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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

- DNA: acido desoxirribonucleico

- cDNA: DNA complementario

- AEBSF: 4-(2-aminoetil)bencenosulfonil

fluoruro

- RNA: acido ribonucleico

- iRNA: RNA de interferencia

- mRNA: RNA mensajero

- Ct: ciclo umbral

- DNEM: medio Dulbecco's Modified Eagle.

- DS: desviacion estandar

- EDTA: acido etildiaminotetraacético

- GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa

- GB: Glioblastoma

- GBM: Glioblastoma multiforme

- HAT(s): acetilasa/s de histonas

- HDAC(s): deacetilasa/s de histonas

- iHDAC(s): inhibidor/es de deacetilasas de

histonas

- MAPK(s): proteina/s quinasa/s activada/s

por mitégenos

- miRNA: micro ARN

- MKP(s): fosfatasa/s de MAPKs
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- PCRq: PCR cuantitativa

- PTGS: silenciamiento génico

postranscripcional

- RE: reticulo endoplasmatico

- RT-PCRq: retrotranscripcion seguida de

PCR cuantitativa

- siRNA: ARN de interferencia pequefio

- TSA: tricostatina A

- UPR: respuesta a proteinas desplegadas

- uM: micromolar
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RESUMEN

En los ultimos tiempos se han desarrollado una serie de nuevas terapias antitumorales,
entre ellas la terapia epigenética y en concreto la utilizacion de inhibidores de las desacetilasas de
histonas. Estos inhibidores inducen muerte celular en células tumorales a una concentracion menor que
en las células no tumorales del mismo tejido, ademas son capaces de inducir muerte celular en modelos
celulares quimiorresistentes. Desafortunadamente, estas propiedades se ven en parte contrapesadas
por el efecto general sobre la transcripcion de estos inhibidores que genera inespecificidad y efectos
secundarios no deseados. Nuestro grupo de investigacion ha obtenido resultados en diferentes modelos
celulares que sugieren que los inhibidores de desacetilasas de histonas podrian actuar en la induccidn
de muerte celular a través de un mecanismo universal caspasa independiente y serin proteasa
dependiente y que la capacidad de inducir muerte celular programada y el efecto general sobre la
transcripcion pueden ser separados en estos inhibidores. El presente TFG se ha centrado en demostrar
que este mecanismo de induccién de muerte celular por los iHDACS esta presente en cultivos primarios
de glioblastoma multiforme. En este trabajo se ha utilizado la Tricostatina A como iHDAC y se ha
determinado la participaciéon de varios genes (XBP1, DUSP10 y MBPTS2) en la induccion de muerte

celular por TSA en los cultivos primarios de glioblastoma.

In the last times it has been developed a list of new antitumor therapies, such as
epigenetic therapy and in concrete the use of deacetylases of histones inhibitors. Those inhibitors
induce cell death in tumor cells in a lower concentration than in the not tumor cells which pertain to the
same tissue, they are also capable of induce cell death in chemoresistant cell models. Unfortunately,
these properties will come partly counterbalanced by the general effect of the transcription of these
inhibitors that generates inespecify and non-desired side effects. Our research group has achieved
results in different cell models that suggest that histone deacetylases inhibitors could take part in the
induction of cell death through a universal mechanism which is caspase independent and serine
protease-dependent, and also we have shown that the ability to induce programmed cell death and the
overall effect on the transcription can be separated in these inhibitors. The present TFG has focused on
demonstrating that this mechanism of induction of cell death by the iHDACS is present in primary
cultures of glioblastoma multiforme. In this research, it has been used the Trichostatin A as iHDAC and it
has been determined the participation of several genes (XBP1, DUSP10 and MBPTS2) in the induction of

death cell by TSA in the primary glioblastoma culture.

Palabras clave: Glioblastoma, cancer, Tricostatina A, inhibidores de desacetilasas de

histonas.



1 INTRODUCCION

1.1 EL CANCER

El termino cancer engloba un conjunto de enfermedades que pueden afectar a
cualquier drgano. Las células cancerosas presentan alteraciones moleculares que
desembocan en una pérdida del control de su proliferacidn (Figura 1), [1]. Estas células
pueden, en muchos casos, adquirir la capacidad de invadir los tejidos adyacentes vy,
eventualmente, migrar y colonizar érganos distantes del tumor primario. Las células
normales, por el contrario, maduran en tipos celulares muy distintos con funciones
especificas y dejan de proliferar (Figura 1). El aumento descontrolado en el nimero de
células tumorales, conlleva a la formacién de masas, denominadas tumores o neoplasias,

gue durante su expansion destruyen y sustituyen a los tejidos normales.

Figura 1: A. Las células normales se dividen de forma controlada. Cuando una célula normal desarrolla
mutaciones que no pueden ser adecuadamente reparadas activa su propio programa de muerte. B. Las
células cancerosas desarrollan mutaciones que no son reparadas e inhiben sus programas de muerte
celular programada. [1]

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial. En el afio 2015 se
diagnosticaron 231.713 nuevos casos de cancer en Espaia, siendo ésta la primera causa
de mortalidad en nuestro pais (datos Instituto Carlos IlI) [2]. El comportamiento,
prondstico y tratamiento de los diversos tipos de cancer, incluso dentro de las distintas

fases evolutivas de un mismo tumor, son muy diferentes, por lo que se hace necesario un

diagndstico correcto y precoz para una mayor efectividad del tratamiento.

Hoy en dia, los tratamientos mas comunes para el cancer son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. Los dos primeros, son tratamientos localizados que
requieren por lo tanto, conocer la localizacién especifica de las lesiones neoplasicas que

van a ser tratadas. Los tres tratamientos pueden alternarse vy utilizarse bien



individualmente, o bien en combinacién con alguno de los otros [3]. La quimioterapia
consiste en tratar el cancer con farmacos antineopldsicos de accién fuerte, normalmente
inhibidores de la division celular que por lo general se administran por via intravenosa o,
gue en ocasiones se pueden administrar oralmente. A diferencia de la radioterapia o la
cirugia, los farmacos quimioterapicos constituyen tratamientos sistémicos que pueden
utilizarse para el tratamiento de tumores que se han propagado, ya que pueden
desplazarse por todo el torrente sanguineo.

El principal problema que puede aparecer cuando se utilizan los tratamientos
guimoterapicos, es la aparicién de resistencia. Inicialmente, la mayoria de los tumores
responden al tratamiento con farmacos antineoplasicos, sin embargo, a medida que el
tratamiento avanza, se adquiere resistencia al mismo [4]. En otras palabras, las células
cancerosas desarrollan mecanismos moleculares de resistencia a los efectos de la
quimioterapia. El desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de
tumores resistentes a los farmacos convencionales, constituye uno de los objetivos

prioritarios de la investigacion oncoldgica.

