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INTRODUCCION




1.Sarcomas.

Bajo el término de sarcomas se agrupa un conjunto heterogéneo de tumores malignos surgidos a
partir de tejidos con diferenciaciéon mesenquimal. El término sarcoma procede del griego y significa
literalmente tumores (-oma) de la carne (-sarcos). Los sarcomas se derivan de la capa embrionaria
mesodérmica en contraposicion a los carcinomas, de origen ecto y/o endodérmico aunque en
algunos de ellos el origen no esté totalmente confirmado. Histologicamente diversos, los sarcomas
recapitulan por regla general caracteristicas de tejidos conectivos tales como el muscular, adiposo,
cartilaginoso u 6seo. Algunos sarcomas se manifiestan con mayor frecuencia durante la
adolescencia, como el sarcoma de Ewing (SE) o el sarcoma sinovial y en cambio otros como el

condrosarcoma aparecen en torno a los 65 afios de edad.

Los sarcomas suponen un 5-6% del total de tumores adultos y en torno a un 20% de los
pediatricos. En Espafia se diagnostican al afio unos 1885 casos de tumores infantiles considerando
aquellos por debajo de los 15 afios y de acuerdo a las 12 grandes categorias diagnosticas
establecidas por la International Classification of Disease for Oncology (ICD-O) de la OMS. Bajo
la categoria de sarcomas de tejidos blandos la incidencia es de 9,4 casos por millon de habitantes y
afio (1). En los EEUU la cifra alcanza los 11000 casos diagnosticados por afio (2). Este grupo de

tumores se asocia a altos indices de mortalidad y morbilidad.

Figura 1.
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La etiologia de los sarcomas es poco conocida. Hasta el momento se han descrito cuatro

sindromes de predisposicion genética asociados a sarcomas:

a) Las mutaciones en el gen retinoblastoma (RB) se han asociado a una mayor incidencia de
osteosarcomas (3).

b) Los pacientes con el sindrome Li-Fraumeni y mutaciones germinales de p53 tienen una
incidencia superior de distintos sarcomas antes de los 45 afios (4,5).

¢) La pérdida del gen NF1 en pacientes afectados por neurofibromatosis 1 facilita en un
50% de los casos la aparicion del tumor maligno de la vaina de los nervios periféricos
(MPNST) (6).

d) Las mutaciones en la linea germinal del gen c-kit se asocian con el desarrollo del

sarcoma del estroma gastrointestinal (GIST) (7).

Como factores ambientales probados causantes de sarcomas cabe mencionar la exposicion a
la radiacion ionizante y al cloruro de vinilo. Los sarcomas suelen tardar en aparecer unos 7 afios en
pacientes expuestos a sesiones de radioterapia tras el fin de las mismas asi como en afectados por
contaminacion radiactiva, estando su incidencia directamente ligada a la dosis de exposicion
(5000cGy) (8). En el caso del cloruro de vinilo, usado en la fabricacion de plasticos, es causa

establecida de angiosarcoma hepatico (9).

El descubrimiento de translocaciones cromosomicas asociadas a tipos histologicos
especificos ha cambiado la clasificacion de estas neoplasias basada con anterioridad en el sitio de
localizacion de las mismas; asi, por citar por un ejemplo, lo que en su momento se habia catalogado
como dos entidades tumorales diferentes resultan ser la misma pero con diferentes localizaciones,
nos referimos al fibrosarcoma congénito y el nefroma mesoblastico congénito, variante celular, que
comparten la fusion ETV6-NTRK3, ademas de ser morfologicamente similares (10). Mas que
definirse de acuerdo a su lugar de origen como los carcinomas, los sarcomas se definen de acuerdo

a su tipo de diferenciacion y a sus caracteristicas patoldgicas y moleculares.

Dentro de los sarcomas se pueden distinguir dos grandes grupos en funcion del estado de su
cariotipo. Sarcomas como el SE, el rabdomiosarcoma alveolar o el sarcoma sinovial cuentan con un
cariotipo relativamente sencillo con un cierto grado de aneuploidia y se caracterizan por la
presencia de translocaciones cromosdmicas reciprocas que dan lugar a proteinas de fusion,

necesarias pero no suficientes por si solas para dar lugar a estas neoplasias. La colaboracion de



otros eventos secundarios en un ambiente celular permisivo a partir de una célula madre
mesenquimal o célula progenitora parece condicion necesaria para la aparicion de este tipo de

neoplasias.

Las fusiones presentan variantes en funcion de los genes involucrados y las mismas
influyen notablemente en el pronostico del sarcoma (11, 12, 13). Un primer efecto de las proteinas
quiméricas, generadas por las fusiones, seria el de paralizar el proceso de diferenciacion de la célula
primigenia redireccionandola hacia un nuevo tipo de linaje, por ejemplo lo que sucede al transfectar
la fusion PAX3-FKHR, caracteristica del rabdomiosarcoma alveolar, en la linea celular
fibroblastica NIH3T3 redirigiéndola hacia un fenotipo miogénico (14). Se crearia de esta forma un
ambiente premaligno especifico que en el contexto celular adecuado necesitaria tan solo un segundo
hit o evento para dar lugar al tumor (15). También se ha postulado que las fusiones aparecerian en
un rango celular mas amplio no limitado tan solo a células madre, en momentos muy concretos del
programa de diferenciacion de los tejidos conectivos, en un modelo semejante al de la aparicion de
las leucemias, en las cuales la translocacion detiene el proceso de diferenciacion en alguna fase de
la hematopoyesis y posteriormente un segundo agente actia para inducir de pleno el fenotipo

leucémico (16, 17).

Las alteraciones secundarias en este tipo de sarcomas bien sean mutaciones, delecciones,
etc.... no suelen ser muy frecuentes, aunque probablemente se producen durante la progresion del
tumor como sucede por ejemplo en el SE con la pérdida de p53 o la del locus INK4A, asociadas

ambas a un peor pronostico (18,19).

Un segundo grupo de sarcomas son aquellos que presentan un cariotipo complejo y sin
translocaciones especificas. Algunos ejemplos de este subgrupo son el leiomiosarcoma, el
osteosarcoma o el histiocitoma maligno fibroso. Son sarcomas con un alto grado de inestabilidad
cromosomica con numerosas alteraciones en los mecanismos de reparacion del dafio al ADN como
por ejemplo mutaciones en las vias de p53 y Rb o en los puntos de control del ciclo celular. Son el
tipo de sarcomas que, con mas frecuencia suelen aparecer en pacientes tratados con altas dosis de
radioterapia (20, 21). Existe un modelo murino de este tipo de sarcomas que es defectuoso en los
mecanismos de unidon no homologa de reparacion del ADN debido a una inactivacion de la ligasa 4;
cuando se cruza con una estirpe nula para INK4/Arf da lugar no a un linfoma sino a un sarcoma con
numerosas aberraciones cromosdémicas como cambios en el numero de copias, amplificaciones de

regiones ricas en oncogenes o delecciones de genes supresores tumorales (22). Las amplificaciones



en este tipo de sarcomas afectan a genes tales como CDK4 o MDM2 o bien involucran regiones
mas amplias como es el caso de 1q en osteosarcomas en los cuales se van descubriendo posibles
genes candidatos (23). Nuevas técnicas como las matrices de hibridacién genomica comparada
(CGH array) estan facilitando el avance en el conocimiento de las alteraciones secundarias
implicadas en las primeras fases de la tumorigénesis de este grupo en particular y del conjunto de
sarcomas en general y permiten el descubrimiento de posibles genes candidatos, ya sean oncogenes

o0 supresores tumorales.

Figura 2.

Los defectos observados en las vias de sefializacion en los sarcomas se pueden catalogar en

funcion de su frecuencia. Dos de las alteraciones mas destacadas son las siguientes:

- pérdidas de p16 o Rb, lo que implica progresion en el ciclo celular y entrada en fase S del
mismo (24).

- mutaciones en p53 y amplificacion de MDM2 (25, 26).



Importantes vias de sefnalizacion estan activadas constitutivamente en los sarcomas como la
de IGF1-IGF1R en rabdomiosarcomas, leiomiosarcomas y SE, la de PDGFR en osteosarcomas y
tumores desmoplasicos de células redondas, SCF/c-KIT en GIST y SE o la via del receptor de c-
MET en el sarcoma sinovial y los rabdomiosarcomas (27, 28, 29, 30). En la gran mayoria de
ocasiones la activacion de estas vias de sefializacion no se realiza de forma directa por parte de las
proteinas de fusion pero en ciertos sarcomas si se ha comprobado este hecho, como sucede por
ejemplo en el fibrosarcoma congénito, en el que la translocacion t(12,15)(p13;q25) fusiona el factor
de transcripcion ETV6 con la tirosina quinasa NTRK3 afectando a la via de sefializacion de dicha

protein-quinasa (31).

En algunos supuestos las alteraciones presentes en lesiones benignas previas cursan también
en los sarcomas derivados de las mismas como es el caso de la pérdida de neurofibromina que
ocurre en primera instancia en el tumor benigno neurofibroma plexiforme y en el sarcoma
relacionado con ¢l (o derivado del) mismo, el MPNST (32). Por contra también se da el caso de
lesiones benignas como los leiomiomas y lipomas con una alta incidencia de reordenamientos
recurrentes en el cromosoma 12q en torno al gen HMGIC (high mobility protein group gene) que

sin embargo no estan presentes en los leiomiosarcomas y liposarcomas (33).

Existen pocos modelos animales de sarcomas. Uno de los mismos logra recrear un
liposarcoma mixoide caracterizado por la fusién entre FUS con el factor de transcripcion inducible
por estrés CHOP (DDIT3) que interfiere con el proceso de adipogénesis. A pesar de que la fusion se
expresa en varios tipos celulares tan solo se genera el sarcoma en el tejido adiposo, lo que
demuestra la gran importancia del contexto celular en el origen de estas neoplasias (34). Sin
embargo no es nada facil reproducir en modelos animales el desarrollo de este tipo de tumores, asi
por ejemplo dirigiendo el gen Fkhr al locus de Pax3 se logré expresar la fusion Pax3-Fkhr en
precursores musculares y en células de la cresta neural pero no se logr6 desarrollar el
rabdomiosarcoma alveolar (35). Un estudio reciente ha sido capaz de generar un modelo murino
condicional de sarcoma sinovial induciendo la expresion de la fusion caracteristica de este tumor,
SYT-SSX2, en un tipo celular concreto, mioblastos (36). Respecto al grupo de sarcomas de
cariotipo complejo se han desarrollado algunos modelos murinos knockout. La mutacion del ligando
de c-MET, Hgf/sf, en la cepa INK4/Arf nula da lugar a la aparicion de un rabdomiosarcoma. La
superacion del punto de control del ciclo celular G1 debido a la mutacién permite a c-MET dirigir

la expresion del conjunto de progenitores mioblasticos hacia el fenotipo tumoral (22).



Tres parametros importantes para planear el tratamiento de los sarcomas son el grado
histolégico, los margenes de resecabilidad asi como la presencia o ausencia de metastasis. Al
contrario que los carcinomas, que se diseminan habitualmente por via linfatica, los sarcomas lo
hacen habitualmente por via sanguinea. Los pulmones y los huesos son los sitios mas comunes de
localizacion metastasica (37). El grado histologico, no es un factor de clasificacion diagnodstica de
los tumores per se sino un dato prondstico basado en caracteristicas patologicas como el nimero de
mitosis, la presencia de necrosis o atipias. El diagndstico anatomopatologico de estas neoplasias se
complementa con nuevos marcadores moleculares. El uso de nuevas técnicas de biologia molecular
como las matrices de expresion génica ha permitido refinar la clasificacion de los sarcomas y
definir la firma genética de los mismos especialmente en aquellos sarcomas pobremente

diferenciados (38, 39).

La cirugia en el caso de los sarcomas localizados y el uso de quimioterapia (doxorubicina
e ifosfamida por regla general) y radioterapia en aquellos casos metastaticos o de recaida son las
opciones estandar de tratamiento. Mientras que los sarcomas localizados tienen buenas tasas de
supervivencia, ésta sigue siendo baja en los sarcomas metastaticos o quimio-resistentes, lo que
obliga a buscar nuevas formas de tratar los mismos. El mayor grado de conocimiento de la biologia
de los sarcomas alcanzado gracias a los estudios moleculares ha favorecido el desarrollo de nuevas
estrategias terapeuticas orientadas a la inhibicion de genes clave en la biologia de estos tumores. Un
buen ejemplo de ello lo representan los GIST. Catalogados inicialmente en muchos casos como
leiomiosarcomas del tracto gastrointestinal, estos tumores no respondian a la quimioterapia
convencional para los leiomiosarcomas. Posteriormente se observo en los mismos la activacioén por
mutacion constitutiva del receptor tirosina-quinasa c-KIT. La aplicacion del inhibidor de la fusion
Ber-Abl conocido como Imatinib o Gleevec a c-KIT ha supuesto un gran avance en el tratamiento
de esta neoplasia (40). Un subgrupo de GIST carece de las mutaciones en c-KIT pero posee
mutaciones activadoras del receptor de PDGFRa (PDGFRA) lo que permite también el uso de
imatinib (41, 42). El desarrollo de nuevas terapias dirigidas mediante el uso de farmacos e
inhibidores altamente selectivos en cuanto a su diana de accion esta permitiendo una mejora de los

indices de mortalidad y morbilidad de los sarcomas.



2. Tumores de la familia del sarcoma de Ewinqg

(SE).

El SE es la principal neoplasia englobada dentro de lo que se denomina tumores de la familia del
sarcoma de Ewing. Esta familia de sarcomas comprende aparte del ya citado SE, el sarcoma de
Ewing extraéseo (SEE), los tumores neuroectodérmicos periféricos primitivos (PNET) y el tumor
de Askin o PNET de la pared toracica, siendo el mas frecuente el SE, que representa el 60% del

total de los sarcomas de esta familia.

Este grupo de sarcomas constituye una misma entidad clinicopatoldgica con diferentes
manifestaciones fundamentalmente en lo referente al grado de diferenciacion neural. Se presentan
con mayor frecuencia en la segunda década de vida con una media de edad de 15 afios y
comprenden cerca del 4% del total de tumores en nifios y adolescentes, con una incidenciade 1 a 3
casos por millon de habitantes y afio en los paises del hemisferio norte. Tras los osteosarcomas,
representan el segundo grupo de tumores mas frecuentes en esta edad y localizacion anatomica. Se
localizan fundamentalmente en las extremidades distales y proximales, pelvis, pecho o cabeza y
cuello como es el caso del SEE y el PNET. La incidencia entre nifios es ligeramente superior que en

las nifias, a razéon de 1,1:1 y muy inferior en individuos de raza negra (43).

Desde un punto de vista histologico se han catalogado tradicionalmente como un conjunto
de neoplasias pertenecientes a lo que se conoce como tumores de células redondas pequefias y
azules de la infancia. El grado de diferenciacion neural de estos tumores es variable y se ve
reflejado en la presencia de estructuras en forma de roseta y en la expresion de distintos marcadores
neuroendocrinos (44). Aquellos sarcomas con un mayor grado de diferenciacion neural como el

PNET no se consideran una entidad aparte sino simplemente sarcomas mas diferenciados.



Figura 3. Imagenes de rayos X y resonancia magnética nuclear de un paciente de SE de 17 afios de
edad en las que se puede apreciar la afectacion del hueso y de los tejidos blandos adyacentes al

mismo.

Las células del SE y del sarcoma SEE se caracterizan por ser pequeias, poseer nucleos prominentes
que muestran formas redondeadas u ovaladas, carecer de nucléolo, presentar la cromatina de forma
dispersa y fina y tener un indice mitético bajo. Ocasionalmente, hay presencia de células con
nucleos mas pequefios, mas hipercromaticos y probablemente degenerativos que dan lugar a un
patrén conocido como de células claras/células oscuras. El citoplasma varia en cantidad pero por

regla general es escaso, claro y contiene glucogeno, lo que hace a estas células positivas para la



tincion del acido peryodico de Schiff (PAS). Las células tumorales estan apretadas unas contra
otras, sin matriz extracelular y crecen siguiendo un patrén difuso sin ningtin indicio de

organizacion.

E1 90% de las células del SE expresan el receptor de membrana CD99 presente asi mismo
en células linfoides. Otros marcadores presentes son la enolasa especifica neural (NSE), S-100,
CD57 y sinaptofisina y también en algunos casos (20%) hay presencia de citoqueratinas y

neurofilamentos (45).

Figura 4. Estudio morfologico e inmunohistoquimico de una biopsia de un paciente de SE. Tincion
de PAS con un patrén tipico de células redondas azules con un citoplasma escaso (imagen

izquierda). Inmunohistoquimica para CD99 con marcaje de membrana (imagen derecha).

a8 )

La apariencia histologica del PNET difiere en cierta forma del SE. Las células tumorales se agrupan
tipicamente en nidos y trabéculas formando rosetas variables con un lumen central, con frecuencia
mal definido. El patron de crecimiento clasico lobular de este tipo tumoral se aprecia mejor al
microscopio usando aumentos bajos, y difiere del tipico crecimiento difuso de los sarcomas clasicos
de Ewing. Ocasionalmente se puede apreciar intercaladas grupos de células redondas
citolégicamente uniformes, con cromatina dispersa que semejan a las clasicas de Ewing en lo que
de otra forma seria un tipico PNET. Esta superposicion de caracteristicas fortalece el concepto de
que estos tumores son en realidad la misma entidad con un amplio espectro de diferenciacion. Los
PNETSs poseen inmunoreactividad para CD99, enolasa neuronal especifica o beta 2 microglobulina
siendo el grado de tincidn ya variable con marcadores neurales tales como Leu-7, sinaptofisina,
neurofilamento, y S100. La presencia de granulos neurosecretores en las células que pueden

detectarse mediante microscopia electronica es algo distintivo de cara a establecer un diagnostico de
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PNET (46, 47, 48). En cualquier caso el PNET se considera hoy dia como parte de la familia de los
sarcomas de Ewing debido fundamentalmente a la presencia de las mismas alteraciones

citogenéticas.

Estudios citogenéticos de los SE han permitido detectar una alteracion sistematica del locus del gen
EWS en la localizacion cromosomica 22 q12 que da lugar a la fusion del extremo amino-terminal
del gen EWS con el término carboxi-terminal de otro gen. En la mayoria de los casos (90%), el
extremo carboxi-terminal es proporcionado por el gen FLI1, un miembro de la familia de factores
de transcripcion Ets, ubicado en el cromosoma 11 (11g24). Otros miembros de la familia Ets que
pueden combinarse con el gen EWS son, en orden de frecuencia, ERG, ubicado en el cromosoma
21, ETV 1, ubicado en el cromosoma 7 y E1AF, ubicado en el cromosoma 17, translocaciones
t(21:22), t(7;22), y t(17;22), respectivamente (49). Extraordinariamente raros son los casos de SE
con la fusion FUS-ERG, t(16;21)(p11;q22) (50), presente asi mismo en algunas leucemias
mieloides agudas. Este descubrimiento puso de manifiesto que los dominios de transactivacion de

los miembros de la familia TET como EWS y FUS se pueden intercambiar.

Figura 5.

Fusidn Translocacion

EWS-FLI1 t(11;22)(q24:912)

EWS-ERG t(21:22)(q22:912)
EWS-ETV1 t(7;22)(p22;912)
EWS-FEV t(2;22)(933;912)
EWS-ETV4 t(17;22)(q12;912)

FUS-ERG t(16;21)(p11;922)

11



Ademas se han observado otras aberraciones numéricas y estructurales en los SE, como
ganancias de los cromosomas 2, 5, 7, 8, 9 y 12 (51) la translocacion no reciproca
t (1;16)(q12;q11.2) (52) y la pérdida del brazo corto del cromosoma 1y 6 (53). La adquisicién por
parte de algunos tumores de estos eventos secundarios tiene consecuencias en el pronostico de los
mismos (54, 55, 56).

Una de las alteraciones méas comunes es la pérdida de expresion del gen p21™A"“™"! que
sin embargo no esta relacionada con el estatus del supresor tumoral p53 en la mayoria de SE. p53
esta mutado en aproximadamente un 11% de SE (18). Aquellos pacientes con pérdida de
p21VAFVEPL v mutaciones de p53 debidas a delecciones homozigoticas de la region 9p21
constituyen un subgrupo de peor prondstico (57). El locus INK4A que codifica para el inhibidor de

CDKs p16 y el regulador positivo de la via de p53, pl4ARF (p19 en ratones) esta perdido en

algunos de estos tumores (58).

Los sintomas clinicos mas frecuentes de manifestacion del SE son la presencia de dolor e
inflamacion en la zona afectada. El 85% de estas neoplasias se presentan como una masa tumoral
asociada a hueso y el 15% restante se manifiesta como una masa en tejidos blandos

extraesqueléticos.

En cuanto a las localizaciones anatomicas de este grupo de sarcomas son dispares (59,
60). Las mas frecuentes en el SE son las siguientes: extremidades distales (27%) y proximales
(25%), pelvis (20%), pecho (20%), columna vertebral y craneo (9%). En cuanto al SEE, los sitios
de origen mas comunes son: tronco (32%), extremidades (26%), cabeza y cuello (18%),
retroperitoneo (16%) y otras localizaciones (8%). La distribucion varia en el caso del PNET: pecho
(44%), abdomen/pelvis (26%), extremidades (20%), cabeza y cuello (6%) y otras localizaciones
(4%).

Otros sintomas destacados son un incremento en la velocidad de sedimentacion globular,
leucocitosis y anemia. La progresiva degeneracion del hueso afectado se puede apreciar mediante
un examen radiologico y la reaccion denominada como “en capas de cebolla” en el periostio cuando

el tumor afecta a la diafisis de huesos largos.
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El diagnostico anatomopatologico de este grupo de sarcomas es bastante complejo dado el
alto grado de variabilidad fenotipica, la indiferenciacion histologica y la ausencia de marcadores
especificos que presentan lo que les hace compartir algunas caracteristicas con otros tumores
pediatricos como el neuroblastoma, el rabdomiosarcoma, el linfoma no Hodgkin, el tumor
desmoplasico de células pequefias o el sarcoma sinovial. La inmunoreactividad para CD99 y
vimentina se han considerado tradicionalmente como caracteristicos en las células de estos
sarcomas. El producto del gen MIC2, CD99, es una proteina superficial de membrana con un papel
destacado en la migracion de los leucocitos en el endotelio, que se manifiesta en la mayoria de los
casos de SE y que resulta util en el diagnostico de estos tumores a pesar de manifestarse igualmente
en las células linfoides y en tumores linfoblasticos (61). Sin embargo la positividad para CD99 no
es exclusiva solamente de este grupo tumoral sino que también la poseen otros tumores como el
sarcoma sinovial de células pequefias poco diferenciadas, algunos linfomas no Hodgkin con
fenotipo T, o el rabdomiosarcoma. El SE no expresa CD45 mientras que si lo expresan los linfomas;
los neuroblastomas son positivos para S100 y NSE pero negativos para vimentina, el
rabdomiosarcoma alveolar expresa ademas los marcadores desmina, miogenina y MyoD1, que estdn
ausentes en el SE. Como puede apreciarse, dada la falta de especificidad de la mayor parte de los
marcadores citados, y para asegurar un diagndstico lo mas fiable posible se hace necesaria la ayuda
de las técnicas de biologia molecular. La introduccion desde mediados de la década de los 90 de las
técnicas de biologia molecular ha revolucionado y simplificado el diagnostico de este tipo de
neoplasias. Mediante analisis moleculares como la transcripcion inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) y el andlisis de los fragmentos de restriccion de los productos de la PCR
(RFLP) se puede efectuar un diagndstico de gran precision detectando las translocaciones
cromosoOmicas especificas de cada tipo tumoral, utilizando cantidades relativamente pequefias de
tejido obtenido mediante biopsias minimamente invasivas y suministrando los resultados de manera

mas rapida que el analisis citogenético convencional (62, 63).

En los pacientes con un diagnostico ya confirmado de SE los estudios de estadiaje antes
de comenzar el tratamiento se llevan a cabo mediante las técnicas de resonancia magnética nuclear
(RMN) o de tomografia computarizada (TAC). Su uso conjunto ayuda a una mejor definicion de
cara a la planificacion del régimen radioterapéutico que se pretende administrar al enfermo (64).
Estudios adicionales pretratamiento como la gammagrafia 6sea, el TAC toracico, la biopsia por
PAAF de la médula o6sea o la tomografia por emision de positrones (PET) son hoy en dia en mayor
o medida pruebas de rutina clinica. En ciertos estudios la determinacién del volumen tumoral

pretratamiento es una variable importante (Estudio Euro-Ewing 99). En el SE, el tumor se define
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como localizado cuando, mediante técnicas clinicas y de imagen, este no se presenta mas alla del
sitio primario o no hay implicacion de los ganglios linfaticos regionales, pero puede extenderse a

regiones de tejido blando adyacentes.

Existen dos tipos principales de factores pronosticos para los pacientes de esta familia de tumores:

factores pre-tratamiento y factores de respuesta al tratamiento.

Los criterios mas destacados son los siguientes:

Localizacion: los pacientes que tienen el tumor situado en las extremidades distales, tienen mejor
pronoéstico que aquellos con el tumor situado en las extremidades proximales. Las localizaciones

centrales o pélvicas son las que peor pronodstico poseen (65, 66, 67).

Tamarfio: en la mayoria de los estudios, el tamafio del tumor ha demostrado ser un factor pronéstico
importante. Para definir los tumores mas grandes se usa un limite de 100 ml o 200 ml. Los tumores

mayores tienden a presentarse en lugares de localizacion desfavorable (68).

