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Antecedentes del tema

La apoptosis es un proceso altamente regulado y muy eficiente por el que se produce
la muerte celular programada. Se caracteriza por la condensacién de la cromatina y la
contraccion del nucleo y del citoplasma, seguido de la fragmentacion de la célula en cuerpos
apoptdticos los cuales son atrapados por los fagocitos y digeridos por los lisosomas (Kerr,
Whyllie et al. 1972). Los estimulos que la originan son la unién de ligandos a receptores de
membrana, falta de factores de crecimiento o dafio en el DNA debido a defectos en la
reparacion de errores. Estos estimulos se pueden producir en el proceso de formacion de
tumores, por lo que la apoptosis tiene una funcion supresora de tumores. Incluso defectos en la
apoptosis se consideran actualmente marcadores en algunos tipos de cancer. Ademas, el proceso
de apoptosis esta altamente conservado a lo largo de la evolucién.

El papel de la apoptosis en el desarrollo de tumores se descubri6 a partir del analisis
citogenético de células B procedentes de linfomas humanos. Se vio una correlacion entre la
translocacion cromosdmica t(14; 18) y el linfoma de células B del centro folicular humano. Con
la translocacion se produce un reordenamiento cromosémico que conlleva la colocacion del gen
bcl-2 bajo el control del gen potenciador de la cadena pesada de la inmunoglobulina. De esta
forma se produce un aumento de expresion del gen bcl-2 y se inhibe el proceso de muerte
celular programada, pero no aumenta la proliferacion celular. Se vio que defectos en el control

de la apoptosis puede conllevar la aparicion de cancer (Kelly and Strasser 2011).

La apoptosis se produce por la familia de proteinas Bcl-2. En mamiferos la familia de
proteinas Bcl-2 estd formada por unas 14 proteinas divididas en proteinas anti-apoptoticas
(inhiben la apoptosis favoreciendo la supervivencia celular) y en proteinas pro-apoptoticas
(favorecen la muerte celular). Todas las proteinas de la familia Bcl-2 tienen una serie de
dominios homologos llamados BH1, BH2, BH3 y BH4. Los dominios BH1, BH2 y BH3
contienen un bolsillo hidrofébico al que pueden unirse péptidos de las proteinas BH3-only, las
cuales solo contienen el dominio BH3 en su estructura. EI dominio BH3 es el responsable de la
interaccion entre las proteinas BH3-only y el resto de proteinas de la familia Bcl-2 durante el

proceso de apoptosis (Youle and Strasser 2008).

Existen dos vias mediante las cuales se lleva a cabo la apoptosis: via extrinseca y via
intrinseca. Todas las rutas de apoptosis convergen en la activacion de las caspasas, que son
proteasas que coordinan el proceso de muerte celular. Las dos rutas de apoptosis se diferencian
entre ellas en si las proteinas de la familia Bcl-2 son necesarias 0 no. En ambas rutas las

caspasas son cruciales para la ejecucion de la apoptosis.
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La via intrinseca (via mitocondrial o via regulada por Bcl-2) se activa por sefiales
citotoxicas como una infeccidn viral, dafio en el DNA y/o falta de factores de crecimiento. Esta
controlada por proteinas de la familia Bcl-2. Conduce a la activacion de la caspasa-9, pero en
algunas células la ruta intrinseca se puede llevar a cabo en ausencia de caspasa-9 o en ausencia

de su activador: la proteasa apoptética de activacion del factor 1 (APAFL).

La ruta extrinseca se activa por ligacion de receptores de muerte, que son miembros de
la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Estos receptores son Fas, Trail o
TNFR1, los cuales contienen un dominio intracelular. Estos receptores reclutan y activan la
caspasa-8 a través de la proteina adaptadora Fas asociada al dominio FADD en la superficie
celular. Este reclutamiento de la caspasa-8 causa la activacion de otras caspasas: caspasa-3,
caspasa-6 y caspasa-7. En esta ruta no participa ninguna proteina de la familia Bcl-2. En algunas
células, como los hepatocitos, la via extrinseca puede cortar la via intrinseca a través de la
caspasa-8, cuya activacion media la escision de la proteina BID. El extremo C-terminal
truncado de BID, Ilamado tBID se transloca a la mitocondria y promueve la activacion de la
caspasa-9. La caspasa-9 es el efector de la caspasa-3, la caspasa-6 y de la caspasa-7 a través de
la via intrinseca. Por tanto, la pérdida de BID o la sobreexpresiéon de Bcl-X inhiben la muerte

celular.

Por tanto, las células carentes de caspasa-9 o de su activador, APAF1, tienen defectos
en la apoptosis regulada por Bcl-2, pero la apoptosis por via extrinseca funciona correctamente.

La pérdida o inhibicion de la caspasa-8 permite la supervivencia a largo plazo de
células estimuladas a través de un receptor (via extrinseca). Pero la pérdida de la caspasa-9 o de
APAF1 no permite la supervivencia celular a largo plazo si la via mitocondrial estad ocupada.
Esto se debe a la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial producida por la

activacion de las proteinas BAX y BAK.

En ausencia de actividad de las caspasas se reduce la respiracion seguido de la

liberacion del citocromo c, lo que produce la muerte celular.
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Figura 1. Esquema de la ruta de la apoptosis donde se reflejan las dos vias por las que se puede
iniciar el proceso.

v" Las proteinas de la familia Bcl-2 tienen actividades apoptoéticas

opuestas.

Las proteinas de la familia Bcl-2 se dividen en tres clases atentiendo a su papel

durante el proceso de apoptosis:

e Inhibidores de la apoptosis: Bcl-2, Bcl-X, Bel-W, Mcl-1, Bel-B y Al.

e Promotores de la apoptosis: BAX, BAK, BOK.

e BH3-only: BAD, BIK, BID, Hrk, BIM, BMF, NOXA, PUMA. Estas solo
poseen el dominio homélogo BH3 y su funcion es unirse y regular a las

proteinas anti-apoptéticas para promover la apoptosis.

BAX y BAK son dos proteinas cruciales para inducir la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial y la liberacién de moléculas apoptogénicas (citocromo c y
SMAC) que conducen a la activacion de las caspasas en caso de dafio, poseen una redundancia

funcional. Ambas son inhibidas por las proteinas de la familia anti-apoptética y estas Gltimas a
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su vez son inhibidas por las proteinas BH3-only. Existen modelos para explicar la activacion de

BAXy BAK que se explican mas adelante (Youle and Strasser 2008).

Las proteinas BH3-only son los iniciadores de la apoptosis. Poseen una hélice a
anfipatica mediante la que se unen e inactivan a las proteinas anti-apoptéticas y también se unen
transitoriamente y activan BAX y BAK. Estas proteinas se activan por diferentes estimulos
citotoxicos, incluyendo el potenciamiento de la transcripcion y modificaciones post-
traduccionales. BID es capaz de unirse a los receptores de ambas rutas (extrinseca e intrinseca)
porque su escision por la caspasa-8 genera un segmento C-terminal activo denominado tBID.
tBID promueve que BAX y BAK medien la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial (Strasser, Cory et al. 2011).

