaffinized sections
by using antibodies against Bcate-
nin (1/200 dilution of mouse mono-
clonal antibody (mAb), Transduction
Laboratories) or Frat (S-20, Santa
Cruz Biotechnology, diluted 1/100).
Biotin-coupled secondary antfibod-
ies were purchased from Jackson
Immunoresearch Laboratories and
used at 1:5,000 dilution. The positive
staining was visualized by using ABC
elite kit (Vector) and Vector DAB kit.
Slides were counterstained with he-

matoxylin. Negative control slides
were obtained by replacing the pri-
mary antfibody with phosphate buff-
ered saline (data not shown).

Western Blot and Kinase
Assays

Total protein skin or keratinocyte ex-
fracts were obtained in buffer A (20
mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, 1
mM ethyleneglycol tetraacetic acid,
1% Triton X-100, 2.5 mM sodium pyro-
phosphate, 1T mM Bglycerolphos-
phate, T mM NazVO, 1 ug/ml leu-
pepftin, 1 wg/ml aprotinin, and T mM
phenylmethyl sulfonyl fluoride). A total
of 25 pg of protein was used in sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis, fransferred to nitro-
cellulose (Amersham), and probed
with antibodies against GSK3g (Trans-
duction Laboratories and Santa Cruz
Biotech), pBcatenin (see above),
Akt1/2, Axin, Slim/BTrcP, or Frat (all pur-
chased from Sta. Cruz Biotech and
diluted 1/500 in TBS-T). Blots were de-
veloped by using WestPicosignal
(Pierce) following the manufacturers’
recommendations. Akt and GSK3 ki-
nase assays were performed essen-
tially as described (Leis et al., 2002;
Segrelles et al., 2002) after immuno-
precipitation of 50 pg of total protein
skin extracts with anfi-Akt or GSK3p3
antibodies and by using histone 2B
(Roche) or glycogen synthase |
(Sigma) as substrates, respectively. For
the analysis of phosphorylated Bcate-
nin, after immunoprecipitation, West-
ern blots were probed with a mixture
of antibodies that specifically recog-
nize the Bcatenin phosphorylated in
Ser 33/37/45 and Thr 41 (Cell Signal-
inQ). Pull-down experiments were per-
formed by using a bacterially ex-
pressed GST-coupled cytoplasmic
fragment of E-cadherin (generously
provided by Dr. S. Pece). To analyze
the GSK3B complexes, we perform
immunoprecipitation experiment
against GSK3B and the inmunopre-
cipitates were probed by Western
blot with the stated antibodies. The
analysis of Axin phosphorylation by
changes in apparent gel mobility was
performed upon freatment of fotfal
protein extracts with calf intestine
phosphatase (Roche).

Mouse Skin Grafts

Dorsal full-thickness skin pieces of 2-3
cm? were obtained from 18.5 dpc
p107/p130 double-null mice or dou-
ble heterozygous littermates as con-
trol. Donor skin pieces were grafted
onto a wound created by removing
a similar-sized piece of full-thickness
back skin in female immunodeficient
NOD/scid recipient mice. Graft and
host skin edges were joined using
surgical silk suture, and the grafted
area was covered with a thin layer
of NewSkin (Medtech, Jackson) as
the only protective dressing. This pro-
cedure allows graft-take monitoring
and produced normal haired donor
skin. Graft recipient animals were
routinely monitored for hair growth
and killed by 2-8 weeks after graft-
ing. The graft containing area was
excised and processed for histopa-
thology or immunohistochemical
analysis as described above.

Luciferase Assays

Primary keratinocytes were cultured
in 0.05 MM Ca?" EMEM (GibcoBRL)
supplemented with 4% chelex-
freated fetal bovine serum, epider-
mal growth factor (10 ng/ml), and
antibiotics.  Transient fransfections
were performed with the Superfect
reagent (Qiagen) according to the
manufacturer’s protocol. Forty-eight
hours after transfection, cells were
harvested for luciferase assays (Pro-
mega Dual-Luciferase Kit). Firefly Iu-
ciferase values were standardized to
Renilla luciferase values (pRL-SVA0;
Prommega) to account for differ-
ences in fransfection efficiency be-
tween samples. As a conftrol, the
pBcatenin/Lefl reporter (TOPflash),
was replaced by a mutant (FOP-
flash) reporter to ensure that values
were dependent on the Lefl/Tcf-
binding sites in the promoter. Expres-
sion plasmids coding for Lef-1 (kindly
provided by Dr. A. Cano), Frat1, and
GSK3B-binding-defective  mutant
Fratl (FratAGBD; kindly provided by
Dr. A. Berns) were used.

Immunofluorescence Analysis

Primary  wild-type  keratinocytes
were grown onto glass coverslips for
at least 24 hr. Afterward, cultures
were infected with retroviruses cod-
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ing for Fratl or Frat1AGBD protein.
Forty-eight hours after infection, cells
were fixed with 4% paraformalde-
hyde and localization of Bcatenin
was monifored by immunofluores-
cence using a 1/200 dilution of
mouse mAb (Transduction Labora-
tories) following a previously de-
scribed protocol (Paramio et al,
2001).
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Summary

The retinoblastoma gene product, pRb, plays a crucial role keratinocytes, preventing cell cycle re-entry. However, p107
in cell cycle regulation, differentiation and inhibition of = compensates for the effects of Rb loss as the phenotypic
oncogenic transformation. pRb and its closely related abnormalities of RoF19F18K14crekeratinocytes in vivo and
family members p107 and p130 perform exclusive and in vitro become more severe with the concurrent loss of
overlapping functions during mouse development. The pl07alleles. p107 alone appears to be dispensable for all
embryonic lethality of Rb-null animals restricts the these phenotypic changes, as the presence of a single
phenotypic analysis of these mice to mid-gestation allele in a plO7null background rescues all these
embryogenesis. We employed the CilekP system to study alterations. Luciferase reporter experiments indicate that
the function of Rb in adult mouse stratified epithelium. these phenotypic alterations might be mediated by
RbF19F1SK14cre mice displayed hyperplasia and increased E2F activity. Our findings support a model in
hyperkeratosis in the epidermis with increased which pRb in conjunction with p107 plays a central role in
proliferation and aberrant expression of differentiation  regulating epidermal homeostasis.

markers. In vitro, pRb is essential for the maintainance of

the postmitotic state of terminally differentiated  Key words: Mouse, Rb1, Rbl1, Rbl2,