Edad: los pacientes mas jovenes (<10 afios de edad) tienen un mejor prondstico que los

adolescentes, los adultos jovenes o los adultos (65, 66).

Género: las mujeres con SE tienen un mejor prondstico que los varones (66).

Deshidrogenasa lactica: Altos niveles de la enzima deshidrogenasa lactica (DHL) previos al
tratamiento se correlacionan con un mal prondstico. Los tumores primarios grandes y los

metastaticos presentan una elevada concentracion de DHL (65).

Metastasis: la presencia de metastasis en el momento del diagnostico es un factor prondstico
adverso. Entre un 20 y un 30% de los pacientes cuentan con metastasis en el momento de ser
diagnosticados (69). Los pacientes con enfermedad metastasica confinada en el pulmon tienen

mejor prondstico que los pacientes con sitios metastasicos extrapulmonares como la médula 6sea o
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el hueso (70). Las metastasis localizadas en el cerebro, en los ganglios linfaticos y en el higado son

poco frecuentes (65, 71).

Histopatologia: el grado de diferenciacion neural no constituye un factor pronostico (61, 72).

Patologia molecular: en funcién del tipo de fusion génica presente el prondstico puede variar.
Existen distintas variantes de EWS-FLI1, fusién mayoritaria presente en el 85% de estos tumores,
de acuerdo a donde se produzca la ruptura y el nimero de exones de cada gen involucrados en la
fusion. Algunas variantes presentan mejor prondstico que otras; los pacientes con una fusion de tipo
EWS-FLI1 de tipo 1 poseen mejor prondstico que aquellos con fusiones de los tipos 2y 3 (11, 73)
ya que la fusion de tipo 1 se ha asociado a una tasa de proliferacion mas baja de las células del SE

(13, 74).

Presencia de transcritos de la fusion EWS-ETS en médula 6sea: por medio de la retrotranscripcion
de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se puede detectar la presencia de transcritos de
la fusion en la médula 6sea. La presencia de células con la fusion quimérica en médula dsea se ha

asociado a un aumento en el riesgo de recidiva (75).

Otros factores bioldgicos: la sobreexpresion de la proteina p53 (76) y la pérdida del brazo corto del
cromosoma 16 (77) podrian ser factores prondsticos adversos asi como el aumento en la actividad

de la telomerasa (78).

Tras aplicar un régimen de quimioterapia prequirurgica aquellos enfermos con tumores viables
minimos o no residuales muestran una tasa de supervivencia mas alta en comparacion con los
pacientes con una mayor cantidad de tumor viable (79, 80, 81). En aquellos pacientes a los que se
les somete a una quimioterapia de induccidn pre y post-operatoria, la disminucién en la reabsorcion
detectada mediante PET se correlaciona con una buena respuesta histolégica al tratamiento
farmacologico (82). La presencia de fractura patoldgica al diagnosticar no descarta la reseccion
quirurgica y no esta relacionada con posibles resultados adversos de la misma. La biopsia debe
tomarse de los tejidos blandos adyacentes en tanto sea posible para evitar un aumento en el riesgo

de ocasionar fracturas.
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La tasa global de supervivencia se sitia a los 5 afios en torno al 50% (75% para enfermedad
localizada y un 25% tan solo si hay metastasis en el momento del diagnostico) y desciende por

debajo del 30% a los 10 afios (83).

El tratamiento de los pacientes con SE requiere quimioterapia sistémica (84, 85, 86, 87,
88, 89, 90) conjuntamente con cirugia, radioterapia o ambas modalidades para el control del

tumoral localizado (91, 92, 93, 94, 95).

En general, los pacientes reciben quimioterapia adyuvante pre-operatoria antes de
establecer otras medidas de control del tumor. En aquellos casos en los que se les somete a cirugia,
de cara a la planificacion de la terapia posoperatoria se toman en cuenta los margenes quirirgicos y
la respuesta histoldgica. Los pacientes pueden recibir solamente radiacion para el control local
como en el estudio Euro-Ewing, en cuyo caso se tiene en consideracion el volumen tumoral

pretratamiento antes de iniciar la radioterapia.

La mayoria de los pacientes con enfermedad metastasica, presentan una buena respuesta
inicial a la quimioterapia preoperatoria; sin embargo, en la mayoria de los casos, la enfermedad solo
se controla parcialmente o acaba reapareciendo (96, 97, 98, 99). Un control local adecuado de los

sitios metastasicos, particularmente en el caso de la metéstasis dsea, es de vital importancia.

Un aspecto de gran relevancia es que los pacientes que han sido tratados de SE cuentan
con un riesgo superior al de la poblacion general de desarrollar segundas neoplasias malignas como
por ejemplo la leucemia mieloide aguda (LMA) o el sindrome mielodisplasico (SMD) que por lo
general surgen entre 2 y 5 afios después del diagnostico del tumor primario (100, 101, 102). La
probabilidad de desarrollar un tumor sélido parece ser mayor en pacientes tratados con radioterapia
y varia en funcion de la dosis recibida (103) con un riesgo acumulado a los 15 o 20 afios después

del diagnostico de entre un 5% y un 10% (100, 101, 102, 104).

Se hace necesaria por tanto la busqueda de nuevas dianas terapéuticas y de nuevas
modalidades de tratamiento para mejorar no sélo la tasa de supervivencia de los pacientes de SE

sino los indices de morbilidad de los mismos.
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El origen del SE contintia siendo una incognita a dia de hoy. En 1921 el patélogo norteamericano
James Ewing describio esta entidad tumoral como un endotelioma difuso de hueso (105). No seria
hasta 1984 cuando Turc-Carel y colaboradores detectaron, gracias al estudio de cinco lineas
celulares de SE establecidas a partir de cuatro pacientes, la translocacion reciproca

t(11;22)(q24:q12) (106).

Pocos afios después se clasificaron los SE como tumores neuroectodérmicos primitivos en
base al hecho de ser un tumor pobremente diferenciado, la expresion de determinados marcadores
neurales y dado que en algunos casos se presenta un patron de diferenciacion neural bajo

determinados estimulos (60, 107).

Sin embargo existen una serie de evidencias que apuntan a un posible punto de partida
desde una célula madre mesenquimal en la que tendria lugar la transformacion celular que

originaria la neoplasia:

- el tumor aparece en muy distintas localizaciones tanto en hueso como en partes blandas lo
que puede sugerir que la célula putativa de origen es una célula multipotente o que no es un
unico tipo celular de origen sino varios en funcion de la localizacion anatomica del tumor.

- la hipdtesis del origen a partir de una célula de la cresta neural se sustenta en el hecho de
que algunos marcadores neurales estan presentes en algunos tumores. Sin embargo la fusion
génica EWS-FLI1 es capaz, una vez introducida en un sistema celular totipotente, de

permitir la expresion de alguno de esos marcadores (108).

Por lo tanto a dia de hoy todavia quedan por aclarar dos grandes interrogantes en el SE:

1.;Cuél es la célula de origen?

2., Es capaz la fusion por si sola de desencadenar el proceso tumoral?

La teoria mas aceptada apunta a un origen del SE a partir de progenitores mesenquimales

por determinar (109).
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Numerosos estudios se han llevado a cabo con el fin de identificar ese tipo celular
primigenio permisivo a la accion de la fusion EWS-ETS. La introduccion de EWS-FLII en la linea
de fibroblastos murina MEF provoca parada de ciclo celular y muerte celular y aquellos que
sobreviven pierden la expresion de la fusion. En MEFs extraidos de ratones nulos para p19 EWS-
FLII1 es capaz de mantener su expresion pero no es capaz de lograr la formacion de tumores in vivo.
Tampoco el hecho de que falte p53 propicia que haya transformacion tumoral por EWS-FLI1 en
este tipo de células, lograndose solo al transformar ademas con el antigeno del virus SV-40 T (15).
Ya en fibroblastos humanos embrionarios inmortalizados con telomerasa los efectos causados por la
transfeccion de EWS-FLI1 han sido similares, provocando una parada del crecimiento celular via
p53 e induccidn de apoptosis (110). De estos estudios se desprende que los fibroblastos no son el
punto de partida de origen del SE que en la mayoria de los casos ademas conserva intactas las vias

de p53 y p19**F (111).

Otro estudio usé distintas células murinas de alto grado de plasticidad, transfectando la
fusion EWS-FLI1 en células madre embrionarias murinas o en las llamadas células progenitoras
mesenquimales primarias (MPC). Las células MPC obtenidas de la médula 6sea son capaces de
mantener la expresion de EWS-FLI1 durante meses con una importante activacion de la via de
sefalizacion de IGF1 y sus proteinas reguladoras IGFBP3 e IGFBPS. Tras ser inyectadas en ratones
son capaces de originar tumores con un fenotipo de células pequenas y redondas. Se altera la
expresion de diversas dianas reconocidas de la fusiéon como es el caso de Myc e 1d2, que son
inducidas, o p21 y TGFBRII que son reprimidas. Estas células son sensibles a la inhibicion de la via
de IGF1/IGFIR y expresan dos marcadores asociados al SE como son NSE y CD99. Asi mismo
estas células conservan intactos tanto p53 como p16INK4A/p19ARF (112). Un estudio en paralelo
también introdujo la fusion en células progenitoras de médula 6sea aunque sin seleccionarlas
previamente por sorting obteniendo resultados similares y con tumores que ante la pérdida de p53
se tornaban mas agresivos (113). Y un estudio anterior en MPC de ratones knock-out para p19
indica que la transfeccion de EWS-FLI1 provoca un bloqueo en los programas de diferenciacion
adipogénicos y osteogénicos (114). Estos tres estudios demuestran el papel fundamental de la fusion
EWS-FLI1 como desencadenante del proceso tumoral y sugieren que este tipo celular, MPC,
pudiera constituir el ambiente celular permisivo adecuado para ello. La facilidad para migrar de
estas células desde la médula 6sea a otros 6érganos podria explicar las localizaciones extradseas del
tumor. Un estudio en una linea mioblastica murina capaz de dar lugar a tejido 6seo, muscular y
adiposo demostr6 también una parada en el curso de la diferenciacién miogénica al transfectar con

EWS-FLI1 dicha linea (108).
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La linea celular murina mas usada para estas investigaciones ha sido la de fibroblastos
NIH3T3 en la que se ha probado la capacidad tumorigénica de las distintos transcritos EWS-ETS
asi como la importancia de los diferentes dominios funcionales de estas proteinas quiméricas (115).
Sin embargo las fusiones no son capaces de transformar el subclon de NIH3T3, YAL-7 ni la linea
Rat-1, posiblemente ante la falta en dichas lineas de otros factores cooperadores de las fusiones
EWS-ets (116). La cooperacion de factores de crecimiento debe ser clave en la etiopatogenia de este
tipo de tumores ya que la transformacion en fibroblastos murinos depende por ejemplo de la
activacion de IGF1R y el bloqueo de esta via reduce la tumorigenicidad en ratones desnudos (117,

118).

Sin embargo la conveniencia de usar NIH3T3 como modelo de estudios in vitro ha sido
puesta en duda por Braunreiter CL et al ya que demuestran que dependiendo del tipo de fusion
EWS-ETS (EWS y FLI, ERG, FEV, ETV1 y ETV4) transfectada los patrones de expresion difieren
(119). Este estudio vuelve a poner de manifiesto la gran importancia del contexto celular en el
origen del SE ya que los efectos inducidos por la expresion de las fusiones EWS-ETS van a variar
en funcion del tipo celular. Se hace necesario pues el estudio de los efectos de las proteinas de
fusion en modelos celulares autdlogos. A pesar de todo, los estudios de expresion inducible de
EWS-FLI1 en otros modelos heterlogos como HelLa o la linea de neuroblastoma NPG-2 han
permitido la identificacion de nuevas dianas de la fusién corroboradas posteriormente como es el
caso de c-Myc y el inhibidor de CDK, p57%" que son activadas y reprimidas respectivamente
(120). Se ha demostrado que EWS-FLI1 es capaz de cambiar el programa de diferenciacion de una
linea celular de neuroblastoma a uno tipico de SE suprimiendo marcadores tipicos de
neuroblastoma como MYCN, tirosina-hidroxilasa, hidroxilasa beta dopamina y beta-2-

microglobulina e induciendo marcadores de SE como c-Myc y especialmente CD99 (121).

Asi pues si bien la célula de origen no ha podido ser identificada fehacientemente a dia de
hoy, si esta claro el papel fundamental que desempenan tanto el contexto celular como por otra
parte la accion de la fusion quimérica la cual parece requerir la ayuda de otros factores para

desencadenar el proceso de oncogénesis.
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Figura 6. Modelos de origen del SE. Adaptado de Kovar H. Context matters: the hen or egg

problem in Ewing's sarcoma. Semin Cancer Biol 2005 Jun 15(3): 189-96. Review.
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3. ARN de interferencia.

Es un fenémeno de silenciamiento genético post-transcripcional (PTGS) altamente conservado. Se
identifico en primer lugar en plantas, concretamente en el género Petunia y con el gen chalcone
sintetasa (CHS) siendo denominado como cosupresion (122) y posteriormente en eucariotas
inferiores como el hongo Neurospora crassa recibiendo la denominacion de “quelling” (123). Mas
tarde se descubrid su existencia en el nematodo C.elegans al introducir moléculas de ARN de doble
cadena especificas del gen unc-22%, cuya expresion se pretendia inhibir. Es entonces cuando recibe
por primera vez el nombe de ARN de inteferencia (124). Posteriormente se comprobd que esta
evolutivamente conservado y que podia ser de gran utilidad en células de mamiferos (125). Existe
sin embargo alguna diferencia como el hecho de que en protozoos, nematodos, plantas y hongos
pero aparentemente no en insectos y vertebrados, una enzima ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRP) es capaz de producir numerosas moléculas de siARN a partir de un molde de cadena

sencilla en un fenomeno de retroalimentacion positivo que amplifica los efectos (126).

Actualmente se ha generalizado su uso en lineas celulares en cultivo y en modelos
animales convirtiendose en un sustituto del uso del knock-out y en pieza fundamental en los analisis

de funcion génica (127, 128, 129, 130).

Existen dos tipos de ARNi: small interfering RNAs (siARN) y short hairpin RNA
(shARN).

Los small interfering RNAs (siARN) son moléculas de ARN de doble cadena de 21-22
nucleotidos con un extremo protuberante en 3’de dos nucledtidos para que puedan ser reconocidos
por la maquinaria enzimatica del ARNi que conducira a la degradacion del ARNm de la secuencia
homologa. En las células de mamiferos los siARN se generan a partir del procesamiento de dsARN,
precursores de doble cadena de mayor longitud, por parte de la enzima ARNasa III Dicer (131,
132). La enzima Dicer se une a la proteina TAR-RNA binding protein (TRBP) para dirigir los
siARNs al complejo conocido como RNA-induced silencing complex o RISC, el cual contiene la
proteina de corte Argonauta 2 que procesa el ARNm del gen diana entre las bases 10y 11

correspondientes al extremo 5’de la cadena antisentido del siARN (133).
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Figura 7.
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Estrechamente relacionado con el mecanismo de ARNI, los microARNs son transcritos de
cierta longitud (primiARNSs) que son procesados en el nicleo de la célula por el complejo Drosha-
DGCRS para generar hairpins de entre 60 y 70 pares de bases (pb). El bucle o loop sufre el
posterior procesamiento en el citoplasma por la enzima Dicer y una de las cadenas se incorpora al
complejo RISC. Los miARNs maduros poseen una homologia parcial con el extremo 3'UTR de los
ARNm diana. El papel primordial de estas moléculas de ARN es el de represores transcripcionales
pero también pueden inducir degradacion del ARNm. En los sarcomas se han identificado distintos
tipos de miARNSs caracteristicos de cada entidad tumoral (134). Los microARNs pueden actuar
tanto como oncogenes como supresores tumorales lo que les convierte en una posible herramienta

terapeutica con grandes posibilidades futuras (135).

Volviendo al ARN de interferencia en comparacion con otras estrategias inhibitorias como
los oligos antisentido de ADN o el uso de ribozimas el efecto logrado por el uso del ARNi es
mucho mas potente pudiendo funcionar a concentraciones mucho mas bajas lo que es vital de cara a

su posible uso en terapia (136, 137).
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El disefio de los ARNi es un punto muy importante. Se utilizan programas bioinformaticos
para buscar la parte mas adecuada de la secuencia del gen que se quiere inhibir evitando los UTR s
de los extremos 3’ y 5’, las 100-200 primeras pares de bases tras el codon de inicio AUG y
procurando que el contenido en GC sea del 45-50%. Se usan varios disefios y se comprueba
mediante una busqueda en BLAST que no haya homologia con otros genes ya que es sumamente

importante que la inhibicion sea especifica (138, 139, 140).

Otro aspecto a tener en cuenta es como se produce la entrada de los siARN o los shARNs
a la célula en cultivo. El principal cuello de botella en cuanto a la aplicabilidad terapettica del
ARN:I es el acceso de estas macromoléculas al tejido, drgano o tipo celular deseado sobre todo en
lineas celulares de dificil transfeccion como puedan ser células madre o cultivos primarios. Se han
usado formulaciones lipidicas cationicas especialmente efectivas con los siARNs pero tienen el
inconveniente en modelos animales de una falta de especificidad tisular asi como su rapida
degradacion por via hepatica (141, 142, 143). El silenciamiento ejercido por los siARNSs tiene
efecto durante 3 a 5 dias en células en division pudiendo ser mas prolongado en células que no se
dividen. Una vez que acceden a la célula por via endosomal tiene lugar la posterior liberacion en el
citoplasma para el ensamblaje del complejo RISC (144, 145, 146). También se ha probado conjugar
los siARNSs con colesterol o particulas de ciclodextrina por citar dos ejemplos de enfoques
especificos de tejido o célula de cara a ampliar el potencial terapéutico de aplicacion in vivo del

ARNi (147, 148).

Aparte de los siARN, duplex sintéticos de 21 bases, listos para usar y eficaces pero con
respuesta de duracion limitada existe otro tipo de ARNi denominada shARNi. La interferencia de
ARN del tipo short hairpin permite conseguir un bloqueo estable de la expresion del gen diana. El
mecanismo de la shARNi logra la generacion de los siARN a partir de transcritos de ARN mas
largo en un proceso de sintesis nuclear a partir de un vector plasmidico. Posteriormente son
transportados al citoplasma via maquinaria miARN para ser procesados por la enzima Dicer a
formas siARN. Las ventajas de esta forma de interferencia son varias como un mayor grado de

aplicabilidad terapettica, la posibilidad de lograr efectos estables, dosis de administracion tnica...

Tras descubrir que los duplex de doble cadena de ARN de 19-21 nucleotidos eran capaces
de inducir el silenciamiento del gen diana contra el que eran disefiados sin desencadenar una
respuesta genotoxica inespecifica por activacion del interferon de tipo 1 se pasoé a disefiar vectores

de expresion plasmidicos que permitieran la sintesis intracelular, una vez transfectados, de shARNSs.
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Los vectores cuentan con el promotor de la ARN polimerasa III para dirigir la sintesis de los
shARNSs. Los shARNs mas sencillos constan de 19 nucleédtidos de la secuencia sentido diana, un
bucle o loop de entre 4 y 10 nucleotidos, la cadena antisentido complementaria y finalmente una
extremo de 4 a 6 uridinas como sefial de parada. Los shARNSs se exportan al citoplasma via
exportina 5, se procesan mediante la enzima Dicer y se integran en el complejo RISC. Estos

sistemas permiten una inhibicion robusta y a largo plazo del gen seleccionado (149, 150, 151).

A medio camino entre los siARN y los shARNs esta la sintesis de dSARN de 25-27
nucleotidos que una vez transfectados sufren su correspondiente procesamiento intracelular por la
enzima Dicer lo que parece aumentar la potencia del efecto inhibitorio ejercido por los mismos

(152).

Se han desarrollado sistemas de interferencia mas complejos y regulables de caracter
inducible. Se han modificado varios vectores con el promotor de la ARN polimerasa III para
responder a compuestos como la tetraciclina/doxociclina, puromicina o ecdisona con el objeto de
poder controlar muy bien la regulacion de la interferencia, ser dosis-dependientes y reversibles
(153, 154, 155). Recientemente se han introducido en el mercado nuevos modelos como el
RheoSwitch de la casa comercial NEB, el uso de otros promotores alternativos como el de la ARN
polimerasa II en combinacion con promotores de expresion especificos de tejido para una
regulacion espacio-temporal precisa con el uso conjunto con la recombinasa Cre (156, 157, 158,

159).
También se han empleado sistemas adenovirales, virus adeno asociados (AAV) para

estudios de inhibicion a corto plazo y lentivirales o retrovirales de cara a una inhibicion a largo

plazo para mejorar la transfeccion (160, 161, 162, 163) o asociados a un sistema de induccion (164).
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El ARN de interferencia, como toda técnica posee sus limitaciones, entre las cuales

podemos citar éstas:

- competicion con los ARNs endogenos. Se ha comprobado el papel fundamental de los
microARNSs en el equilibrio de la expresion génica (165). Puede producirse saturacion de esa via
endogena de microARN pej ratones que recibieron altas dosis de shARNs dirigidos al higado
mostraron una alta mortalidad asociada a la reduccion de la expresion de microARN especificos del
higado (166). Hay que tener en cuenta que la maquinaria de ARNi es esencial y por tanto las
mutaciones en ciertos componentes de la misma acarrean frecuentemente letalidad, como es el caso

de ratones nulos para la enzima Dicer (167).

- estimulacion de la respuesta inmune innata. Hasta el descubrimiento de Elbashir SM et al (125) se
creia que la introduccion de ARNs de doble cadena desencadenaba una respuesta inmune innata con
activacion de la via de transduccion del interferon 1. Se trata de un mecanismo conservado
evolutivamente para combatir los patdogenos virales mediado por la protein —quinasa de ARN de
doble cadena (PKR), la 2’,5'-oligoadenilato sintetasa-ARNasa L o algunos receptores del tipo Toll
(TLRs), con fosforilacion del factor de inicio de traduccion EIF2 y parada del proceso de sintesis

proteica en primera instancia y muerte celular como resultado final. Asi mismo interviene la
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proteina de union a ARN TRBP o transactivating response (TAR) RNA-binding protein. Sin
embargo se pudo comprobar que la introduccion de ARNs de doble cadena menores de 30
nucleotidos no generaba toxicidad aunque siempre se ha de tener cuidado en la aplicacion
terapeutica de los shARNSs ya que en funcion del tipo celular incluso por debajo de 30 nucleétidos

pueden desencadenarse respuestas genotoxicas (168, 169).

Figura 9.
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- obtencion de efectos inespecificos (170). Se cree que hasta un tercio de los siARNs usados
provocarian estos efectos que generan toxicidad (171). Modificaciones como la del 2’ O-Me
en la segunda base de los siARNs reducen significativamente los efectos inespecificos sin

comprometer la eficacia de los mismos (172).
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Figura 10.
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En los ultimos afios se ha generalizado el desarrollo y la aplicacion de librerias de ARNi (173, 174,
175). Se han llevado a cabo experimentos en primates no humanos de cara comprobar su eficacia y

seguridad como paso previo al paso a ensayos clinicos usando siARNs con liposomas (176).

Las aplicaciones farmacologicas de esta técnica no se han hecho esperar, contribuyendo el

uso especialmente de las librerias de ARNi a elucidar la funcion de moléculas clave contra las
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cuales poder disefiar inhibidores selectivos. Ensayos como el de la compaiia farmaceutica Bristol
Myers Squibb con un inhibidor de la farnesil transferasa (bloquea la activacion de Ras) y una
libreria de ARNi sobre quinasas, proteasas, fosfatasas y receptores acoplados a proteinas G en C.
elegans ha permitido identificar la enzima Rab geranil-geranil transferasa como activador
proapoptoético (177). Otros han identificado con una libreria de ARNi contra quinasas y fosfatasas
varios factores mediadores de la evasion apoptdtica desencadenada por agentes quimioterapeuticos
varios como por ejemplo las quinasas JIK o mTOR o la enzima inactiva de la familia de las
fosfatasas, MK-STYX (178). Otros estudios han usado una coleccion de shARN para profundizar
en el conocimiento del mecanismo de accion de inhibidores de MDM?2, como la nutlina 3, que
activa la via de p53 en un proceso activo de reparacion en las células tumorales que puede ser
aprovechado terapetticamente (179) o una libreria de siARNs contra el quinoma que identifica a la
casein quinasa g3 e inositol fosfato que permitié observar que promueven la muerte celular en

presencia del inhibidor de la quinasa Akt A-443654 (180).

Se ha sacado partido al fenomeno de letalidad sintética: una mutacidon que por si sola no es
capaz de inducir fenotipo salvo en un ambiente propicio y especifico, como por ejemplo la
inhibicion mediante ARNi de ATM en células deficientes en p53 como la linea de cancer de
prostata PC3 sensibiliza a la accion del agente inductor de dafio en ADN doxorubicina pero no asi
en la linea IMR90 que mantiene p53 funcional (181). Los ejemplos de este aprovechamiento son
numerosos (182, 183, 184). Asi mismo se ha aprovechado la relacion del ARNi con la metilacion
asi como con la interaccion con la cromatina para estudiar mas a fondo el silenciamiento

heterocromatico (185).