Las proteinas anti-apoptoticas se unen con alta afinidad a BAX y BAK y a los
miembros del subgrupo BH3-only mediante la asociacion del dominio BH3 de las proteinas pro-
apoptdticas al surco hidrofébico de las proteinas anti-apoptoticas. Las uniones que se producen

son:

- BIM, PUMA y tBID se unen fuertemente a las proteinas anti-apoptoticas.
- BAD se une a Bcl-2, Bcl-X y Bel-W.

- NOXAseuneaMcl-1yaAl.

- ABAKseunen Bcl-X, Mcl-1y Al.

- ABAXseunen Mcl-1, A1, Bcl-X, Bcl-2 y Bel-W.

Bim Puma tBid

|
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Figura 2. Esquema modificado de Strasser, Cory et al. 2011. Uniones entre las diferentes
proteinas de la familia Bcl-2.
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Si se potencia la expresion de BIM y PUMA aumenta la muerte celular. Y si BAD y

NOXA coexpresan se induce la muerte.

BAX y BAK promueven la activacién de las caspasas por sus efectos sobre la
mitocondria. Ambas proteinas inducen la liberacion de proteinas desde el espacio
intermembrana de la mitocondria. Este proceso de permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial resulta en la liberacion de citocromo c y otras proteinas solubles hacia el citosol
con el objetivo de promover la activacion de las caspasas. Al mismo tiempo que se libera el
citocromo ¢, BAX y BAK inducen la fragmentacion de la mitocondria, lo que sugiere que hay

una conexion entre el proceso de division mitocondrial y las funciones de la familia Bcl-2.

El citocromo ¢ se une a APAF1 y forman un anillo proteico heptamérico denominado
apoptosoma. EIl apoptosoma se une a la pro-caspasa-9 e induce su activacion mediante un
cambio conformacional. La activacion de la caspasa-9 de esta forma es necesaria en neuronas y

fibroblastos.

Existe una via independiente de APAF1 para activar las caspasas: consiste en la
inhibicién de caspasas por proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) como XIAP. Estas
proteinas se unen y neutralizan las caspasas-9 y -3. Esta inhibicidén puede ser antagonizada por
la unién de SMAC, que es liberado junto con el citocromo c¢ por la mitocondria tras la
activacion de BAX/BAK.

Los receptores NOD son proteinas relacionadas con APAF1 que regulan las rutas
alternativas de activacion de las caspasas que se producen en procesos de defensa no apoptotica

asociados a la inmunidad innata.

La etapa en la regulacion de la apoptosis controlada por la familia Bcl-2 parece ser el
paso final en la decisién entre vida y muerte celular. La ruptura de la mitocondria por BAX y
BAK puede ser una causa de la muerte eventual de las células clonogénicas en ausencia de la

activacién del apoptosoma (Youle and Strasser 2008).

Normalmente la activacion de las caspasas media la muerte celular y su eliminacion.
Pero cuando las caspasas estdn bloqueadas se pueden perder algunas caracteristicas de la
apoptosis, lo que conlleva una muerte celular lenta mediada por la familia Bcl-2 (ruptura de las

mitocondrias).
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v" Activacion de la expresion de las proteinas de la familia Bcl-2

Las proteinas del subgrupo BH3-only (pro-apoptoticas) funcionan como sensores de

sefiales apoptoticas procedentes de diferentes procesos celulares. Su expresion se puede inducir

por factores de transcripcion:

NOXA y PUMA se expresan inducidas por la presencia de p53, que aparece
en respuesta a dafo en el DNA.
La expresion de BIM esta inducida por FOXO3A en respuesta a la

deprivacion de factores de crecimiento.

Pero las proteinas BH3-only también pueden activarse por modificaciones post-

traduccionales:

BAD se expresa por la pérdida de fosforilacion debida a la deprivacion de
factores de crecimiento.

BID se activa mediante prote6lisis mediada por la caspasa-8.

La expresién de BIM se activa por la liberacién del complejo motor de la
dineina. Pero también se activa por la pérdida de la quinasa reguladora de la
sefial extracelular (ERK) que media la fosforilacion (en células sanas es la
diana para la ubiquitinacion y degradacién proteasomal).

BMF se expresa por la liberacion de los complejos motores actina-miosina.
BIK se expresa por un mecanismo desconocido en respuesta a la inhibicion de

la sintesis proteica.

Otra forma de regular la apoptosis es mediante la expresion de las proteinas anti-

apoptéticas:

Bcl-X: su transcripcion se induce por factores de crecimiento a través de la
ruta JAK-STAK para promover la supervivencia celular.

Mcl-1 se degrada rapidamente por la ruta ubiquitina-proteasoma en respuesta
a la falta de citoquinas u otros estimulos de muerte. También puede aumentar
su regulacién post-transcripcional para prevenir la apoptosis por inhibicién de

su ratio de degradacion.

La regulacion de los niveles de expresion de BAX y BAK es menos aparente. Ambas

se expresan constitutivamente en niveles mas o menos constantes. Su regulacion es post-

traduccional por otros miembros de la familia Bcl-2.
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Como se ha mencionado anteriormente, cuando se inducen o se activan las proteinas
BH3-only, interacttan con las proteinas de la familia Bcl-2 para promover la apoptosis. Algunas
proteinas BH3-only (BIM y PUMA) se unen a todas las proteinas anti-apoptéticas. Otras (BAD
y NOXA), se unen solo a algunas proteinas anti-apoptoticas. En ensayos de la permeabilizacién
de la membrana se ha visto que hay una sinergia de BID o BIM con BAX, lo que sugiere que
algunas proteinas BH3-only deben unirse a BAX y BAK y activarlos (Youle and Strasser 2008).
Es dificil detectar la union de BID, tBID o BIM a BAX o BAK, aunque un péptido BH3
modificado puede unirse a BAX y/o BAK. Parece que las proteinas BH3-only inducen la
apoptosis por inhibicién de las proteinas anti-apoptéticas y de esta forma liberan a BAX y BAK
para que se produzca la permeabilizacidon de la membrana externa mitocondrial y la activacién

de la cascada de las caspasas.

v" Modelos para explicar la activacion de BAX y BAK.

e Activacion directa:

En este modelo unas proteinas actlan como activadores y otras actlan como
sensibilizadores. Las proteinas activadoras son BIM, tBID y PUMA y actdan uniéndose
transitoriamente a BAX y a BAK activandolos. Las proteinas sensibilizadoras son BAD vy
NOXA, cuya funcion es unirse a las proteinas anti-apoptoticas.