Introduction proliferation and differentiation have been obtained from

The Rb family of pocket proteins comprises three member§nockout models. Mice lacking pRb die in utero displaying
pRb, p107 and p130 that have unique and overlappin efects in erythroid, neuronal and lens fiber cell differentiation
functions in cell cycle control, differentiation and inhibition of (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992).
oncogenic transformation (Classon and Harlow, 2002). oyvhereas mice with null mutations in eithpl07 (Rbl1 —
these, Rb (Rbl — Mouse Genome Informatics) is the Mouse Genome Informatics) pd30(Rbl2— Mouse Genome
predominant family member found mutated in a significantnformatics) are viable and normal, mice lacking bpf®7
number Of human cancer types_ Disruption of Riepathway’ a.nd p130 d|e at b|r-th W|th _defQCtS n e.ndOChondl’al bone-
through directRb mutation or via mutations in upstream development associated with inappropriate cell cycle exit
regulators ofRb function, such as in cyclin D1Cdk4 or (Cobrinik et al., 1996; Lee et al., 1996). This indicates that
plén4a is a hallmark of sporadic cancer (Sherr andP107 and p130 perform overlapping functions that cannot be
McCormick, 2002; Weinberg, 1995). carried out by pRb. Similarly, pRb may have overlapping
Rbencodes a nuclear phosphoprotein that actively repressé#ictions with p130 that are not shared with p107 (Ciarmatori
genes required for the G1-S transition mainly through thét al., 2001). Finally, mice deficient for both pRb and p107
binding to members of the E2F transcription factor familyshow an aggravategb-null phenotype (Lee et al., 1996), and
(Dyson, 1998). As cell cycle progresses, pRb is phosphorylatétiouse embryo fibroblasts lacking all three Rb family members
by cyclin/CDK complexes, resulting in the release of boundire immortal and do not respond to senescence inducing
E2Fs and allowing the G1 to S progression. Accordinglysignals (Dannenberg et al., 2000; Sage et al., 2000).
forced expression of pRb leads to growth arrest, and suppressedhe epidermis is well suited to study proliferation and
pRb-deficient tumor growth in mice (Riley et al., 1996). pRbdifferentiation as both processes are compartmentalized. The
inactivation is further regulated by two families of CDK proliferative cells are confined to a single basal layer and the
inhibitors (CKIls) that regulate the CDK kinase activity (Harpernon-proliferative differentiating cells are located in the
and Elledge, 1996). suprabasal layers. At their final stage of differentiation,
Most of the insights into the role of the Rb family in epidermal cells are shed from the skin. This process requires a
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continuous replenishment of cells, which is fulfilled by Skin samples were fixed in 10% buffered formalin or in 70% ethanol,
epidermal stem cells. These stem cells display a lownd embedded in paraffin wax. Sectionsu(d) were stained with

proliferative rate and give rise to all the epidermal cell subtypedaematoxylin/Eosin or processed for immunohistochemistry.
(Fuchs et al., 2001). Cryosections (§im) were prepared from skin samples embedded in

The induction and maintenance of cell cycle arrest is crucié?C.Thtm‘idri]”m' For tBrdU $ft.“die§* Tice tw?reziorggcted (0.1 mg/g
for normal tissue homeostasis and regulators of the cell cch?ée'g ) 1 hour prior to sacrifice (Santos et al., ):

also modulate epidermal differentiation (Di Cunto et al., 1998antibodies and immunofluorescence

Paramio et al., 1998; Ruiz et al., 2003; Zhang et al., 1998;mynofiuorescence was performed using standard protocols on
Zhang et al., 1999). Recently, the Rb family has beeReparaffinized sections using antibodies against K10 (K8.60 mAb,
implicated in several aspects of differentiation processes suahe00 dilution, Sigma), K5 and K6 (both at 1/500 dilution, rabbit
as terminal cell cycle exit, maintenance of the post-mitotic statgolyclonal antibody, Covance). BrdU incorporation was monitored in
and induction of tissue-specific gene expression (Lipinski antprmalin-fixed sections as described (Santos et al., 2002).
Jacks, 1999). Horseradish-peroxidase, Texas-Red- and FITC-conjugated secondary
We and others have found a role for Rb family membergntibodies were purchased from Jackson and used 1/4000, 1/500 and

; f i ; ot ; ; 1/50 dilution, respectively. Apoptosis was monitored using Apoptag
gﬁrln]g-jgggl|np\gﬁg)m(?(ljffeg?m;itloggogzak)er?::c&s)i/rt]gs Efliﬂeartslgiiiﬁf:kit (Oncor). Peroxidase was visualized using DAB kit (Vector).

. - : L , ‘Control slides were obtained by replacing the primary antibody with
interaction with distinct E2F factors (D'Souza et al., 2001554 (data not shown). FtacZ staining, adult mouse tissues were

Paramio et al., 2000). However, little is known about thgefiy fixed in 0.2% PFA and equilibrated in 30% sucrose/PBS at 4°C
function of this family during normal skin development andand embedded in OCT compound. Cryosectiongi@pwere stained
epidermal homeostasis in vivo. Transgenic mice expressing thér p-galactosidase activity as described (Jonkers et al., 2001).

viral oncoprotein HPV-E7, which binds and inactivates _

retinoblastoma family members, in epidermal cells develofyfimary keratinocytes cultures

epithelial cancer (Arbeit et al., 1994; Griep et al., 1993; Herbeprimary keratinocytes were obtained from newborn mice skin and
etal., 1996). In addition, inI@431p21W3fdoubly-deficient mice cultured_in EMEM m_ediu_m supplemented with 4% Chelex-treated
display severe alterations in epidermal differentiation (Paramifgt@l Povine serum (Biowhitaker), 0.05 mM of Ca®GF (10 ng/ml,

et al., 2001b). However, these studies have only addressed %'ono) and antibiotics. Differentiation was induced by addirfg Ca

funct f bRb famil b - indirect MorelP to 1.2 mM in the culture medium. BrdU was added to the medium
unction or p amily members in an indirect manner. Viore pm) and cells were incubated for 1 hour after which cells were