1.2 ASPECTOS BASICOS EN CARCINOGENESIS

El cancer se origina por la acumulacién de alteraciones genéticas vy
epigenéticas en las células tumorales. Los genes afectados por estas alteraciones, pueden
participar en la regulacion positiva del crecimiento celular y su alteracion provoca que la
célula entre en un estado de proliferacién continua e incontrolada, estos genes son los
denominados oncogenes [5]. En colaboracidn con la activacion de oncogenes, es también
importante la inactivacion de genes cuya funcidn normal es actuar como freno de la
division celular y/o como inductores de la muerte celular programada en células cuyo DNA
ha sido afectado por diferentes tipos de estrés, estos genes constituyen el grupo de los
llamados genes supresores de tumores [6]. Cabe detallar también los protooncogenes
humanos, que controlan puntos estratégicos del crecimiento y diferenciacion celular, de
modo que una ganancia de funcién, mediante mecanismos como mutacion,
reordenamiento cromosémico o amplificacidn, los transforma en oncogenes que producen
células inmortales capaces de evitar la apoptosis [7]. Aunque oncogenes y genes
supresores son importantes en la génesis del cancer también participan otros tipos de
genes, desempefiando también un papel muy importante en la oncogénesis, las

alteraciones en genes involucrados en la reparacion del ADN.



El cancer puede ser una enfermedad genética de base clonal si las alteraciones
genéticas recaen en linea germinal y producen alelos poco frecuentes con grave afectacion

de la funcidn del gen. Esto se denomina cancer hereditario [8].

1.3 TRICOSTATINA A COMO TRATAMIENTO CONTRA EL
CANCER

La modulacién de la estructura de la cromatina a través de
acetilacion/desacetilacion de histonas es uno de los principales mecanismos implicados en
la regulacion epigenética de la expresion de genes. Son dos las actividades enzimaticas
opuestas entre si las que determinan el estado de acetilacién de las histonas: histona
acetiltransferasas (HATs) e histona deacetilasas (HDACs), que actuan sobre los residuos
aminoacidicos ubicados en las colas del amino terminal de las histonas. En general, la
cromatina transcripcionalmente activa estd asociada con histonas hiperacetiladas,

mientras que la cromatina silenciada estd vinculada a las histonas hipoacetiladas.

Transcripcion

Figura 2: Regulacion de la actividad
transcripcional por modificacion de

histonas. 3a. las modificaciones en las

@ Modificaciones en las histonas que descompactan la cromatina

y activan la transcripcion histonas descompactan la cromatina y
permiten el acceso a la maquinaria
CHar> trancripcional al ADN. 3b. se observa la

compactacion de las histonas, evitando el
acceso a la maquinaria trancripcional al
ADN [2].
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@ Modificaciones en las histonas que compactan la cromatina
e inactivan la transcripcion

Se han identificado varias clases estructuralmente divergentes de inhibidores
de las HDACS. Se ha demostrado que estos inhibidores son capaces de inducir la detencion
del ciclo celular, la diferenciacién terminal o apoptosis en el cancer de varias lineas
celulares y por tanto de inhibir el crecimiento tumoral en animales [9]. En particular, el
inhibidor de HDAC tricostatina A (TSA) y sus analogos de hidroxamato pueden inducir, de
forma efectiva y selectiva, la detencion del crecimiento tumoral en concentraciones muy

bajas (nano-rango micromolar) [8].



Este antifungico producido por Streptomyces platensis, es un inhibidor
reversible no competitivo de la actividad HDAC en lineas celulares de mamifero. En
particular inhibe las HDACs 1, 3, 4, 6, 8 y 10 con un ICso de alrededor de 20 nM, actuando
como un agente quelante de Zn2+. Este compuesto ha presentado efectos antitumorales,
ya que se ha demostrado en muchos estudios que es capaz de detener a las células en las
fases G1 y G2 del ciclo celular y de inducir apoptosis. Y a pesar de que no ha progresado
como candidato para ensayos clinicos por su cardiotoxicidad e inestabilidad in vivo, es una
herramienta fundamental para la validacién de enzimas HDACs como potenciales dianas
antitumorales [10]. Se han realizado muchos estudios para saber cudl es el papel del TSA
como inhibidor de deacetilasa de histonas, y de qué manera esta relacionado con los
genes que regulan el crecimiento tumoral en distintos tipos celulares, llegado a
conclusiones en comun acerca de las caracteristicas mas destacadas de este inhibidor de

HDAC mencionadas posteriormente.

Figura 3: representacion molecular de la
Tricostatina A [3].

El TSA inhibe el ciclo celular eucaridtico en G1 o en G2+M, eso es al principio y
al final del ciclo celular. Puede utilizarse para alterar la expresidon génica al interferir con la
eliminacion de grupos acetil de las histonas (las histonas desacetilasas, HDAC) y por lo
tanto, alterar la capacidad de los factores de transcripcion de ADN de acceder a las
moléculas de ADN en la cromatina. De esta forma el TSA tiene potencial como farmaco
antineoplasico. Se cree que su posible mecanismo de accidon viene determinado por su
capacidad para promover la expresiéon de genes relacionados con la regulacién del ciclo
celular y de la muerte celular programada, provocando inicialmente un bloqueo de las
células tumorales en las fases G1 o G2+M del ciclo celular dependiendo de los modelos
celulares y, posteriormente, la muerte de las células [12]. Afortunadamente y por razones
no totalmente esclarecidas, las células tumorales son mas sensibles a estos efectos de TSA
y de otros iHDACs que las células normales del mismo tejido, por lo que la terapia
epigenética con estos inhibidores es potencialmente interesante [13]. Tanto en nuestro
laboratorio como en otros grupos, se ha demostrado que los iHDACs y en particular la TSA,
inducen muerte celular en lineas celulares de diverso origen derivadas de tumores

guimiorresistentes, lo que constituye un atractivo adicional para su utilizacién como



terapia alternativa para el tratamiento de tumores que no responden a los farmacos

antineopldasicos convencionales [14].

1.4 MECANISMOS DE INDUCCION DE MUERTE CELULAR POR
LOS INHIBIDORES DE DESACETILASAS DE HISTONAS

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los iHDACs tienen un efecto
general sobre la transcripcion al favorecer el estado de la cromatina abierta. Por tanto, el
tratamiento con estos inhibidores conlleva a una activacion transcripcional de entre el 5-
10% de todos los genes, lo que favorece que puedan producirse efectos secundarios no
deseados y respuestas al tratamiento muy diferentes dependiendo de los genes activados
en cada tipo celular. Por este motivo, nuestro laboratorio ha estado intentando
determinar los mecanismos moleculares de induccién de muerte celular por los iHDACs,
con la esperanza de que, basados en estos mecanismos, podamos desarrollar activadores
de vias de sefializacion celular que participen en el efecto de TSA pero que lo hagan
independientemente del efecto transcripcional de la misma. En otras palabras, separar la
induccién de la muerte celular que es el efecto interesante de los iHDACs de la activacion
transcripcional generalizada de los mismos.