Las proteinas anti-apoptoticas estan secuestradas por los activadores y la apoptosis se
produce cuando los sensibilizadores desplazan a los activadores desde las proteinas anti-

apoptéticas, permitiendo la union y activacion de BAX y BAK.

La unién de ciertos dominios BH3 a BAX y BAK es transitoria y de baja afinidad,

pero el mecanismo exacto de unién aun no se conoce.

La unién de las proteinas BH3 activadoras se produce por la presencia de un surco
hidrofébico en la superficie de BAX y BAK parecido al presente en las proteinas anti-

apoptoticas.
e Activacion indirecta:

BAX 'y BAK adquieren su conformacién primaria de forma que exponen su dominio
BH3 al cual se unen las proteinas anti-apoptéticas para evitar la apoptosis. De esta forma se

evita la oligomerizacion de BAX y BAK.

Las proteinas BH3-only se unen a las proteinas anti-apoptoticas de forma que la

apoptosis se produce cuando todas las proteinas anti-apoptéticas relevantes estan neutralizadas.

10
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En ese momento BAX y BAK pueden oligomerizar produciéndose la permeabilizacion de la

membrana externa mitocondrial.

Si las moléculas de BAX poseen mutaciones en el dominio BH3 se impide su unién y

neutralizacion por las proteinas anti-apoptdticas, lo que conlleva a una apoptosis desenfrenada.
e Modelo “cebamiento-captura-desplazamiento™:

Se produce la activacion directa de las proteinas BH3 y se ceban a BAX y BAK, pero
las proteinas anti-apoptdticas capturan esta forma cebada de BAX y BAK hasta que las

proteinas BH3-only se desplazan.

En células sanas, BAX se transloca espontaneamente desde el citosol para asociarse
periféricamente con las mitocondrias. Pero Bcl-X se une y retrotransloca BAX hacia el citosol.

Después el heterodimero BAX-Bcl-X se disocia.
e Modelo “embebido”:

Postula que BAX y Bcl-2 interactan solo después de que ambas se han reorganizado
para esconder sus hélices a5 y a6 y la hélice terminal a9 dentro de la membrana externa

mitocondrial.

Usando proteinas recombinantes con liposomas o aislando mitocondrias se vio que
tBID se une a la membrana y recluta BAX, pero este reclutamiento puede ser evitado por Bcl-X:
Bcl-X es capaz de secuestrar tBID y BAX hasta la adicion de BAD desplazando BAX desde
Bcl-X (Strasser, Cory et al. 2011).
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Figura 3. Modificado de Strasser, Cory et al. 2011. Esquema de los diferentes modelos de
activacion de las proteinas BAK y BAX.

v Mecanismo por el que BAX y BAK forman un homo-oligdmero e

interrumpen la membrana externa mitocondrial.

Mediante sondas bioquimicas y anticuerpos se observo que las estructuras globulares
que inactivan BAX y BAK durante su activacion son alteradas mediante reordenamientos
(Strasser, Cory et al. 2011).

En las etapas iniciales BAK expone su dominio BH3, el cual se intercala en el surco
parcial de la superficie de otra molécula BAK activada formando un dimero simétrico. Este
dimero puede multidimerizarse y formar un oligbmero cada vez mas grande de forma que cada

dimero esta unido por la hélice a6 de BAK.

La oligomerizacion de BAX se produce por un proceso similar. BAX puede insertar su
dominio BH3 expuesto en otra molécula BAX, formando dimeros asimétricos que producen una

cadena de monémeros.
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Un paso clave en la oligomerizacién de BAX y BAK y en la permeabilizacion de la
membrana es la insercion de sus hélices a5 y a6 como una horquilla a través de la bicapa

lipidica de la membrana externa mitocondrial.

Los poros producidos por BAX y BAK en la membrana mitocondrial son lo
suficientemente grandes para permitir la salida de todas las proteinas intermembrana. Sin

embargo, el tamafio de los poros formados por los oligdmeros no esta definido.

v Dinédmica de la localizacién subcelular.

BAX es una proteina citosolica. Su extremo C-terminal se ancla a la membrana
externa mitocondrial mediante la unién en el bolsillo hidrofébico del dominio BH3. Se
encuentra en el citosol como un monémero, no estd unido a ninguna proteina anti-apoptatica.
Durante la induccion de la apoptosis BAX se transloca a la mitocondria y se inserta en la
membrana externa mitocondria como una proteina integral de membrana mediante su extremo
C-terminal. Esta translocacién de BAX es irreversible normalmente y conlleva a la liberacién

del citocromo c.

BAK se encuentra en la membrana externa mitocondrial en las células sanas y se une a
Mcl-1 y a Bcl-X. La localizacién mitocondrial de BAK es una consecuencia de su unién con
Mcl-1 mediante el bolsillo hidrofébico BH3 de BAK y un desplazamiento del anclaje C-

terminal a la membrana, lo que permite la interaccion con las membranas.

BAK se ancla a la membrana mediante su unién con Mcl-1, pero la unién de BAX

esta mediada por Bcl-X, el cual esta anclado a la membrana mediante su extremo C-terminal.

Al inducirse la apoptosis, Mcl-1 se degrada y las interacciones Mcl-1-BAK y Bcl-X-
BAX se rompen por la accion de las proteinas BH3-only: NOXA, BIM y BIK, que dejan libres
a BAK y BAX para promover la apoptosis.

La translocacion de BAX a la mitocondria correlaciona con la actividad pro-
apoptotica. Por este motivo es curioso que Bcl-2 este unida a la membrana de forma
constitutiva, pero Bcl-X, Bcl-W y Mcl-1 estan en el citosol y se translocan desde el citosol a la
mitocondria durante la apoptosis. La union a las proteinas BH3-only potencia este hecho. La
translocacion intracelular se correlaciona con los cambios conformacionales y la insercién de
Bcl-X en la membrana externa mitocondrial. Esta translocacion de las proteinas anti-apoptéticas
no se sabe si representa un mecanismo de inhibicion de la apoptosis, una inactivacion de las
proteinas BH3-only o una conversion en efectores pro-apoptoticos. Se ha postulado que la union
de las proteinas BH3-only cambia la conformacion de las proteinas anti-apoptoticas al unirse a

ellos y de esta forma se inicia la formacidon de los oligémeros de BAX y BAK en la mitocondria

13
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y en otras membranas intracelulares para causar la iniciacion de la activacion de las caspasas
(Youle and Strasser 2008).

> Glioblastoma

El glioblastoma también es conocido como glioblastoma multiforme (GBM) o
astrocitoma de grado IV. Es el tipo mé&s comdn de tumor primario en el cerebro en individuos
adultos. Es uno de los tumores sélidos més letales y con peor resultado al tratamiento. La
supervivencia media de los pacientes tratados con un tratamiento multimodal agresivo que
incluya la reseccion quirdrgica combinada con radiacién y quimioterapia esta entre 12 y 15
meses (Cheng, Bao et al. 2010).