recently, Balsitis et al. (Balsitis et al., 2003) have shown th&{yeq and processed for immunohistochemistry. Three independent
Rb ablation in the epidermis mimics many of the featuresxperiments were carried out and at least 1000 cells were scored on
displayed by transgenic mice expressing E7 protein in the skiBach. Keratinocyte growth analyses were performed by platifig 10
However, concomitant expression of E7 in pRb-deficient skirells and counting cell numbers daily. Adenoviral infections were
aggravates this phenotype, indicating that E7 exRits  performed by incubating primary keratinocytes with Adeno-cre or
independent activities (Balsitis et al., 2003), possibly byAdeno-GFP supernatants for 2 hours in the presence of Polybrene in
inactivating p107 and/or p130. mlxgd DMEM/Optimem (50%) and 2.5% .FCS. Afterwards, the
We have begun to dissect the specific and overlapping rol8&dium was changed to standard lo&Gaedium.
of pRb family in skin by analyzing mouse mutants deficientyestern biot analysis
for one or more members. We recently demonstrated that t imary keratinocytes were lysed in 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 137

concomitant absence of pl07 and pl130 impairs terminghy nacl, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 20 mM
differentiation of skin in mice, whereas the onset ofNaF, 1pg/mi aprotinin and leupeptin, 1 mM disodium pyrophosphate
differentiation was unaltered (Ruiz et al., 2003). Theand 1 mM NaVOa. Total protein (25ug) was used for SDS-PAGE,
embryonic lethality ofRb-null mutant mice precludes the transferred to nitrocelullose (Amersham) and probed with antibodies
phenotypic analysis of pRb in the epidermis, whosegainst pRb (Pharmingen), p107 and p130 (Santa Cruz) all used at
morphogenesis starts at 14.5 dpc (Byrne et al., 1994). Usingl4000 dilution. Actin (Santa Cruz) was used for normalization.
conditional knockout approach based on the l&x®/system Detection was performed using ECL (Pierce).
(Sauer and Henderson, 1988) we have examined the role
pPRb and p107_ In eplt_hellal pr_ohfera.tlon'and .dlﬁerentlatlon byPlasmid pSV40-Renilla was obtained from Promega. pE2F-Luc was
ta_rgeted deletion (Rbm stratified epithelia using keratitl.4- a generous gift from Dr X. Lu. Primary mouse keratinocytes were
driven Cre recombinase (K&#) (Jonkers et al., 2001). transfected using Superfect (Quiagen) with pSV-Renillaj{@)land

Our results demonstrate that pRb plays an essential role gs2r-Luc (2.41g). Lysates were prepared and analyzed with the Dual
a regulator of epidermal homeostasis Importantly, theuciferase Reporter Assay system (Promega). Relative luciferase
consequences oRb loss differ dramatically between the expression was determined as the ratio of fireflReaillaluciferase
closely related follicular and interfollicular epidermis. Finally, activity. Transfections were performed in triplicate, and the mean and
Rb and p107 have shared roles in the epidermis in which plmandard error were calculated for each condition. Two independent

can compensate for loss of Rb function in differentiation andransfection experiments were performed and luciferase activity was
proliferation normalized to the values obtained with contrBlf19F19 cells

cultured in low calcium.

Igjciferase assays

: Label-retaining cell analysis
Matenal_s and_ methods Ten-day-oldpups were injected with BrdU (201 of a 12.5 mg/ml

Mice and histological procedures dilution in NaCl 0.9%) every 12 hours for a total of four injections.
ROF19/F19 K14cre, ROSA-26 reporter angl07/~ animals were  Skin sections were collected at 30 and 75 days after the last injection,
genotyped as described (Jonkers et al., 2001; Marino et al., 200@nd BrdU incorporation was measured as percentage of hair follicles
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containing positive cells. Four different animals REF19F1° and  lysates from primary keratinocytes derived from neonate skin
REF19/F19K 14cre were used to count at least 100 follicles in each timeby immunoblotting (Fig. 1H). Whereas keratinocytes derived
point. from RE19F19 mice expressed normal levels of pRb,

Dye penetration assay
The epidermal permeability barrier function was monitore A
described previously (Hardman et al., 1998). Briefly, unfixec
freshly isolated new born mice were rinsed in PBS then imm

R allele LLL _ -

in  5-bromo-4-chloro-3-indolyBD-galactopyranoside  (X-gé S r “«
reaction mix at pH 4.5 [100 mM NaROL.3 mM MgCsp, 3 mM Rb 18 Rb 19
KsFe(CN), 3 mM KaFe(CN) and 1 mg/ml X-gal] and incubat ~ P
at room temperature overnight. ot v ? = T Tt
Rh 15 Rk 19
5" allele LLL - ~4 S iad
Results B >+ iy
Rh 18 Rb 19 —

Epithelial-specific inactivation of ~ Rb leads to
upregulation of p107

Mice with a conditional mutanRb allele harboringloxP
sequences surrounding exon 19 offifigene Fig. 1A) have
been described (Marino et al., 2000; Vooijs et al., 20
The conditional deletion of exon 19 Bb (R™1% Fig. 1A)
results in a null allele RBM9 that phenocopies i
embryonic lethality seen iRb-knockout embryos ar
predisposes mice to tumor formation (MVooijs et al., 20 DA E
Vooijs et al.,, 2002b). To achieve epithelial spe: Frl M
inactivation ofRbwe expressed Cre recombinase unde e, -

control of the keratin 14 promoter (Jonkers et al., 2( iy ", n |
which is normally expressed in basal cells of strat A W
epithelia (Byrne et al., 1994). To assess the cell type-sg i a. T S T - KR o
recombination imposed by Kire we crossed Kiere mice eyl [ R
with Rosa26 reporter R26R mice to obtain doub ' . '
transgenic Kldre:R26R animals (Soriano, 1999). X-c gs“\,,.o‘
staining demonstrated Cre activity throughout the follic F L ¥ G
and interfollicular epidermis, and the epithelial linings ol N S p
tongue, palate, stomach, esophagus and thymic me . b@"*’ &
epithelial cells (Fig. 1B-E, data not shown). The expres ~ ®"(| & & P
pattern of K14re resembles the normal expression pai gy ~| R 4

- 610
of K14 (Byrne et al., 1994, Jonkers et al., 2001). Nosta ~ ,m__ ! 310
was observed in tissues that do not express K14 (da -

Anti-pRb (G3-245)

e

shown).
To achieve epithelial-specific deletion and inactivatio : | i Anti-pRb (C15)
Rb we matedRE19F19mice with K14re transgenic mice | 610
Cre-mediatedRb deletion in the offspring was read e — S el 310
detectable by PCR analyses on tail tip DNA and was
seen in K14re transgenic mice (Fig. 1F).