El uso terapéutico del ARNi se ha extendido a numerosas enfermedades:
- genéticas como la esclerosis lateral amiotrofica o sindromes neurales (186, 187). En el caso de la
esclerosis lateral amiotrofica la interferencia se efectud contra el gen SOD1 mutado mientras que en
los sindromes neurales la inhibicién fue dirigida contra el alelo dominante sin afectar a la expresion

del alelo normal.

- virales pej contra numerosos componentes del VIH como las proteinas tat, env, gag, el receptor de

HIV CD4 o cofactores como CXCR4 y CXCRS (188) y otros virus (189).
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- oncologicas con numerosos ejemplos de su aplicacion en la investigacion tumoral para analizar los

efectos de la pérdida de funcion de importantes genes como Ras, Ber-Abl, VEGF o Bcel-2 (190, 191,
192, 193, 194). Uso de distintos sistemas de ARNi ya sea shARN virales (195) o siARNs

conjugados (196). Muy interesante es el uso del ARNi para silenciar vias implicadas en la

resistencia a drogas, por ejemplo con el fin de inhibir el gen de resistencia a multidrogas (MDR1)

para aumentar la sensibilidad quimioterapica (197) o con el fin de silenciar enzimas implicadas en

el mecanismo de DSB (double strand breaking) para mejorar los efectos de la quimio y radioterapia

(198). Como no podia ser de otra manera el grupo de los sarcomas también se ha beneficiado de las

aplicaciones del ARNi (199) asi como las células presumiblemente fuente de origen de los mismos

(200).
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Los primeros intentos de bloquear la expresion de EWS-FLI1 in vitro se llevaron a cabo mediante el
uso de oligonucle6tidos antisentido (201, 202) o por medio de un ARN antisentido a partir de un
vector de expresion transfectado (203, 204) consiguiendo una reduccion parcial y temporal del

crecimiento celular sin induccion de muerte.

Los primeros estudios como tales de ARNi en el SE han usado oligos siARN con un
analisis de los efectos a las 48-72h post-transfeccion, describiendo efectos como reduccion de la
proliferacion e induccion de apoptosis (205, 206, 207, 208, 209). Se han empleado diferentes
féormulas quimicas como nanoparticulas de ciclodextrina sin lipidos como por ejemplo la
transferrina, polimeros o nanocapsulas para mejorar la distribucion y el alcance de los oligos
antisentido y oligos ARNi especialmente en modelos animales logrando de este modo una mayor
efectividad en el bloqueo de la capacidad metastasica tumoral o la inhibicion del desarrollo

oncogénico (148, 210, 211).

El empleo de oligos siARN posee una gran limitacion dado que s6lo se pueden observar
efectos durante un espacio temporal reducido debido a su limitada vida media. Por esa razon se ha
pasado a llevar a cabo ensayos con shARNi para lograr una inhibicion duradera con el transcurso de
los pases celulares (149, 150). Se han usado distintos vectores ya sean del tipo pSUPER retroviral
(212), pSRP retroviral con promotor H1 contra el UTR 3’de la fusion (logrando una reduccion de la
capacidad de transformacion oncogénica pero con una tasa normal de proliferacion en cultivo) (213,
214) o con reduccion de ambas capacidades (215), pSRP (216) o inducibles lentivirales con
doxiciclina (217). En todos los casos el analisis de los efectos de la interferencia de ARN se realizo
tras la infeccion y seleccion con antibidtico si bien en algiin estudio se hizo referencia a la

desaparicion de los efectos de interferencia con el transcurso de los pases celulares (213).
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4. EWS.

El gen EWS consta de 18 exones distribuidos a lo largo de 40kb y se localiza en el cromosoma 22q
12.2. La proteina a la que da lugar esta compuesta por 656 aminoacidos y posee un peso molecular
de 68kDa (218, 219). La proteina EWS es un gen perteneciente a la familia de proteinas TET que se
caracteriza por la presencia de un dominio carboxiterminal de 87 aminoacidos con un nimero
variable de repeticiones RGG (arginina-glicina-glicina) a través del cual tiene lugar la union ARN-
proteinas (220). Los siete primeros exones de EWS codifican para la region aminoterminal en la
que se sittia el dominio RRM/RNP-CS, que consiste en la repeticion de un polipéptido degenerado
de entre 7 y 12 residuos ricos en tirosina, serina, treonina, glicina y glutamina. Este dominio actaa
como activador transcripcional siendo la tirosina el residuo clave (115, 221, 222); si por ejemplo se
reemplaza el dominio EWS por un dominio represor KRAB se elimina el potencial transformador
de la fusion EWS-FLI1 tanto en fibroblastos murinos como en las propias células del SE (223). Nos
da idea del potencial de activacion de este gen el hecho de que EWS, pero no la fusion EWS-FLI1,
es capaz de activar la actividad transcripcional dependiente de CBP (proteina de union al

coactivador CREB) (224).

Los otros dos miembros de la familia TET son TLS/FUS y TAFII68, un factor asociado a
TBP presente en varios complejos transcripcionales. Al igual que EWS, TLS/FUS se fusiona a un
factor de transcripcion, en este caso CHOP, debido a una translocacion cromosémica en otro

sarcoma, el liposarcoma mixoide (225).

Debido a sus caracteristicas estructurales y a su capacidad de union al ARN se cree que
las proteinas de la familia TET participan en los procesos de transcripcion y procesamiento del
ARN. EWS es capaz de unirse in vitro al ARN y junto a TAFII68 pueden formar complejos
transcripcionales con TFIID, ARN polimerasa II y los coactivadores CBP/p300 (220, 221), aparte
de poder interaccionar con activadores y reguladores transcripcionales varios que participan en el
proceso de procesamiento alternativo. Estas proteinas actuarian de enlace entre la maquinaria de

transcripcion y la de procesamiento del ARNm (226, 227).
EWS es un gen muy conservado en el proceso evolutivo. La homologia entre especies es

elevada llegando al 96% como en el caso de las formas humana y murina (218, 219). Los motivos

estructurales que hay en su promotor (ausencia de cajas TATA y la frecuente repeticion del motivo
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GC) asi como su expresion ubicua y elevada hacen pensar que es un gen de expresion constitutiva
ya que ademas el alelo que no se ve involucrado en las translocaciones se sigue expresando de

forma normal en los tumores (228).

EWS asi como TLS/FUS se localiza en el nticleo, aunque su distribucion sub-celular
puede modificarse en respuesta a estimulos o modificaciones post-traduccionales como la ejercida
por la proteina quinasa C, PKC, de la cual ambos genes son sustrato o por metilacion (229, 230,
231). TLS/FUS y EWS podrian estar relacionados con la estabilidad gendmica, como demuestra el
hecho de que los ratones knock-out para TLS/FUS muestran un alto grado de inestabilidad
cromosomica e incremento de la sensiblidad a la exposicion a radiaciones ionizantes lo que se ve

acompaifado por defectos en la espermatogénesis y en el desarrollo de los linfocitos B (232, 233).

EWS puede unirse en el SE no solamente a Flil, ain cuando ésta sea la fusion mayoritaria
en el mismo, sino a otros miembros de la familia Ets como ERG, ETV1, ETV4 o FEV (225). EWS
no esta unicamente translocado en el SE sino en una amplia serie de sarcomas, como el sarcoma de
células claras (fusion EWS-ATF1), el tumor desmoplasico de células redondas pequenas (fusion
EWS-WT1), el condrosarcoma mixoide (fusion EWS-NR4A3) o el liposarcoma mixoide (fusién
EWS-DDIT3) (225) . La tnica excepcion en lo concerniente a las fusiones que involucren a algun
miembro de la familia TET fuera de este campo, es el de la leucemia linfoblastica aguda con el

reordenamiento FUS-ERG (225, 234).

Figura 12.
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o. FLI-1.

El gen Fli-1(Friend leukemia integration site 1) esta localizado en el cromosoma 11q23-24, y
cuenta con 118kb. La proteina a la que da lugar consta de 452 aminoécidos y un peso molecular de
51kDa (235). Se identificd en primer lugar como una pequefia region de ADN en el genoma murino
en la que tenia lugar la integracion de forma comun de dos retrovirus inductores de leucemias
murinas (236, 237). La region esta cerca del centromero del cromosoma 9 murino que posee

homologia con parte del brazo largo del cromosoma 11 humano.

Fli-1 pertenece a la familia de factores de transcripcion ETS. La familia recibe ese nombre
dado que el primer miembro aislado de la misma fue el oncogen retroviral de aves E26 y de ahi las
siglas ETS o transformacion especifica por E26 (238). La familia ETS cuenta con una treintena de
miembros, todos ellos factores de transcripcion caracterizados por la presencia de un domino ETS
de union al ADN de 85 aminoacidos y altamente conservado. El dominio ETS de uniéon a ADN
media la unidn a secuencias ricas en purinas, con una estructura central de consenso GGA(A/T),
localizada en el promotor del gen diana. En el caso concreto de Fli-1 posee dominios ETS en ambos
extremos, 5’ y 3’ ambos con una estructura del tipo hélice-giro-hélice (HLH) que media el contacto
proteina- proteina (239) y separados por un dominio especifico de Flil (FLS). El dominio ETS en
5’ y el dominio FLS forman lo que se denomina como domino amino terminal de activacion
transcripcional o ATA. El extremo 3’ alberga el CTA o dominio carboxiterminal de transactivacion
que media la union al ADN pero de inferior potencia al del dominio en 5° (240). La familia ETS se
divide en diferentes subfamilias en funcion de la localizacion y de la similitud estructural del

dominio ETS en la secuencia; Fli-1 pertenece al grupo II.
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Fli-1 se expresa durante el desarrollo en las células hematopoyéticas y endoteliales y en

las mesenquimales derivadas de la cresta neural (241, 242). Es un marcador temprano de
hematopoyesis y se expresa en los hemangioblastos presentes en la sangre del saco vitelino. En las
aves, Fli-1 se expresa igualmente en las células de la cresta neural mientras que en los embriones de
pez cebra se detecta en los lugares de vasculogénesis (243). En tejidos adultos su expresion esta
restringida fundamentalmente al tejido hematopoyético aunque también estd presente en timo e
higado debido a la elevada expresion en ambos 6rganos de precursores de linfocitos, eritrocitos y
megacariocitos (244). Ademas se ha detectado su presencia en tejidos no hematopoyéticos como
corazon, pulmoén u ovario (237). Fli-1 desempefia un papel de gran importancia en el desarrollo de
los megacariocitos, asi lo atestigua que el raton nulo para Fli-1 sea letal y muera en el estadio
embrionario E 11.5 debido a una severa hemorragia craneal motivada por defectos vasculares (245).
Su sobreexpresion en raton conduce a un aumento de la proliferacion de las células B dando lugar a

un desorden autoinmune (246).

Fli-1 es capaz de unirse a los promotores de genes especificos de megacariocitos como la
glicoproteina IX, la glicoproteina IIb (Gpllb) o el receptor de la trombopoyetina (MPL) y activar su
transcripcion (247, 248). Asi mismo la transfeccion de Fli-1 en la linea celular K562 es capaz de

promover la diferenciacién megacariocitica (249). El papel de Fli-1 como agente transformador se
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ha estudiado ampliamente ya que es una diana de intregracion proviral de F-MuLV. La induccion
de leucemias eritrociticas requiere la activacion insercional de Fli-1 junto a mutaciones en p53
(250). Es capaz de bloquear procesos de diferenciacion e inducir la renovacion y proliferacion de
los progenitores eritroblasticos (251). Otras evidencias de su implicacion en procesos de
transformacion tumoral son su capacidad para unirse al promotor del gen Rb inhibiendo su
expresion y favoreciendo la transicion G1/S en el ciclo celular y la induccion de p21 y del factor de
supervivencia anti-apoptotico Bel-2 (252, 253). Fli-1 esta involucrado en la proliferacion y
angiogénesis de las células endoteliales mediante la activacion del gen de la hemo oxigenasa (254).
En consecuencia Fli-1 ejerce como transformador oncogénico promoviendo la supervivencia
celular, favoreciendo la progresion del ciclo celular y en asociacion con EWS actuando como un

activador transcripcional aberrante.

Figura 14.
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6. Fusiones génicas.

Desde que fueron sugeridas por primera vez en 1914 por Boveri (255) hasta el momento actual se
han identificado 358 fusiones génicas con 337 genes involucrados. Tuvieron que pasar varias
décadas hasta que las técnicas de analisis cromosdmico no evolucionaron y se pudo confirmar con
el descubrimiento por Novell y Hungerford del cromosoma Filadelfia (256) la importancia de las
translocaciones cromosomicas en los procesos de tumorigénesis. Afios mas tarde seria descubierta

la primera translocacion cromosomica t(9;22)(q34;q11) en la leucemia mieloide cronica (257).

El desarrollo de las técnicas de citogenética y analisis cromosémico como FISH, SKY o
CGH han permitido incrementar de forma exponencial con el paso del tiempo el nimero de
fusiones detectadas con mapeos cada vez mas precisos de los genes involucrados (258, 259, 260).
Los reordenamientos recurrentes ordenados, mas comunmente conocidos como translocaciones, han
sido descritos en practicamente cualquier tipo tumoral siendo la leucemia mieloide aguda la entidad
mas estudiada a este respecto y con el mayor nimero de fusiones identificadas. La mayor parte de
las mismas estan asociadas a distintos perfiles clinicos y de expresion génica lo que convierte a esta
informacion en fundamental a la hora del diagndstico y manejo de estas enfermedades. Al contrario
que otro tipo de aberraciones cromosémicas como delecciones o amplificaciones, que aparecen
como eventos secundarios durante la progresion tumoral, las translocaciones suelen ser eventos
primarios especificos muchas veces desencadenantes, o al menos relevantes en la patogenia de sus
respectivos tumores. En algunos casos las translocaciones pueden asociarse a pérdidas o ganancias

cripticas en torno a los puntos de ruptura cromosomica (261).

Las translocaciones tienen como consecuencia la creacion de proteinas quiméricas, las
cuales tienen un papel destacado en la generacion del tumor o bien dan lugar a una pérdida de
funcién génica o mas frecuentemente a la sobreexpresion de uno de los genes implicados al quedar

bajo el control de un potente promotor del otro gen involucrado en el reordenamiento.

Las fusiones representan una diana terapéutica de primer grado ya que la efectividad en el
tratamiento de aquellos tumores en los que estan presentes depende en gran medida de su inhibicion
(262, 263). El silenciamiento in vitro de estas fusiones revierte la malignidad tumoral y reduce la

proliferacion (264).
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La generacion de modelos animales con translocaciones da lugar a la generacion de
tumores de la misma naturaleza que los presentes en las neoplasias humanas con dichos

reordenamientos (265, 266).

Las proteinas quiméricas generadas pueden actuar de distintas formas pero en general se
comportan como factores transcripcionales aberrantes como por citar dos ejemplos FUS-CHOP o
EWS-FLI1 (34, 74) o menos comiinmente como protein-quinasas constitutivamente activadas tal y
como sucede con ETV6-NTRK3 (267) o incluso como un factor de crecimiento aberrante, caso de

la fusion COL1A1-PDGFB en el dermatofibrosarcoma protuberans (268).

Como hemos mencionado anteriormente la translocacion puede suponer una pérdida de
funcion génica (269) aunque es mas habitual que se produzca la sobreexpresion de uno de los genes
implicados al quedar bajo el control de un potente promotor del otro gen involucrado como es el
caso de la t(8;14)(q24;q32) del linfoma de Burkitt en la cual el gen Myc queda yuxtapuesto a los
elementos regulatorios del gen de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGH) (270, 271, 272,
273).

La gran mayoria de translocaciones cromosdmicas son especificas de un tipo tumoral
concreto pero existen algunas excepciones, la mas notable es la t(12;15)(p13;925) que fusiona el
gen ETV6 con el receptor de la protein-quinasa neurotréfica tipo 3 (ETV6-NTRK3) descubierta en
el fibrosarcoma congenito y que esta presente en entidades tan dispares como la leucemia mieloide
aguda, el nefroma mesoblastico de rifion o el adenocarcinoma de mama tipo secretor (274). Esta
fusion esta ligada a distintas vias de sefalizacion como la de Ras-MAP quinasa o la de PI3K-AKT a
través de una proteina adaptadora IRS-1 con la participacion del gen c-Src el cual a su vez esta
sobreexpresado en distintos tipos de cancer como el de mama. Quizas esta sea la explicacion de la

falta de especificidad de esta fusion atin cuando el motivo exacto sigue sin ser conocido.

Algunos de los genes que participan en las fusiones pueden unirse a numerosos
compatfieros; es el caso de MLL, ETV6 y EWS con mas de 40, 20 y 10 posibles acompafiantes. Esto
permite la interconexion entre los numerosos genes implicados creando una red que se agrupa
basicamente en 3 subredes que concentran el 90% de los genes identificados a dia de hoy como

participantes en las fusiones.
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La mayor parte de translocaciones cromosomicas son balanceadas (258, 260) pero se han
descubierto fusiones génicas las cuales se deben a translocaciones cromosémicas no balanceadas

como por ejemplo:

- COL1A1-PDGFB -dermatofibrosarcoma protuberans con cromosomas circulares
supernumerarios (275).

- ASPSCRI-TFE3 der(17)t(X;17) (p11;g25) en el sarcoma alveolar de partes blandas (276).

- NUP214-ABLI en episomas amplificados en la leucemia linfoblastica aguda de células T

@277).

También tienen lugar fusiones por yuxtaposicion fisica de los genes en torno a los cuales se
producen microdelecciones como es el caso de la fusion hyaluronan synthase 2 (HAS2)-PLAGlen
lipoblastoma (278), GOPC— ROSI en el glioblastoma (279) o la unién transmembrane protease
serine 2 (TMPRSS2)-ERG en el carcinoma de prostata (280).

En los tumores hematoldgicos se han descubierto hasta el momento 264 fusiones distintas
con 238 genes participes de las mismas lo que supone un 75% del total de fusiones conocidas (260).
A pesar de tan alto nimero no son la inica causa de origen de estas neoplasias salvo en casos muy

definidos como son:

- BCR-ABLI1 en la leucemia mieloide cronica, IGH-CCND]1 en el linfoma de las células del
manto, IGH-MYC en el linfoma de Burkitt y PML-RARA en la leucemia promielocitica aguda.

Por ejemplo en el caso de la leucemia mas frecuente, el de la leucemia mieloide aguda,
que representa el 33% del total de tumores hematoldgicos y el 27% del total de tumores con
translocaciones el conjunto de las 10 fusiones mas frecuentes no llega al 15% (281). En la leucemia
linfoblastica aguda y en las neoplasias de células T y B maduras el porcentaje es similar y en los
sindromes mielodisplasicos, desordenes cronicos mieloproliferativos y linfomas tipo Hodgkin el

porcentaje es inferior al 1%.
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Figura 15. Translocaciones en tumores hematologicos. Adaptada de Mitelman F, Johansson B,

Mertens F. (2007). The impact of translocations and gene fusions on cancer causation. Nat Rev

Cancer 7: 233-45.

Neoplasia Translocacion Fusion

Leucemia aguda medgacarioblastica H1:22)(p13,q13) REM15-Mid1
I Linfoma anaplasico de células T I t(2:5)(p23:935) NPMI-ALK
Leucemia/Linfoma de Burkitt 1(8:14)(q24;932) IGH-MYC
I Leucemia mieloide aquda, tino M2 I 1(8:21)(q22;922) RUNX1-RUNX1T1
Leucemia mieloide crénica 1(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1

Leucemia linfoblastica infantil aguda de
células B precursoras ©12;21)(p13:922) ETV6-RUNX1

Mieloma multiple t{14.16](q32.q23:' IGH-MAF
Leucemia aguda promielocitica t(15;17)(q22:q21) PML-RARA

En los tumores so6lidos se han descrito 70 fusiones génicas y 83 genes implicados en las

mismas (260). El grado de conocimiento del papel de las translocaciones en los tumores solidos es
claramente inferior al que se tiene de las mismas en los tumores hematologicos. Existen varias
causas que pueden explicarlo como la mala morfologia de los cromosomas en muchos casos, la gran
complejidad del cariotipo o la presencia de clones diversos cuestion bastante comtin entre los

carcinomas (282).
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Figura 16.

Carcinoma Fusidn génica

Carcinoma agresivo de linea media  BRD4-NUT*

Carcinoma de mama ETVo-NTRK3* ODZ4-NRG1*, TBLIXRI-RGS17
Carcinoma renal ALPHA-TFEB* ASPSCR1-TFE3*, PRCC-TFE3*, CLTC-TFE3, NONO-TFE3, SFPQ-TFE3
Carcinoma mucoepidermoide MECT1-MAML2*
Carcinoma de préstata TMPRSS2-ERG, TMPRSSZ-ETV, TMPRSS2-ETV4, RPS10-HPR

Carcinoma folicular de tiroid AKAPO-BRAF*, PAX$-PPARGY, RET-CCDCS*, RET-GOLGAS* RET-KTNI*, RET-NCOA#", RET-PCM1*,
arcinomatolicular de tiroldes  per_pRKARIA* RET-RABGIPZ", RET-RFGY", RET-TRIM24', RET-TRIM33", TFG-NTRKI, TPM3-NTRK1,
TPH3-TPR

Como hemos mencionado anteriormente se cree que el numero de fusiones descubiertas
hasta el momento es bajo y que atin quedan numerosas mas por descubrir. El uso de las técnicas de
analisis de expresion génica o de ntimero de copias ha desplazado al tradicional analisis de los

cromosomas en metafase.

Parece claro que las rupturas de la doble hebra de ADN son necesarias para la mayor parte
de fusiones (283, 284). Numerosos agentes externos pueden inducir estas rupturas pero muy pocos
de ellos se han asociado a translocaciones especificas, tan solo aquellos agentes que dafian a la
topoisomerasa Il por un lado y por otra parte las radiaciones ionizantes (285, 286). Existen algunos
sindromes de ruptura cromosomica asociados a inestabilidad cromosoémica y de ADN que pueden
predisponer a cancer. Sin embargo pocas translocaciones han sido descritas en pacientes con estos
sindromes (287). Fallos en los procesos de reparacion de las rupturas de la doble hélice de ADN
(double-strand breaks) asi como en la union de los extremos no homologos (NHEJ), la
recombinacion homoéloga (HR) o en el anillamiento de cadena sencilla (SSA) podrian contribuir a la
aparicion de las translocaciones (288) como ya se ha demostrado en células madre embrionarias
murinas en las que las translocaciones pueden generarse durante la reparacion de las rupturas de la
doble hélice de ADN (289). A pesar de todo las causas de estas fusiones siguen sin estar claras y se
sigue considerando que las fusiones surgen al azar. La arquitectura tridimensional de los
cromosomas en la interfase parece ser importante a la hora de dar lugar a las translocaciones debido
a la proximidad espacial de los genes involucrados como sucede por ejemplo con BCR-ABL en la

leucemia mieloide cronica o PML-RARA en la leucemia promielocitica aguda (290, 291). Sin
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embargo esta mera proximidad fisica no bastaria por si sola. Otros factores como los motivos de
secuencia compartidos en los puntos de ruptura cromosoémicos podrian ayudar a generar las
fusiones (292). Cada vez cobran mayor importancia los elementos repetitivos que suponen el 45%
del genoma humano; dentro de los mismos destacan las secuencias Alu como la familia mas
numerosa. Estas secuencias estan involucradas en reordenamientos intracromosémicos tanto en
células germinales como somaticas (293, 294, 295). También se producen reordenamientos entre

secuencias Alu y no Alu que generan translocaciones reciprocas (294, 296, 297).

Las translocaciones pueden ser detectadas a cualquier edad. En el caso de los tumores
hematoldgicos primarios parece que las fusiones pueden aparecer in utero varios afios antes pero en
las leucemias en pacientes adultos asi como en los tumores s6lidos no se puede trazar ese

seguimiento y es dificil determinar cuando surgen las translocaciones (298).

La teoria del origen de las hemopatias a partir de células madres tumorales hematoldgicas
capaces de generar y mantener el tumor esta bastante aceptada hoy en dia. El concepto de célular
madre tumoral se ha extendido a otros tumores sélidos como por ejemplo de mama, pulmon o colon
(299, 300, 301). Algunas fusiones se han localizado en células madre concretas pero en la mayoria
de los casos no es asi (302). Una pega es que en individuos sanos también se han detectado fusiones
(303). Se pueden detectar células con fusiones en pacientes leucémicos tratados con €xito varios
afios después. Las fusiones parecen no ser suficientes per se para inducir una transformacion
neoplasica. Los datos de modelos murinos indican la necesidad de eventos genéticos secundarios

(304, 305).

En el caso de los sarcomas se postula su origen a partir de células madre mesenquimales
(306). En algunos sarcomas las evidencias de los modelos animales han puesto de manifiesto que
las fusiones por si solas pueden generarlos (36), mientras que en otros casos se hace necesaria la
cooperacion de un evento adicional (225). Recientemente se ha verificado la existencia de un
numero mayor de mutaciones del estimado lo que deja abierta la posibilidad de encontrar un mayor

numero de translocaciones cromosoémicas (307, 308).

En los sarcomas se han detectado 41 fusiones génicas en 17 tipos. Entre un 15 y un 20%
del total de sarcomas cuentan con translocaciones cromosémicas dando lugar a la formacion de
proteinas quiméricas las cuales debido a que frecuentemente los genes implicados en las

translocaciones son factores de transcripcion se comportan como factores transcripcionales
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aberrantes mas potentes que los respectivos genes wild type involucrados en la fusion. Por regla
general solamente se expresa uno de los dos productos de la translocacion. Practicamente el 100%
de los SE, liposarcomas mixoides y sarcomas sinoviales cuentan con fusiones pero €stas en cambio

no se detectan en otros sarcomas como los osteosarcomas, condrosarcomas o leiomiosarcomas.