En la mayoria de los pacientes con cancer la principal causa de muerte es el desarrollo
de metastasis, pero en el caso del glioblastoma rara vez metastatiza fuera del sistema nervioso
central. El glioblastoma se infiltra en el cerebro y la medula espinal, lo cual complica la
curacion mediante reseccion quirdrgica. Las células tumorales son resistentes a la terapia con
citotoxicos y a menudo estan protegidas por una unidad neurovascular intacta. La mayoria de
los pacientes se someten a un tratamiento primario que falla tras una reseccién quirdrgica, lo
que sugiere que la resistencia terapéutica es en todo el tumor, no solo en la parte central que se
extrae en la cirugia. Por estos motivos se ha intentado conseguir una terapia que logre la

maxima eficacia con toxicidades minimas.

» Carcinoma testicular

El carcinoma testicular es el tumor sélido mas comdn en varones entre 15 y 34 afios de
edad y la causa mas comun de muerte en este grupo de edad. La mayoria son tumores de células
germinales. Desde la década de los 70 hasta la actualidad se han logrado grandes avances en el
tratamiento de este tipo de cancer hasta el punto de que en la actualidad la tasa de supervivencia
de los pacientes es del 80 % (Feldman, Bosl et al. 2008) . Esto es debido principalmente a la alta
sensibilidad de las células al tratamiento con cisplatino. Este citotoxico induce la muerte celular

programada de las células.
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Objetivos

Mediante la técnica conocida como gPCR se estudia el nivel de expresion de los genes
gue nos interesan. Nosotros nos hemos centrado en el estudio de los genes que regulan la
apoptosis, concretamente en 17 genes pertenecientes a la familia Bcl-2 e 1AP. Para facilitar el
estudio de su expresion génica queremos disefiar y optimizar un ensayo para gPCR. La forma
comun de realizar esta técnica es preparar la mezcla de reaccion cada vez que se quiere hacer la
gPCR, pero nosotros pretendemos disefiar y optimizar un ensayo en el que ya tengamos
preparada la mezcla de reaccion que contenga el SYBR Green PCR Master Mix y los primers
para amplificar el gen que nos interesa. Al tener preparada la mezcla de reaccion se consigue

disminuir el tiempo empleado en el desarrollo de la técnica.

Tras optimizar la técnica pretendemos aplicarla a dos modelos de células tumorales:
células primarias de glioblastoma (resistentes a la induccién de la apoptosis) y células
germinales de carcinoma testicular (sensibles a la induccion de la apoptosis). Mediante el
analisis de los resultados obtenidos podremos validar el disefio del ensayo para gPCR.
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Metodologia

> Cultivo celular de glioblastoma

Las muestras de glioblastoma proceden de pacientes que previamente han sido
informados y han dado su consentimiento por escrito segtn lo aprobado por el Junta Etica de
Investigacion del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. El tejido procedente de la
muestra quirdrgica se sometio a digestién enzimética y posteriormente se resuspendieron las
células tumorales en medio de cultivo libre de suero Dubelcco’s Modified Eagle Medium/F12
(DMEM/F12) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con EGF recombinante humana
(20 ng/ml, Sigma, St Louis, MO, EE.UU), bFGF (20 ng/ml, Sigma), B-27 (20 ml/ml de medio,
Invitrogen) y heparina (2 mg/ml). En las dos primeras semanas de cultivo se forman
neuroesferas primarias que son disociadas cada 3-4 dias para facilitar el crecimiento celular

(Nogueira, Ruiz-Ontanon et al. 2011).

> Cultivo celular de células germinales de carcinoma testicular

Las células de la linea celular NTERA2 (células germinales de carcinoma testicular
embrionario) fueron mantenidas en cultivo en medio Dubelcco’s Modified Eagle’s (DMEM)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Flow
Laboratories, Irvine, CA) (Grande, Bretones et al. 2012).

> Sustrato de colageno para el cultivo de células de glioblastoma

Tanto para el recubrimiento de las placas con colageno como para la matriz de
colageno se utilizo colageno I (PureCol 5005-B, Nutacon BV, Leimuden, The Netherlands) a
una concentracion de 1,8 mg/ml. Para el recubrimiento de las placas con colageno, se afiade la
cantidad apropiada de colageno para que la superficie de la placa quede cubierta. En el caso de
la matriz de colageno se afiade mas cantidad de colageno a las placas hasta tener un grosor
mayor (Artym and Matsumoto 2010). Se deja polimerizar el colageno durante 2 horas a
temperatura ambiente 0 a 37 °C. Las células de disgregan enzimaticamente para deshacer las
neuroesferas y se siembran con medio de cultivo sobre el colageno. Se deja incubar a 37 °C
durante 2 horas (Ruiz-Ontanon, Orgaz et al. 2013). Tras ese tiempo se retira el medio de cultivo
junto con las células que no se han adherido y se afiade medio de cultivo con los diferentes
citotoxicos. Se incuba a 37 °C con una atmosfera que contiene un 5% de CO, durante 48 horas.

Tras las 48 horas se realiza en ensayo de viabilidad celular.
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> Ensayos de viabilidad celular en glioblastoma

La viabilidad de las células de glioblastoma en respuesta a los diferentes tratamientos
a las que fueron sometidas (cisplatino, carmustina, ABT, obatoclax, roscovitina, flavopiridol,
sorafenib, sunitinib y bortezomib) se midi6é con el reactivo de viabilidad celular alamarBlue
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Este reactivo se utiliza como indicador de células vivas
usando el poder reductor de las células vivas para medir cuantitativamente la proliferacién de
las células. De esta forma se puede establecer la citotoxicidad relativa de los diferentes agentes
toxicos. Cuando las células estan vivas mantienen un ambiente reductor en el citosol. El agente
activo del alamarBlue es la resazurina, un agente permeable no toxico, que en el interior de la
célula es de color azul y no fluorescente. Cuando la resazurina penetra en las células se reduce a
resorufina, un compuesto de color rojo y altamente fluorescente. Las células metabdlicamente
activas estan convirtiendo continuamente resazurina en resorufina, por lo que se produce un
aumento de la fluorescencia. Este aumento de la fluorescencia se mide mediante un
espectrofotometro. Los resultados se analizan mediante representacion de la intensidad de
fluorescencia (o0 absorbancia) frente a la concentracion del compuesto.