Inicialmente, caracterizamos la muerte celular inducida por los iHDACs en
diferentes modelos celulares de diferentes tipos de tumores, tales como los carcinomas de
pancreas exocrino, colon, mama, prostata etc, asi como de diferentes tipos de leucemia.
Nuestros estudios mostraron que la induccion de muerte celular por los iHDACs no
respondia a una apoptosis clasica dependiente de la actividad de caspasas, ya que en la
practica totalidad de los modelos ensayados, no era bloqueada por los inhibidores de las
caspasas y sin embargo en todos los modelos analizados, el inhibidor de serin proteasas
AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) bloqueaba la muerte
inducida por iHDACs. [15]

Con el fin de determinar qué genes participaban en esa muerte celular
programada caspasa independiente y serin proteasa dependiente, se realizaron en nuestro
laboratorio estudios de expresion génica diferencial mediante el uso de microarrays de
ADN. Los resultados obtenidos identificaron un grupo de menos de 20 genes cuya
expresion resultaba modificada en todos los modelos celulares en los que el TSA inducia
muerte celular y no en aquellos resistentes a la induccién de muerte por TSA.

Adicionalmente, el tratamiento con AEBSF impedia la regulacion de la expresion de estos
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genes por TSA. Iniciamos en nuestro laboratorio una linea de investigacion tendente a
demostrar la relacién causa-efecto entre los cambios de expresidon de estos genes y la
induccion de muerte celular por TSA. En trabajos anteriores en el laboratorio, asi como en
un trabajo de fin de grado del afio anterior, se ha demostrado la participacion de alguno
de estos genes (XBP1, DUSP10 y otros) en la muerte celular inducida por TSA en lineas
celulares de carcinoma de colon y pancreas, demostrando ademas que en esos modelos
celulares, la induccién de estrés en el reticulo endoplasmico por TSA parece ser importante
para su efecto inductor de muerte celular.

En este trabajo de fin de grado, nos centraremos en los estudios de induccidn

de muerte mediada por TSA en cultivos primarios de glioblastoma.

1.5 TSAY GLIOBLASTOMA

El glioblastoma multiforme constituye el tumor maligno primario del SNC mas
frecuente en los adultos, representando el 54% de todos los gliomas. Es el tumor cerebral
mas letal, con una supervivencia de un tercio de los pacientes al afio y menos de un 5% a
los 5 afios. Desde hace décadas la radioterapia desempefia un papel clave en el
tratamiento del glioblastoma multiforme, generalmente se emplea tras la cirugia para
retrasar la progresion tumoral, alargar la supervivencia y mejorar los sintomas.

Sin embargo, los resultados del tratamiento convencional siguen siendo
pobres, por lo que se han investigado multiples vias alternativas para intentar mejorarlos,
aunque sin éxito hasta el momento. El uso de Temozolamida junto con la radioterapia
postoperatoria, es el tratamiento de eleccion en pacientes jévenes y con buen estado
general diagnosticados de glioblastoma multiforme. Es obvia la necesidad de desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas contra este tipo de tumores. En nuestro laboratorio
colaboramos con otros grupos en la utilizacion de la nanotecnologia como vehiculo de
nuevas terapias antitumorales. Una de nuestras lineas de investigacion es la utilizacion de
la terapia epigenética con iHDACs vehiculizada en nanoparticulas, vehiculizando bien los
iHDACs directamente o, bien activadores o inhibidores de los genes que median la
inducciéon de muerte por estos compuestos. Para abordar esta linea es necesario
determinar si los genes que median la induccion de muerte celular por los iHDACs en
diversos modelos celulares, constituyen también posibles blancos terapéuticos en
glioblastoma. Es ademas muy importante, demostrar si esto es asi en modelos celulares lo

mas préximos posible al paciente, por ejemplo mediante la utilizacion de cultivos
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primarios obtenidos a partir de muestras quirdrgicas de los pacientes. Estos cultivos
primarios, nos permitiran testar ex vivo el efecto de los diferentes tratamientos, asi como

profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares involucrados.

1.6 RESULTADOS PRELIMINARES

Nuestros resultados preliminares indican que en algunas lineas celulares de
glioblastoma multiforme, TSA induce muerte celular, aumentando el porcentaje de células
en la fase sub G1 del ciclo celular, siendo este resultado similar a los encontrados en
nuestro laboratorio anteriormente en otros modelos celulares de diferentes tipos de

tumores sensibles a la inducciéon de muerte por TSA (figura 4).
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Figura 4: Representacion en porcentaje de la muerte celular obtenida mediante ensayos de
ciclo celular por citometria de flujo en presencia y/o ausencia de un inhibidor general de
caspasas ICn (25 uM) y en presencia y/o ausencia del inhibidor de serin-proteasas AEBSF
(100 uMm ).

Nuestros resultados mostraron igualmente que el mecanismo por el que TSA
induce muerte celular no es dependiente de caspasas, puesto que el efecto se mantiene
cuando tratamos los cultivos celulares con TSA en combinacion con un inhibidor general
de caspasas. Sin embargo, si tratamos las células con TSA en combinacidn con el inhibidor
de serin proteasas AEBSF, el efecto de TSA disminuye significativamente, demostrando

que se trata de un mecanismo dependiente de esta actividad enzimatica.

Estos resultados preliminares que sugerian que TSA podria inducir muerte

celular en lineas celulares de glioblastoma multiforme por un mecanismo similar al

12



utilizado por este compuesto en modelos celulares de carcinoma de pancreas y colon, nos
lleva a plantear la siguiente hipdtesis y los objetivos necesarios para determinar la validez

o no de la misma.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

Basandonos en datos previos obtenidos en nuestro laboratorio, que muestran
gue la muerte inducida por los inhibidores de desacetilasas de histonas es independiente
de caspasas pero dependiente de las serin proteasas, y ademas, que este mecanismo de
muerte estd relacionado también con el estrés celular en el reticulo endoplasmico en
todos los modelos estudiados, postulamos la existencia de un mecanismo universal de
induccion de muerte celular por los iHDACs y que dicho mecanismo esta también activo en

cultivos celulares primarios de glioblastoma.

La universalidad de este mecanismo es importante desde un punto de vista
terapéutico, ya que podria constituirse en un blanco terapéutico en tumores

quimiorresistentes.

Con el fin de estudiar esta universalidad de los procesos de muerte celular
inducidos por un inhibidor de deacetilasa de histonas, la tricostatina A (TSA) establecemos

tres objetivos.

2.2 OBIJETIVOS

1. Demostrar que el inhibidor de HDAC tricostatina A (TSA) puede inducir, de forma
efectiva y selectiva, la detencién del crecimiento tumoral en concentraciones muy
bajas (rango nano-micromolar) en lineas celulares y cultivos primarios de glioblastoma.

2. Estudiar este mecanismo de muerte y comprobar que efectivamente esta relacionado
con el bloqueo de las serin-proteasas, y no de las caspasas, demostrando en parte la
universalidad de estos mecanismos moleculares en los cultivos primarios de
glioblastoma.

3. Determinar si los genes que median la induccién de muerte celular inducida por TSA
en modelos celulares de colon y pancreas, tienen el mismo efecto en los cultivos

primarios de glioblastoma tratados con TSA.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

Durante la realizacion de este trabajo, se utilizaron los cultivos primarios de
glioblastoma multiforme HGUE GB 16, HGUE GB 18, HGUE GB 37, HGUE GB 39 y HGUE GB
42, , procedentes de cultivos celulares primarios de glioblastoma y las lineas celulares de

glioblastoma establecidas U-87 y T-98.