To determine whether Ktde expression in the skin
RE19F19mjce resulted in pRb loss, we analyzed total Koy

Fig. 1.Keratinocyte-specific Cre expression leads to pRb ablation \‘5\
in vivo. (A) Schematic representation of the wild-type, the floxed o8 & o
(F19) and the inactivateRballele (A19). Exons are indicated as Q;E & S q‘§
numbered boxes anoxP sites as triangles. Rb18 and Rb19

indicate the primers used to characterize the diffdRértleles.

(B-E) B-Galactosidase staining (blue) identifies Cre activity in X- - “ - pRE
Gal stained tissue sections from epithelia of double transgenic
R26R:K14re animals in epidermis (B), tongue (C), thymic - - - — pl07
epithelium (D) and hard palate (E). (F) Cre-mediated ) :
recombination detected by PCR analysis on Riifs-9F19K 14cre

mice. (G) Immunoblot analysis for pRbRIF19F1%eratinocytes Sl cnl) Gt G Semn Sea | p130
48 hours post-infection with Ad-GFP or Cre-coding adenovirus. - 8 - !
(H) Immunoblot analysis for pRb family members on primary r
keratinocytes derived from newborn mice with the indicated S e e e A S| Actin

genotypesScale bars: XXXXXXXXXXXX
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RO19/F19K 14cre, keratinocytes showed complete loss of
pRb (Fig. 1H). To substantiate this observation, we isolated
RO 19F19%eratinocytes and infected them with adenoviruses
encoding Cre or GFP (Akagi et al., 1997). Lysates from Cre-
but not GFP-infectedRIF19F19 cells showed complete
absence of pRb protein within 48 hours of infection (Fig.
1G). Antibodies recognizing either the C- or the N-terminal
of pRb failed to detect any protein, indicating that the
pRIA19 protein or mMRNA is very unstable in cultured cells.
We did not detect any Cre-mediated deletion in parallel
cultured dermal fibroblasts &F19F19K14cre mice (not
shown), consistent with the absence of dermal staining in
K14cre:R26Rmice.

Lysates fromRb deficient keratinocytes showed a strong
increase in p107 levels (Fig. 1H), similar to that seen pRb-
null fibroblasts (Dannenberg et al., 2000; Hurford et al.,
1997; Sage et al., 2003). By contrast, in pl07-null
keratinocytes, we detected no increase in pRb protein levels
(Fig. 1H). The upregulation of pl107 in pRb-deficient
keratinocytes suggested that pl07 might functionally
compensate fdRbloss. To address this aspect, we generated

/ M3 S RUOF19F19K 14cre mice lacking one or both alleles pl07
brplo7-” < /4  (i.e. pl077- and p1077). As expected, neither pRb nor
— = p107 protein could be detectedRiF19F19p107/—K14cre

keratinocytes. We observed no changes in p130 expression
among the different genotypes.

Phenotypic consequences of Rb and/or p107 loss
in the skin
RE19/F19K 14cre mice were born at the expected Mendelian
ratio and were indistinguishable froRb™19* littermates in
terms of external appearance until postnatal day 8 (P8),
when REF19/F19K 14cre start showing a slight reduction in
pelage hair and scaling (data not showR)19/F19
RO19+K14cre and Kl4re mice showed no detectable
pathology, and served as controls (see below). This indicates
that, in our experimental settings, the forced expression of
Cre by itself does not contribute to any detectable phenotype
(Loonstra et al., 2001).

The external appearance of tRiF19F19K14cre mice
was aggravated with concurrent loss of one or Ipdid7
alleles. SpecificallyRE19F19p107/~;K14cre mice showed
a clear reduction in pelage hair and started developing an
H - obvious scaling, whered®™19F19p107/K14cre showed
essentially no hair, severe growth retardation and died
L between postnatal day 8 (P8) and P11 of an unknown cause
60 (Fig. 2A). Importantly, whereasRiF19F19K14cre mice
- showed gp107 copy-number dependent aggravation of the

70

40

Fig. 2.Consequences of epidermal Rb ablation in vivo.
30 (A) External appearance of P8 mice with epidermal-sperbic
loss. (B-G) Haematoxylyn-Eosin (H/E) stained skin sections from

2 RO19/F19(B), REF19/F18p107-- (C), RU19+p107/~K14cre (D),
10 :. . ' ROFL9/F19K 14cre (E), ROF19F19p107+~ K 14cre (F) and
N

Epidermal thickness (m)

RE19F18p107/~K14cre (G) mice at P8There are no alterations
N N in mice bearing one functional copyRband the hyperplasia and
Koy & hyperkeratosis promoted by epidermal pRb loss is evident, which
.«? «? becomes more progressive with the concomitant loss of p107.
o g\'\' (H) Quantitative analysis of epidermal hyperplasia measured by
Q\ epidermal thickness (ipm) taken from three different aged-
o < & matched mice of each genotype counting 2-4 sections in each
A S * (mearts.d.).Scale bars: XXXXXXXXXXXX
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Fig. 3. Proliferation defects in epiderm@b-deficient mice. (A-D) Representative sections showing BrdU incorporation in the epidermis of
RIOFL9FI9(A), RUFL9/F19K 14cre (B), RE19F19p107~K14cre (C) andRE19F18p107/~K14cre (D). (E-E) Quantitative analysis of the
percentage of BrdU-positive nuclei per mm of epidermis in the basal layer (E) and number of BrdU-positive nuclei per rabrasasigyer
(E") of mice with the indicated genotypes. Three 10-day-old mice of each genotype were analyzed, scoring 2-4 sections indsagdh).(mea
(F-I) Representative sections showing BrdU incorporation in hair follicles of 10 days old mice of each genotype. (J-M) Apteutiosis de
(TUNEL) in hair follicles of 10-day-old mice of each genotype. Scale bargtmiOMN,N) Label-retaining population at 30 (N) and 73)(N
days after BrdU labeling in mice of the quoted genotypes. Data in N'ac@hid from the study of five different mice analyzing 2-4
independent sections from each animal (nteah)
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external phenotype, a single wild-typ&b allele in
RO 19%p107/-K14cre mice was sufficient to suppress thi
phenotype as these animals appear healthy, fertile
indistinguishable from wild type (Fig. 2A).