> Ensayos de viabilidad en células germinales de carcinoma testicular

La viabilidad en respuesta al tratamiento con cisplatino se analiz6 mediante el reactivo
WST-1 (sal de tetrazolio estable) (Roche Applied Science, Indiandpolis, IN). Este reactivo se
escinde formandose formazéan soluble mediante el sistema succinato-tetrazolio reductasa (EC
1.3.99.1) en la superficie celular. Esta biorreduccion depende de la produccién glicolitica de
NAD(P)H en las células viables (metabdlicamente activas) ya que el sistema succinato-
tetrazolio reductasa pertenece a la cadena respiratoria de las mitocondrias. De esta forma la
cantidad de formazan que se detecta mediante un espectrofotometro de barrido de multiples
pocillos (lector ELISA) se correlaciona directamente con el nimero de células metab6licamente

activas en el cultivo (Grande, Bretones et al. 2012).

> Extraccién de RNA y obtencion de cDNA

Tanto en las células de glioblastoma como en las células germinales de carcinoma
testicular se extrajo el RNA mediante el reactivo TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
(Gutierrez, Pipaon et al. 2002). En el proceso de homogeneizacion de las células, el reactivo lisa
las células y desnaturaliza las nucleasas enddgenas. Después se afiade cloroformo y se
centrifuga la muestra, separandose en tres fases: una fase incolora superior donde se encuentra

el RNA, una interfase blanca donde se encuentran las proteinas y una fase rosacea orgénica que
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contiene el DNA. Se aisla la fase incolora que contiene el RNA y se precipita con isopropanol.
Después se lava el pellet con etanol al 75%. Se deja secar el pellet a temperatura ambiente y por
altimo se resuspende en agua libre de RNasa (agua DEPC).La concentracion y pureza del RNA
se determina mediante espectrofotometria (NanoDrop ND-1000). Se considera que el RNA es
puro cuando la absorbancia 260/280 > 1,8. EI RNA se almacena hasta su uso a -80 °C.

Para analizar la expresion del RNAm se obtuvo el cDNA mediante el método de
transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR) (Benito, Silva et al. 1996). Para llevar a cabo esta reaccion
se parti6 de 1 pg de RNA y se mezclo con primers al azar (Ramdom Primers) (Promega,
Madison, USA), desoxinuclettidos (ANTP) (GE Healthcare, UK), la enzima SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen), 5X First-Strand Buffer, 0,1M DTT y Ribonuclease Inhibitor
(Invitrogen). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador con el siguiente programa:
primero se incubd el RNA junto con los Ramdom Primers y los dNTPs durante 5 minutos a 65
°C. Tras esa incubacion se afiadieron las enzimas junto con el 5X First-Strand Buffer y 0,1M
DTT y se prosiguié con una incubacion a 25 °C durante 10 minutos, otra a 42 °C durante 50

minutos y finalmente se inactiva la reaccion calentando durante 15 minutos a 70 °C.

> Disefio de primers

Los oligonucle6tidos usados como primers fueron disefiados con Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK LOC=BlastHome). Una vez

disefiados fueron verificados en el website BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para

comprobar que al realizar la PCR cuantitativa no se amplificase ningun producto no especifico.
En el caso de los genes reguladores de la apoptosis que poseen varias isoformas se disefiaron
oligonucledtidos que reconociesen todas las isoformas. Las secuencias sentido y antisentido de
los oligonucle6tidos y el tamafio de los productos de reaccién para los 17 genes seleccionados

aparecen en la Tabla 1.

Como genes de referencia para la PCR cuantitativa se usaron B-actina y G6PD.
Ambos genes son usados frecuentemente como genes de referencia (Gutierrez, Pipaon et al.
2002, Valente, Teixeira et al. 2009, Nogueira, Ruiz-Ontanon et al. 2011, Grande, Bretones et al.
2012). Las secuencias sentido y antisentido para la b-actina son: 5'-
GCGGGAAATCGTGCGTGACATT-3y 5-GCTGCCTCAACACCTCAAC-3
respectivamente. Las secuencias sentido y antisentido para el G6PD son: 5'-
ATCGACCACTACCTGGGCAA-3'y 5 - TTCTGCATCACGTCCCGGA-3'.
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> PCR cuantitativa (Real-time PCR)

La cuantificacion de la expresion de los diferentes genes se hizo a partir del cDNA de
las diferentes muestras obtenido previamente. Las PCR cuantitativas se llevaron a cabo en el
sistema de deteccion 7000 Sequence Detection System (Applied-Biosystems, Foster City, CA,
USA) usando SYBR Green PCR Master Mix (Applied-Biosystems). Cada mezcla de reaccién
contiene 1 pl de cDNA diluido 10 veces a partir del cDNA cuya concentracion es 1 pg, 0,4 ul de
cada primer (cuya concentracion es 0,4 uM), 12,5 ul de SYBR Green PCR Master Mix (2X) y
10,7 ul de agua estéril. El programa que se lleva a cabo para amplificar los fragmentos es el
siguiente: 2 minutos a 50 °C seguido de 10 minutos a 95 °C. A continuacion 45 ciclos de 15
segundos a 95 °C y 1 minuto a 60°C. Cada ciclo de amplificacion va seguido del paso de
creacion de la curva de disociacion: 15 segundos a 95 °C, 20 segundos a 60 °C y otros 15
segundos a 95 °C.

El ratio de abundancia de la expresion de los 17 genes respecto a los dos genes de
referencia (b-actina y G6PD) se calculo como 2", donde n es el valor del Ct (ciclo umbral) del
gen de referencia (uno de los dos) menos el valor del Ct del gen regulador de la apoptosis que
estemos analizando y normalizado con el valor de la muestra con expresion mas baja de cada
uno de los genes. En la aplicacion del ensayo a los modelos de glioblastoma y células
germinales de carcinoma testicular la normalizacion de la expresion de los genes se realizo con
el valor de expresion de la muestra que no habia sido tratada con los citotoxicos. La
especificidad de los productos obtenidos mediante la PCR cuantitativa fue determinada

mediante el analisis de la curva de disociacion.
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Resultados

> Disefio de primers que amplifiquen los genes requladores de la apoptosis que nos

interesan

Primero y consultado la bibliografia previa elegimos los genes reguladores de la
apoptosis mas significativos. Nos centramos en los de la familia Bcl-2, en los de la familia IAP
y en dos genes reguladores: APAF1 y Smac. Dentro de los genes de la familia Bcl-2
seleccionamos 3 genes antiapoptoticos: Bcl-2, Bel-X y Mcl-1 y 8 genes proapoptoticos: Bax,
Bak, Bnip3L, Bid, Bad, Bim, Puma y Noxa. De la familia IAP seleccionamos los genes IAP1,
IAP2, XIAP vy survivina. Menos Bak y Bnip3L, el resto de genes seleccionados poseen varias
isoformas o variantes espliceosomales. Por este motivo disefiamos oligonucledtidos que
reconociesen y amplificasen todas las isoformas. Las isoformas que presentan estos genes son

las siguientes:

o Bcl-2:ayp
o Bcl-X:1y?2
o Mcl-1:1,2y3

o Bax:a, B, 9, 6y € (no codificante)

o Bid:1-7

o Bad:ly2

o Bim:1-18

o Puma:1-4

o IAPl:1ly2

o IAP2:1,2y3
o XIAP:1y?2

o Survivina: 1,2y 3
o Smac: 1-5, pero las variantes 4 y 5 no son codificantes.
o APAF1:1-5

Una vez seleccionados los genes que nos interesan disefiamos los oligos teniendo en
cuenta que deben cumplir unas caracteristicas Optimas para su analisis mediante PCR
cuantitativa: una Tm de unos 60 °C y un tamafio de los productos de reaccién que debe estar
entre las 100 y 300 pares de bases (pb), aunque si es algo menor de 100 pb o algo mayor de 300
pb no supone un gran inconveniente. Los oligonucledtidos sentido y antisentido disefiados y el

tamafio de los productos de reaccion que originan se reflejan en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Seleccién de oligonucleétidos para el disefio del ensayo.