Las lineas celulares U-87 y T-98 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), suplementado con suero bovino fetal al 10% y con los
antibidticos penicilina y estreptomicina al 5%. Los cultivos primarios se cultivaron con
medio DMEM/F12 y los mismos suplementos mencionados anteriormente. Se cultivaron a
una temperatura de 37°C y a una atmédsfera de CO2 al 5% en el incubador ESCO

CelCulture CO2.

3.2 TRANSFECCION CON siRNA

Los siRNAs (Small Interfering RNA) son un tipo de ARN interferente bicatenario
gue presenta una longitud entre 20 a 25 nucledtidos. El silenciamiento de la expresion
génica que proporciona este tipo de ARN es simple y rapido, y puede ser usado en un
amplio rango de organismos. Presentan un mecanismo de regulacion génica que limita los
niveles de transcritos de dos formas: o bien inhibiendo la transcripcion (TGS,
Transcriptional Gene Silencing) o bien activando la degradacion de secuencias especificas

de RNA (PTGS, Posttranscriptional Gene Silencing) [16].

Con el fin de silenciar la expresién de una serie de genes de interés, las células
fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una concentracién de 200.000 células por
pocillo en 2 ml de medio DMEM sin antibidtico. Se incubaron durante 18 horas a 37°C y
atmésfera humidificada con CO2 al 5%. Transcurrido este tiempo se prepararon los
reactivos necesarios para la transfeccion: siRNA de los genes que se querian silenciar
(descritos en la tabla 2); Lipofectamina RNAIMAX (Cat. 51985-034, Life Technologies), que
se trata de una formulacion lipidica catidnica especifica de RNAI, disefiada especialmente
para la entrada de siRNA y miRNA en distintas lineas celulares [17]; y el medio de
transfeccion Opti-MEM (Cat. 31985-070, Life Technologies), que es una modificacién del

medio DNEM que contiene HEPES y bicarbonato sddico, y que esta suplementado con
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hipoxantina, timidina, piruvato de sodio, L-glutamina, elementos traza y factores de

crecimiento [18].

En cada experimento ademds del siRNA especifico del gen a estudiar se
empled un siRNA inespecifico como control negativo del ensayo (Cat. 4390843, Life
Technologies). Los voliumenes empleados por pocillo fueron los siguientes:

A: 2,5 pl de siRNA (5 nmoles/ml) + 247,5 uL del medio de transfeccion Opti-MEM

B: 5 ul de Lipofectamina + 245 pl del medio de transfeccion Opti-MEM

Las soluciones A y B se mantuvieron durante 5 minutos a temperatura
ambiente por separado y después se mezclaron bien (afiadiendo B sobre A lentamente) y
se incubaron otros 20 minutos mas de nuevo a temperatura ambiente. En cada pocillo se
anadieron 500 ul de la mezcla AB correspondiente, y 1500 pl de medio DMEM sin
antibidticos. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C y atmédsfera humidificada con
CO2 al 5%. Transcurrido este tiempo se retiré el medio de transfeccidn y se sustituyd por
medio DMEM nuevo ahora ya con antibidticos. A partir de este momento se podia

proceder al tratamiento con Tricostatina A (TSA).

3.3 TRATAMIENTO CON TSA

La concentracion de TSA utilizada para las placas de 6 pocillos fue de 1 uM.
Para el estudio del ciclo celular se dejé actuar al TSA durante 24 horas con el fin de poder

detectar la apoptosis que produce.

3.4 ANALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO

Con el fin de determinar la distribucion del contenido de DNA de las células,
especialmente de células apoptdticas, se hizo uso de la citometria de flujo. La
fragmentacién del DNA internucleosomal es una caracteristica que se da en la apoptosis.
Debido a que los fragmentos de DNA de bajo peso molecular se extraen durante la tincién
de células en soluciones acuosas, las células apoptdticas se pueden identificar en los
histogramas de frecuencia de contenido de DNA como células con contenido de DNA

fraccionado (sub-G1) [19].
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Para la deteccién de dichas células, se recolectaron aproximadamente 1-10

células por cada experimento, se les retird el medio que contenian y se trataron con 500 pl
de tripsina/EDTA 0.05% 5 minutos a 37°C. Una vez despegadas las células de las placas, se
centrifugaron 5 minutos a 1000 rpm y se elimind el sobrenadante. Las células se fijaron
con etanol+ PBS 1x frio al 75% durante un minimo de 30 minutos a -20°C. Una vez fijadas,
las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1000 rpm y tras eliminar el
sobrenadante se resuspendieron en una mezcla que contenia: 2.5 ml RNasa A (libre de
ADNasa) (1 mg/ml), 2.5 ml de ioduro de propidio (1 mg/ml) y 95 ml de PBS-Tritén al 0.5%.
Las células se incubaron con esta mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Pasado este tiempo de incubacién, se analizé la distribucidon de las distintas

fases del ciclo celular por citometria de flujo.

La fluorescencia emitida por el ioduro de propidio, que se une de forma
estequiométrica a los acidos nucleicos, se determiné mediante el citdmetro FACS CANTO Il

utilizando un filtro de paso de banda de 633 nm.

3.5 RT-PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

3.5.1 Extraccion del RNA total

La extraccién del RNA total se realizé a partir de un maximo de 1-10’ células
mediante el RNeasy Plus Mini Kit (Cat. 74134, Qiagen). Transcurrido el tiempo de

tratamiento, las células se trataban segun el protocolo recomendado por el fabricante.

Una vez purificado el RNA, se determind su concentracién en las distintas
muestras mediante el Nanodrop 1000 de Thermo Scientific. La concentracion se
obtuvo a partir de la absorbancia determinada a 260 nm y la pureza mediante la
relacion entre las absorbancias a 280 y 260 nm. Las muestras de RNA fueron

conservadas a —802C.

3.5.2 Reaccion de retrotranscripcion

El DNA complementario (cDNA) se obtuvo a partir de aproximadamente 1 g
de ARN total, mediante el uso del kit comercial High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Cat. 4368814, Applied Biosystems). La reaccion se llevd a cabo siguiendo
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3.5.3

el protocolo proporcionado por la casa comercial y usando hexameros aleatorios como
cebadores. El termociclador empleado fue el GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems). Las condiciones a las que se sometieron las muestras fueron las
siguientes: 1 ciclo de unidon de los cebadores al molde (25°C durante 10 minutos); 1
ciclo de transcripcién inversa (37°C durante 2 horas); 1 ciclo de inactivacion de la
retrotranscriptasa y desnaturalizaciéon de cebadores (85°C durante 5 minutos); y por
ultimo para su conservacion se mantuvieron a 4°C. Terminada la reaccién se afadid
180 pL de agua libre de nucleasas de manera que la concentracién final de cDNA fuese

de aproximadamente 5 pg/ml. Las muestras de cDNA fueron conservadas a —20°C.

PCR cuantitativa a tiempo real

Los niveles del mRNA de los genes estudiados se detectaron mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. La reaccion se llevd a cabo empleando sondas TagMan
predisefiadas (Assays-on-demand, Applied Biosystems), recogidas en la tabla 1. Como
control interno de la reaccidn se utilizd una sonda para el gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Hs01922876 ul, Applied Biosystems). Todas las
muestras fueron analizadas por triplicado en placas de 96 pocillos y siempre en modo
singleplex (midiendo un/a solo/a gen/sefial por pocillo). Como mezcla de reaccion se
utilizé TagMan Gene Expression MasterMix (Cat. 4369016, Applied Biosystems), que

contiene todos los componentes necesarios para realizar la reaccion de PCR.