Histological examination of dorsal skin sections frol
RO19F19K14cre at P10 revealed a thickened epiderm
characterized by mild hyperplasia, hyperkeratosis &
increased cellularity in the dermis (Fig. 2E). The progress
loss of one or both copies pl07(Fig. 2F,G) aggravated this
phenotype in a copy-number-dependent manner. This
further substantiated in a quantitative manner by measul
epidermal thickness of dorsal skin in mice of the differe
genotypes (Fig. 2H). REF19F19  RpF19F18H107/~ and
RO19+p107/-K14cre skins are indistinguishable from thos
of wild-type animals and were used as controls through
these studies (Fig. 2B-D, respectively).

No obvious histological abnormalities were observed
tongue, palate, stomach or esophagus fRIN-9F19K14cre
and RO19F18p107/—Kl4cre adult animals; hence, we
focused our analysis on the skin.

Rb'*" S K14Cre

Proliferation defects in pRb-deficient skin

The increase in epidermal thickness and the hyperkerat
suggest a defect in the regulation of proliferation and.
differentiation. To address this, we monitored Brd
incorporation at P10 in the basal layer of control mice, a
REF19F19K 14cre, RE19F18p1077—Kl4cre and RUOF19/F19
pl07/—Kl4cre littermates Fig. 3A-D). We observed a
progressive increase in BrdU incorporation in the basal la
of RUFI9F19  RPF19FI8p107/-, RIOF19FISK14cre and
RO19/F190107~K14cre (Fig. 3E). Remarkably, we found nc
significant increase in BrdU incorporation betwéii19/F19
pl07/—Kl4cre (15.0t1.1) and RBF19F18p107/~Kl4cre
(15,6t0,2) (Fig. 3E). This was unexpected because
epidermal thickness significantly differed between the
genotypes (Fig. 2H). A possible explanation for th
observation could be the continued proliferation of pRb/p1(
deficient suprabasal cells that normally arrest and unde -
terminal differentiation (Fig. 3D). To test this hypothesis, v B SFle RbY™:p107-/-K14Cre
also determined the number of BrdU-positive suprabasal ¢
in each genotype. A significant increase in_the number 0Iii 4. Altered epidermal differentiation iRb-deficient skin
proliferating cells dependent on the numbepId7alleles was (AgD) Double-infmunofluorescence on P10 skin sections showing K5

observed (Fig. 3 These results suggest tpd07, in a dose- reen) and K10 (red) or (E-H) K6 (green) and K10 (red}tffto/F1e
dependent manner, plays a crucial role in regulating the c [E), RBF19F19K 1 4cre (B,F), RIF19F19p107~K14cre (C,G) and

cycle exit in the absence Bbin vivo but only plays a modest RF19F18p107~K14cre (D,H). Yellow staining indicates co-

role in controlling basal cell proliferation in wild-type cells. expression. DAPI (blue) was used to stain nuclei. Scale bapsn50
Rb-loss leads to apoptosis in the lens, central nervous system

(CNS) and peripheral nervous system (PNS) (Clarke et al.,

1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). However, speciffjterations in epidermal stem cells in the absence of

deletion ofRbby Cre/loxP technology revealed that apoptosiPRb

is not in all instances a cell-autonomous feature (Ferguson €he transiently amplifying cells ensure the continuous cell

al., 2002; MacPherson et al., 2003; de Bruin et al., 2003)yenewal required in the epidermis as cells are shed from the

Therefore, we analyzed whether loss of pRb in the epidermiurface. One prediction that stems from this is that increased

leads to apoptosis. Whereas in the interfollicular epidermis theellular turnover caused by pRb loss would gradually deplete

absence of pRb or pRb/pl07 did not result in increasethese progenitors as well as the epidermal stem cell

apoptosis (data not shown) we observed massive apoptosisdompartment. Therefore, we determined whether the epidermal

the hair follicles oRB19F18p107/~K14cre mice (Fig. 3J-M)  stem cell compartment was affected by pRb loss by using a

with a concomitant reduction in BrdU incorporation (Fig. 3F-label-retaining technique (Cotsarelis et al., 1990; Taylor et al.,

I). These alterations were not observed in any of the oth€000). InRb-deficient skin, we found a consistent reduction in

genotypes (Fig. 3F-M) and probably account for the absenahe number of labeled cells after 30 (Fig. 3N) and 75 days (Fig.

of hair pelage in these animals. 3N') post BrdU administration, compared with control
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littermates. This could indicate
reduction in stem cell number as
consequence of pRb loss.

Differentiation defects in pRb-
deficient skin

The abnormal proliferation of suprabe
cells in the skin ofRBF19F18K14cre
prompted us to investigate whether tt
was any defect in differentiation.
normal epidermis, expression of ker:
K5 is restricted to the basal lay
whereas expression of keratin K1C
found in  the non-proliferativ
differentiated suprabasal layers (Fu
and Green, 1980). Their express
patterns rarely overlap in normal m
(Fig. 4A). By contrast, in th
RE19/F19K 14cre epidermis both the K!
and the K10-expressing cell layers
expanded, and cells co-expressing |
K5 and K10 are regularly observed (f
4B). This aberrant expression patter
dramatically enhanced inRE19/F19
pl107/—K1l4cre and RE19F18p107/
Kl14cre epidermis, respectively (Fi
4C,D), where the Kb5-expressing
layer was considerably expanded
few cells could be found that exclusiv
expressed K10 in the suprabasal lay
Importantly, most suprabasal cells
expressed K10 and K5 and
expression of these markers beci
more prominent with a reduction in p1
(compare Fig. 4B with D).

In epidermal hyperplasia, loss
downregulation of K10 is accompan
by the induction of keratin K6, a kera
normally expressed in hair follicles |
not in the interfollicular epiderm
(Takahashi et al., 1998; Weiss et
1984). We found that
RE19/F19K 14cre mice, patches of cel
showed overlap of K6 and K
expression throughout the hyperpla
epidermis (Fig. 4F). In RO19/F19
pl07/=K1l4cre and RE19F18p107/
Kl4cre mice, there was a profou
increase in ectopic K6 express
throughout the suprabasal lay
accompanied by a decrease in K
positive cells (Fig. 4G,H, respectivel
By contrast, the expression of filagc
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Fig. 5. Ectopic proliferation of differentiateb-deficient keratinocytes. (A-C,E,F) Double
immunofluorescence against BrdU (green) and K10 (red) in the epidermis oREd§(EL®

(A), REF19/F18K 14cre (B) andRIFL9F199107~K14cre mice (C); and irRbF19F19(E)
RE19F19K 14cre (F) primary keratinocytes upon 24 hours ofGimduced differentiation.