Genes Tamaiio del
antiapoptoticos Oligonucledtido sentido Oligonucledtido antisentido ~ amplicon (pb)
Bcl-2 CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA GCCGGTTCAGGTACTCAGTCA

Bcl-X CTCCCTCAGCGCTTGCTTTA CGCACAGCAGCAGTTTGG

Mcl-1 CAAGGATGGGTTTGTGGAGT TAGATATGCCAAACCAGCTC

Genes

proapoptéticos
Genes del subgrupo

Bax

Bax TGGAGCTGCAGAGGATGATTG CCAGTTGAAGTTGCCGTCAGA
Bak ACGGCAGAGAATGCCTATGA  AGAACCACACCCAGAACCAC
Genes del subgrupo

BH3

BNIP3L GTGGAAATGCACACCAGCAG CTTGGGTGGAATGTTTTCGG
Bid GATGAGCTGCAGACTGATGGC GATGCTACGGTCCATGTGTC
Bad AGCCATCATGGAGGAGCT ATGTGGAGCGAAGGTCACTG
Bim CACAAACCCCAAGTCCTCCTT  TTCAGCCTGCCTCATGGAA
Puma ACGACCTCAACGCACAGTACG TGGGTAAGGGCAGGAGTCC
Noxa AGCTGCGTTTCACCAGGG TCCAGCTACTTGCACTTGTTCCT
Genes de la familia

IAP

IAP1 TGAGCATGCAGACACATGC TGACGGATGAACTCCTGTCC
IAP2 CAGAATTGGCAAGAGCTGG CACTTGCAAGCTGCTCAGG
XIAP TGGCAATATGGAGACTCAGC  TGCACTTGGTCACCAATAC
Survivina GCCAGATGACGACCCCATAG  CGCACTTTCTCCGCAGTTTC
Genes reguladores

SMAC TCTGAAGAGTTGGCTGTCGC  CTGTGCAATAGGAACCGCAC
APAF1 CCTGTTGTCTCTTCTTCCAGTGT CTGAAACCCAATGCACTCCC

> Validacion de los primers disefiados

Para comprobar que los oligonucledtidos disefiados amplifican el fragmento que nos
interesa realizamos varias PCR cuantitativas usando cDNA procedente de diferentes tipos de
muestras, todas ellas correspondientes a algun tipo de cancer. Usamos cDNA procedente de la
linea celular THP1 (linea celular de leucemia monocitica aguda), HL60 (linea celular de
leucemia promielocitica), GAMG (linea celular de glioblastoma), A172 (linea celular de
glioblastoma) y NTERAZ (linea celular de células germinales de carcinoma testicular). En lugar
de analizar los niveles de expresion de los genes en las diferentes lineas celulares, lo que
observamos son las curvas de disociacion de los genes amplificados originadas durante la
reaccion de PCR. Vemos que con todos los oligonucleétidos obtenemos un Unico pico en la

curva de disociacion y que dicho pico es agudo en su parte superior, no aparece ninguna meseta
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(Fig. 4). Ademaés de introducir el cDNA de las lineas celulares, también introducimos controles

negativos en los que no observamos ningun pico en la curva de disociacion.
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Temperature
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Figura 4. Control de calidad de los oligonucledtidos seleccionados. Curvas de disociacion de
los genes amplificados.

> Disefio del ensayo para PCR cuantitativa de los genes requladores de la apoptosis

A medida que se fueron validando los oligonucleétidos disefiados para amplificar los
17 genes que regulan la apoptosis fuimos disefiando una plantilla para realizar el ensayo de PCR
cuantitativa. Nuestro objetivo es tener preparada la mezcla de reaccion (SYBR Green Master
Mix y oligonucleétidos especificos para cada gen) y almacenada a -20 °C para facilitar el
desarrollo de la técnica en el laboratorio. Asi, en el momento en el que queramos realizar la
cuantificacion de la expresion génica solo tenemos que afiadir el cDNA a la mezcla preparada
previamente.

Realizamos el disefio para un formato de placas de 96 pocillos, pero en lugar de usar
placas, usamos tiras de 8 tubos de PCR. En cada tubo tendremos preparados los 24 ul de la
mezcla de reaccion a falta de 1 pl de cDNA diluido 10 veces a partir del cDNA original. Cada
fila de tubos lleva asociado un cédigo para identificar que gen se amplificara en cada uno de los
tubos. El objetivo de realizarlo en tiras de tubos y no en placas de 96 pocillos es que asi
podemos seleccionar que genes queremos estudiar en cada caso sin necesidad de tener que
amplificar todos los genes que se encuentren en una placa en el caso de que no nos interese
conocer la expresion de alguno de ellos en el momento de realizar el estudio (Fig. 5). Es decir, a
partir del disefio de tres plantillas que hemos desarrollado, en la préactica podremos combinar las

tres de la forma que mas convenga a nuestros intereses en un momento determinado de la
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investigacion, segun los genes que nos interesen estudiar. Por este motivo, cada tira de genes

posee un cddigo que identifica que genes se amplificaran en cada tira (Fig. 6).

Figura 5. Tira de 8 tubos Opticos para PCR con tapas incluidas en los que esta preparada la

mezcla de reaccion.

El ensayo esta disefiado para la realizacion de triplicados, por tanto cada vez que nos
interese estudiar una serie de genes habra que introducir tres filas de tubos que amplifiquen los
mismos genes. En principio se han distribuido los genes en las plantillas segun el tipo de gen:
genes antiapoptéticos de la familia Bcl-2 en una plantilla mas Bax y Bak, genes proapopt6ticos
de la familia Bcl-2 en otra plantilla y los genes de la familia IAP mas los dos genes reguladores
en la tercera plantilla (Fig. 6). Ademas, en cada fila de tubos siempre habrd dos tubos
preparados para amplificar b-actina y G6PD, que son los genes de referencia seleccionados para
normalizar el resto de genes en el momento de analizar los resultados que obtengamos en cada

experimento.
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Plate 2
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Figura 6. Plantillas disefiadas en formato de 96 pocillos para la realizacion del ensayo de PCR

cuantitativa.