La reaccion se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por la casa
comercial. Para cada gen se realizd un control negativo NTP (Non Template Control)
anadiendo agua libre de nucleasas en lugar de cDNA. Ademas cabe destacar que para
cada condicién que se queria analizar se hicieron tres réplicas bioldgicas (mismo
tratamiento de forma independiente por triplicado) y sus respectivas tres replicas
técnicas (para la misma replica bioldgica se realizd la reaccién de PCR por triplicado).

De esta forma para cada condicion habria un n=9.

El equipo empleado fue el 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems), y
las condiciones a las que se sometieron las muestras fueron las siguientes: 1 ciclo de
eliminacion de contaminacion remanente por la activacion de Uracil-N-Glicosilasa
(UNG) (50°C durante 2 minutos); 1 ciclo de activacion de la polimerasa e inactivacidon

de UNG (95°C durante 10 minutos); 40 ciclos de desnaturalizacidon (95°C durante 15

18



segundos) seguidos de la hibridacién y extensidon de las cadenas (60°C durante 1

minuto).

3.5.4 Analisis de los resultados

Tras finalizar la reaccién, se obtuvieron los valores de Ct (Cycle Threshold) de
cada una de las muestras y se procesaron seguin el método de 2-aact [20], usando como
control interno el GAPDH y como control negativo muestras transfectadas con siRNA
no especifico. De esta forma se consiguid finalmente el nivel de expresién relativa de
cada gen para la linea celular estudiada (RWP-1).

Con el fin de evaluar el nivel de significacion de las diferencias entre los
diferentes tratamientos de las muestras, se realizé la prueba U de Mann-Whitney,
prueba no paramétrica que nos permite evaluar muestras independientes con un
numero bajo de réplicas, en nuestro caso n = 9 [21]. Este test estadistico se realizo

mediante el uso del programa GraphPad Prism 5.

3.6 GENES A ESTUDIO

En la siguiente tabla, se indican los diferentes genes estudiados e informacion
acerca de cada uno de ellos: nombre del gen (y otros alternativos), los nombres que recibe
la proteina, funcidn biolégica que presenta, el siRNA utilizado para inhibir su expresion, la
sonda que se utilizd en la PCRq a tiempo real para su deteccion, y el nimero de referencia

de UniProt, donde se recoge mas extensamente informacion relevante sobre la funcion de

los genes.
NOMBRES | NOMBRES DE LA FUNCION ID SONDA (PCRq) | UniProt
DEL GEN PROTEINA BIOLOGICA siRNA

DUSP10, Dual specificity Fosfatasa involucrada s22145 Hs00200527_ml1  Q9Y6W6
MPK5 protein phosphatase en la inactivacion de

10; Mitogen- las MAPKs

activated protein

kinase phosphatase 5

(MPK-5)

X-box-binding Factor de s14915 Hs03929085 gl P17861
protein 1 (XBP-1); transcripcion que (Sin splicing XBP-
Tax-responsive actia durante el

element-binding estrés en el RE, )
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protein 5 (TREB-5)

Membrane-bound
transcription factor
site-2 protease;
Endopeptidase S2P;
Sterol regulatory
element-binding
proteins
intramembrane
protease (SREBPs
intramembrane
protease)

MBTPS2,
S2p

regulando la UPR

Metaloendopeptidasa s434
que cataliza la
activacion

proteolitica de ATF6 y
SREBPs

Hs00964359_m1
(Con splicing XBP-
1s)

Hs00210639_m1

043462

Tabla 1: Resumen de los diferentes genes a estudio donde se muestra informacién sobre su

actividad y sobre los reactivos utilizados especificamente para cada uno de ellos.
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4 RESULTADOS

4.1 EFECTO DEL TSA EN LINEAS CELULARES DE GLIOBLASTOMA

Una de las lineas de investigacion de nuestro laboratorio es el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas contra el glioblastoma multiforme. Para cumplir dicho
objetivo hemos desarrollado técnicas que nos permiten obtener cultivos primarios de
glioblastoma a partir de los aspirados quirurgicos de los pacientes. Estos cultivos
primarios pueden ser utilizados para testar in vitro y ex vivo la eficacia de los nuevos
tratamientos. Las ventajas de este tipo de modelos son por un lado, una mayor
proximidad al paciente en comparacién con la utilizacion de lineas celulares
establecidas y, por otro lado, el hecho de poder trabajar con un modelo no invasivo
seguro para el paciente.

Dentro de la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, nos interesa el
desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en la nanotecnologia y, en base a
investigaciones previas de nuestro laboratorio, nos hemos planteado utilizar
nanoparticulas combinadas con la terapia epigenética con inhibidores de las
desacetilasas de histonas. Este trabajo de fin de grado, aborda la caracterizacion del
efecto de TSA en los cultivos primarios de glioblastoma multiforme, determinando si
los mecanismos moleculares de induccion de muerte por TSA en este tipo de tumor,
son similares a los observados en otros tumores sdlidos previamente analizados en

nuestro laboratorio.

En primer lugar, determinamos mediante ensayos de MTT, el efecto de TSA
sobre la proliferacion celular en dos lineas de glioblastoma multiforme en las que
previamente, habiamos analizado el efecto de TSA sobre la distribucidn de las distintas
fases del ciclo celular (figura 5) con el fin de determinar las dosis efectivas de TSA. Los
resultados en la figura 5, muestran que la linea celular U87 es mas sensible al

tratamiento con TSA que la linea celular T-98.
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Figura 5: Resultados del experimento MTT realizado a las lineas celulares U-87 y T-98, donde se observa

el aumento del porcentaje de muerte celular conforme aumenta la dosis del farmaco TSA.

Una vez comprobado el efecto de la tricostatina A en estas dos lineas celulares
de glioblastoma mediante estudios de MTT, he realizado estudios de ciclo celular mediante
citometria de flujo, comprobando que la TSA induce un aumento significativo de la fase
sub G1 del ciclo celular en los cultivos primarios de glioblastoma estudiados, lo que
significa que existe un aumento de la muerte celular en estas células cuando son tratadas
con este farmaco, en comparacion a los respectivos controles de cada linea celular (figura

6).
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Figura 6: Resultados del estudio de citometria de flujo realizado en diferentes cultivos primarios de
glioblastoma, donde se observa la diferencia en el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular
obtenidas en las células tratadas una vez sustraidas los porcentajes presentes en cada una de las fases del ciclo

celular en las células no tratadas. Se representa la media + SD.

En la figura 7 se muestran las distribuciones de las distintas fases del ciclo
celular de un experimento representativo para la validacién del tratamiento con el
farmaco a estudio. En ausencia de TSA, el porcentaje de células en fase sub-G1 es muy
pequeiio y representa la muerte celular basal (A y C). Sin embargo, el tratamiento con 1
uM de TSA durante 24 horas, induce un aumento significativo de dicho porcentaje (B y D).