Arrows indicate BrdU incorporation in K10-expressing cells. (D) Triple immunofluorescence
against K5 (red), K10 (blue) and BrdU (green) showing BrdU incorporation in cells
expressing K10, but not K5 (arrows). (G) Summary of the BrdU incorporation in K10-
positive primary keratinocytes of the indicated genotypes. Data are from the analysis of three
independent experiments scoring at least 500 cells. White lines in A-C indicate the dermal
epidermal junction. Scale bars: gth.

and loricrin, two markers of terminal differentiation were and wild-type epidermis, indicating that the observed defect in
comparable with wild-type mice (data not shown). Thusgdifferentiation does not lead to a impairment of skin barrier.
despite the inappropriate proliferation and differentiation, o ) -

pRb/p107-deficient keratinocytes appear to undergo some séifferentiating epidermal ~ Rb-deficient cells are

of terminal differentiation. We also examined whether theectopically dividing

epidermal barrier was still intact in absenc&kbfand or p107 The differentiation program in the epidermis takes place as the
using a dye penetration assay (Hardman et al., 1998). We foundmmitted cells in the basal proliferative compartment arrest
that dye penetration was similar between pRb/p107-deficieqroliferation and move upwards towards the epidermal surface.
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This differentiation is accompanied by changes in keratitwhether dividing suprabasal K10+ cells had lost some of their
expression. Therefore, we monitored BrdU incorporation irbasal characteristics (i.e. loss of K5 expression), as would be
K10-expressing cells, the earliest marker of differentiation thagéxpected from a normal differentiating cell or whether: (1)
appears in vivo or in vitrovhen primary keratinocytes were pRb-deficient K5+ basal cells continued to divide and
induced to differentiate by calcium (see below). We found thanhappropriately turned on K10 expression; or (2) pRb-deficient
in vivo as well as in cultured keratinocyt@dydeficient K10- basal cells had failed to turn off K5+ expression when
expressing cells continued to proliferate (indicated by arrowbecoming K10+. Using triple immunofluorescence staining
in Fig. B,D,F,G) a phenomena infrequently seen in wild typeagainst K5, K10 and BrdU, we found BrdU incorporation in
keratinocytes (Fig. 5A,E,G). Because we found that in pRbsome K10+, K5— cells (arrows in Fig. 5D). This indicates that
deficient skin both proliferation and differentiation of proliferation and differentiation are uncoupled processes in
epidermal cells was affected (see also below), we investigatgdRb-deficient skin.
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Fig. 6. Consequences of pRb and p107 loss in primary keratinocytes. (A) Doubling times of cultured primary keratinocytes showtitgna redu
in ROF19F19n107+/—;K14cre andRIF19F19p107-/—;K 14cre with respect to wild-type and pRb-deficient cells. (B) FACS analysis of cell cycle
profiles of asynchronous growing keratinocytes showing no significant differences among the different genotypes. Dataaenflysistof
four independent experiments. In B, at leastci)is were scored on each experiment (meah). (C) Percentage of BrdU incorporation in
keratinocytes growing under low (0.05 mM) and high (1.2 mM)*@zedium for the indicated times and re-stimulated with lo# @aedium.

(D) Percentage of BrdU incorporation in primary keratinocytes of the indicated genotypes after adeno cre or adeno GF&hidiledtion
cultureunder the conditions indicated. Data come from the analysis of three independent experiments scoring at least 1000hcells on eac
(meants.d.). (E) Luciferase reporter activity of E2F of primary keratinocytes of the indicated genotypes cultured #t lomu@an Ca*-

induced differentiation for 24 and 48 hours. Transfections were performed in triplicate, and the mean and standard ercotatedsfaal

each condition. Two independent transfection experiments were performed and luciferase activity was normalized to thaiveldegtbbt
control, RB"19F19 cells in low C&".
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pRb/p107 -deficient keratinocytes exhibit increased compensatory increase in p107 or p130 levels, as was seen in
proliferation primary keratinocytes with constitutive pRb loss (data not
To further characterize the defects observed in vivo wéhown). A modest increase in BrdU incorporation was
monitored the proliferation of primary keratinocytes derivedobserved by comparingl™9/F1%eratinocytes 48 hours after
from these mice. We found a moderate decrease in the doubliﬁ%;cre infection with Ad-GFP infectedRE9F19 or

time of REF19F19p107—K14cre keratinocytes in comparison RO19F19K14cre primary keratinocytes (Fig. 6D). As
with the other genotypesFi. 6A) which became more demonstrated above, RB19F19 and RB19F19K14cre
pronounced with concurrent loss of p107. To investigate if thi§eratinocytes underwent a similar cell cycle arrest upati-Ca
defect was due to alterations in any specific cell cycle phas#iduced differentiation. By contrast, Ad-cre-infec®id™9/F19

we performed flow cytometric analysis on asynchronou&eratinocytes were completely refractory to a calcium induced
cultures. We did not find any significant alteration in G1, S ofITest within 48 or 72 hours. These results demonstrate that,
G2/M phases of the cell cycle in the absence of pRb and/gfmilar to senescent or quiescent embryo fibroblasts (Sage et
p107 (Fig. 6B). Moreover, we did not detect any change in &l., 2003), a substantial functional compensation by p107 is not
sub-G1 fraction indicative of apoptosis. This indicates that thenmediately installed after acute loss of pRB.

increase in growth rate in pRb/p107-deficient keratinocyte

might be due to an overall shortening of the cell cycle rath%
than an accelerated entry into S phase.