Figura 17. Fusiones en sarcomas. Adaptada de Helman LJ, Meltzer P. (2003). Mechanisms of

sarcoma development. Nat Rev Cancer. 3: 685-94. Review.

111:22)(q24:912) EWSR1-FLIT
Sarcoma de Ewing :?z;?;gi?;a i:ﬁ‘:;iﬁ Factor de transcripcidn
117:22)921:912) EWSRI-ETV4
2:22(q33:912) EWSR1-FEV
Sarcoma de células claras 112:22(q13q12) EWSR1-ATF1 Factor de transcripscidn
Tumor desmoplastico de ; ; n Factor de transcrincidn
células redondas pequeiias 122015414 SARI=MTL "
Condrosarcoma mixoide 119:22)(q22-31,911-12) EWSR1-NR4A3 Factor de transcripcidn
- T t12:16){g13:p11) FUS-DOIT3
Liposarcoma mixoide N2:221q13:912) EWSR1-DDIT3 Factor de transcripcidn
Rabdomiosarcoma alveolar ‘(12’11;}5':;‘“114"}’ gﬁ‘ igig:: Factor de transcripcidn
L1 H q —
Sarcoma sinovial tX:18)p11:911) SYT-SSX Factor de transciipcidn
Dermatofibrosarcoma : : Factor de crecimiento
e 112422413 COLIA-POGB
Receptor de factor de
Fibrosarcoma congenital t12:15)(p13:q25) ETVB-NTRK3 transcripcion
Tumor miofibroblastico : Receptor de factor de
inflamatorio 2923 FeaTangenens THPEALK THP-ALK crecimiento
Sarcoma alveolar de partes tx:1 ?HN 1 _2:q25] ASPL-TFE3 Factor de transcripcidn
blandas

Estas proteinas quiméricas generadas son capaces de transformar células en cultivo; se ha
podido demostrar el potencial oncogénico de las fusiones EWS—FLI1 en el SE t(11;22)- (q24;q12),
PAX3-FKHR en el rabdomiosarcoma alveolar (2;13)(q35;q14), SYT-SSX1 en el sarcoma sinovial
t(X;18)(pl1;q11) y FUS—CHOP en el liposarcoma mixoide t(12;16)(q13;p11) (116, 309, 310, 311).
Estas lineas celulares transformadas por las fusiones son capaces de generar tumores en ratones
inmunodeficientes al ser inyectadas en los mismos, generalmente de forma subcutanea (312). Se
han generado modelos murinos de expresion condicional de las fusiones y en ambos casos se

generan fenotipos tumorales altamente semejantes al tumor caracteristico de la fusion si bien la
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incidencia tumoral es baja y cruzar los mismos con otras cepas portadoras de mutaciones en
destacados loci aumenta las posibilidades de desarrollo tumoral lo que parece indicar la necesidad
de un segundo evento oncogénico que acompaiie a las translocaciones en la tumorigénesis (313,
314) aunque un reciente trabajo ha logrado mediante la simple accion de la proteina de fusion
desarrollar el tumor lo que parece indicar que en el tipo celular adecuado y en el momento preciso si

seria capaz per se (36).

El abanico de acciones que pueden llevar a cabo estas fusiones es bastante amplio:
incremento de la proliferacion celular, induccion de la capacidad de transformacion oncogénica,
supresion de las inhibiciones por contacto célula-célula, represion de los programas de
diferenciacion, inhibicién de la apoptosis, promocion de la invasividad, etc... afectando a las dianas

de los genes implicados en la fusion y alterando distintas vias de sefializacion.

Las proteinas quiméricas pueden interaccionar con otros factores de transcripcion como
sucede por ejemplo con la fusion EWS-ATF1 y el coactivador CBP reprimiendo la transactivacion
mediada por p53 (315). También son capaces de modular procesos post-transcripcionales como los

de procesamiento alternativo en el caso de EWS-FLI1 (316).

Se han descrito distintas fusiones para una misma entidad tumoral en al menos seis tipos
de sarcomas. Uno de los componentes de la fusion suele ser el mismo y el otro varia pero por lo
general pertenecen a la misma familia. Estas variantes suelen ser poco frecuentes en relacion a la
que podiamos denominar como fusion principal, poseen una estructura y funcion semejante y suelen
generar fenotipos similares (317, 318). Sin embargo un articulo cuestiona este hecho dado que en
uno de los modelos de linea celular mas usados en transformacion oncogénica como es la linea
NIH3T3 las diferentes variantes en este caso de la fusion EWS-FLII no dan lugar a un mismo
fenotipo tumoral (119). Este estudio pone de manifiesto una vez la suma importancia del &mbito

celular en el que actia la fusion.

Parece mas o menos claro que las fusiones por si solas no son capaces de desencadenar el
proceso de transformacion tumoral salvo en sarcomas concretos (36) necesitando la cooperacion de
otros factores adicionales como puede ser una mutacion activadora en un oncogen, la pérdida de un
gen supresor tumoral o la activacion de la enzima telomerasa (319). Algunos ejemplos son los

citados a continuacion:
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- amplificaciéon de MYCN en el rabdomiosarcoma alveolar (320).

- pérdida del supresor tumoral p16 en el SE (321).

La familia de tumores del SE se caracteriza por la existencia de fusiones especificas entre el
gen EWS y un miembro de la familia ETS. La translocacion mas representativa presente en un 80-
85% de casos es la t(11;22)(q22.24) que implica a los genes EWS-FLI1. Aparte de Fli-1 otros 4
genes diferentes de la familia ETS se ven involucrados en translocaciones con EWS de las cuales la
t(21;22)(q22;q12), EWS-ERG, es la més frecuente con un 5-10% del total de SE (322, 323). Otras
fusiones minoritarias son EWS-ETV1 (324), EWS-E1AF (325), EWS-FEV (326). Se ha descrito
también un caso de fusion FUS-ERG t(16,21)(p11;922) (327).

Este tipo de fusiones EWS-ETS se consideraban especificas de este conjunto de neoplasias

pero se han detectado igualmente en un reducido grupo de sarcomas y tumores (328, 329, 330, 331).

44



7. EWS-FLII.

EWS-FLI1 es una proteina quimérica que se localiza en el ntcleo. El dominio N-terminal de EWS
se fusiona con el dominio C-terminal de Fli-1 en el que reside el dominio ETS de union al ADN. El
dominio aminoterminal aportado por EWS posee un potencial de transactivacion superior al del
dominio nativo de Fli-1 reemplazado en la fusion. Aun cuando la fusion EWS-FLII1 y el gen Fli-1
comparten la misma especificidad de union al ADN la fusion es un activador/represor
transcripcional mucho mas fuerte (332, 333, 334, 335). Fli-1 no es capaz de por si solo recapitular
los efectos producidos por la fusion tales como crecimiento en agar blando o la formacion de

tumores en ratones inmunodeprimidos (223).

Figura 18.

EWS FLI1
(cromosoma 22) (cromosoma 11)

EWS-FLI1
t (11;22)

Dominio de transactivacién Dominio de unién al ADN

A nivel genoémico los puntos de rotura para el gen EWS se extienden en una region de
8Kb mientras que los de Fli-1 estan dispersos aproximadamente unos 35Kb (336). Existen 12 tipos
descritos de fusiones EWS-FLII siendo las mas frecuentes la de tipo 1 con el expon 7 de EWS
unido al exon 6 de Fli-1, la de tipo 2 con el ex6n 7 de EWS yuxtapuesto al exon 5 de Fli-1 y la de
tipo 3 con el ex6n 10 de EWS junto al 6 de Fli-1.

EWS-FLI1 es capaz de transformar lineas celulares como NIH3T3. Esta linea recapitula

las caracteristicas fibroblasticas y representa una linea no transformada inmortalizada con el

protocolo 3T3. La facilidad de crecimiento y la disponibilidad de esta linea hacen que haya sido
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ampliamente usada en estudios de estas caracteristicas. La transfeccion de forma estable de
plasmidos con la fusion ha permitido avanzar en el conocimiento de aspectos de la biologia tumoral
del SE. La fusion es capaz de promover el crecimiento independiente de anclaje en células
transfectadas asi como la formacion de tumores al ser inyectadas en ratones inmunodeprimidos
(318, 337). La induccion del transcrito quimérico en células inmortalizadas confiere capacidad
tumorigénica y afecta profundamente a la morfologia celular (338). Delecciones en el dominio
transactivador de EWS reducen el potencial de la fusién asi como mutaciones o sustituciones del
dominio de unién a ADN de las proteinas ETS (223, 335, 339). Los mutantes de EWS-FLI1
deficientes en cualquiera de los dos dominios pierden toda la capacidad de transformacion
demostrando que hacen falta ambos dominios para que la fusién pueda ejercer su actividad

oncogénica (116).

La fusién puede actuar como un factor de transcripcion dominante de ETS, ya que tiene
capacidad para unirse a complejos de transcripcion a través del dominio aminoterminal cedido por
EWS (115). Hay evidencias que demuestran que las fusiones EWS-FLI1 ejercen su potencial
transformador a través de otras vias diferentes a la union a promotores de genes ya que la sobre-
expresion de Fli-1 no causa efectos semejantes a los inducidos por la fusion; dos explicaciones
posibles son la interacciones con otras proteinas y cofactores y la posibilidad de que la fusion actie
como dominante negativo para las proteinas del tipo TET interfiriendo en los procesos de corte y
empalme en el procesamiento alternativo del ARNm interaccionando por ejemplo con la proteina
YB-1 (340). Existe un nexo de union entre los procesos de procesamiento alternativo y de
activacion transcripcional de EWS-FLI1 como prueba por citar un ejemplo que la coexpresion del

factor transcripcional y de procesamiento U1C interfiere con la fusion (227, 316).

El primer aspecto que hay que tener en cuenta es el hecho de que EWS-FLII es capaz de
interaccionar con las proteinas nativas EWS y Fli-1 formando heterodimeros. A su vez EWS, pero
no Fli-1, es capaz de formar homodimeros (341) Al contrario que la gran mayoria de factores de
transcripcion que se unen al ADN como dimeros la mayor parte de las proteinas de la familia ETS
por ejemplo Fli-1 reconocen el ADN en forma de mondmeros (342). Se ha comprobado mediante

ensayos de movilidad electroforética en geles de retardo que la fusion EWS-FLI1 se puede unir al
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ADN como mondmero por ejemplo al promotor del gen TGF-B (343) pero que es capaz asi mismo
de formar complejos multiméricos lo que puede ayudar a EWS-FLII a la hora de unirse a regiones
de baja afinidad para los dominios ETS ampliando de esta forma el espectro de posibles dianas de la
fusion. La oligomerizacion de EWS-FLI1 o la formacion de heterodimeros con EWS son aspectos
importantes en la capacidad tumorigénica de la fusion (341) y tienen incidencia en la

heterogeneidad del SE (13).

El segundo aspecto que debemos considerar es que la fusion per se no es capaz de
transformar lineas celulares primarias murinas o humanas induciendo bien parada del ciclo celular o
muerte celular. La translocacion es necesaria pero no suficiente por si sola como generar el fenotipo
tumoral. Se hace necesaria la colaboracion de otros eventos tales como mutaciones o
sobreexpresiones de genes. En torno a un 20% de los SE cuentan con pérdida homozigotica de p16.
La introduccion de la fusion en fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) defectivos en p16 hace
que los efectos de la fusion se atenuén en relacion con las mismas células wild type por ejemplo con
un rescate parcial de muerte celular y lo mismo sucede en MEFs con p53 o ARF mutados. Sin
embargo estas células transformadas tienen un potencial tumorigénico muy limitado en ratones lo
que evidencia la necesidad de otras alteraciones genéticas adicionales. La transfeccion de EWS-
FLI1 en fibroblastos humanos primarios inmortalizados con telomerasa provoca parada de la
proliferacion celular aumentando los niveles de p53. La introduccion en estas células del
papilomavirus humano HPV16 E6, un inhibidor de p53, suprime la parada proliferativa pero no es

suficiente para que las células puedan crecer en agar blando (15, 110).

La proteina quimérica EWS-ETV1 se comporta de forma similar a la fusion EWS-FLI1 en
la generacion de tumores en ratones inmunodeprimidos a pesar de las diferencias estructurales de
los respectivos dominios ETS lo que hace pensar en rutas de activacion oncogénica compartidas

entre las diferentes fusiones EWS-ets (318).

La proteina quimérica EWS-FLI1 tiene como dianas a numerosos genes a los que bien activa o

reprime en funcion del contexto celular en el que se exprese.

EWS-FLI1 afecta a la proliferacion celular alterando la expresion de reguladores clave del

ciclo celular como CDKNI1A o p21, diana directa de la misma (344). La expresion de EWS-FLI1 en

47



células Hela aumenta los niveles de ciclina D1 asi como los de c-Myc y disminuye los de p57,
inhibidor del complejo ciclina-CDK. La sobreexpresion de ciclina D1 en muestras de SE esta
comprobada. Si se transfecta una linea de rabdomiosarcoma con EWS-FLI1 la expresion de ciclina
D1 sube y la de D3 baja lo que confirma que la regulacion de las ciclinas al menos por parte de la
fusion depende del contexto celular (345). El uso de métodos como la inmunoprecipitacion de
cromatina ha permitido confimar la union directa de la fusion al promotor de dianas como c-Myc,

Id2, p57 o ciclina D1 (120, 317).

Id2 promueve la proliferacion celular inactivando al gen Rb y promoviendo la transicion
de la fase del ciclo celular G1; inhibe los procesos de diferenciacion mediante la union a los
factores de transcripcion basicos HLH (346). La sobreexpresion de 1d2 dirige las células
ectodérmicas hacia un fenotipo de cresta neural en lugar hacia un linaje epidérmico (347). Id2 es a
su vez diana de c-Myc asi como antagonista de los genes myod, miogenina y del inhibidor del ciclo
celular p21 (348). c-Myc a su vez esta conectado con p57 que es una diana reprimida por EWS-

FLI1 (120).

La fusién afecta a componentes de distintas vias de sefializacion como por ejemplo
TGFBRII (343). En lineas celulares de SE la expresion de TGFBRII es muy reducida o
préacticamente indetectable asi como la sensibilidad a TGF-f. La sobreexpresion de TGFBRII
restaura la sensibilidad a TGF-f e inhibe la formacion de tumores en ratones inmunodeficientes.
Aunque se desconoce el mecanismo de supresion, un inhibidor de la histona deacetilasa puede
restaurar la expresion de este gen en las lineas celulares de SE (349). Otra via expuesta a la accion
de EWS-FLII es la de IGF1/IGF1R cuya importancia en el SE esta bien documentada (350, 351).
EWS-FLI1 reprime la expresion de IGFBP3, regulador de esta via (205) y activa IGF1R como se

demuestra en la transformacion inducida por la misma en fibroblastos (117).

En la linea celular NIH3T3 al transfectar la fusion la actividad telomerasa aumenta asi
como los niveles de ARNm de telomerasa (WTERT), en un proceso en el que también se ve
implicado CBP/p300, componente de la maquinaria basal de transcripcion. El papel de la
telomerasa en el SE no esta del todo definido pero si parece haber una correlacion entre una elevada
actividad telomerasa detectada en sangre periférica y un pronostico mas adverso del SE (78, 352,

353).
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PDGF-c (factor de crecimiento derivado de plaquetas) es otra diana de EWS-FLI1. Es un
factor secretado por diversos tipos celulares con una potente actividad mitdégenica y quimiotactica.
Se expresa tanto en lineas celulares de SE como en muestras clinicas. Es importante su labor en el
SE ya que su inhibiciéon mediante el uso de dominantes negativos reduce la capacidad de

crecimiento independiente de anclaje de las células (354, 355).

Tres genes identificados utilizando la técnica de la hibridacion substractiva son:

- MFNG (manic fringe). EWS-FLI1 en NIH3T3 potencia la expresion de este gen. MFNG codifica
una glicoproteina que participa en procesos de diferenciacion y desarrollo como el embrionario. En
tejidos adultos esta relacionado con la via de Notch y con procesos de diferenciacion
hematopoyética, epidérmica y maduracion neuronal. La expresion forzada de esta glicoproteina en
ratones nude induce la formacion de tumores pero que carecen del fenotipo de célula pequeiia

redondeada del SE (337).

- EAT-2, gen con dominio SH-2, inducido por EWS-FLII en la linea NIH3T3, involucrado en la
respuesta inmune ya que participa en el control de la sefial de transduccion a través de los

receptores CD84, CD150, CD229 y CD244 (356).

- mE2-C, ubiquitin ligasa selectiva de ciclinas sobreexpresada por EWS-FLI1 en la linea NIH3T3.
Su expresion también se ve alterada al transformar dicha linea celular con los genes cdc42, v-ABL

y c-Myec (357).

La mayor parte de los SE aparecen preferentemente en los huesos pero existen otras
localizaciones distintas por lo que la célula de origen en la que surge la fusion puede ser totipotente
y ser capaz de diferenciarse de distintas formas. La expresion de EWS-FLI1 afecta a los procesos de
diferenciacion como puede comprobarse en la linea biogénica murina C2C12 que es capaz de
diferenciarse a hueso, tejido adiposo o muscular en presencia de los factores adecuados. La fusion
se introduce con el objeto de conocer nuevos genes relevantes en la tumorigénesis inducida por
EWS-FLI1.La fusion consigue parar el proceso de diferenciacion biogénica y osteogénica ya que ni
tan siquiera el rescate de esta via mediante la sobreexpresion de los factores de transcripcion
miogenina o MyoD revierte la accion de la proteina quimérica. El inico marcador osteogénico

positivo fue la fosfatasa alcalina siendo negativa la tincidn para osteocalcina y el coldgeno tipo I.
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Dos dianas ya descritas en otras lineas se ven alteradas también en este tipo celular como son p21 y

ciclina D1 con represion y activacion respectivamente (108).

La transfeccion de lineas de neuroblastoma, tumor pediatrico derivado del sistema
nervioso simpatico, con EWS-FLII1, reprime un programa de diferenciacioén y activa otro. EWS-
FLI1 suprime la expresion de marcadores tipicos de neuroblastoma como MYCN o cromogranina A
y aumenta los niveles de algunos otros tipicos del SE como c-Myc o CD99. El perfil de expresion
génica de estos tumores se asemeja mas al de un SE que al de los neuroblastomas (121). El estatus
de p53 cambia al expresar la fusion en una linea de neuroblastoma. De una localizacion
citoplasmatica se pasa a una nuclear y ademas su expresion se ve incrementada posiblemente
debido a una mayor estabilizacion proteica por fosforilacion de su residuo serina 15 lo que impide
la uniéon de MDM2. Sin embargo a pesar de esto, pS3 no es funcional en las lineas transfectadas

mientras que por el contrario si mantiene su actividad en la linea parental (358).

Otros genes mas recientemente identificados son:

- DAX1/NROBI, receptor nuclear huérfano involucrado en el desarrollo de las génadas, la
determinacion sexual y la genésis de esteroides que puede actuar como un potente represor
transcripcional. Se induce por la fusion pero no por Fli-1 en la linea celular 293. Presente en 7
lineas de SE y en muestras clinicas pero ausente en neuroblastoma o en rabdomiosarcoma

embrionario (206, 215).

- PTPL1, proteina tirosina fosfatasa 1. Gen inducido por la fusion y con alta expresion en lineas de
SE y en muestras tumorales. Posible candidato terapéutico ya que su inhibicion aumenta la
sensibilidad de las lineas de SE al tratamiento con drogas citotoxicas como el etoposido asi como

provoca una reduccion del crecimiento en monocapa y del crecimiento en agar blando (359).

- PLD2, fosfolipasa 2. Activacion mediante la union directa al promotor de este gen por parte de la
fusion en un dominio de transformacion especifico de eritroblastos. Su inhibicion con butanol o con
ARNIi reduce la proliferacion celular. Relacion inversa con PLDI1. Interviene en la sefializacion de

PDGF (360).

- NKX2.2 es un gen inducido por EWS-FLII relacionado con diferenciacién neural y necesario

parece ser para el crecimiento tumoral in vivo (213).
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- RXR. EWS-FLII inhibe la actividad transcripcional dependiente de CBP de RXR (el receptor del
acido retinoico) por medio de un mecanismo no relacionado con la unién a ADN restando

sensibilidad celular a la diferenciacion y apoptosis inducidas por el 4cido retinoico (361).

- VEGF. EWS-FLII activa directamente el promotor de VEGF. VEGF es inducido por la fusion
junto a la expresion de ciclina D1 en un proceso en el que colabora el factor de transcripcion Spl.

VEGF es un factor pronostico negativo de supervivencia (362).

- Glil. EWS-FLI1 promueve la sobreexpresion del gen GLI1 y a su vez de su diana transcripcional
directa PATCHED1. Su inhibicion via ARNi reduce la capacidad de transformacion de distintas
lineas de SE. La activacion de Glil tiene lugar de forma independiente de la del gen Hedgehog y

necesita la cooperacion del gen c-Myec. Glil estd expresado en diferentes lineas de SE (363).

El uso de la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) ha permitido identificar
numerosas dianas potenciales de la fusion en un estudio (212) pero en cambio en otro se
encontraron niveles inaceptables de “background” con los anticuerpos comerciales disponibles para

EWS y Fli-1 (213).

Parece por tanto que las dianas de la fusion EWS-FLI1 pueden agruparse en dos grandes
grupos: por un lado se inducen genes relacionados con la proliferacion celular y la supervivencia
como IGF1, c-Myc o PDGFC y por otro lado se reprimen dianas como p21, p57, TGFBRII y
IGFBP3 lo que permite en conjunto al tumor escapar de la apoptosis y de la inhibicion del
crecimiento. El nimero de genes activados y reprimidos por la fusion tradicionalmente se ha
considerado igualado (110, 312) aunque otros estudios apuntan a un papel de la fusion como un
activador y no como un represor transcripcional (335, 364, 365). Sin embargo un estudio reciente
pone de relieve que los genes reprimidos por la fusion son bastante mas numerosos que los
activados algo ya puesto de manifiesto previamente con una inhibicion transitoria de EWS-FLI1
(205, 213, 214). En pocos casos se sabe si la diana es directa o no y la represion/induccion de genes
por parte de la proteina de fusion depende en gran medida del contexto celular de actuacion de la

misma.
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Figura 19. Dianas de EWS-FLII. a) Adaptada de Hu-Lieskovan S, Zhang J, Wu L, Shimada H,

Schofield DE, Triche TJ. (2005). EWS-FLI1 fusion protein up-regulates critical genes in neural

crest development and is responsible for the observed phenotype of Ewing's family of tumors.

Cancer Res 65: 4633-44.
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La fusion EWS-ERG fue descrita por primera vez en el SE en 1994 (366). Poco tiempo mas tarde se
identifico la fusion FUS-ERG en la leucemia mieloide aguda (234, 367).

La fusion EWS-ERG ha sido transfectada en distintos modelos celulares para estudir los
efectos de su expresion; su expresion condicional es capaz de dar lugar a un linfoma si se expresa
en células hematopoyéticas de linea linfoide. Puede no sé6lo contribuir al inicio del tumor sino en el
mantenimiento de la denominada célula madre tumoral. Dicho estudio demuestra el potencial
universal de EWS-ERG como oncogen, cuyo efecto no esta sélo limitado a sarcomas (368). EWS-
ERG ha servido como base para el desarrollo de la técnica de ingenieria genética de modelos

animales conocida como modelo condicional invertor knock-in (369).

La expresion de EWS-ERG es capaz de promover en la linea de fibroblastos NIH3T3 el
crecimiento independiente de anclaje asi como la formacion de tumores en un modelo murino
xenograft (119). Su transfeccion células madre mesenquimales origina un fenotipo de SE (370).

EWS-ERG puede inhibir los procesos apoptoticos (371).

La inhibicion de EWS-ERG mediante la expresion estable de plasmidos antisentido
provoca una reduccion efectiva en los niveles de la fusion con pérdida de la capacidad de

crecimiento independiente de anclaje y de la formacion de tumores en ratones desnudos.

Algunas dianas descritas de EWS-ERG son:

- COL11A2. El gen colageno alfa-2 pertenece a la familia del colageno fibrilar y parece
desempeiiar un papel importante en la fibrilogénesis al controlar el crecimiento lateral de
las fibrillas de colageno II. Se expresa en la linea de SE, CADO-ES1. EWS/ERG, pero no
el gen ERG wild-type, transactiva el promotor de COL11A2 para lo que require no
solamente la region N-terminal de EWS sino también el dominio intacto de union al ADN
de ERG. El gen COL11A2 es regulado tanto por la asociacion de ERG con un complejo de
histona deactilasa como por por reclutamiento directo por parte de EWS/ERG de la ARN
polimerasa II (372).
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- 1d2. El gen 1d2 es también diana de la fusion EWS-ERG. 1d2 promueve la proliferacion
celular inactivando Rb y promoviendo la transicion de la fase G1 e inhibe la diferenciacion
via la union a los factores de transcripcion basicos HLH. La sobreexpresion de 1d2 dirige
células ectodérmicas hacia un fenotipo de cresta neural en lugar hacia un linaje epidérmico.
Id2 es ademaés diana de c-myc asi como antagonista de myod, miogenina y del inhibidor del

ciclo celular p21 (346, 347, 348).