Los resultados indican que TSA induce muerte celular en los cultivos primarios HGUE GB 16

22



y HGUE BG 42. Resultados similares se obtuvieron en los cultivos HGUE GB 18, HGUE GB 37
y HGUE GB 39 (datos no representados).
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Figura 7: Experimento representativo de los resultados obtenidos por citometria de flujo realizado en la linea
celular de glioblastoma HGUE-GB-42, donde se observa el aumento de células en la fase subG1 del ciclo
celular que muestra los niveles de muerte celular, observando un mayor porcentaje de muerte en la
segunda grafica donde las células han sido tratadas con TSA 1 uM, en comparacidn con la primera gréfica

control.

4.2 PAPEL DE SERIN PROTEASAS EN EL MECANISMO DE
MUERTE INDUCIDA POR TSA

El segundo objetivo de esta linea de investigacién es estudiar el mecanismo
molecular asociado a la inducciéon de muerte celular mediada por TSA en cultivos primarios
de glioblastoma multiforme y evaluar si, al igual que sucede en otros modelos celulares,
este proceso es dependiente de la actividad de algunas serin proteasas. Para ello,
partimos de cuatro cultivos primarios de glioblastoma multiforme: HGUE GB 18, HGUE GB
37, HGUE GB 39 y HGUE GB 42, y establecimos cuatro tratamientos distintos: control, TSA
1 uM, AEBSF 100 uM vy TSA + AEBSF.

Nuestros resultados indicaron que, tal y como sucede en otros modelos
celulares previamente analizados, el tratamiento con AEBSF induce una disminucion
significativa del efecto de TSA en todos los cultivos primarios analizados, puesto que en
presencia de TSA+AEBSF, se observa un menor porcentaje de células en la fase sub G1 en

comparacién con el tratamiento Unicamente con TSA (figura 8).
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Figura 8: Resultados del estudio de citometria de flujo realizado en diferentes lineas celulares de glioblastoma,
donde se observa la diferencia de viabilidad de células tratadas con TSA 1 uM, AEBSF 1 uM y TSA + AEBSF a lo
largo de las fases del ciclo celular. Se representa el incremento en las diferentes fases del ciclo celular en las
células tratadas con TSA tras la sustraccion de los porcentajes en cada fase del ciclo celular presentes en las

células no tratadas. *(P<0,05). Se representa la media + SD.

4.3 INHIBICION MEDIANTE SIRNA DE LOS GENES DE INTERES Y
SU EFECTO EN EL CICLO CELULAR

Tras demostrar que TSA induce muerte celular en los cultivos primarios de
glioblastoma multiforme, y que el el tratamiento con AEBSF disminuye dicho efecto, nos
planteamos analizar el papel que determinados genes que en otros modelos celulares
parecen estar implicados en la respuesta a TSA, desempefian en el efecto de TSA en
cultivos primarios de glioblastoma multiforme. Para ello, transfectamos transitoriamente
los cultivos primarios HGUE GB18 y HGUE GB42, con RNAs de interferencia (siRNA)
especificos para esos genes.

El primer paso era comprobar que el procedimiento de la transfeccion no
inducia per se muerte celular, por lo que en todas nuestras transfecciones se incluye un
control con un siRNA inespecifico. Las células se transfectaron también con siRNAs
especificos para los genes XBP1 o DUSP10, Tras 24 de transfeccidn, las células se trataron
con TSA 1 uM durante 24 horas, analizando a continuacién la distribucién de las distintas
fases del ciclo celular, mediante citometria de flujo. Para determinar si los siRNAs habian

producido la disminucion esperada de los niveles de mRNA de XBP1 y DUSP10, analizamos
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en paralelo por RT-PCR los niveles de mRNA de estos genes en las células transfectadas
con el siRNA inespecifico y en aquellas transfectadas con los siRNas especificos.

Los resultados de esta primera transfeccién se muestran en la figura 9, en la
gue se representan los porcentajes en cada fase del ciclo celular obtenidos tras sustraer
los porcentajes presentes en las células de los controles respectivos de las mismas células
tratadas con TSA. Sin embargo, tal y como cabe esperar, cuando células transfectadas con
el siRNA no especifico se tratan con TSA 1 uM , el porcentaje de células en fase sub
Glaumenta significativamente. La transfeccidn transitoria con los siRNAs especificos para
XBP1 y DUSP10, mostrd una ligera disminucion de la muerte celular inducida por TSA en
las células del cultivo HGUE-GB-18 transfectadas tanto con siRNAs contra DUSP10 como
contra XBP1. En las células tratadas con TSA del cultivo HGUE-GB-42 la inhibicién de la
muerte celular inducida por este iHDAC era mas pronunciada que en el cultivo HGUE-GB-

18 especialmente en el caso del XBP-1.
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Figura 9: Experimento representativo de las primeras transfecciones con los siRNA. Se representan
los porcentajes en cada fase del ciclo celular obtenidos tras sustraer los porcentajes en las células

de los controles respectivos de las mismas células tratadas con TSA.

25



Al comprobar mediante RT-PCR en tiempo real, la eficacia de la transfeccion
con los siRNAs especificos, determinando los niveles de expresion de los RNA mensajeros
correspondientes, observamos que la transfeccion tuvo un efecto muy limitado en lo que a
inhibicion de la expresion se refiere, puesto que seguian observandose niveles de mRNA lo
suficientemente significativos, con inhibiciones de la expresiéon de estos mRNAs en el
entorno del 20-30%, claramente insuficiente para este tipo de experimentos de inhibicidn
de la expresién génica, esta baja eficiencia de los siRNAs podria ser la causa del modesto
efecto observado en los estudios de citometria de flujo. La mayor inhibicion de la
expresion se produjo en el cultivo HGUE GB42 transfectado con el siRNA especifico de
XBP1 (figura 10), que se corresponde con la condicién a la que observabamos un efecto

ligeramente mayor en los experimentos de citometria de flujo (figura 9).
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Figura 10: Niveles de expresién de los mRNAs de XBP-1 y DUSP-10 en los cultivos primarios HGUE-GB-18 y

HGUE-GB-42 transfectados con siRNAs especificos para estos genes o con un siRNA inespecifico. *(P<0,05). Se

representa la media £ SD.

La escasa eficacia de la transfeccién, podria explicarse por el hecho de que en
los cultivos primarios, este procedimiento es mas complejo que en las lineas celulares

inmortalizadas.