2F activity is deregulated in  Rb-deficient
eratinocytes

o _ o During proliferation, growth arrest and differentiation, the
Rb-deficient keratinocytes cannot maintain a activity of the E2F family of transcription factors is inhibited
differentiation-associated permanent growth arrest by interactions with pRb family members (Lipinski and Jacks,
The aberrant proliferation in the suprabasal layers of pRt999). Becaus&b-deficient keratinocytes were impaired in
deficient epidermis, and the BrdU incorporation observed iboth the initiation and maintenance of &2Gaduced growth
K10-expressing cells in vitro, prompted us to investigatearrest, we investigated whether these defects were a
whether pRb-deficient keratinocytes still respond to stimulconsequence of deregulated E2F function. We measured E2F
that induce growth arrest. Cultured mouse keratinocyteiinction in keratinocytes by transfection of an E2F-Luciferase
respond to increases in €aconcentration in the medium reporter construct in wild type and pRb-deficient keratinocytes.
(from 0.05 mM to 1.2 mM) by cell cycle arrest and expressionn ROF19F19K14cre keratinocytes E2F activity was increased
of terminal differentiation markers (Hennings et al., 1980). Wdivefold over controls and even further increased in cells
observed thaRb-deficient keratinocytes underwent a growthlacking both pRb and p107 (Fig. 6E). Upon?Caeatment,
arrest similar to that observedRiF19F1%eratinocytes, albeit E2F activity is downregulated to wild-type levels Rip-null
with a 24 hour delay in their response (Fig. 6C). On thderatinocytes closely following to the kinetics of growth arrest
contrary, a high fraction of the pRb;p107-null keratinocytesn these cells (Fig. 6C). However, RbF19F19p107K14cre
remained refractory to the &ainduced growth arrest over a and RIBF19F19p107/K14cre keratinocytes E2F activity
period of 72 hours. Importantly, a single wild-typE07allele  remained high up to 48 hours after the addition of*Ga
in pRb-deficient keratinocytes was sufficient to suppress thaccordance with their reduced sensitivity to2Gaduced
growth rate ofRb-deficient keratinocytes within 72 hours. differentiation (Fig.6D,E).

To address if the G&induced growth arrest reflected a
permanent arrest characteristic of postmitotic terminally.. .
differentiated keratinocytes in viyowild-type and pRb- Discussion
deficient keratinocytes treated for 72 hours in high*Caere  Germline inactivation oRbin mice leads to mid-gestational
re-stimulated by low G4 medium (0.05 mM) for 24 hours and lethality that precludes the analysis of pRb deficiency at later
assayed for BrdU incorporation. As expected, wild-typestages of development and in the adult animal. The use of
keratinocytes did not incorporate BrdU, demonstrating thatonditional knockout approaches based on the |/
Ca*-induced differentiation is associated with a permanentechnology may help to circumvent this problem in vivo. We
cell cycle withdrawal. By contrast, pRb-deficient keratinocytesand others have validated this approach in a variety of tissues
could completely overcome this growth arrest and beén vivo (Marino et al., 2000; Vooijs et al., 2002b; Ferguson et
stimulated to divide to a similar extent as exponentiallyal., 2002; MacPherson et al., 2003). While this work mas
growing cells within 24 hours after removing2C4Fig. 6C).  review others have also reported conditional inactivatioRinf
In ROF19F199107/~K14cre keratinocytes, removal of €a  in the epidermis (Balsitis et al., 2003). In this model, Rie
resulted in a threefold increase in the growth fraction; howevedeficiency phenotype was further aggravated by co-expression
only a moderate increase in BrdU incorporation was seen iof the HPV E7 protein, suggesting that pRb inactivation in
RE19/F19n107/~K14cre keratinocytes. K14-E7 transgenics was not complete and that other targets of