- Metaloproteinasas de matriz (MMP). Reprime su expresion. Ausencia de expresion de las
MMP 1y 3 en el SE. Las metalopreoteinasas desempefian una importante funcion en la
remodelacion de la matriz extracelular y en procesos como la invasion o la metastasis

(373).
- TGFBRIL. Supresion de su actividad por parte de EWS-ERG (374).
Se han llevado a cabo distintos estudios para averiguar posibles diferencias en la accion de
las distintas proteinas de fusion pero mas alla de la asociacion de la fusion tipo 1 de EWS-FLI1 a
una tasa de proliferacion menor de las células del SE (375) no se han hallado correlaciones entre las
diferentes transcritos quiméricos EWS-ets y distintos parametros clinicos (73, 376, 377).

EWS-ERG se ha detectado asi mismo en PNET (378).

Tanto en el SE como en el PNET la deteccion de EWS-ERG o EWS-FLII en sangre

periférica es usada para el control de la enfermedad minima residual (379).
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8. Contexto celular vy origen del sarcoma de

Ewing.

Si bien hemos mencionado con anterioridad en varias ocasiones esta importante cuestion pasamos a
abordarla ahora en profundidad. Las dos grandes cuestiones que quedan por aclarar en cuanto a la

biologia del SE son:

1. la identidad de la célula de origen del tumor que es permisiva para la transformacién mediada por

EWS-FLI1.

2. determinar si EWS-FLI1 es el tnico evento iniciador en el desarrollo del SE.

Existe una vision mas o menos general del origen del SE a partir de un progenitor
mesenquimal de momento sin identificar. Esta hipotesis es acorde con las caracteristicas
histolégicas del SE, que es un tumor pobremente diferenciado con caracteristicas mesenquimales

aunque también presenta algunas neuroectodérmicas (115, 380).

Se han probado distintos modelos celulares tratando de determinar el origen del tumor. La
introduccion de EWS-FLI1 en MEFs provoca parada de ciclo celular y muerte celular, los que
sobreviven lograr eliminar la expresion de la fusion que les resulta, a la vista de los resultados,
toxica. Los MEFs de ratones nulos para p19 transfectados con la fusion mantienen su expresion
pero no forman tumores in vivo y lo mismo sucede con la pérdida de p53. Solo transformando con
el antigeno SV40-T se logra inducir la formacién de tumores parecidos al SE (15). En fibroblastos
humanos primarios inmortalizados con hTERT, EWS-FLI1 induce una parada proliferativa e
induccion apoptdtica mediada por pS3 (116). Estos estudios dejan claro que los fibroblastos no son
el punto de partida del SE y es que ademads cuentan con p53 y p19-ARF funcionales. La mutacion

de p53 y la pérdida de p16 en el SE no llega al 20% (57).

Durante bastante tiempo se ha postulado el origen del SE a partir de células de la cresta
neural. Dicha teoria esta basada en la presencia en estos tumores de marcadores como la
colecistoquinina (CCK), relacionado con el sistema endocrino difuso (381), y el hecho de que lineas

celulares de SE puedan ser inducidas in vitro hacia un fenotipo marcadamente neural bajo la accion
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de diferentes agentes de diferenciacion (107, 382). La generacion de un sistema inducible Tet con la
fusion EWS-FLI1 en una linea celular de rabdomiosarcoma propicia un cambio en la morfologia
celular al inducirse la fusién pasando a asemejarse a la de una linea de SE al igual que sucede en los
xenotransplantes en ratones desnudos; dicho cambio va acompaiiado de la inhibicién de varios
marcadores miogénicos presentes en la linea de rabdomiosarcoma. Gracias a estos estudios se han
podido identificar genes involucrados en los procesos de diferenciacion de la cresta neural como la
CCK, el gen MAPT (Neuron-specific microtubule) o el marcador epitelial queratina 18 (209). El
fenotipo parcialmente neural de los SE se debe a la accion de la fusion y no sélo a la célula de
origen, con énfasis por tanto en la accion de la fusion. En una linea de neuroblastoma es capaz de
revertir el fenotipo de la misma hacia uno mas propio de SE aumentando los niveles de c-Myc y

CD99 (121).

La hipotesis del origen mesenquimal del SE se basa también en distintos hallazgos. EWS-
FLII1 altera la diferenciacion mesodérmica en la linea C2C12 inhibiendo la miogénesis (108). Hay
sarcomas bifenotipicos con las fusiones EWS-FLI1 o EWS-ERG que tienen un grado de
diferenciacion miogénica inferior al de los rabdomiosarcomas y algunas caracteristicas neurales

(328).

EWS-FLI1 se ha inducido en células madre embrionarias murinas (ES), fibroblastos
embrionarios y en células progenitoras primarias mesenquimales (MPCs) pero sin embargo tan solo
las MPCs derivadas de médula dsea son capaces de retener la expresion de la fusion durante largo
tiempo (meses) mientras en cambio los otros dos tipos celulares la pierden al cabo de dos semanas
(112). Estas MPCs transfectadas muestran sobreexpresion de marcadores caracteristicos del SE
como los miembros de la via de sefalizacion de IGF1/IGF1R, IGF1, IGFBP3 e IGFBP5. Al ser
inyectadas en ratones forman tumores que expresan marcadores tipicos del SE como CD99 o NSE y
que muestran una elevada sensibilidad a la inhibicion de la via de IGF1/IGF1R tal y como sucede
en los SE. El analisis de los perfiles de expresion génica de dichos tumores desvela la activacion de
dianas tales como Id2 y c-Myc y la represion de otras como TGFBRII y de p21, esto es, al igual que
sucede en el SE. Estas MPCs no se inmortalizaron previamente a la transfeccion con EWS-FLI1y
retienen p53 funcional asi como p16 y p19. Si se introduce EWS-FLI1 en células murinas sin
clasificar derivadas de médula 6sea se originan tumores con fenotipos varios uno de los cuales se
asemeja al SE. La pérdida de p53 aumenta la agresividad del tumor en ese caso (113). En MPCs
defectivas en p19 la fusion bloquea la diferenciacion hacia los linajes adipo y osteocitico (114).

Estas MPCs transfectadas con la fusion sobreexpresan IGF1 y dependen de la sefializacion de la via
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de IGF1/IGF1R para su supervivencia en corcondancia con el requerimiento de IGF1 por parte de
las células del SE para crecer (383) y su alta sensibilidad a la inhibicion de esta via de transduccion
de sefiales (384). Un reciente estudio con MSCs humanas ha puesto de manifiesto de nuevo la
importancia de la via de transduccion de sefiales de IGF1/IGF1R ya que se produce un incremento
de la expresion de IGF1 y una activacion de esta via proliferativa y antiapoptotica al introducir la
fusion EWS-FLII en dichas células madre mesenquimales (385). Ademas la funcionalidad de esta
via parece ser un requisito necesario para la transformacién mediada por la fusion lo que pone de
relieve la gran importancia de esta via en los pasos iniciales de generacion neoplasica (117). Quizas
el hecho de que el pico de incidencia de esta enfermedad sea en la adolescencia con un aumento
brusco de la produccion hormonal explique el papel de IGF1 en el comportamiento molecular de

esta neoplasia (118).

Parece pues que este tipo celular, las hMSC, es susceptible a la transformacion de EWS-
FLI1 y pudiera ser el nicho celular adecuado para el surgimiento del tumor. Ademas su capacidad
para migrar desde la médula 6sea a la mayoria de 6rganos pudiera explicar las localizaciones

extraoseas del SE.

Las células madre poseen una alta capacidad de autorenovacion. Con su potencial de diferenciacion
reflejan su microambiente de localizacion y su carencia de marcadores especificos pero bajo las
condiciones adecuadas pueden diferenciarse dando lugar a distintos tipos celulares con un fenotipo
distinto al del precursor. Las células madre en los tejidos adultos son reservorios de células con
capacidad regenerativa prestas a movilizarse y diferenciarse en respuesta a los primeros signos de
enfermedad o heridas. Estas células pueden ser aisladas y expandidas en cultivo in vitro

manteniendo su potencial de diferenciacion (386).

Las células madre se pueden clasificar segun su origen en 3 grupos:

- embrionarias

- germinales

- somaticas (adultas o fetales)
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y de acuerdo a su capacidad de diferenciacion en :

- totipotentes. Pueden dar lugar a cualquier tipo celular pej células de embriones tempranos (1-3

dias).

- pluripotentes. Pueden originar casi cualquier tipo celular pej algunas células del blastocisto (de 5 a

14 dias).

- multipotentes. Pueden diferenciarse tan solo en linajes especificos pej células de tejidos fetales,

médula 6sea, cordon umbilical, sangre periférica...

Las células madre embrionarias (ESCs) proceden de la capa interna de células del
blastocisto formado unos dias después de la fertilizacion. De esta masa celular derivara el
ectodermo primitivo, que se diferenciara con posterioridad en las 3 capas embrionarias: ectodermo

propiamente dicho, endodermo y mesodermo.

Las células madre embrionarias poseen un potencial superior al de las adultas como se
demostro al inyectar las mismas en blastocistos murinos en los que fueron capaces de dar lugar a

todos los tejidos adultos (387).

Las primeras lineas de ESCs fueron generadas en 1981 a partir de blastocistos murinos
(388, 389) y la primera linea humana no apareceria hasta 1998 (390). A dia de hoy existen unas 225
lineas de ESCs.

Existen 4 métodos para generar las lineas de SCs:

- estandar, a partir de la masa celular interna del blastocisto colocandolas en cultivo junto a

una capa auxiliar de fibroblastos.
- transferencia nuclear somatica celular (SCNT), transferencia de un nicleo de una célula

somatica a un 6vulo enucleado permitiendo que crezca crecimiento hasta el estado de

blastocisto para aislar la masa interna celular.
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- ANT (transferencia nuclear alterada). Idéntica a la SCNT pero con la salvedad de que la

célula somatica posee una mutacion en el gen cdx-2 para evitar la implantacion.

- blastomero simple. Se aisla un blastobmero de un embrion de 8 células y se pone en cultivo

mediante un procedimiento como el del diagnostico pre-implantacional.

Las ESCs cuentan con una serie de marcadores caracteristicos como pueden ser CD9,
CD24, Oct-4, Nanog, aparte de un elevado nivel de telomerasa, lo que explica su capacidad para
una autorenovacion sin limites (391, 392). Recientemente se ha definido asi mismo su perfil

epigenético (393).

La terapia con células madre se basa en los principios de autorenovacion y homeostasis de

los tejidos del individuo adulto.

La homeostasis tisular esta basada en una tasa de recambio celular normal dependiente de
un conjunto de progenitores celulares o de células madre adultas en cada tejido que con las sefiales
adecuadas se diferencian a tejido tisular adulto. La reparacion de los tejidos dafiados es un fuerte
estimulo que desencadena todo el proceso. Estados de inflamacion cronica (enfermedad de Crohn),
gastritis cronica (causada por Helicobacter pylori) o dafio fisico cronico (gastritis por reflujo) estan
asociados a la aparicion de tumores. Un fallo en los mecanismos de diferenciacion puede dar lugar a
un grupo de células madre hiperproliferativas las cuales ante una segunda mutacién o evento

pueden desencadenar un proceso neoplasico.
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Figura 20.
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La capacidad de autorenovacion conecta los procesos de transformacion neoplasica y la
biologia de las células madre (394). Poco a poco se ha identificado la existencia de reservorios de
células madre multipotentes en todos los tejidos adultos (394, 395, 396, 397) y en distintos tipos
tumorales como por ejemplo mama o cerebro, por mencionar dos de ellos (398, 399, 400). Las
células tumorales comparten algunas caracteristicas con las células madre. Sin embargo no esta
claro si la transformacion oncogénica induce caracteristicas de las células madre en las células
adultas o si bien ésta afecta a células madre adultas (401, 402). Por citar un ejemplo en las
leucemias la célula madre hematopoyética y el clon neoplasico comparten mecanismos moleculares

proliferativos (403).
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Las células madre adultas quiza no posean el potencial de diferenciacion de las
embrionarias (404) pero plantean menos problemas éticos y su uso se encuentra mas extendido. Con
el transcurso del tiempo se han descubierto poblaciones de células madre adultas en numerosos
tejidos y 6rganos como por ejemplo hematopoyéticas de médula dsea o de sangre del cordon
umbilical (405), células madre mesenquimales a partir de médula 6sea, cordon umbilical o tejido
adiposo (406, 407, 408), células madre cardiacas, pancreaticas, ovaricas, testiculares, epidérmicas o

neurales (409).

A pesar de ciertos inconvenientes como la dificultad de aislamiento de las mismas a partir
de ciertas fuentes, las condiciones de crecimiento o dilemas éticos en el caso de las células madre
embrionarias, cada vez hay un mayor nimero de aplicaciones de las células madre. Las MSCs han
sido usadas para tratar enfermedades dseas, hepaticas o la isquemia (410, 411), se han empleado
células madre embrionarias neuronales capaces de dar lugar a neuronas, oligodendrocitos, astrocitos
en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (412) o células madre de los islotes pancreaticos

para tratar la diabetes de tipo I (413).

El descubrimiento de las células madre ha sido importante para determinar el punto de
origen de los sarcomas (109, 225). La presencia de células madre no hematopoyéticas en la médula
osea fue sugerida ya en el siglo XIX por el patélogo aleman Cohnheim (414). Fueron inicialmente
descritas en 1976 (415) como células aisladas a partir de la médula 6sea de rata, capaces de crecer
adheridas a la superficie de placas de cultivo, heterdgeneas en apariencia pero en su mayor parte
con forma de huso, inactivas durante 2-4 dias para luego pasar a crecer con rapidez y con potencial
para diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteocitos recibiendo el nombre de células madre
mesenquimales (MSCs) o células del estroma medular (416, 417, 418). Las células madre
mesenquimales adultas poseen capacidad para diferenciarse en distintos linajes dando lugar a la

formacion de tejido adiposo, muscular, cartilago y hueso.

Se aislan de la capa mononuclear de los aspirados de médula 6sea tras la separacion
aplicando una centrifugacion por gradiente de densidad usando por ejemplo Ficoll. Representan un
porcentaje muy bajo de la fraccion mononuclear, un 0,001-0,01% del total (419). Se siembran en

una placa de cultivo celular a una densidad de 10%-0,4 x 10° células por cm” y se cultivan con medio
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DMEM alto en glucosa 'y 10% de FBS. Las MSCs se adhieren a la superficie plastica de la placa.
Sin embargo las células hematopoyéticas quedan en suspension; algunas pueden también pegarse al
fondo de la placa aunque con los lavados, al cabo de unos dias, terminan despegandose y se
eliminan. Las MSCs presentan una morfologia fibroblastica con forma de huso alargado. Tras una
fase inicial de latencia de unos dias las MSCs empiezan a crecer y a dividirse rapidamente con un

tiempo de duplicacion que varia dependiendo del donante y de la densidad inicial de plaqueo (420).

Las MSCs no s6lo se han aislado de médula 6sea (generalmente de la parte superior de la
cresta iliaca de la pelvis) sino también de otras fuentes como tejido adiposo, liquido amniotico, la
sangre del cordon umbilical, periostio y tejidos fetales (406, 407, 408, 421, 422) y de otras
localizaciones de la médula 6sea en el fémur y la tibia (423) y de la parte lumbar y toracica de la
columna vertebral (424). Asi mismo han sido aisladas de tejidos patologicos como por ejemplo de
una rodilla con artritis reumatoide (425). Se cree que en realidad las MSCs estan presentes en
cualquier 6rgano o tejido post-natal. Las MSCs se han obtenido en distintas especies animales como

raton, rata, conejo, cerdos, babuinos...

Fenotipicamente las MSCs expresan distintos marcadores, aunque por desgracia ninguno
totalmente especifico de las mismas. Se considera que no expresan los marcadores hematopoyéticos
CD45, CD34, CD14 y CDI11, tampoco las moléculas co-estimulatorias CD80, CD86 y CD40, ni las
moléculas de adhesion CD18, CD56 y PECAM-1 pero si que expresan CD105, CD73, CD44,
CD90, CD71, Stro-1 asi como las moléculas de adhesion VCAM-1, ALCAM, ICAM-1 o CD29
(419, 426). El aislamiento de las MSCs puede llevarse a cabo mediante una seleccion positiva o una
negativa con el fin de enriquecer la poblacion y evitar contaminacion de células hematopoyéticas
(427, 428). Los marcadores consenso en este caso de ausencia en las MSCs son el marcador
hematopoyético CD45 y el endotelial CD31. Puede haber diferencias en la expresion de los
marcadores de las MSCs in vitro e in vivo debido a distintos factores como por ejemplo el numero
de pases, el método y la fuente de aislamiento, la especie...(428). Por ejemplo el tejido adiposo es
fuente de unas células madre denominadas LPA que al igual que las MSCs pueden diferenciarse a
distintos linajes mesenquimales pero que presentan diferencias en la expresion de ciertos
marcadores como por ejemplo CD49d y CD106 (407). Las BMPCs, células precursoras
mesenquimales de la sangre han sido descritas en la sangre de individuos sanos, tienen en comun
con las MSC que comparten la expresion de bastantes marcadores, y que pueden diferenciarse en
los linajes adipogénicos y osteogénicos pero sin embargo son precursoras de los fibrocitos, células

precursoras mesenquimales circulantes en el torrente sanguineo con capacidad de extravasacion
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tisular (429). Las MSCs derivadas de higado fetal tienen distinto perfil antigénico MHC que las

adultas (430). Todo esto no hace sino ilustrar la gran heterogeneidad de las MSCs.

Las MSCs son capaces de diferenciarse a:

- osteoblastos, en presencia de acido ascorbico, B-glicerofosfato y dexametasona durante 2-3
semanas. Las células forman agregados y se incrementa la expresion de la fosfatasa alcalina.
Tincion positiva para alizarin red y Von Kossa. Destacada contribucion en este proceso de las

proteinas formadoras de hueso, BMPs (419, 431).

- adipocitos, con dexametasona, insulina, indometacina e isobutil metil xantina. Aparecen vacuolas
lipidicas en el interior celular. Expresion de marcadores como lipoprotein-lipasa, PPARy2 o aP2
(419). Tincidn con oil red.

- condrocitos. Las MSCs se centrifugan para formar un pellet y se les afiade TGF-B. Las células se
organizan en multicapas con una matriz compleja con presencia de glicosaminoglicanos que se
tifien con azul de toluidina. Produccion de colageno tipo 2 (432).

- mioblastos, con 5-aza y anfotericina B (433).

- células semejantes a neuronas con marcadores neurales adultos aunque al carecer de canales
ionicos regulados por carga por tanto no pueden ser catalogadas como verdaderas neuronas

funcionales (434, 435).

- miocitos esqueléticos, tenocitos y células endoteliales del mesodermo visceral (419).
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Figura 21. Adaptada de Baksh D, Song L. Tuan RS. (2004). Adult mesenchymal stem cells:

characterization, differentiation, and application in cell and gene therapy.

J Cell Mol Med 8: 301-16. Review. MSC: célula madre mesenquimal.
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El fenotipo inmune de las MSCs descrito como MHC I+, MCH II-, CD40-, CD80-, CD86-
es considerado como no inmunogénico, lo que permite su transplante sin necesidad de
inmunosupresion. MHC I puede activar las células T pero la ausencia de coestimuladores bloquea
una segunda respuesta de activacion. Se han descrito propiedades inmunosupresoras de las MSCs
que no guardan relacion con el MHC e inmunomoduladoras de la maduracion y funcion de las
células dendriticas y de las células B (436, 437). Las MSCs se han administrado in vivo con el fin
de mejorar el resultado de un transplante alogénico promoviendo el injerto hematopoyético y la
superacion de la enfermedad injerto contra huésped (438). Se ha demostrado la utilidad de la
administracion de MSCs debido a sus propiedades inmunosupresoras en modelos murinos de
enfermedades inflamatorias como la encefalomielitis autoinmune pero no en otras como en el caso

de la artritis inducida por colageno (439, 440).

El hecho de que las MSCs se puedan diferenciar in vitro en distintos linajes, su facil

expansion en cultivo y sus caracteristicas inmunoldgicas hace que el uso de estas células en la
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reparacion de tejidos y en terapia génica sea muy tentador. De esta forma han sido empleadas
mediante administracion directa mostrando que se injertan tanto en tejidos sanos como en tejidos

que han sufrido heridas.

- Miocardio infartado. Promueven angiogénesis de novo y se diferencian en cardiomiocitos,

células endoteliales, pericitos o células de la musculatura lisa (441, 442, 443).

- Meédula espinal de ratas parapléjicas, promoviendo la recuperacion mediante la secrecion de

diversos factores de crecimiento o diferenciacion (435).

- En tejidos fetales o neonatales dando lugar a numerosos tipos celulares y estando ya
desarrollado el sistema inmune aun estan presentes en 6rganos y tejidos como el higado,
timo, bazo, pulmon, tejido adiposo, etc. (444). La capacidad de diferenciacion seria mayor

en el estado embrionario que en el adulto.

- En el cerebro, dando lugar a neuronas y astrocitos (445).

Las MSC también pueden inyectarse intravenosamente, aunque se corre el riesgo de que queden
atrapadas en buen numero en los pulmones si el nimero es alto, como se ha probado en cerebros de
ratas que han sufrido isquemia en los que consiguen migrar hasta las localizaciones mas afectadas
(446). También se han liberado de forma sistémica por ejemplo en pacientes con osteogénesis
imperfecta para reconstruir hueso (447, 448) o para promover la liberacion de interferon § en

tumores en ratones (449).

Se cree que los tejidos danados secretan diversos ligandos que atraen a esas zonas a las
MSCs que poseen capacidad para desplazarse e infiltrarse; los receptores de quemoquinas y sus
ligandos tendrian bastante que ver en este proceso poco conocido hasta el momento. Los distintos
estudios de chemoquinas en MSCs muestran gran variabilidad en cuanto a los niveles de expresion
y la presencia o no de las mismas (450). Las MSCs pueden desplazarse sobre las células
endoteliales de las paredes de los vasos sanguineos en un tipo de movimiento semejante al de los
leucocitos aunque con algunas diferencias significativas (451). Distintas integrinas y moléculas de
adhesion como VCAM-1, ICAM-1, ALCAM o CD105 se expresan y son necesarias en ese tipo de
desplazamiento de las MSCs (452). Las MSCs pueden movilizarse hasta la sangre periférica en

respuesta a situaciones de estrés como heridas, quemaduras o hipoxia cronica (453, 454).
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Un problema que presentan las MSCs es que no expresan hTERT in vitro y tienen una
capacidad proliferativa finita que disminuye de acuerdo con los pases celulares, lo que limita su
utilizacion (455, 456). La expresion de hTERT en las MSCs extiende la vida media de las mismas
manteniendo el potencial de diferenciacion (457). Las MSCs transfectadas con hTERT muestran
pérdida de la inhibicion por contacto y en algunos clones muestran ademas crecimiento
independiente de anclaje y formacion de tumores en modelos xenografts. El cariotipo es normal
pero se produce la deleccion del locus INK4a/ARF. También con el transcurso de los pases se
produce en algunos casos una mutacion activadora de K-ras y el silenciamiento del gen asociado al
ciclo celular DBCCRI1 por hipermetilacion del promotor en un proceso de evolucion espontanea
(458). El cariotipo normal contrasta con lo descrito en otros tumores surgidos espontaneamente de
células madre mesenquimales embrionarias humanas de médula d6sea (459) o adultas de tejido
adiposo (460, 461) y algo parecido se ha descrito en una linea de un tipo de sarcoma (462). Estas
observaciones encajan con el hecho de que las fusiones como por ejemplo EWS-FLI1 del SE
activan la telomerasa y de que la mutacion de INK4A/ARF que aparece en un porcentaje de
sarcomas tales como el SE u osteosarcoma estabiliza la expresion de las fusiones y representa un

factor prondstico adverso (15, 19, 58, 352, 463).

A partir de células madre mesenquimales se han podido generar distintos sarcomas como
por ejemplo un histiocitoma maligno fibroso (MFH), que es un sarcoma pleomorfico indiferenciado
de alto grado (464, 465). En este proceso juega un papel clave el gen DKK1, inhibidor de la via de
Wnt y necesario para que las hMSCs proliferen. Impide la diferenciacion de estos progenitores
mesenquimales via la sefializacion canénica de Wnt2/B-catenina. El método usado en este estudio
citado es menos artificial que la transformacion de hMSCs sobreexpresando oncogenes o
inactivando supresores tumorales por ejemplo la Cre recombinasa en ratones con mutaciones
condicionales en p53 y K-ras (466) o en ratones en los que se inducen la expresion de EWS-FLI1
mediante Cre y el uso de un promotor ubicuo como Rosa26 para acabar generando al cruzarlos con
una estirpe MxI-cre no un sarcoma sino una leucemia mieloide/eritroide (467). Otro destacado
ejemplo es la generacion de un liposarcoma mixoide a partir de células primarias progenitoras
mesenquimales transfectadas con FUS-CHOP pero no con EWS-ATF1 (306) y de un modelo de SE
(112). Dos trabajos recientes han logrado obtener un fenotipo de SE a partir de células madre
mesenquimales humanas. El estudio del grupo de Kiyokawausa en realidad una variante de las
MSC como es la linea celular UET-13. Estas células se obtienen prolongando la vida media de
células estromales de médula 6sea mediante la transfeccion de vectores retrovirales con los genes

hTERT y E7. La expresion inducible controlada por tetraciclina de las fusiones EWS/FLI1y
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EWS/ERG en las células UET-13 permite llegar a un tumor de caracteristicas morfologicas,
inmunofenotipicas y de expresion génica muy semejantes a las de un SE (370). El segundo estudio
llevado a cabo por el grupo de Ivan Stamenkovic ha generado un modelo de SE a partir ya si de

c¢lulas madre mesenquimales humanas extraidas de la médula 6sea de la cabeza del fémur (385).