Dado que, el resultado mas prometedor lo obtuvimos en las transfecciones con
el siRNA especifico de XBP1, repetimos los experimentos de transfeccion con este siRNA en
los dos cultivos primarios previamente utilizados (GB18 y GB42). En este caso, la
transfeccion funciond mejor en GB18, observando una bajada mayor de la expresién del
mRNA (figura 11). En los experimentos de citometria de flujo, observamos que en este
mismo cultivo primario, se produce una disminuciéon mayor en el porcentaje de células en

la fase subG1 cuando éstas se transfectan con el siRNA especifico de XBP1 (figura 11). Los
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resultados de las figuras 11 y 12, sugieren que, efectivamente, este gen podria
desempenar un papel en los mecanismos moleculares asociados a la induccién de

apoptosis mediada por TSA.
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Figura 11: Experimento representativo de las primeras transfecciones con los siRNA. Se
representan los porcentajes en cada fase del ciclo celular obtenidos tras sustraer los
porcentajes en las células de los controles respectivos de las mismas células tratadas con

TSA. *(P<0,05). Se representa la media + SD.
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Figura 12: Niveles de expresidn de los mRNAs de XBP-1 y DUSP-10 en los cultivos primarios
HGUE-GB-18 y HGUE-GB-42 transfectados con siRNAs especificos para estos genes o un

siRNA inespecifico. Se representa la media + SD.
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Por ultimo, se realizaron una serie de experimentos transfectando en este caso
la linea celular de glioblastoma HGUE GB 42 durante periodos de 24 y 48 horas, con el fin
de determinar si, tras 48 horas de transfeccion, se observa un mayor efecto. En este caso,
las células se transfectaron con el siRNA especifico para XBP1 o con el siRNA especifico
para el gen MBTPS 2 (Membrane-bound transcription factor site-2 protease). Los estudios
de citometria de flujo, revelan una mayor disminucién en el porcentaje de células en la

fase subG1 cuando éstas se transfectan durante 48 horas (figura 13).
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Figura 13: Experimento representativo de las transfecciones con los iRNAs. Se representan
los porcentajes en cada fase del ciclo celular obtenidos tras sustraer los porcentajes en las
células de los controles respectivos de las mismas células tratadas con TSA. Se representa

la media + SD.

Mediante RT-PCR a tiempo real, observamos que efectivamente, tras 48 horas
de transfeccidn, se obtiene una inhibicion mucho mds elevada, de los niveles de expresion

de los mRNAs correspondientes (figura 12).
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Figura 12: RT-PCR representativa de las transfecciones realizadas durante 24h o 48h. Se representa la

media + SD.
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5 DISCUSION

El grupo de investigacion donde he realizado mi TFG lleva afios estudiando los
inhibidores de las desacetilasas de histonas como posibles agentes terapéuticos en tumores
guimiorresistentes [22]. Los resultados del grupo y de otros autores han demostrado que
los inhibidores de desacetilasas de histonas eran capaces de inducir muerte celular en
multitud de modelos celulares de diferentes tipos de tumores [23] y mas interesantemente

en algunos modelos celulares que presentaban resistencia a otros tratamientos [24].

El resultado de todos estos estudios mostraba que los iHDACs eran capaces de
inducir muerte celular a dosis un orden de magnitud inferior en células tumorales que en
células no tumorales del mismo tejido y que, incluso en el caso de algunos modelos
celulares quimiorresistentes, las dosis necesarias para inducir la muerte celular eran
inferiores a las necesarias para inducirla en el mismo modelo celular antes de adquirir dicha
guimiorresistencia. Estos resultados sugerian que los iHDACs podian constituirse en un

tratamiento efectivo en un nimero importante de tipos de cancer.

Sin embargo, los resultados obtenidos en los ensayos clinicos han mostrado
efectividad Unicamente en los linfomas de células T y no en los tumores sélidos ensayados
[23]. Las razones de estos desalentadores resultados clinicos no se conocen totalmente,
pero pueden estar relacionadas en parte con la inespecificidad de los efectos de los iHDACs.
En efecto, si se realizan estudios de expresion génica diferencial gendmicos o protedmicos
comparando la expresion de los diferentes genes en presencia o ausencia de los diferentes
iHDACs, se observa que hasta un 5-10 % de los genes estudiados modifican su expresion. La
diversidad de estos genes es tal, que practicamente todas las vias de transduccion de
sefiales, la regulacion del ciclo celular o los mecanismos de reparacion del DNA etc... estan
afectados. La razdn de estos efectos tan generales en la expresion génica deriva por un lado
de la importancia que el equilibrio entre la acetilacion y la desacetilacion de las histonas
tiene en la remodelacion de la cromatina y en la propia expresion génica [25] y, por otro
lado, de la observacion de diferentes efectos independientes de la regulacién de la
cromatina que los iHDACs tienen sobre la regulacion por acetilacion de diferentes proteinas

muy importantes para las funciones celulares, por ejemplo TP53 y HSP90 [26] [27] .

Tanto nuestro grupo de investigacion como otros, se plantearon a la luz de
estos resultados si no seria mas conveniente determinar las vias utilizadas por los iHDACs

para inducir la muerte celular y generar farmacos que activaran estas vias
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independientemente de los efectos generales sobre la expresidon génica, como tratamiento

en lugar de los propios iHDACs [28].

La mayoria de los grupos de investigacion a diferencia del nuestro han seguido

lineas de investigacidn que presentan algunos de los siguientes problemas:

1. Utilizacidon de un unico modelo celular o de un ndmero limitado de los
mismos.

2. Realizacion de analisis de expresiéon génica diferencial y dar por
sentado que cualquier modificacion en la expresién de genes que participan en algun tipo
de muerte celular es significativo, sin demostrar la relacion causa-efecto entre dicha

variacion y la induccion de muerte celular por los iHDACs.

Nuestro grupo siguio una linea de investigacion diferente centrada en:

1. Caracterizar la muerte celular inducida por los iHDACs en diferentes
modelos celulares de carcinoma humano y de raton.

2. Buscar modelos celulares resistentes a la inducciéon de muerte celular
inducida por los iHDACs.

3. Realizar estudios de expresion génica entre los diferentes modelos
celulares y los modelos celulares resistentes.

4. Determinar la relacion causa-efecto entre los cambios de expresion

observados y la inducciéon de muerte por los iHDACs.

Gracias a estas aproximaciones experimentales, identificamos un conjunto de
genes potencialmente relacionados con la induccidon de muerte celular por los iHDACs. Este
grupo de menos de 20 genes apuntaba a que la induccién de muerte celular por los iHDACs
estaba estrechamente relacionada con la generacién de estrés en el reticulo endoplasmico

y con la regulacion de las MAPKs por algunas DUSPs (fosfatasas duales).

En un TFG anterior y utilizando técnicas de RNA de interferencia, se observo en
modelos celulares de carcinoma de pancreas y colon que algunos de estos genes al ser

inhibidos en su expresion bloqueaban significativamente la muerte inducida por TSA.

En el presente estudio, hemos continuado tratando de demostrar la relacion
causa-efecto entre algunos de estos genes y la muerte inducida por TSA. A diferencia del
trabajo de fin de grado anterior, nuestro objetivo ha sido el glioblastoma multiforme, un

tipo de tumor del SNC practicamente intratable. También en este trabajo era diferente el

31



tipo de modelo celular utilizado, ya que el trabajo se ha realizado sobre cultivos primarios
aislados de los aspirados quirurgicos de los pacientes operados y no sobre modelos
celulares ampliamente establecidos. Este cambio de modelo es importante porque estos
cultivos son mucho mas cercanos al paciente que las lineas celulares establecidas hace afios

y que han sido modificadas por las condiciones de cultivo generacién a generacién.