It has been demonstrated that acute, but not permanent, Id&s8 probably inactivation of p107 and/or p130 are involved
of pRb in mouse embryo fibroblasts is sufficient to trigger cel(Balsitis et al., 2003). By analyzing the single and combined
cycle re-entry in cells grown under conditions which induceeffects of skin-specific deletion &bandp107, we were able
senescence or quiescence (Sage et al., 2003). To studytdf further dissect the role of pRb family members in the
similar events take place during<anduced differentiation, epidermis. We found thaRb loss in the epidermis leads to
we infected RUF19F19 keratinocytes with cre-encoding hyperplasia and hyperkeratosis (Fig. 2) associated with defects
adenovirus. Cre recombinase expression leads to a compléte proliferation and differentiation (Figs 3,4). Whereas the
reduction in pRb protein levels within 48 hours after infectionincreased proliferation in the interfollicular epidermis leads to
(Fig. 1G). Interestingly, in these cells we could not detect anltyperplasia and inappropriate differentiation, loss of pRb in
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conjunction with p107 in the hair follicles leads to profoundincreased rate of cell division of epidermal stem cells in the
apoptosis. This probably explains the hair loss seen in agedbsence of pRb, similar to that seen in basal layer
mice with K1&reinducedRbloss. Furthermore, apoptosis was keratinocytes. Currently we cannot distinguish between these
enhanced in hair follicles lacking both Rb and pl07possibilities..
Transplantation of Rb/p107-deficient skins ontmlemice led Although epidermal differentiation ensues Rip-deficient
to a further aggravation of the hyperplasia but no hair formeskin, it is highly perturbed, as demonstrated by the ectopic
(data not shown). It has recently been demonstrated that te®pression of K6, suprabasal expression of K5 and a reduction
apoptosis seen in the CNS of pRb mutant embryos is non-céfi the number of K10-expressing cells (Fig. 4). These defects
autonomous (de Bruin et al., 2003). By contrast, our analysisecame moreronouncedn the absence of p107, which again
shows that the apoptosis caused by loss of pRb in the hadicates that p107 can partially compensateéRiofoss in the
follicles is cell autonomous. These results indicate remarkablepidermis. We detected no changes in the expression of
differences in the consequences of pRb family loss in tweerminal differentiation markers filaggrin or loricrin in pRb-
closely related cell types: follicular and interfollicular deficient epidermis (data not shown). By contrast, in the
keratinocytes. epidermis of mice lacking p107 and p130 where the initial
Similar to pRb-deficient fibroblasts (Dannenberg et al.steps of differentiation are unaffected a clear defect in terminal
2000; Hurford et al., 1997; Sage et al., 2003), we detectatifferentiation is seen (Ruiz et al., 2003). These functional
increased pl07 levels in pRb-null keratinocytes, probablanalyses fit nicely with the overlapping and unique expressing
because of the release of transcriptional repressipt@fby  patterns and functions proposed for pRb family members in
pRb/E2F complexes (Zhu et al., 1995). This suggests that tls&in (Paramio et al., 1998).
increase in pl07 protein levels could be a mechanism to Our results demonstrate a strong functional overlap between
compensate for loss of pRb function. We tested this possibilityRb and pl07 genes in epidermis and illustrate a dose-
and found that concurrent losspf07in a Rb-null epidermis  dependent effect of p107 in vivo in the context of a pRb
aggravated the ‘pRb-deficiency’ phenotype (Figs 2, 3)deficiency. In addition, these results illuminate functional
Moreover, compensation by p107 occurs in a dose-dependdfifferences between pRb and pl107 in the ability to suppress
manner indicating that p107 levels are limitindRb-deficient  epidermal hyperplasia and regulate differentiation. To date, we
cells. It has been demonstrated that E2F transcription factoase not able to discriminate if proliferation or differentiation
that normally bind pRb (i.e. E2F1, E2F2, E2F3) may bind pl0defects are due to the E2F release or to a failure in the active
in Rb-deficient cells (Lee et al., 2002). Our results support thigranscriptional repression mediated by pRb/E2F complexes. In
observation and further indicate that functional compensatioaddition interactions with transcription factors, different from
in Rb-deficient keratinocytes by p107 crucially depends on th&2F, might contribute to the resultant phenotype.
absolute levels of p107 protein. The mechanism whereby pRb family members directly or
It is noteworthy to mention that one functional copyRtf  indirectly regulate the onset of differentiation is unknown at
is sufficient to rescue defects associated with p107 deficiencgresent. It is well established that Rb family members regulate
as RUF19+p107/~K14cre keratinocytes behave normally in the expression of differentiation markers through direct
vitro and in vivo. This may be, in part, explained by theinteraction with transcription factors, such as MyoD in muscle
presence of functional p130 that could compensate for boitNovitch, 199¢ and C/EBB in lung fibroblastsChen, 199h
pRb and p107 loss. This is in line with our recent finding thainterestingly, C/EBB controls proliferation in keratinocytes
p107 and p130 perform crucial overlapping functions in thend directly regulates the expression of Kkhy, 1999
epidermis in vivo (Ruiz et al., 2003). The generation of micéMaytin, 1999 Charles, 200)L However, we did not find any
lacking all pocket proteins in the epidermis will be needed talterations in C/EBP activity during differentiation ofRb-
define the capacity of each of these family members tdeficient keratinocytes compared with control cells (not
substitute for the others. shown), suggesting that this transcription factor is not
In the epidermis, the proliferative basal layer andderegulated ilRb-deficient keratinocytes.
differentiating suprabasal layers are spatially separated andAmong the differentiation alterations observed in absence of
terminal cell cycle arrest precedes the onset of differentiatiomRb, the reduced expression of K10 (Fig. 4) might be of a
Our results indicate that, in the absenc&bfdifferentiation  particular relevance. Our recent work has demonstrated that
and proliferation are uncoupled processes in vivo, since pRibhis keratin may impose a cell cycle arrest in keratinocytes in
deficient cells actively proliferate while initiating the a pRb-dependent manner (Paramio et al., 1999; Paramio et al.,
expression of differentiation markers (Fig. 5, Fig. 6C, D).2001a or b? Santos et al., 2002). Here, we show that K10-
Similarly, the analysis of pRb-deficiency in telencephalon alsexpressing cells do not exhibit a proliferative arrest. Given that
revealed that mitotic arrest is not be required to initiate neurdd10 induces a cell cycle arrest in vivo and suppresses tumor
differentiation (Ferguson et al., 2002). development (Santos et al., 2002), the possible loop between
Epidermal homeostasis requires continuous self-renewal @Rb and K10 merits further investigation.
keratinocytes by transit amplifying cells that are derived from The in vitro and in vivo analysis presented here support a
stem cells. Most adult stem cells divide infrequently and givelual role for pRb family members in keratinocyte
rise to committed progenitors. This feature permits thalifferentiation. First, pRb is essential to initiate a growth arrest
quantitation of stem cell niches by identification of label-in response to differentiation signals. However, in the sustained
retaining cells (Cotsarelis et al., 1990). Using this techniquegbsence of pRb, p107 is necessary and sufficient to initiate this
we found a decrease in the label retaining cell population iproliferative arrest (Fig. 6C), probably owing to the increase in
RE19/F19K 14cre compared with wild-type mice. This might p107 levels that accompany permanent loss of pRb (Fig. 1H).
either indicate a depletion of epidermal stem cells or asecond, pRb is necessary and sufficient for the maintenance of
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differentiation-induced postmitotic state in keratinocytes (Fig. reside in the bulge area of pilosebaceous unit: implications for follicular
6C). A similar role for pRb and p107 in the maintenance of stem cells, hair cycle, and skin carcinogeneSed| 61, 1329-1337.
terminal differentiation of myocytes has aiso been reporte8SIER R | T S8 SRR, P SRR C SR 6L G control causin
(SChne'der et_ al., 1994_)' It 'S_ Curre_ntly nOt_underStoo_d Whetherimmortalization and increased cell turnover under growth-restrictingg
pRb has a unique role in maintaining terminal postmitotic state conditions.Genes Devi4, 3051-3064.
or whether p107 levels are simply not high enough to maintaide Bruin, A, Wu, L., Saavedra, H. I., Wilson, P., Yang, Y., Rosol, T. J.,,
a growth arrest. Sage and colleagues recently reported simitalfCaa T TCRC0n T 200 T S8 e CNS of Rb-defisent
findings in fibroblasts with conditionally inactivated pRb (Sage o ™TrYATE THE80es ups%oq i
et al., 2003). Maintenance of the quiescent state is essential ffcunto, F, Topley, G., Calautti, E., Hsiao, J., Ong, L., Seth, P. K. and
normal development and differentiation. Perturbations in this Dotto, G. P.(1998). Inhibitory function of p21Cip1/WAF1 in differentiation
cellular control lead to inappropriate proliferation and of primary mouse keratinocytes independent of cell cycle corBoxnce
expansion of cell compartments that are at increased risk féiﬂzio?ﬁmégak A Balazsi, K. and Dagnino, (2001). Caz+ and
acqumng cancer prone mqtatlons' T_hese data may help OBMP-é sighalir{g ‘ re‘gulate EZF during e[’:)idermal keratinocyte
explain whyRb, but notp107, is predominantly found mutated gifferentiation.J. Biol. Chem276, 23531-23538.
in human tumors. Dyson, N.(1998). The regulation of E2F by pRB-family proteiG&nes Dev.
12, 2245-2262.
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