El perfil de expresion génico de las hMSCs ha sido examinado en varios estudios por
ejemplo comparando los perfiles de 27 SE y 3 lineas tumorales con la fusion silenciada respecto a
los de varios tejidos normales, hMSCs y células del estroma de la médula 6sea. El silenciamiento de
EWS-FLI1 hace que el perfil se aproxime al de las hMSCs y que estas lineas silenciadas puedan
diferenciarse hacia un fenotipo osteo y adipogénico en presencia de los agentes de diferenciacion
adecuados. Este estudio identifica ademas genes modulados por la fusion y diferencialmente
expresados entre las lineas de SE y las hMSCs (468). La comparativa de los perfiles de expresion de
las MPCs transformadas con dos fusiones distintas, EWS-FLI1 y FUS-CHOP, permite diferenciar
un conjunto de genes comunes los cuales estarian implicados en la transformacion de las células

primarias mesenquimales y un segundo grupo ya distinto y especifico de cada fusion (469).

Las MSCs pueden dar lugar a células del estroma que sirven de apoyo en el proceso de
hematopoyesis asi como a células endoteliales y de la musculatura lisa vascular. Algun estudio de
expresion génica con microarrays de ADN ha puesto de manifiesto una posible relacion entre las
células del SE y las células endoteliales (470). Los procesos de angiogénesis y vasculogénesis, en
los que participan las células endoteliales, son importantes en el SE (471). Este sarcoma es capaz de
secretar el factor angiogénico VEGF lo que atrae a células madre CD34+ de la médula 6sea e inicia
un proceso de vasculogénesis (472). Hay que tener en cuenta que algunas lineas de SE son capaces
de formar in vitro estructuras vasculares semejantes a vasos en un fendmeno conocido como
mimetismo vascular posiblemente inducido en condiciones de hipoxia con un suministro de oxigeno
a las células tumorales reducido. En esas condiciones de falta de oxigeno se formaria un sistema
circulatorio alternativo independiente (473). El microambiente que rodea a las células tumorales es
muy importante en estas situaciones, por ejemplo la respuesta apoptética de la microvasculatura a
situaciones de hipoxia es distinta y se refleja en diferencias en la angioarquitectura vascular entre

distintos clones de hMSCs inmortalizadas con telomerasa (474).

El microambiente es fundamental a la hora inducir el fenotipo tumoral, como se pone de

manifiesto en la siguiente figura por medio de la cual se puede apreciar que solo el microambiente
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correspondiente al contexto celular adecuado y al momento preciso la fusion SYT-SSX2 es capaz

de generar el sarcoma sinovial.

Figura 22. Adaptada de Haldar M, Hancock JD, Coffin CM, Lessnick SL., Capecchi MR. (2007). A

conditional mouse model of synovial sarcoma: insights into a myogenic origin. Cancer Cell 11:

375-88.
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OBJETIVOS
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. Inhibir de forma estable la expresion de la fusion EWS-
FLI1 en lineas celulares de SE mediante el uso de la
técnica de ARN de interferencia.

. Analizar las consecuencias moleculares y celulares de
dicha inhibicidn.
. Identificar nuevas dianas de EWS-FLII y caracterizar

su funcidn.

. Profundizar en el conocimiento del origen del SE.
Inducir la expresion de EWS-FLI1 en células madre
mesenquimales humanas adultas con el objetivo de
reproducir el fenotipo del SE.
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MATERIAL Y METODOS

71



1. Lineas celulares.

Las lineas celulares de sarcoma de Ewing usadas en el estudio de ARN de interferencia fueron las

siguientes: TC71, A4573, A673, SK-ES-1, TTC-466, CADO-ES-1, STA-ET-10, RM82 y SKNMC.

Las lineas TC71 y A4573 fueron un regalo de la Dra. Iranzu Gonzalez de la Universidad de

Navarra, Pamplona.
La linea celular A673 se obtuvo de la ECACC (Coleccion europea de cultivos tipo).

La linea SK-ES-1 fue obtenida a través de la ATCC (Coleccion americana de cultivos

celulares).

La linea TTC-466 fue un regalo del Dr. Jaume Mora del Hospital St. Joan de Deu,
Espulgues de Llobregat, Barcelona.

Las lineas CADO-ES-1, STA-ET-10, RM82 y SKNMC fueron obtenidas gracias al Dr.

Christopher Poremba, Institiit fur Pathologie, Heinrich-Heine Universitét, Diisseldorf, Alemania.

A continuacion se detallan las caracteristicas mas importantes de cada linea celular.

TCT71.

Linea celular que presenta una fusion EWS-FLI1 de tipo 1. Muestra una morfologia de tipo
epitelioide y su crecimiento es en monocapa. Es una de las lineas celulares de sarcoma de Ewing
mas ampliamente usada en numerosos estudios, por ejemplo de tumorigenicidad y de

establecimiento de patrones metastaticos in vivo (475).

SK-ES-1.

Conocida como HTB-86™ en la ATCC (Coleccion americana de cultivos tipo) se trata de una linea

establecida en 1971 a partir una biopsia 6sea de un SE de un hombre de 18 afios de raza caucasica.
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Cuenta con una fusion EWS-FLI1 de tipo 2. Presenta morfologia epitelioide y crece en monocapa
aunque con relativamente baja adherencia al sustrato. Es capaz de formar pequefios tumores al ser
inyectada en ratones inmunodeprimidos. Es una linea hiperdiploide en la que un 34% de las células

presentan un nimero cromosoémico de 49 mientras que otro 24% cuenta con 50 cromosomas (476).

A673.

Catalogada bajo el nombre de ECACC 85111504, A673 es una linea celular originada a partir de un
tumor primario de una mujer de 15 afios. Inicialmente fue catalogada como una linea de
rabdomiosarcoma y en la literatura ha sido descrita como tal pero asi mismo como una linea de
sarcoma de Ewing. Posteriormente se ha determinado su condicion de linea de SE gracias a estudios
moleculares que han puesto de manifiesto la fusion de tipo 1 de EWS-FLII que posee (477),
ademas de no presentar ninguno de los reordenamientos cromosdmicos caracteristicos de los
rabdomiosarcomas (478). Esta linea es capaz de formar colonias en agar blando y dar lugar a
tumores en ratones atimicos. Presenta una morfologia epitelial, crece en monocapa y su cariotipo es

diploide.

A4573.

Linea celular con una fusion de tipo 3, 10-6. Morfologia epitelial, crece en monocapa. Capaz de

crecer in vVivo y generar tumores (479).

TTC-466.

La linea celular TTC466 posee la fusion EWS-ERG y crece en monocapa (480).

CADO-ES-1.

Linea establecida a partir de la metastasis pulmonar de un paciente de 19 afios. Cuenta con una
fusion EWS-ERG (481). Crece en monocapa pero necesita un recubrimiento de gelatina para

adherirse.
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STA-ET-10.

Posee una fusion EWS-FEV (482). Crece en monocapa pero necesita un recubrimiento de gelatina

para adherirse.
RM-82

Cuenta con una fusion EWS-FLI1 de tipo 1 (7-6) (483). Crece en monocapa pero necesita un

recubrimiento de gelatina para adherirse.
SK-N-MC.

Linea celular con una fusion EWS-FLI1 tipo 1, 7-6. Definida al ser descrita como un
neuroepitelioma esta linea se caracteriza por presentar una morfologia epitelial y un cariotipo

diploide.

La linea BD AmphoPack-293 se obtuvo de BD Clontech (Mountain View, CA, EEUU).

La linea de mieloma multiple MMI1S fue proporcionada por el Dr. Jesus San Miguel

(Servicio de Hematologia, Hospital Universitario de Salamanca/CIC, Salamanca).

Las lineas de neuroblastoma LAN-1 y SK-N-JD fueron obtenidas a través del Dr. Miguel

Alaminos (Departamento de Histologia, Universidad de Granada, Granada).
BD AmphoPack-293.

Linea celular empaquetadora anfotrépica usada para producir particulas virales recombinantes
MMCYV capaces de infectar un amplio espectro de lineas celulares de mamiferos (humano, rata,
raton, hamster, mink, perro, gato, mono). Deriva de la linea celular HEK-293, que se transfecta con
facilidad. Produce retrovirus recombinantes en titulos en torno a 10° cfu/ml 24-72h después de ser
transfectada con el plasmido de interés en el cual queda empaquetada en la particula viral. La
proteina de la envuelta viral que expresa reconoce el receptor anfotropico (Ram-1) lo que posibilita

que infecte a ese gran abanico de lineas celulares. Crecimiento en monocapa.
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MM1S.

Linea celular de mieloma multiple. Usada frecuentemente en estudios con farmacos (484).
MMIS ha sido usada en nuestro estudio como control positivo de la expresion de Flil. Crecimiento

en suspension, con algunas células adherentes.

LAN-1.

Catalogada en la ECACC 06041201 esta linea de neuroblastoma fue establecida en 1977 a partir de
la médula 6sea de un nifio de 2 afios de edad con un neuroblastoma de estadio IV (485). Presenta
una morfologia neuroblastica con forma de lagrima y con numerosas prolongaciones neurales
(neuritas). Las células son tumorigénicas en ratones desnudos. Linea de tipo N que cuenta con
MYCN amplificado. Crecimiento en monocapa. Utilizada en nuestro estudio como control en los

experimentos de Western Blot.

SK-N-JD.

Linea celular de neuroblastoma establecida a partir de un paciente con recidiva (486). Linea de tipo
1 que cuenta con MYCN amplificado. Crecimiento en monocapa. Utilizada en nuestro estudio

como control en los experimentos de Western Blot.
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2. Cultivos celulares.

Las lineas celulares fueron mantenidas en incubadores (Heracus, Termo, Waltham, MA, EEUU) en

una atmosfera controlada a una temperatura de 37°C y con un porcentaje de CO, del 5%.

La linea celular TC71 se cultivd con medio Iscove's modified (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) complementado con 20% de suero fetal bovino (FBS,

Invitrogen/Life Technologies).

La linea celular SK-ES-1 se crecié con medio McCoy's (Invitrogen/Life Technologies)

suplementado con 15% de FBS (Invitrogen/Life Technologies).

La linea A4573 se cultivd con medio RPMI (Invitrogen/Life Technologies) complementado

con 15% de FBS (Invitrogen/Life Technologies)

La linea celular A673 asi como la linea celular empaquetadora BD AmphoPack 293 se
hicieron crecer con medio DMEM (Invitrogen/Life Technologies) suplementado con 10% de FBS
(Invitrogen/Life Technologies)

Las lineas MM1S, LAN-1, SK-N-JD, CADO-ES, RM-82, TTC466 y SK-N-MC se
crecieron en medio RPMI suplementado con 10% FBS (Invitrogen/Life Technologies).

La linea STA-ET-10 se creci6 en medio RPMI con 20% FBS (Invitrogen/Life

Technologies).

Las lineas CADO-ES, STA-ET-10 y RM-82 se crecieron en placas con una base de gelatina
al 0.1% en agua milliQ (Sigma, St Louis, MO, EEUU).

El suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen/Life Technologies) se inactivo previamente por

calor, 30 minutos a 56°C.
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Todos los medios de cultivos se complementaron al 1% con la mezcla de antibidticos
penicilina/estreptomicina (Invitrogen/Life Technologies) y al 1% de L-glutamina en aquellos casos

necesarios (Invitrogen/Life Technologies).

Previamente al uso de los medios de cultivos se calentaron durante al menos 10-15 minutos

en un bafio de cultivos (Julabo, Seelbach, Alemania) a 37°C.

La linea BD AmphoPack 293 conté con 100ul de piruvato sédico 100mM (Sigma) disuelto

en agua MilliQ por cada placa con 10ml de medio de cultivo para una concentracion final de ImM.

Las lineas celulares se crecieron en placas de 10cm de didmetro (BD Falcon, Franklin

Lakes, NJ, EEUU).

Cada cierto tiempo se realizaron controles de contaminaciéon por micoplasmas para
descartar la presencia de estos microorganismos que pueden afectar al crecimiento normal celular
ralentizandolo. Para la deteccion se usoé el kit comercial VenorGeM Kit (Minerva Biolabs, Berlin,
Alemania) de acuerdo a las instrucciones del mismo. Las células en las que se detecto
contaminacion o se eliminaron o bien se trataron con Baycip (Bayer, Leverkusen, Alemania)

durante 3 semanas.

Las células una vez alcanzado un cierto grado de confluencia se les di6 pase celular mediante la
adicion a la placa de cultivo de tripsina/acido etilendiaminotetracético (EDTA) 1X (Sigma) a razon
de 5ml por placa de 10cm de diametro y durante unos minutos (de 1 a 5 minutos en funcion del

menor o mayor grado de adherencia de la linea celular) a 37°C para despegar las células de la placa.

En algunos experimentos y con ciertas lineas celulares de baja adherencia las células se

levantaron del sustrato mediante lavados con PBS 1X previamente calentado a 37°C.

Las células despegadas de la placa de cultivo se recogieron en un tubo falcon de 15ml (BD
Falcon), se centrifugaron durante 5 minutos a 1500rpm y temperatura ambiente (TA) en una
centrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y posteriormente una vez eliminado el sobrenadante
el pellet celular se resuspendi6 en nuevo medio de cultivo fresco y de acuerdo a una dilucién
(splitting ratio) establecida en funcion del tipo celular se sembraron en nuevas placas de cultivo

contabilizando todo este proceso como un pase celular mas.
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Las células se congelaron una vez alcanzado un grado de confluencia de un 80-90% de confluencia.
Tras lavarlas con PBS 1X y tripsinizarlas, las células se recogieron con medio celular en un tubo
falcon de 15ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 1500rpm en una centrifuga (Eppendorf). El
pellet celular una vez retirado el sobrenadante, se resuspendié en 900 o 950ul de medio celular con
FBS (Invitrogen/Life Technologies) junto a 50 o 100pul del agente congelador dimetil sulfoxido,
(DMSO, Sigma) en funcion del tipo celular en cuestion. La suspension celular se almacend en
criotubos (Nalgene-Nunc, Rochester, NY, EEUU) y se congeld de forma progresiva, pasando los
criotubos de forma secuencial de hielo a -80°C resguardados en un Mister Frosty (Nalgene,
Rochester, NY, EEUU) que favorece una congelacion paulatina de las células y tras haber estado al

menos 24h a -80°C se depositaron en un contenedor de N, liquido.

50ul de DMSO (Sigma) para congelar las lineas SK-ES-1, TC71, BD AmphoPack 293 y

100pl para las restantes.

La descongelacion de los viales congelados se llevo a cabo calentando los mismos en un
bafio de cultivos (Julabo) a 37°C. Una vez licuado el contenido del criovial se anadieron las células
a un tubo falcon con 24ml del correspondiente medio de cultivo celular completo. Tras centrifugar
durante 5 minutos a 1500rpm en una centrifuga, el pellet celular fue resuspendido en medio de

cultivo y las células se sembraron en placas de cultivo.

NVP-AEW541 fue obtenido por medio de la compafiia farmacéutica Novartis Pharma AG, Basilea,
Suiza. Los inhibidores PD-98059 and LY-294002 fueron adquiridos a Stressgen, Victoria, BC,
Canada. La geneticina o G418 para la seleccion clonal fue adquirida a Invitrogen, Carlsbad, CA,
EEUU. La doxiciclina fue adquirida a BD Clontech. PD-98059 y LY-294002, se diluyeron en
DMSO (Sigma) para crear una solucion stock 1mM siendo de 10uM para NVP-AEWS541.
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Deteccion de la presencia de contaminacion por micoplasmas en las células en cultivo por PCR. Kit

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit (Minerva Biolabs).

Una vez que las placas llegaron en torno a un 80% de confluencia se tomo6 una muestra de
100ul de medio de cultivo de las mismas. De esos 100ul se calentaron 10ul durante 10 minutos a
90°C en un bloque térmico (VWR, Cerdanyola del Vallés ,Barcelona). El resto del volumen de

medio recogido se guardo a -20°C.

H,0-DEPC 13,8ul
Tampoén 10X 2ul
dNTP’s /primer mix 2ul
control interno Tl

enzima Taq polimerasa (Promega, Madison, WI, EEUU ) 0,2pl

A los 19l de cada reaccion se les afiadio 1pl del sobrenadante calentado. Asi mismo se

establecié un control positivo de la reaccion con 1pl de control positivo y un control negativo con

1ul de H,0.

Programa de la PCR:
94°C 2’

55°C 2

72°C 22

94°C 30~

55°C I° 35 ciclos
72°C  1I°

72°C &4

4°C  infinito

Tras la PCR sus productos se resolvieron mediante electroforesis en un gel de agarosa

Laboratorios Conda, Torrejon de Ardoz, Madrid) al 1.5% durante 1h a 90V. Para el control
( ]
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negativo (ausencia de contaminacion) se detecta una banda en el gel de 191pb mientras que la del

control positivo (presencia de contaminacion) es de 270pb.

El tratamiento para la contaminacion con micoplasmas fue la aplicacion de un antibidtico
del tipo quinolona, Baycip (Bayer) durante 3 semanas en la linea afectada. Al cabo de esas 3
semanas de tratamiento se repitio la toma de muestra del sobrenadante y la PCR para corrobar si la

contaminacion por micoplasmas habia desaparecido.

Figura 1. Deteccion de micoplasmas. PCR con el kit VenorGeM. Tanto el clon shARNi como el mock
estan libre de contaminacion no asi una linea celular de SE testada en ese momento, A4573. C+: control

positivo (banda de 270pb); C-: control negativo (banda de 191pb).

—» 270pb
—» 191pb

M Mock shARNI clon  A4BT3wi Cs C-
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3. ARN de interferencia.

Las construcciones plasmidicas de ARN de interferencia del tipo short hairpin se realizaron
partiendo del plasmido pSUPER neo GFP de la casa comercial Oligoengine, Seattle, WA, EEUU.
El sistema pSUPER ARNIi proporciona un vector plasmidico de expresion en células de mamiferos
que permite la sintesis intracelular de transcritos del tipo SIRNA-like que llevan a cabo una represion
de forma estable de la expresion del gen en cuestion que se pretende inhibir, permitiendo un analisis
a largo plazo de la pérdida de funcion del gen referido. Este vector contiene el promotor de la H1-
ARN-polimerasa-III que genera un transcrito siARN carente de una cola de poliadenosinas, con un
inicio de transcripcion bien definido y una sefial de parada de cinco timidinas seguidas. (T5), este
transcrito se procesa en la segunda uridina tras el sitio de stop dando lugar a otro transcrito que se
asemeja a los extremos de los siRNAs sintéticos que también contiene dos overhanging timidinas o

uridinas en el extremo 3’.

El vector pSUPER (Oligoengine) fue usado conjuntamente con un par de oligonucledtidos
que contienen, entre otra serie de caracteristicas, una secuencia unica de 19 nucleotidos generada a
partir del transcrito de ARNm del gen de interés, en nuestro caso EWS-FLII1 (the N-19 target
sequence). The N-19 target sequence se corresponde con la cadena sentido del pSUPER-generated
SiRNA, la cual a su vez se corresponde con la secuencia de 19 nucleotidos elegida del ARNm. De
acuerdo al funcionamiento del ARN de interferencia la cadena antisentido del diplex siARN

hibrida con la region gemela del ARNm del gen promoviendo su degradacion.
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Figura 2. Mapa del vector pSUPER neo+GFP. (www.oligoengine.com)

VECTOR: pSUPER.nec+GFP
psupea RNAI S\,fs'(em‘ CATALOG#  VEC-PB5-0005/0006
Length: 5429 bp

Key Sites Vector Features
Bglil: 3181 f1(+) origin: 135-441
Hindlll: 3187 PGK promoter. 2840-2442
EcoRl: 2860 Neo ORF: 1884-715
Sall: 3202 EGFP ORF: 2424-1681
Xhel: 3208 H1 promoter: 2865-3213

Ampicilln resistance ORF: 5301-4444

T7 primer binding site (AATACGACTCACTATAG): 627-643

T3 primer binding site (CTTTAGTGAGGGTTAATY: 3242-3258
M13(-20) primer binding site (GTAAAACGACGGCCAGT); 600-616
M13 reverse primer binding site (CATGGTCATAGCTGTT): 3276-3201

pSuper.gfp/ineo”
™ se2avps

Figura 3. Esquema de las construcciones plasmidicas shARNi. Target sequence: secuencia diana.

Hairpin: bucle.

A, GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG

*

UUCA
B GACUCCAGUGGUAAUCUAC
’ UUCUGAGGUCACCAUUAGAUGAGAG

*

. (Bglll) Target Sequence: sense Hairpin) Target Sequence: antisense
C. S -GATCCCCGACTCCAGTGGTAATCTACTT SAGAGTAGATTACCACTGGAGTCTTTTTA-2"
37 -GGECTGAGGTCACCATTAGATGAACTTCT CTCATCTAATGGTGACCTCAGAARLATT G 51
Hindlll
l Custom Oligos (Hndi) I
v

82



El disefio de las construcciones plasmidicas fue realizado contra el punto de fusion de los
dos genes EWS y FLII en los tres tipos de fusion EWS-FLI1 de acuerdo a las instrucciones de la
casa comercial y con el objetivo ultimo de conseguir un mayor grado de especificidad en la
inhibicion de la fusion génica y evitar afectar a los genes wild type EWS y Flil. La secuencia de

EWS-FLI1 elegida como objetivo fue:

Nombre del diseino Secuencia
7-6 shARNIi 5'-CAGAGCAGCAGCTACGGGCAGCAGAACC-3
7-6 M shARNi 5'-GGGCAGCAGAACCCTTCTT-3'
Nombre del diseno Secuencia
7-5 shARNIi 5'- CAGAGCAGCAGCTACGGGCAGCAGACAA-3'
7-5 M shARN1 5'- GGGCAGCAGACAAGAAGAA-3'
Nombre del diseino Secuencia
10-6 shARNI1 5'- GGACCAGATCACCCTTCTT-3'

La secuencia de los oligos incluye la region tnica de 19 nucledtidos, N-19 target sequence,
en orientacion sentido y antisentido separados por una secuencia espaciadora de 9 nucleotidos
denominada hairpin, 5'-TTCAAGAGA-3'". El extremo 5’ corresponde al sitio de corte de la enzima
Bglll, GATCCCC y el 3’ consta de la secuencia T5 y del sitio de HindIIl, TCGA. El 5° overhang
del oligo se corresponde con el 3° BglIl overhang del plasmido y la ligacion del plasmido y el oligo
permite la desaparicion de ese sitio de corte Bglll, circunstancia que pudo ser usada para comprobar
si la ligacion se ha llevado a cabo realmente. El transcrito resultante a partir del vector
recombinante va a doblarse sobre si mismo dando lugar a una molécula en forma de bucle de 19
nucléotidos, esta estructura precursora va a ser rapidamente procesada para generar un siARN

funcional.

De cara al disefio de los oligos de ARNI se tuvieron en cuenta una serie de premisas:
- longitud entre 19 y 30 nucle6tidos

- contenido en G y C igual o superior al 50%

- comienzo en 5’tras un dimero AA

- ausencia de series de 4 o mas adeninas o timinas seguidas
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El disefio 7-6 shARNi comienza tras un dimero AA pero alcanza una longitud de 28
nucleotidos. El disefio 7-6 M shARNi prescinde de comenzar tras un dimero AA pero a cambio
posee una longitud inferior, 19 nucledtidos, tedéricamente mas idonea. Exactamente lo mismo
sucedio con los disefios 7-5 shARNi y 7-5 M shARNi respectivamente. En cambio para el disefio
10-6 shARNi se pudo cumplir la premisa de empezar tras un dimero AA y ajustarse a una longitud

de 19 nucleotidos.

Una vez elegida la secuencia de EWS-FLI1 sobre la que ibamos a disefar los cebadores para la
expresion del shARNi se pidieron los mismos a la empresa Metabion, Martinsried, Alemania. Una
vez recibidos en forma liofilizada los oligonucleotidos fueron resuspendidos en agua estéril, libre de

nucleasas a una concentracion de 3ug/ul.

La reaccién de anillamiento de los oligonucleotidos se llevd a cabo en un volumen final de 50ul

con:

1 ul de oligo sentido
1 ul de oligo antisentido

48ul de tampon de anillamiento 100 mM NaCl and 50 mM HEPES pH 7.4.

5 reacciones de ligacion en total, para el par de oligos 7-6, 7-6 M, 7-5, 7-5 M y 10-6.

La reaccion se incubd a 90°C durante 4 minutos en un bloque térmico (VWR), 10 minutos a
70°C en un baiio (Julabo) y para enfriar poco a poco los oligos anillados se dejaron 20 minutos a

TA.

Una vez anillados los oligos tuvo lugar la reaccion de ligacion. Antes de ello se digirio el
vector pSUPER neoGFP (Oligoengine) que estaba en forma circular. En primer lugar con la enzima
de restriccion HindIII (Promega) durante 2 horas a 37°C y mas tarde con la enzima BglII (Promega)
tres horas mas a la misma temperatura hasta que la reaccion se desactivo por calor, 65°C durante 20
minutos para inactivar HindIIl (Promega) y 20 minutos a 80°C para la enzima Bglll (Promega),
consiguiendo de esta manera anular las enzimas para que no pudieran interferir en reacciones

posteriores.
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Reaccion de restriccion, volumen de 20ul:

2ul de tampon 10X de la enzima de restriccion HindIIIl (Promega)
1-2pug de ADN plasmidico pSUPER neo gfp (Oligoengine)
tampon TE 1X hasta completar los 20ul

1ul de Hind IIT (Promega)

Tras cortar con HindIII (Promega) se llevo el volumen de la reaccion de restriccion hasta
60ul para diluir el tampdén de HindIIl (Promega) y que el tampdén de Bglll (Promega) permitiera

funcionar correctamente a su enzima de restriccion.