> Aplicacion del ensayo para PCR cuantitativa: modelo de glioblastoma

Los glioblastomas son extremadamente resistentes al tratamiento con farmacos y
citotoxicos que inducen la muerte celular por apoptosis. Por este motivo lo elegimos como
modelo para estudiar como seria el patron de expresion de los genes reguladores de la apoptosis

bajo diferentes condiciones de cultivo y sometidas al tratamiento con un citotoxico.

Cultivamos células de glioblastoma sobre una capa de coldgeno tipo | a una

concentracion de 1,8 mg/ml de forma que las células creceran sobre esa capa de colageno; y
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cultivamos otras células en una matriz de colégeno tipo | también a una concentracién de 1,8
mg/ml de forma que las células creceran embebidas en la matriz de colageno. El objetivo de que
las células crezcan sobre un sustrato de colageno es imitar lo maximo posible las condiciones en
las que las células crecen en el cerebro: el ambiente serd méas parecido al del cerebro sobre una
capa de colageno que sobre pléstico, y a su vez serd mas parecido en una matriz de colageno
que sobre una capa de colageno. De esta forma conseguiremos que la respuesta que obtenemos
sea la que mas se asemeje a la respuesta que se produce en el organismo.

A las células que crecen sobre los dos tipos de sustratos se las trata con diferentes
citotoxicos durante 48 horas y se estudia la viabilidad celular con el reactivo alamarBlue (Fig.
7). Los citotoxicos con los que tratamos las células son cisplatino, carmustina, ABT, obatoclax,
roscovitina, flavopiridol, sorafenib, sunitinib y bortezomib. Vemos que no hay grandes
diferencias entre la viabilidad de las células que han crecido sobre la placa de colageno y la
viabilidad de las células que han crecido embebidas en la matriz de colageno tras ser sometidas

al tratamiento con los citotoxicos salvo en el caso del tratamiento con sunitinib.

GBM .
B 2D collagen coating

100 ] 3D collagen matrix

60

Cell viability (%)

20

- CIS CAR ABT OBA ROS FLA SOR SUN BOR

Figura 7. Viabilidad celular de las células de glioblastoma que han crecido sobre diferentes

sustratos en respuesta al tratamiento con diferentes citotoxicos durante 48 horas.

En las células tratadas con sunitinib observamos que las que han crecido sobre la placa
de colageno sobreviven peor que las que han crecido embebidas en la matriz (Fig. 7). Esto nos
hace pensar que las células pueden estar protegidas por esa matriz de colageno frente a los
efectos del sunitinib. Por este motivo elegimos estas células para estudiar la expresion de los
genes reguladores de la apoptosis, para saber si la posible desregulacion de la expresion de los
genes reguladores de la apoptosis puede ser una de las razones por las que las células crecidas

en la matriz no mueren tras el tratamiento.
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Figura 8. Esquema del proceso que realizamos en el modelo de células de glioblastoma.

Lo siguiente que hicimos fue extraer el RNAm de estas células y a partir de él
obtuvimos el cDNA mediante la reaccién de la transcriptasa inversa. Realizamos el ensayo de
PCR cuantitativa para todos los genes reguladores que seleccionamos previamente. En las
figuras 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos més significativos normalizados con ambos
genes de referencia representados graficamente. Observamos cambios significativos en la
expresion de Bim y de Smac entre ambas condiciones de cultivo. Vemos que en las células que
han estado sobre la capa de colageno aumenta la expresion de estos genes tras el tratamiento,
mientras que en las células que han crecido embebidas en la matriz de colageno disminuye la
expresion de estos genes respecto a las células no tratadas. Esto apoya la teoria de la proteccion
que proporciona la matriz de colageno a las células que crecen en ella de verse afectadas por los
efectos del sunitinib. Estos resultados también nos indican la alta resistencia del glioblastoma a
los diferentes tratamientos, ya que segln el estudio de la expresion de los genes apoptéticos que
hemos realizado comprobamos que en las condiciones mas parecidas a las que existen en el
organismo (matriz de colageno), la expresion de los genes responsables de que la célula entre en
apoptosis es menor en células sometidas a tratamiento. Respecto a la expresién de Bax y
Bnip3L ocurre lo mismo que con Bim y Smac, pero el cambio en la expresién no es tan

significativo.
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Figura 8. Expresion de los genes apoptéticos en glioblastoma normalizados con b-actina.
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> Aplicacion del ensayo para PCR cuantitativa: modelo de células germinales de

carcinoma testicular

Las células germinales de carcinoma testicular, al contrario que en el caso de los
glioblastomas, son sensibles al tratamiento con farmacos y citotoxicos que inducen la muerte
celular por apoptosis. Por eso este modelo fue elegido para estudiar el patrén de expresion de
los genes apoptoticos, para estudiar como varia la expresion de estos genes en células sensibles

a un tratamiento.

En este caso las células no se cultivaron sobre ningun sustrato, simplemente se
cultivaron sobre el plastico de las placas de cultivo. Se someti6 a algunas células al tratamiento
con cisplatino durante 48 horas. El cisplatino es el farmaco usado actualmente en pacientes con
cancer de testiculos y cuyo indice de supervivencia es del 100%. Tras las 48 horas de
tratamiento realizamos un ensayo de viabilidad celular con el reactivo WST-1 (Fig. 10).
Observamos que las células que no han sido sometidas al tratamiento con cisplatino poseen una
mayor supervivencia que las células que si han sufrido el tratamiento. Por tanto, estudiamos el
patrén de expresion de los genes reguladores de la apoptosis en este modelo para conocer qué
genes varian mas sus niveles de expresion cuando las células son tratadas respecto a los niveles

de expresion en las células que no han sido tratadas.
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Figura 10. Viabilidad celular de las células germinales de carcinoma testicular tratadas con

cisplatino.

Como en el modelo anterior, lo primero que hicimos fue extraer el RNAm de las
células tratadas y no tratadas y a partir de €l obtuvimos el cDNA mediante la reaccion de la
transcriptasa inversa. Realizamos el ensayo de PCR cuantitativa para todos los genes

reguladores del proceso de muerte celular programada que seleccionamos previamente. En las
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figuras 11 y 12 se muestran los resultados mas significativos obtenidos normalizados con ambos
genes de referencia representados graficamente. Observamos un incremento significativo de la
expresion de los genes Noxa, Bid, Bim y Puma en las células tratadas con cisplatino. Esto nos
indica que efectivamente, el tratamiento con cisplatino es efectivo, ya que se induce la expresion
de los genes responsables de la regulaciéon de la muerte celular programada de las células
cancerigenas, que las células son sensibles al tratamiento con cisplatino. Respecto a la expresion
de Bcl-2 y Bak vemos pequefias variaciones que no son significativas en la expresion de estos
genes entre células no tratadas y células tratadas.
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Figura 11. Expresion de los genes apoptoticos en células germinales de carcinoma testicular

normalizados con b-actina.
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Figura 12. Expresion de los genes apoptoticos en células germinales de carcinoma testicular

normalizados con G6PD.
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Conclusiones

Hemos disefiado un ensayo para gPCR para estudiar la expresion de 17 genes

implicados en la regulacién de la apoptosis.