Nuestro trabajo se inscribe en una linea de investigacion del laboratorio que
tiene como objetivo la utilizacion de nanoparticulas para vehiculizar diferentes farmacos
capaces de actuar sobre los glioblastomas multiformes. En base a los resultados anteriores,
un posible candidato para esta vehiculizacion serian los iHDACs o aun mejor, compuestos
capaces de activar la misma via de induccidon de muerte celular que los iHDACs pero que no
generaran sus efectos a nivel transcripcional. Para lograr este objetivo a largo plazo,
necesitabamos realizar diferentes aproximaciones experimentales para determinar la

viabilidad o no de esta aproximacion.

Inicialmente necesitdbamos saber si los iHDACs tenian efecto sobre la
viabilidad y proliferacion de las células de glioblastoma. Realizamos algunos experimentos
de MTT utilizando dos lineas celulares de glioblastoma establecidas (U-87 y T-98) y en base
a los resultados obtenidos en la figura 5 determinamos la concentracion de 1 uM de TSA
como la que utilizariamos a partir de ese momento en los experimentos de ciclo celular en
los que basariamos el trabajo mas preciso del TFG. En segundo lugar, necesitdbamos
determinar si habia muerte celular inducida por TSA en glioblastoma y si esta muerte
celular seguia el patron general de muerte inducida por los iHDACs. Teniamos evidencia de
gue los iHDACs inducian muerte celular en algunas lineas celulares de glioblastoma y que
esta muerte celular no era inhibida por los inhibidores de caspasas pero si por el inhibidor
de serin-proteasas AEBSF, lo que sugeria que al menos en lineas celulares de glioblastoma
la hipodtesis de un mecanismo general de induccion de muerte celular por los iHDACs podia
ser cierta. Lo primero que necesitdbamos probar es si la TSA era capaz de inducir muerte
celular en nuestros cultivos primarios de glioblastoma, mucho mas cercanos al paciente y
por tanto mas informativos que las lineas celulares. En la figura 6 mostramos el efecto que
un tratamiento con TSA 1uM tiene sobre el ciclo celular de varios cultivos primarios de
pacientes distintos (los cultivos 16, 18, 37, 39 y 42). Como puede observarse, el tratamiento
con TSA provoca un aumento de la fase sub-G1 indicativa de muerte celular en los mismos.
A continuacidn, era importante demostrar si esta muerte celular inducida en los cultivos
primarios era serin proteasa dependiente tal y como hipotetizdbamos. La figura 8 muestra

que en efecto, el inhibidor de serin proteasas AEBSF era capaz de bloquear la muerte
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inducida por TSA en estos cultivos celulares. Nuestros resultados indicaron que, tal y como
sucede en otros modelos celulares previamente analizados, el tratamiento con AEBSF
induce una disminucién significativa del efecto de TSA en todos los cultivos primarios

analizados.

Comenzamos entonces los experimentos que nos permitieran demostrar si los
genes identificados en otros modelos celulares, desempefiaban un papel en la muerte
inducida por TSA en los cultivos primarios de glioblastoma. Estos experimentos se
mostraron especialmente dificiles de realizar por la resistencia de los cultivos primarios a la
transfeccion de los RNAs de interferencia. Por ejemplo, como se muestra en la figura 9 con
los cultivos primarios 18 y 42 transfectados con RNAs de interferencia para XBP1 y DUSP-10
y un RNA de interferencia inespecifico, apenas se observan cambios en la fase sub-G1
inducida por TSA en el cultivo 18, cuando se inhibe la expresion de XBP1 o DUSP10. En el
cultivo 42, el bloqueo por XBP1 y DUSP-10 del efecto del TSA es algo mayor, pero tampoco
muy significativo. Esta falta de efecto se debe a que los RNA de interferencia no han
producido el efecto esperado sobre la expresion de los genes diana, tal y como se muestra
en la figura 10 (RT-PCR). El problema de conseguir niveles de inhibicion de la expresidn de
los genes diana similares a los obtenidos con los iRNAs en lineas celulares (hasta un 90 % de
inhibicion) ha constituido un serio problema para la realizacion de este TFG. Modificando
distintos parametros relacionados con la transfeccion, tales como el tiempo de transfeccion
con los siRNAs antes de los experimentos con TSA, la relacion entre el siRNA vy el lipido
catidnico utilizado como vehiculo y, seleccionando aquellos cultivos primarios mas
sensibles a la transfeccion, hemos podido demostrar que XBP-1, DUSP-10 y MBPTS2
blogquean en parte la muerte celular inducida por TSA en cultivos primarios de glioblastoma

multiforme, cuando su expresidn es inhibida por siRNAs (figuras 10,11y 12).

Los resultados obtenidos especialmente con XBP-1 y MBPTS2 apuntan a que
también el estrés en el reticulo endoplasmico juega un papel en la muerte celular inducida
por TSA en los cultivos primarios de glioblastoma ya que se conoce que XBP1 es un factor
de transcripcién activado por IRE-1 mediante splicing cuando hay estrés en el reticulo, por
lo que XBP1 es parte de la respuesta de estrés del reticulo endoplasmico (ER). Como
resultado al estrés en el ER, GRP78 se libera de IRE1 para ayudar al plegamiento de la
proteina [29] [30]. Por otra parte, MBPTS2 es un proteasa involucrada en la activacion de
los factores de transcripcion de la familia ATF-6 en respuesta al estrés en el reticulo. Por
otro lado, la DUSP10 esta implicada en la via de las MAPK, ya que la activacion de ésta via

estd ligada a a la expresion de estas proteinas. Las DUSPs estdn ligadas a regulacién
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mediante fosforilacion a nivel post-transduccional,, lo que da lugar a alteraciones en la
estabilidad de la proteina. Es interesante mencionar que se ha demostrado que DUSP10 se
encuentra sobreexpresada en un nimero significativo de pacientes de GBM, lo cual puede

ser de gran interés en investigaciones futuras [31].

34



6 CONCLUSIONES

1. Los niveles de iHDAC en concreto el TSA inhiben la proliferacion celular e
inducen muerte celular tanto en lineas celulares establecidas como en cultivos primarios de
glioblastoma multiforme.

2. La muerte celular inducida por TSA en glioblastoma es caspasa
independiente y serin proteasa dependiente al igual que sucede en otros modelos celulares
de cancer.

3. La inhibicion de la expresiéon mediante siRNA de los genes XBP1, DUSP10 y
MBTPSII bloquean parcialmente la muerte celular inducida por TSA en glioblastoma.

4. La participaciéon de XBP1 y MBPTSIlI en la muerte inducida por TSA en
glioblastoma sugiere que el estrés en el reticulo endoplasmico participa en la induccion de
muerte celular inducida por TSA.

5. La participacion de la DUSP10 en la muerte inducida por TSA en
glioblastoma sugiere que la via de las MAP kinasas participa en la muerte celular inducida
por estos compuestos.

6. los datos obtenidos en este TFG junto con datos anteriores del grupo abalan
la existencia de un mecanismo universal de muerte celular inducida por TSA y/o otros

inhibidores de iHDAC.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Terminar de validar el resto de los genes que participan en la induccién de
mueste celular por los iHDACs en los modelos celulares de glioblastoma de los que

disponemos. Utilizando los siRNAs.

Iniciar la inmovilizacién de los iHDACs en las nanoparticulas e iniciar su
validacion como nueva estrategia terapéutica en los modelos celulares de glioblastoma y

otros tipos de tumores.
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