20pl de la digestion con HindIII (Promega)
6ul de tampon 10X de Bglll (Promega)
34l de tampéon TE 1X

1ul de enzima Bglll (Promega)

De esta forma el vector quedo linearizado y listo para la reaccion de clonacion.

De idéntica manera se digirieron las cinco parejas de oligos anillados. En primer lugar con
la enzima de restriccion HindIll (Promega) durante 2 horas a 37°C y mas tarde con la enzima Bglll
(Promega) tres horas mas a la misma temperatura hasta que la reaccion se desactivo por calor en el
bloque térmico (VWR, Cerdanyola del Vallés ,Barcelona), 65°C durante 20 minutos para inactivar

HindIII (Promega) y 20 minutos a 80°C para la enzima BglII (Promega)

Reaccion de restriccion, volumen de 20ul:

13pl de tampédn TE 1X

5ul de la reaccion de anillamiento de los oligos

2ul del tampon 10X de la enzima de restriccion HindIII (Promega)
1ul de Hind III (Promega)

Tras cortar con HindlIl (Promega) se llevo el volumen de la reaccion de restriccion hasta

60ul para diluir el tampon de HindIIl (Promega) y que el tampon de Bglll (Promega) permitiera

funcionara correctamente a su enzima de restriccion.
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20pl de la digestion con HindIll (Promega)
6ul de tampon 10X de Bglll (Promega)
34l de tampén TE 1X

1ul de enzima Bglll (Promega)

Tras la restriccion los productos de la digestion se resolvieron en un gel de agarosa al 1%
para comprobar si efectivamente la digestion habia tenido lugar y separar los fragmentos por
tamafio; nos quedamos con la banda correspondiente al vector digerido, que fue recortada evitando
tomar aquella que pudiera corresponder al plasmido circular sin digerir. Purificamos la banda
recortada usando el kit Jetquick DNA Gel Extraction (Genycell, Santa Fe, Granada), siguiendo las
instrucciones del fabricante y eluyendo en 50ul de tampén TE 1X. Eliminamos de esta forma el
fragmento de vector entre los sitios de corte de HindIII y BglIl (Promega) asi como nos deshacemos
de los fragmentos de plasmido sin cortar lo que nos permitié reducir el background en la posterior
ligacion y transformacioén. Antes de pasar a clonar la concentracion del plasmido digerido se
normaliz6 a 0.2-0.5 pg/ul. Dado que el plasmido pSUPER neo gfp (Oligoengine) se digirié bien y
los extremos del mismo eran incompatibles no hizo falta tratarlo con la enzima CIP (Promega), 1ul
a 37°C durante media hora. Si hubiésemos tratado el vector con CIP (Promega) asi mismo

deberiamos haber fosforilado los oligonucledtidos.

Una vez digeridos los duplex de oligonucledtidos anillados con las enzimas de restriccion
Bglll y HindIIl (Promega) se pasaron posteriormente a clonar en esas posiciones Unicas de corte
unico del vector con el oligo sentido clonado por debajo de la caja TATA del promotor de H1 para

asi permitir que se generara el siARN duplex.

Reaccion de clonacion para cada par de oligonucledtidos, volumen de 10ul:

2 ul de oligos anillados y digeridos por HindIII/BglII (Promega)

1 Wl de vector pSUPER neo GFP (Oligoengine) digerido por HindIII/BglII y purificado
1 wl del tampoén 10X de la enzima T4 ADN ligasa (Promega)

5 ul agua MilliQ

1 ul de la enzima T4 ADN ligasa (Promega)
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La mezcla se incub6 durante toda la noche a TA Se incluyo un control negativo con el
vector linearizado solamente, sin inserto que se sustituye por agua MilliQ. Después de clonar y
antes de pasar a transformar las bacterias se trataron los plasmidos con la enzima BglIl (Promega),
lul, durante 30 minutos a 37°C para reducir los niveles de background en la posterior
transformacion. La enzima Bglll (Promega) cortd aquellos vectores en los cuales la ligacion no tuvo
lugar y por tanto mantenian el sitio para esta enzima ya que en aquellos en los cuales la ligacion se
llevo a cabo de forma correcta el sitio de corte de Bglll (Promega) se perdid. La transformacion
tuvo lugar en bacterias competentes DHSa. 80ul de bacterias DHS5a y 3,5ul del volumen de la
ligacion en ese orden y bien resuspendidas. 30 minutos en hielo, 45 segundos a 42°C en el bafio
(Julabo) para el choque térmico y 2 minutos en hielo. Antes de plaquear se afiadié 1ml de medio LB
liquido a cada tubo y se dejaron en agitacion 90 minutos a 37°C a 250rpm. Al cabo de ese intervalo
se centrifugd el contenido de los tubos 3 minutos a 13,200rpm en una centrifuga de mesa
(Eppendorf), se retird el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 40ul de LB liquido. La finalidad
de este paso fue dar tiempo a las bacterias transformadas para que pudieran expresar el gen de
resistencia a ampicilina del vector antes de plaquear las mismas en la placa de agar con ampicilina.
Las bacterias se plaquearon con un asa de siembra estéril (VWR) y se crecieron en placas petri de
cultivo de LB-agar 2% con ampicilina 100pg/ml (Invitrogen) durante 16-24 horas en una estufa
(Memmert, Schawabach, Alemania) a 37°C. Las colonias bacterianas transformadas se recogieron
de la placa de agar con palillos estériles y se crecieron en medio de cultivo liquido LB a 37°C con
ampicilina (Invitrogen); 4ml de medio LB liquido por cada tubo junto a 4ul de ampicilina 100pg/ml
(Invitrogen). Las placas se guardaron a 4°C por si hiciera falta usarlas de nuevo. Tras dejar crecer
las bacterias DHS5a overnight en el agitador orbital (Memmert) a 250rpm a 37°C con los tubos
inclinados para favorecer la oxigenacion cada pellet bacteriano se procesa para extraer el ADN
plasmidico (BD Macherey Nagel, Franklin Lakes, NJ, EEUU) segliin las instrucciones del
fabricante. Para comprobar la presencia de clones positivos (aquellos que contienen el vector con el

oligo insertado) mediante una digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y HindIIl (Promega).

Reaccion de digestion del vector pSUPER neo gfp anillado, volumen 20ul:

13ul de tampdn TE 1X

2ul de tampon 10X de la enzima HindIIl (Promega)
Sul de ADN de la miniprep

1ul de la enzima HindIIl (Promega)

1ul de la enzima EcoRI (Promega)
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Digestion a 37°C durante 1 hora 45 minutos. Como control se digiri6 el vector pPSUPER neo

gfp (Oligoengine) sin inserto.

Reaccion de digestion, volumen 20pl:

15ul de tampon TE 1X

2ul de tampon 10X de la enzima HindIII (Promega)
3ul de ADN de la miniprep

1ul de la enzima HindIII (Promega)

1ul de la enzima EcoRI (Promega)

Digestion a 37°C durante 1 hora 45 minutos.

Los clones positivos son aquellos que al correr los fragmentos digeridos en un gel de
agarosa al 2% dan una banda de un tamafio de 287 pares de bases mientras que los clones negativos,
aquellos solamente con vector, dan una banda de 227 pares de bases. Ademas la presencia del

inserto correcto en el vector recombinante fue confirmada mediante secuenciacion.

La secuenciacion tuvo lugar en un secuenciador del tipo ABI Prism 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EEUU). Volumen final de 8ul para una cantidad de ADN plasmidico de doble
cadena de 400 a 600ng en un volumen maximo de Sul y 3pmol de primer de secuenciacion en un
volumen maximo de 3ul; el resto del volumen hasta esos 8ul se completaron con agua milliQ.

Cebador universal antisentido y lectura en direcciéon 3"— 5’con el programa de software Chromas.

Secuenciacion con el cebador: 5° GGAAGCCTTGGCTTTTG 3°. Disolucién en agua
MilliQ para una concentracion de 100pmol/ul. Para secuenciar se necesitaron 3pmoles de cebador

en 3ul de agua MilliQ.

Una vez comprobada por secuenciacion se retransformaron bacterias competentes DHS5a,
50ul con 1pul de la construccion plasmidica. 30” en hielo, 457 a 42°C en el bafio (Julabo) para el

choque térmico y 2’ en hielo. Antes de plaquear se afiadié6 1ml de medio LB liquido a cada tubo y
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se dejaron en agitacion 90 minutos a 37°C. Al cabo de esos 90 minutos se centrifugo el contenido de
los tubos 3 minutos a 13,200rpm en una centrifuga de mesa Eppendorf, se retir6 el sobrenadante y
se resuspendio el pellet en 40pl de LB liquido plaqueéndolas en placas de LB-agar 2% con
ampicilina 100pg/ml. Se dejaron crecer durante 16-24 horas en una estufa (Memmert) a 37°C. Las
colonias bacterianas transformadas se recogieron de la placa de agar con palillos estériles y se
crecieron en medio de cultivo liquido LB a 37°C con ampicilina (Invitrogen). 4ml de medio LB
liquido por cada tubo junto a 4ul de ampicilina 100pg/ml (Invitrogen). Las placas se guardaron a
4°C por si hiciera falta usarlas de nuevo. Tras dejar crecer las bacterias DH5a overnight en el
agitador orbital (Memmert) a 250rpm a 37°C con los tubos inclinados para favorecer la oxigenacion
cada pellet bacteriano se afiadio el contenido de cada tubo a un eppendorf de dos veces
centrifugando durante 4 minutos a 13.200rpm para quedarnos con el pellet que se procesd para
extraer el ADN plasmidico (BD Macherey Nagel) segun las instrucciones del fabricante asi como
con 100ul del sobrenadante con los que se inocularon 150ml de medio LB liquido con 150ul de
ampicilina 100pg/ml. El matraz se dejoé toda la noche en el agitador orbital (Memmert) a 37°C y
250rpm. Al dia siguiente se pas6 el contenido del mismo a un tubo de centrifuga, se centrifugé a
6.500rpm durante 15° a 4°C en una centrifuga (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EEUU) con un
rotor JA-14. Se elimin6 el sobrenadante y el pellet se proces6é para extraer el ADN plasmidico,
maxiprep (BD Macherey Nagel) segtin las instrucciones del fabricante. También se guard6 a -20°C

el pellet cuando no se pudo procesar en ese momento para hacer posteriormente.

Generacion de las construcciones retrovirales shARNi a partir del vector pSUPER retro
(Oligoengine) siguiendo el mismo esquema que en el caso del vector pSUPER neo GFP
(Oligoengine). Este vector pSUPER retro (Oligoengine) emplea puromicina (Invitrogen) como

agente selectivo eucariota.
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Figura 4.

Sall: 1426
Xhel; 1420
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Key Sites
Baglll: 2424

VECTOR: PSUPERIOR retro puro
PSUPER RNAI Systen”  CATALOGK.  VECND.00080010

Length: 7296 bp

Vector Features
PGK prometer: 27673185
Puro ORF: 3180-3778
H1 promoter: 2651-2444
Stuffer: 1447.2423
Amgicilin resistance ORF: £308-5502
3’ celta LTR: 38354202
§' delta LTR: 7204-513

Sequencing primer 5 -GGAAGCCTTGGCTTTTG-Y binding sie: 1241.1257
Sequencing primer 5-GATGACGTCAGCGTTCG-3 binding site; 2646-2830
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Protocolo que permite la recuperacion de plasmidos impregnados en papel Whatman (Biometra,
Gottingen, Alemania). Se recortdé el area en la que se encontraba el plasmido en el papel y se
sumergio en un eppendorf con 50ul de TE 1X, se le dié un vortex y lo dejamos hidratar 5 minutos a
TA. Centrifugacion 1 minuto a 13,000rpm a TA. Retiramos el papel guardandolo por si hiciera

falta. Tedricamente el ADN plasmidico se desprende de esta manera del papel y se disuelve en el

tamp6n TE 1X.

Los oligos siARN validados de TOPK fueron comprados a Ambion (Austin, TX, EEUU). La linea

celular TC71 fue transfectada usando jetPEI, Polyplus-transfection, Illkirch, Francia.
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4. Métodos de transfeccion.

Meétodo usado para la transfeccion de lineas dificiles de transfectar por otros métodos. Partimos de
una placa de cultivo celular de 10cm con un alto grado de confluencia (90-95% de confluencia). Se
retird el medio de cultivo y se lavo con PBS 1X. Se aspir6 el PBS 1X y se afiadieron 500ul de
tripsina/EDTA (Invitrogen/Life Technologies) por placa retirandolos rapidamente. Las células se
levantaron con el medio de cultivo correspondiente anadido tras tripsimizar y se pasaron a un tubo
falcon de 10ml. 10 minutos de centrifugacion a 1500rpm a TA. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el pellet celular en 200ul de medio de cultivo. Se paso el pellet resuspendido a la
cubeta de electroporacion Gene Pulser (BioRad, Hercules, CA, EEUU) a la que previamente se

habia afadido:

5-15ug del ADN para electroporar
Sul de NaCl 1.5M
20ug de ADN transportador (esperma de salmon) (Sigma).

Las condiciones de electroporacidon usadas fueron las siguientes:

126V
800pF
45-50mseg

Electroporador modelo Gene Pulser II (BioRad).

Tras el choque eléctrico se agito el contenido de la cubeta, se afiadio 1ml de medio de
cultivo a la cubeta y se resuspendio bien pasando el contenido de la misma a una placa de 10cm de
diametro con 11ml de medio que se dejé en el incubador (37°C, 5%CO,) (Heraeus, Thermo). Se
dejo recuperar a las células durante 24 horas. A las 24 horas se afiadi6 el agente selectivo eucariota

G418 (Invitrogen) durante 3 semanas de cara a seleccionar aquellas células realmente transfectadas
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y matar todas aquellas que no lo hubieran sido. Una placa de cada linea celular wild type sin

transfectar fue utilizada como placa control siendo sometida exactamente al mismo tratamiento.

Se comprobd que la electroporacion tuvo lugar con éxito siguiendo la evolucion de las
células transfectadas y chequeando el marcador de seleccion introducido por ejemplo un gen de
resistencia a un antibiotico o un gen de expresion de 3-galactosidasa estableciendo un control sin

transfectar.
Factores que afectan a la eficacia de esta técnica:

- que el ADN tenga una buena calidad

- células en buen estado y preferentemente de bajo pase

Las células transfectadas se dejaron crecer durante 2-3 semanas adicionales para obtener clones

celulares transfectados manteniendo durante ese periodo de tiempo la presion selectiva antibidtica.

Una vez que los clones celulares alcanzaron un niamero de células comprendidas entre 50 y
100 se levantaron de la placa de cultivo. Los clones se recogieron de la placa de cultivos usando
para ello puntas de pipeta recortadas y esterilizadas por autoclave. Cada punta previamente
impregnada en vaselina estéril para fijarla al fondo de la placa de cultivo se situd en torno al clon
que se pretendia aislar. Al cerco formado por la punta en torno al clon celular se afiadié un pequefio
volumen de tripsina (30ul) para facilitar el levantamiento de las células del clon y conjuntamente
con medio de cultivo se pas6 a un pocillo de una placa de 24 pocillos con 500ul de medio de

cultivo.

Las células se dejan crecer hasta llegar a confluencia pasandolas progresivamente de cada
pocillo de la placa de 24 a uno de una placa de 12 pocillos, a una de 6 de pocillos y finalmente
crecimos el clon en una placa de 10cm de diametro. Cada placa se expandid a su vez en 3 placas de
10cm, a partir de una se extrajeron proteinas, de otra se extrajo ARN y la tercera se congeld para

formar un stock de clones.

Para comprobar si fusiéon quimérica estaba realmente interferida empleamos las técnicas de

Western Blot y RT-PCR cuantitativa en tiempo real.
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Se trata de un estudio previo a la administracion de la neomicina (G418) (Invitrogen) y de
puromicina (Invitrogen) para la seleccion clonal. Se llevé a cabo para cada tipo celular en placas de
6 pocillos, 500.000 células por pocillo o de 12 con 200.000 células por pocillo. 4 6 2ml de medio
por pocillo. Se dejaron crecer las células y adquirir un cierto grado de confluencia (70%) antes de
afiadir el G418 (Invitrogen). Se disolvio el G418 (Invitrogen) en agua milliQ a razén de 1g por cada
10ml de agua milliQ. De cada gramo en realidad son 0,71g (potencia del antibidtico que viene
indicada en cada lote). Concentracion final de 71,1ug/ul. Tiempo de actuacion de 8 a 14 dias.
Monitorizacion del estado celular cada dia. Se elige aquella concentracion menor de G418

(Invitrogen) capaz de matar a todas las células en cultivo.

Concentracion de neomicina (Invitrogen) establecida para las distintas lineas celulares:

TC71 500pg/ml de medio de cultivo

A4573 250ug/ml de medio de cultivo

A673 100pg/ml de medio de cultivo

SK-ES-1 250pg/ml de medio de cultivo

Concentracion de puromicina (Invitrogen) establecida para las distintas lineas celulares:

A4573 A673, SK-ES-1, TC71: 20-60ug por 10ml de medio de cultivo, posterior reduccion a 10pg.

Transfeccion en placa de 24 pocillos, con 500ul de medio de cultivo y 150.000 células por pocillo.

Reactivos:

- CaCl, 2.5M filtrado (Merck, Darmstadt, Alemania)
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- HEBS 2X pH 7.05 (NaCl 140mM, Hepes 50mM, Na,HPO,.2H,0 1,5 mM, Agua Milli-
Q).

Mezcla de transfeccion:

25ul de HEBS 2X

25ul de la mezcla ADN-Agua MilliQ- CaCl, que contiene 1pg de ADN en 22.5ul de Agua
MilliQ y 2,5ul de CaCl, (Merck).

Se mezclaron bien ambos voliimenes, se incubaron tan solo 10segundos a TA y se

anadieron despacio gota a gota los 50ul de la mezcla a cada pocillo.

Transfeccion en placas de 6 pocillos, 2ml de medio por pocillo y de 100 a 300.000 células por
pocillo, grado de confluencia del 60-80%. Ratio ADN/lipido cationico 0,5 o 1 (ratio molar). Uso del

enhancer.

Valores para un pocillo de una placa de seis con volumen de mezcla transfectiva de 50ul

por pocillo:

ADN plasmidico a una concentracion de 67ng/pl.

ADN plasmidico 25ul  Liposomas 10ul Hepes 20 mM 15ul  ratio 0,5

ADN plasmidico 25pul  Liposomas Sul  Hepes 20 mM 20ul  ratio 1 tb ratio 2

Controles negativos sin ADN y con el vector sin inserto.
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La megafectina liofilizada y estéril se resuspendio en Hepes 20 mM y se protegio de la luz.
Resuspension por vortex para que se formaran bien los liposomas catidonicos. Concentracion final de

la solucion 1mM.

Transfeccion con medio sin suero y sin antibidticos OPTIMEM (Invitrogen) ya que la
mezcla lipidos mas antibidticos es toxica para las células. Mezclamos en primer lugar el Hepes y la
megafectina y posteriormente se afiadiéo el ADN plasmidico pipeteando varias veces para mezclar
todo bien. Se incub6 la mezcla durante 15 minutos a TA en oscuridad. Mientras tanto se reemplazé
el medio de cultivo de los pocillos por medio fresco sin suero ni antibiodticos. Tras los 15 minutos de
incubacion se afiadieron los 50ul correspondientes gota a gota a cada pocillo. Rango de tiempo de
incubacion de las células con la mezcla transfectiva de 2 a 6 horas. Cambio de medio y se afiade
nuevo medio con suero ya pero sin antibioticos todavia. Aumento de la cantidad de ADN por 3,4y

6 pero aun asi con bajisima efectividad.

Transfeccion con un grado de confluencia de las células del 90-95%. Se sembraron de 300.000 a
1.200.000 células para transfectar por placa de 10cm de diametro. Medio sin suero ni antibidticos ya

que interfieren con la lipofectamina.

Solucion A: 24pg de ADN plasmidico en 1500ul de medio OPTIMEM (Invitrogen). Se agit6 bien

la lipofectamina (Invitrogen) antes de usarla. Mezcla e incubacion 5'a temperatura ambiente.

Soluciéon B: 60ul de lipofectamina (Invitrogen) en 1500ul de medio OPTIMEM (Invitrogen).

Mezcla e incubaciéon 5 minutos a TA.

Las dos soluciones se mezclaron e incubaron 20 minutos a TA. Se afiadieron los 3ml de la
mezcla a la placa ya con el medio OPTIMEM (Invitrogen). Cambio de medio a las 4-6h o a las 24h.

Se afiadid entonces el medio con suero y antibioticos.

Placas de 12 pocillos, 200.000 células por pocillo. 2ml medio de cultivo/pocillo. Ratio
ADN (ng) / lipofectamina (pl) 1:2, 1:3.

Mezcla para un pocillo:

1,6pug ADN en 100ul medio de cultivo.
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4ul lipofectamina (Invitrogen) en 100ul medio de cultivo. 5 minutos de incubacion a TA.

Mezcla total, incubacioén 20 minutos a TA. Tras los 20 minutos se afiaden los 200ul de la

mezcla a cada pocillo.

Lavado de las placas con PBS 1X tras retirar el medio de cultivo de las mismas. Se us6 medio sin

suero OPTIMEM (Invitrogen). 60-70% de confluencia celular.

Cantidades para un pocillo de una placa de 6:

- 4pgde ADN en 250ul de OPTIMEM (Invitrogen)y 5pul de transfectina (BioRad) en 250ul
de OPTIMEM (Invitrogen).

Se mezclaron bien y se incubaron a TA durante 20 minutos para posteriormente afiadir los

500yl al pocillo.

Retirada de la mezcla transfectiva a las 3-5h y se afiadié el medio con suero.

Se sembraron 1-2.000.000 células por placa de 10cm con 10ml de medio de cultivo. Transfeccion

con un grado de confluencia del 50-60%.

Mezcla transfectiva:

7-8ug de ADN en 500ul de NaCl 150mM solucion estéril

14-16ul de JetPei (Polyplus) en 500ul de NaCl 150mM solucion estéril

Ratio N/P=5, ratio de inicio recomendado.

Vortex para mezclar y spin. La solucion con el JetPei (Polyplus) se afadio a la solucién con
el ADN. Nuevo vortex para mezclar y nuevo spin. 20 minutos de incubacion a TA y se afiadié el ml

gota a gota a cada placa.
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Se sembraron 1.000.000 células por placa de 10cm. Transfeccion con un 50-60% de confluencia.
24h antes de la transfeccion se afiadio deferrioxamina, 10ul de una solucion stock 1000X a cada
placa con 10ml de medio para tener una concentracion de S0uM. La deferrioxamina estéril del kit

de transfeccion se disolvid en 500ul de agua MilliQ para una concetracion de 1000X (50mM).

Duofect (Polietilenimina-Transferrina): se diluy6 en 120ul de agua MilliQ.

Tampon de HBS: El concentrado del kit (1ml) se diluyo en 19ml de agua MilliQ calentando si es

necesario para disolver los cristales que se pudieran formar.

N/P ratios de 4 y 4,8.

Antes de transfectar se retird el medio con deferrioxamina y se afiadié nuevo medio, 8,9ml

de OPTIMEM (Invitrogen) con 10%FBS (Invitrogen/Life Technologies) a cada placa.

N/P4  Duofect 11ul  22ug ADN en 550ul HBS1X 539ul HBS 1X

N/P 4,8 Duofect 13,2ul 22ug ADN en 550pl HBS1X 536,8ul HBS 1X

Volumen total de complejo transfectivo para ambos de 1100ul.

Se mezcld todo pipeteando bien y se dejo incubar 20 minutos a TA. Tras esos 20 minutos se

anadio gota a gota la mezcla a la placa.

Incubacién durante 4h a 37°C 5% CO, tras las cuales se elimino el medio de cultivo con la
mezcla transfectiva, se lavd dos veces con su correspondiente medio de cultivo y se afiadieron 10ml

de medio de cultivo a cada placa.
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En primer lugar se transfecté la linea empaquetadora retroviral BD AmphoPack 293 con
lipofectamina seguin protocolo con un nivel del 90-95% de confluencia. Se us6 medio OPTIMEM
(Invitrogen) sin suero ni antibidticos (Invitrogen/Life Technologies). A las 24h se cambi6 el medio
afiadiendo 10ml de medio DMEM+10%FBS (Invitrogen/Life Technologies). 48h mas tarde se

procedio a recoger el sobrenadante retroviral.

Se retir6 el medio de cada placa pasandolo a un tubo falcon de 15ml. 5 minutos de
centrifugacion a TA a 1000rpm. Tras centrifugar nos quedamos con el sobrenadante pasandolo por
un filtro de 45 con jeringa para asi eliminar posibles restos y detritos celulares y quedarnos tan
solo con las particulas virales. Una vez filtrado se guardo a -70°C si no se us6 en ese momento o
bien se utilizo para infectar las lineas celulares de interés. El sobrenadante retroviral se diluyo 1/2,
1/4 y 1/6 para infectar en una placa de 10cm de la linea de interés con al menos un 70% de
confluencia. El resto de volumen de cada placa se completé con medio de cultivo normal. El trabajo

se llevo a cabo en una campana de bioseguridad nivel 2 (Telstar, Bristol, PA, EEUU).