Hemos optimizado los oligonucleédtidos y las condiciones adecuadas para realizar la
gPCR vy obtener una cuantificacién éptima de la expresion de los genes reguladores de la

apoptosis.

Hemos validado el ensayo para PCR cuantitativa mediante dos modelos de células

tumorales: células primarias de glioblastoma y células germinales de carcinoma testicular.

Las células de glioblastoma son resistentes al sunitinib cuando crecen embebidas en
una matriz de colégeno. Esto lo deducimos tras observar una reduccion en la expresion de los

genes proapoptoéticos Bim y Smac.

Las células germinales de carcinoma testicular son altamente sensibles al cisplatino.

Esto lo vemos mediante un incremento de los genes proapoptoticos Noxa, Bid, Bim y Puma.
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Discusion

Esta establecido que en las células la muerte celular programada se produce mediante
un proceso conocido como apoptosis que se induce por numerosos estimulos como la union de
ligandos a receptores de membrana, falta de factores de crecimiento o errores en el DNA
(Fernandez-Luna 2008). La apoptosis conlleva una serie de cambios morfologicos en la célula
que concluye en la formacion de cuerpos apoptéticos que son fagocitados y digeridos por los
lisosomas (Kerr, Wyllie et al. 1972). La ruta de la apoptosis puede iniciarse mediante dos vias
(intrinseca y extrinseca) cuya diferencia entre ambas es la participacion o no de proteinas de la
familia Bcl-2 (Strasser, Cory et al. 2011). Se sabe que fallos o errores en la ruta de apoptosis
conlleva a la aparicion de enfermedades, y en el caso del cancer, se sabe que las células
cancerigenas tienen defectos en la regulacion de la ruta apoptdtica (Hanahan and Weinberg
2011). Por este motivo, la ruta que regula la apoptosis se considera una diana terapéutica sobre
la que pueden actuar farmacos anticancerigenos (Kelly and Strasser 2011). Debido a la
importancia del estudio de la expresion de los genes que regulan la apoptosis en laboratorios en
cuya rama de investigacion es la oncologia, como es el caso del nuestro, hemos querido disefiar
un ensayo que facilite el estudio de la expresion de estos genes mediante PCR cuantitativa.
Nuestro principal objetivo es facilitar el proceso de estudio y disminuir el tiempo requerido en

la realizacioén de la técnica.

En principio nos hemos centrado en 17 genes reguladores de la apoptosis de la familia
Bcl-2 y de la familia IAP (inhibidores de la apoptosis) mas representativos (Youle and Strasser
2008, Strasser, Cory et al. 2011), pero el disefio del ensayo permite ampliarlo al estudio de mas
genes reguladores segun las necesidades que surjan en un determinado momento en la
investigacion. Hemos elaborado un disefio para 17 genes en el que la mezcla de reaccion ya esta
prepara y almacenada a -20 grados y a la que solo hay que afiadir la muestra para realizar el
estudio. Pero en lugar de usar placas de 96 pocillos, usamos tiras de tubos para PCR con el
objetivo de poder combinar los genes que introducimos en el estudio de la forma que mas
convenga en un determinado momento. Por tanto, si solo nos interesa la regulacion de un gen
determinado, podemos estudiar la expresién del mismo gen en varias muestras diferentes
utilizando los tubos que tienen preparada la mezcla de reaccion para ese gen. Si el disefio
estuviese pensado solo para hacerlo en placas de 96 pocillos, esto no seria posible: habria que
estudiar todos los genes y malgastar muestra, o solo afadir muestra en los pocillos que
contuviesen la mezcla para el gen que nos interesa y malgastar el resto de mezclas de reaccion

preparadas.
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Relacionado con esto, y dependiendo de las necesidades de la investigacion, también
se podria aumentar el nimero de genes que se estudian incluyendo por ejemplo, miembros de la

familia de las caspasas u otros genes miembros de la familia Bcl-2 o 1AP.

Otra ventaja de tener un ensayo disefiado a medida es el abaratamiento de la técnica.
Existen kits comerciales (Qiagen) en los que la mezcla de reaccion ya viene preparada, pero su
disefio es en placa de 96 pocillos y no se pueden combinar los genes a estudiar segin nuestras
necesidades ya que estos kits vienen preparados para usarse completos. Y ademas su precio es
maés elevado que adquiriendo los materiales y reactivos necesarios por separado y disefiando
nuestro propio ensayo.

Por otra parte, los programas usados para el disefio de los oligonucleétidos (BLAST,
PubMed) son los programas mas habituales y los que mejor resultados dan actualmente,
consiguiendo disefiar unos oligos que amplifican los fragmentos que nos interesan sin muchos

disefios fallidos anteriores.

Los modelos celulares utilizados para validar el ensayo disefiado para PCR
cuantitativa representan ambos extremos en la resistencia a la muerte celular programada. Los
glioblastomas son resistentes a los tratamientos con quimioterapia y radioterapia (Stegh, Chin et
al. 2008, Cheng, Bao et al. 2010). Nosotros observamos este hecho combinando el cultivo de las
células sobre diferentes sustratos que tratan de imitar las condiciones del cerebro con el
tratamiento a diferentes citotoxicos. Estudiando la viabilidad celular observamos que no se
aprecian diferencias significativas en el porcentaje de mortalidad celular. Después, mediante la
cuantificacion de la expresion génica de los genes reguladores de la apoptosis corroboramos
este hecho, ya que vemos que cuando tratamos las células con sunitinib, la expresion de los

genes proapoptoéticos disminuye, lo que explica que las células no mueran.

Por otro lado, el otro modelo celular usado para validar el disefio del ensayo para PCR
cuantitativa son células germinales de carcinoma testicular. El carcinoma testicular es un tipo de
cancer altamente sensible al tratamiento con citotoxicos (Grande, Bretones et al. 2012), y esto
también lo hemos observado mediante estudios de viabilidad celular en los que las células
tratadas con cisplatino poseen una menor viabilidad que las no tratadas. Posteriormente con el
estudio mediante PCR cuantitativa hemos corroborado este hecho viendo que la expresion de

los genes proapoptéticos aumenta en las células tratadas, lo que explica que las células mueran.
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