Tras 24h en contacto con el sobrenadante retroviral se aspir6, se lavo la placa con PBS1X 'y
se afiadiéo medio de cultivo nuevo. 48h después se empezaron a seleccionar los clones. Seleccion

con puromicina (Invitrogen). Placas control con la misma dosis de puromicina (Invitrogen).
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5. Técnicas de deteccion de proteinas.

La extraccion de proteinas de las lineas celulares se llevo a cabo a partir de placas de cultivo de 10

cm de didmetro, con un grado de confluencia del 80-90%.

Se aspir6 el medio de cultivo de cada placa colocando las mismas en hielo. Se realizaron
dos lavados con 7-8ml de PBS 1X frio con especial cuidado en aquellas lineas celulares con un
menor grado de adherencia a la placa. Se afiadié 1ml de tampdn de lisis proteica por placa al que
previamente se incorporaron los inhibidores de proteasas (IPs) (Roche, Basilea, Suiza) a razén de
150ul de IPs por mililitro de tampon de lisis. Cada pastilla de inhibidor de proteasas se disolvio en
1,5ml de agua milliQ. El tampén de lisis estaba compuesto por NP40 1% (Fluka-BioChemika,
Sigma), NaCl 150mM (Merck), EDTA 50mM (Sigma), Glicerol 10% (Sigma), Tris-HCl 20mM
(Sigma) y H,O miliQ. De cara a analizar la fosforilacion proteica, se afiadieron cuando fue
necesario los inhibidores de fosfatasas, NaF 50mM (Sigma) y ortovanadato de sodio 2mM (Sigma)
en un ratio 1/25. Se levantaron las células de la placa con ayuda de un raspador (Sarstedt,
Niimbrecht, Alemania) y se pasaron a tubos eppendorf de 1,5ml. Se dejo actuar el tampon de lisis
durante 15 minutos a 4 °C y posteriormente se centrifugd a 13000rpm a 4°C 15 minutos. En
aquellos casos en los que se pretendid estudiar la expresion de una proteina de membrana, antes de
centrifugar los extractos se pasaron por una jeringa con una aguja de 25G. Una vez terminada la
centrifugacion se recogid el sobrenadante con las proteinas guardando los extractos a -20°C previa

determinacion de la concentracion proteica.

Cuando se quiso analizar la fosforilacion de una determinada proteina o proteinas se

continuo el proceso hasta desnaturalizar las muestras antes de almacenarlas.

Para la linea celular de mieloma multiple MMI1S al ser una linea celular que crece en
suspension el protocolo de extraccion proteica incorpora un paso previo en el que se recoge todo el

medio de la placa con las células y se centrifuga a 1200rpm durante 3 minutos a TA para
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posteriormente eliminar el sobrenadante y quedarnos con el pellet celular a partir del cual se

procede como ya se ha descrito.

Uso del kit comercial BCA (Pierce, Rockford, IL, EEUU).

Se prepararon las soluciones stock de albimina de suero bovina (BSA) con concentraciones
conocidas: 2000ug, 1500ug, 1000pg, 500ug, 250ug y 100pg usando como diluyente el tampon de
lisis proteica. Asi mismo se establecié un tubo como blanco con tan solo tampon de lisis. Se rotuld
por cada muestra y solucion estandar de BSA un par de tubos eppendorf. En los tubos de las
soluciones estandar de BSA se afiadieron 50pl de cada una y en los de las muestras 10ul de las
mismas y 40ul del tampon de lisis. Se prepar6 la solucion de trabajo compuesta por los reactivos A
y B del kit en una proporcion 50:1, afiadiendo el componente B sobre el A. Se afiadié 1ml a cada
tubo de muestra y solucion estandar y se incubaron por espacio de 30 minutos a 37°C en el bafio
(Julabo). Tras dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente unos minutos se procedié a medir la
concentracion de los mismos en un espectrofotometro a 562nm (BioRad). Se hizo una curva patroén
retirando el valor del blanco a todos los estandares y muestras, determinando la concentracion de

proteina sin olvidar multiplicar la concentracion de las muestras por el factor de dilucion.

En primer lugar se descongelaron los extractos proteicos y en funcién de la concentracion de cada
muestra y la cantidad de proteina que se quiso cargar se afiadid el volumen correspondiente del
tampon de muestra para una dilucién 1:4 y se hirvieron las muestras en un termobloque a 95°C
durante 5 minutos. La cantidad de proteina cargada varié en funcion de la concentracion del
extracto proteico asi como de la proteina que se pretendia detectar y el anticuerpo usado pero oscild

entre los 50 y los 100pg.

El tamp6n de carga constaba de:

Tris 200mM (Sigma)
DTT 400Mm (Sigma)
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SDS 8% (Sigma)

Azul de Bromofenol 0.05% (Sigma)
Mercaptoetanol 4% (Sigma)
Glicerol 40% (Sigma)

Las proteinas fueron separadas en funcién de su tamafio y carga por electroforesis en geles
desnaturalizantes de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE). Se mont6 el sistema de electroforesis con
los cristales adecuados (0.75mm, 1.0mm, 6 1.5mm) en funcioén del volumen de proteina cargada en
el gel. El porcentaje de acrilamida (Biorad) del gel de resolucion (resolving gel) se eligio en funcion
del tamafio de la proteina que se quiso detectar. Se prepararon los geles de concentracion (stacking)
y resolucion (resolving) de acuerdo al tanto por ciento elegido, por regla general los porcentajes

elegidos seran del 4% para el stacking gel y del 8-10% para el resolving gel.

Geles HZO Acrilamida/Bis | Tris- SDS | TEMED APS
29:1 HCI* | 10% 10mg/100pl
4% 12,68 2 5 0.2 20ul 100 pl
6% 11,68 5 0,2 20ul 100 pl
8% 10,68 4 5 0,2 20ul 100 ul
10% 9,68 5 5 0,2 20ul 100 pl
12% 8,68 6 5 0,2 20ul 100 pl

*1.5 M, pH 8.8 para el resolving gel y 0.5M, pH 6.8 para el stacking gel.

Los agentes polimerizadores APS (Roche) y TEMED (Sigma) se afiadieron al final. Se
homogeneiz6 la mezcla y se depositd sobre los cristales con mucho cuidado de no hacer burbujas.
Primero el resolving gel al que se afiadio isopropanol para evitar la aparicion de burbujas y se dejo
polimerizar 30-45 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo se elimind el isopropanol y se afiadio el
stacking gel sobre el resolving gel ya polimerizado. Se esperé 30-45 minutos para que el stacking

gel polimerizara.
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Una vez que el resolving gel hubo polimerizado se coloco el gel en el sistema de
electroforesis. Se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular coloreado (BioRad). La

electroforesis se llevo a cabo con el tampon SDS-PAGE 1X.

La separacion electroforética de las proteinas se realizo en el sistema Miniprotean de
BioRad a voltaje constante, 90V durante 30 minutos para concentrar las muestras y entre 2 y 3h en

funcion del grado de resolucion necesario a 120V.

Este paso se llevd a cabo de dos formas alternativas:
A) Transferencia himeda

B) Transferencia en semiseco.

A) Transferencia humeda:

Se realizo con el sistema Mini-Trans Blot Cell de BioRad a 40V durante 14h a 4°C o bien a
500mA durante 1h 20 minutos a TA pero con el Trans Blot sobre hielo. El tamp6n de transferencia

usado contenia un 20% de metanol (Merck).

Las proteinas fueron transferidas a membranas de 9x6 cm de PVDF (Immun-blot PVDF
membrana, BioRad). Las membranas se activaron previamente con metanol (Merck) durante 5
segundos, luego se dejaron en agua durante 5 minutos para sumergirlas en el tampdn de
transferencia antes de colocarlas en el sistema de transferencia. Las esponjas del cassette de
transferencia y los papeles de filtro (BioRad) también se sumergieron previamente en tampon de

transferencia. Se retird el gel del sistema de electroforesis eliminando el stacking gel.

La transferencia de las proteinas desde el gel a la membrana tiene lugar del polo negativo
(catodo) al polo positivo (anodo) por lo que el gel se situd siempre del lado del catodo y la
membrana de transferencia del lado del anodo. Se evit6 la formacion de burbujas ya que éstas

pueden perjudicar la transferencia.
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Ensamblaje del cassette de transferencia:

(+)Electrodo positivo (Anodo).
Esponja

Papel de filtro

Membrana de PVDF

Gel de poliacrilamida

Papel de filtro

Esponja

(-) Electrodo negativo (Cétodo).

B) Transferencia semiseca:

Con el sistema Trans-Blot Semi Dry (BioRad). Se retir6 el gel del sistema de electroforesis y se

elimino el stacking gel.

Se prepararon los papeles de filtro y se activo la membrana de transferencia segtin el

esquema siguiente que reproduce de igual forma el orden de la transferencia:

Tampon Tampon Tampén
anodo 1 anodo 2 catodo
Papel grueso 1 Papel grueso 2 Membrana Papel grueso 3
PVDF

Gel de poliacrilamida

La composicion de los tampones de transferencia semi-seca fue la siguiente:
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Tampon del anodo 1: 18,72g de Tris (Sigma) en 500ml de Agua MiliQ para una concentracion
final de 0,3M (EI pH de esta solucion no necesita ajustarse).

Tampon del anodo 2: 1,51g de Tris (Sigma) en 500ml de Agua MiliQ para una concentracion final
de 0,025M (El pH de esta solucion no necesita ajustarse).

Tampon del catodo: 1,51g de Tris (Sigma) en aproximadamente 500ml de Agua MiliQ para una
concentracion final de 0,025M y se ajusto el pH a 9,4 mediante la adicion de 0,1gr glicina (Merck).

La transferencia proteica se llevo a cabo a amperaje constante, 200mA, durante 2horas.

Para prevenir la union inespecifica de los anticuerpos a la membrana, ésta se incubd con una
solucion de bloqueo de albumina de suero bovino (BSA) (Sigma) o leche desnatada en polvo
(Nestlé, Vevey, Suiza) segtn las indicaciones de cada anticuerpo utilizado. La solucion de bloqueo
contiene BSA o leche desnatada en polvo 5% en TBS-T (TBS 1X + Tween 20 0.1%). El bloqueo de
la membrana de incubacion tuvo lugar con 20ml de la solucion de bloqueo durante 90 minutos a TA
en un agitador orbital (Heidolph, Schwabach, Alemania) o bien overnight a 4°C. La incubacion con
cada anticuerpo primario vari6 en funcion de las especificaciones concretas de cada uno llevandose
a cabo la incubacion bien con 10ml de TBS-T 5% de leche o BSA durante 1 hora a TA o durante

toda la noche a 4°C, en ambos casos en agitacion.

Tabla 1. La concentraciéon de cada anticuerpo utilizado, el tiempo de

incubacion asi como otra serie de caracteristicas viene detallada en la siguiente tabla.

Nombre Casa Agente de Tiempo de Secundario
Comercial Dilucion y Rango | incubacion

anti FLI-1 Santa Cruz BT, | 1: 1.000 lhaTA Conejo
Santa Cruz, CA, | TBS-T 5% BSA Overnight a 4°C
EEUU

anti-phospho- Cell Signaling, | 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo

p44/p42 MAPK | Danvers, MA, TBS-T 5% BSA

(Thr202/Tyr204) | EEUU

anti-p44/42 Cell Signaling 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
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MAPK TBS-T 5% BSA
anti-AKT Cell Signaling 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-p57/Kip2 Cell Signaling 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-caspasa 9 Cell Signaling 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
TBS-T 5% leche
desnatada en polvo
anti-elFE4 Cell Signaling 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-DAX Dr. Javier 1: 1.000 Overnight a 4°C | Ratén
Alonso-IIB, TBS-T 5% BSA
Madrid, Spain
anti- Serotec 1: 1.000 Overnight a 4°C | Ratén
PARP/Caspasa 9 | Germany, TBS-T 5% BSA
Diisseldorf,
Alemania
anti-EWS Santa Cruz BT 1: 750 Overnight a 4°C | Cabra
TBS-T 5% BSA
anti-actina Sigma 1: 5.000 45 minutos a TA | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-GAPDH Stressgen 1: 5.000 45 minutos a TA | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-IGF1 Abnova, Taipei | 1: 1.000 Overnight a 4°C | Ratén
Taiwan TBS-T 5% BSA
anti-TK1 Abnova 1: 1.000 Overnight a 4°C | Rat6n
TBS-T 5% BSA
anti-Zyxin Abnova 1: 1.000 Overnight a 4°C | Ratén
TBS-T 5% BSA
anti-RHA Dr. Frank 1: 1.000 Overnight a 4°C | Conejo
Grosse, Fritz TBS-T 5% BSA
Lipmann
Institute, Jena,
Alemania
anti-LSM1 Abcam, 1: 2.000 Overnight a 4°C | Conejo
Cambridge, UK | TBS-T 5% BSA
anti-NKX2.2 Santa Cruz BT 1: 500 Overnight a 4°C | Conejo

TBS-T 5% BSA
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anti- BD, Franklin 1:1000 Overnight a 4°C | Rat6n

PBK(TOPK) | Lakes, NJ, TBS-T 5% BSA

EEUU
anti-p73 Abcam 1:1000 Overnight a 4°C | Conejo
TBS-T 5% BSA
anti-MLH1 Abcam 1:1000 Overnight a 4°C | Conejo

TBS-T 5% BSA
anti-mTOR Cell Signaling | 1: 1.000 Overnight a Conejo

TBS-T 5% BSA 4°C
anti- phospho- | Cell Signaling | 1: 1.000 Overnight a Conejo
mTOR TBS-T5%BSA |+ C
anti IGF-IRf Santa Cruz BT | 1: 1.000 Overnight a Conejo
4°C

TBS-T 5% BSA

Tras la incubacion con el anticuerpo primario se lavd la membrana con TBS-T 0.5% BSA o
leche 3 veces durante 25 minutos con agitacion vigorosa. A continuacion se incubo6 la membrana
con el anticuerpo secundario especifico de acuerdo al tipo de anticuerpo primario anteriormente
empleado. Esta incubacion tuvo lugar durante 40-50 minutos a TA en agitacion con una solucion de
10 ml de TBS-T 1% BSA o leche. Nuevamente la membrana se lavo con una solucion de TBS-T
0.5% BSA o leche 5 veces por espacio de 35 minutos en total y se procedio a la deteccion de la

actividad enzimatica del anticuerpo secundario.

Los anticuerpos secundarios utilizados estaban conjugados con peroxidasa y se empled
como sistema de deteccion el kit de luminiscencia ECL (Amersham, Piscataway, NJ, EEUU). Se
incubd la membrana durante 1 minuto en la oscuridad con un total de 2ml de la mezcla 1:1 de los
reactivos A y B del kit. Tras escurrir el exceso de solucion de revelado se introdujo la membrana en
una funda de plastico transparente que se colocd en el interior del cassette de relevado (Amersham)
y se expuso a peliculas de deteccion quimioluminiscente (Kodak, East Rutheford, NJ, EEUU). El
tiempo de exposicion de las peliculas a las membranas vario entre los Ssegundos y los 60 minutos

de acuerdo a la intensidad de luminiscencia observada inicialmente.
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Para reutilizar la membrana con otro anticuerpo distinto al usado en primer lugar se

procedio de la siguiente manera:

1. Lavado de la membrana en TBS-T (2 veces durante 5 minutos)

2. Incubacion de la membrana en la solucion de stripping (previamente calentada a 50°-65°C antes
de usar) durante 30 minutos con agitacion cada 10 minutos.

3. Lavado de la membrana con TBS-T 2 veces durante 10 minutos.

4. A partir de ahi se continu6 con el proceso tipico del WB comenzando con el bloqueo.
Solucion de stripping (para un volumen de reaccion de 100ml):

SDS 10% 20ml

Upper Tris0.5M  6,2ml

Agua milliQ 73,1ml

B-mercaptoetanol  0,7ml (Sigma)

M¢étodo para analizar la expresion de proteinas en muestras de extractos (celulas, tejidos, sueros,

etc) basandose en dos propiedades de las proteinas: el punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular.

Consta de dos partes:

Consiste en separar las proteinas en funcion de su punto isoeléctrico (pl). El pl que se define como
el pH en el cual una proteina sometida a un campo eléctrico no migra viene determinado por el
numero y tipo de grupos cargados en la proteina. Las proteinas son moléculas anfoteras, es decir,
pueden adquirir carga positiva, negativa o ser su carga neta igual a 0, dependiendo del medio en el

que se encuentren. Para cada proteina hay un pH especifico en el cual su carga neta es igual a 0, este
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es su pl. Las proteinas muestran considerables variaciones en el pl, aunque normalmente los valores
se sitian en un intervalo de pH 3-12 (y la mayoria entre pH 4 y 7). Las proteinas tienen carga
positiva en soluciones con valores de pH por debajo de su pl y carga negativa en valores de pH por
encima de su pl. De esa forma, cuando las proteinas son colocadas en un medio con gradiente de pH
y sometidas a un campo eléctrico, se mueven hacia el electrodo con carga opuesta. Durante la
migracion a través del gradiente de pH, las proteinas ganan o pierden protones. Asimismo, su carga
neta y movilidad va disminuyendo de tal manera que la proteina corre mas despacio; cuando
alcanza el pH de su pl (carga neta = 0) la proteina deja de migrar. Las proteinas se acercan a sus
valores de pl en tiempos diferentes pero quedan relativamente fijas a esos valores de pH por largos

periodos.

En la segunda dimension se produce una separacion de las proteinas en funcion de su masa usando
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas resueltas en las tiras de IPG son
aplicadas a los geles de la segunda dimension y se separan perpendicularmente a la primera
dimension. El efecto neto es que las proteinas migran como elipsoides con una ratio carga-masa
uniforme y negativa. El porcentaje de acrilamida determina el tamafio de poro del gel. La mayoria

de las separaciones de proteinas usan 37,5 partes de acrilamida en una parte de bis-acrilamida.

Se parti6 de una placa de 10cm con un grado de confluencia del 80-90%. Se elimind el
medio de cultivo de la placa y se afiadieron 10ml de PBS 1X en el borde de la placa para evitar
despegar las células. Se agito suavemente la placa y se retiro el PBS 1X repitiendo este paso dos
veces mas. Se levantaron las células de la placa con ayuda de un raspador (Sarstedt) y se pasaron a
un tubo eppendorf de 1,5ml. Se centrifugd durante 10 minutos a 12.000rpm y se eliminé el PBS 1X
retirandolo cuidadosamente con una micropipeta y con cuidado de no llevarse el pellet. Este paso se
repitio 3 veces asegurandose la ultima vez de eliminar bien todo el PBS 1X. Se descongel6 el
tampoén de lisis y se pesaron en un eppendorf 10mg de DTT (Sigma) que se disolvieron en 130ul de
tampon lisis (DTT + lisis) (EI agente reductor que se usé se afiadié siempre justo en el momento de
ser utilizado). La concentracion final fue de 2mM y para ello se anadid en proporcion 1:1000
(stock: tampon lisis) a partir de un stock preparado con anterioridad a una concentracion 0.2 M. Se
afiadi6 al pellet 200ul de tampon de lisis y 8ul de DTT + lisis y se agito el tubo suavemente hasta

que el pellet se disolvid y se dejo incubando en hielo 30 minutos.
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Composicion del tampon de lisis:

Reactivo | Cantidad | Concentracion final

Urea 12 g 8M
Tiourea 38¢g 2M
CHAPS 1,0g 4 % (p/v)

Hasta 25 ml con agua.

Urea, tiourea y CHAPS (Sigma).

Transcurridos los 30 minutos se paso a eliminar el “moco” formado con ayuda de una
micropipeta para a continuacion afiadir a la muestra 200ul de tampon de lisis y 8ul de DTT (Sigma).
El sonicador Vibracell (Sonics, Newtown, CT, EEUU) estaba en un porcentaje entre 5-10. La
sonicacion de la muestra se llevo a cabo con el tubo en hielo durante 18 segundos evitando que la
punta del sonicador tocara las paredes ni el fondo del tubo. Se dejoé la muestra 5 minutos en hielo y
se centrifugd 2 minutos a 4°C y 12.000rpm. Se repitid todo este paso desde la sonicacion dos veces

mas centrifugando 10-15 minutos en el ultimo.

Se llevo a cabo el lavado de la muestra mediante el kit 2-D Clean-up (Amersham) lavado
para volumenes de 1 a 100ul (para muestras con de 1 a 100pg). Se transfirio la muestra proteica a
un tubo eppendorf de 1,5ml y se le afiadié 300ul de precipitante mezclando bien por vortex o
inversion e incubando en hielo durante 15 minutos. Se afiadieron otros 300ul de co-precipitante en
este caso y se volvio a mezclar brevemente por medio de vortex. Se centrifugaron los tubos a
12.000rpm durante 5 minutos obteniendo un pellet de color blanco. Se elimind el sobrenadante con
una micropipeta sin tocar el pellet. Nueva centrifugacion para retirar lo que reste de sobrenadante.
Se anadieron 40ul de co-precipitante en la parte de arriba y dejé incubar 5 minutos. Centrifugacion
a 12.000rpm durante 5 minutos y se retird el sobrenadante de nuevo. Se adicionaron 25ul de agua
mili-Q dando un voértex breve de tal forma que el pellet se disperso6 pero sin disolverse en el agua.
Se afiadié 1ml de tampodn de lavado y Sul de aditivo de lavado, se dio un vortex breve para que el
pellet se dispersara completamente y se incubd a —20°C al menos 30 minutos dando un vortex de
20-30 segundos cada 10 minutos. Nueva centrifugacion a 12.000rpm durante 5 minutos eliminando
el sobrenadante. Se dejo secar el pellet pero no mas de 5 minutos ya que mas tiempo hubiera

dificultado la resuspension del mismo y se disolvié en 200ul de tampoén de lisis.
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Para muestras de mas de 100pg de proteina vario el protocolo. Se transfirié la muestra a un
tubo eppendorf de 2ml y se afiadieron tres voliimenes de precipitante por cada volumen de muestra,
mezclando por vortex o inversion e incubando a 4°C durante 15 minutos. Se afiadieron asi mismo
tres volimenes de co-precipitante por cada volumen de muestra y mezclaron brevemente por
vortex. Centrifugacion a 8.000rpm durante 10 minutos obteniendo un pellet blanco. Se decanto el
sobrenadante con ayuda de una micropipeta y se volvid a centrifugar retirando el sobrenadante. Se
volvio a afadir co-precipitante (3-4 veces el volumen del pellet) y se centifugd a 8.000g durante 5
minutos. Se retir6 el sobrenadante con ayuda de una micropipeta y se cubrio el pellet con agua mili-
Q y se di6 un vortex. Se afiadié 1ml de tampon de lavado y Sul de aditivo de lavado, se dio vortex y
se incubo a —20°C al menos 30 minutos dando un vortex de 20-30 segundos cada 10 minutos. Se
centrifugd a 12.000rpm durante minutos, se desechd cuidadosamente el sobrenadante y se dejo

secar el pellet blanco no mas de 5 minutos disolviéndolo en 200ul de tampoén lisis.

La cuantificacion se llevo a cabo con el kit 2-D Quant (Amersham). Se prepar6 una curva

estandar con una solucion de BSA (concentracion 2mg/ml) de acuerdo a la siguiente tabla:

Tubo 1121314 (5]6
Volumen de BSA (ul) 0l 51015120125
Cantidad de proteina (ug) [ 0 | 10 [ 20 [ 30 | 40 | 50

Se preparo6 la mezcla reactivo de color B/ reactivo de color A en la proporcion 1:100; 1ml
por muestra. Se afiadieron 500ul de precipitante a cada eppendorf, vortex breve e incubacion
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Adicion de 500ul de co-precipitante y mezcla por
vortex o inversion. Centrifugacion a 10.000rpm durante 5 minutos. Las proteinas sedimentaron
formando un pellet blanco visible. Se decant6 el sobrenadante y se centrifugd durante 2 minutos a
10.000rpm. Se afiadieron 100ul de la solucion cooper y 400ul de agua mili-Q mezclando por
vortex para disolver las proteinas. Se afiadid 1ml de la reaccion de color a cada eppendorf y se
invirtieron los tubos. Incubacion a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Se midio la
absorbancia en un espectrofotometro (BioRad) a 480nm usando como referencia un tubo con

agua. La absorbancia se midi6 en un plazo de 40 minutos desde la adicidon del reactivo de color.

Una vez listos los extractos proteicos se rehidrataron, para introducirlas en las tiras

(Amersham), las muestras bien de forma activa o pasiva:
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Rehidratacion activa: Se aplico un voltaje bajo durante la rehidratacion de las tiras (Amersham).
Las proteinas entraron en la matriz del gel bajo corriente y por absorcion. Este tipo de rehidratacion
activa esta pensada para facilitar la entrada en las tiras de proteinas de alto peso molecular mediante

la aplicacion de un campo eléctrico.

Rehidratacion pasiva: Las tiras (Amersham) se rehidrataron en los sarcofagos (Amersham)
previamente al enfoque. Las proteinas entran en la matriz de las tiras solo por absorcion. En ambos
casos es muy importante incubar las tiras (Amersham) con la muestra al menos 11 horas antes de

que comiencen a enfocarse.

Rehidratacion con muestra: la eleccion de la longitud de la tira, y el gradiente de pH, se realiz6 en
funcion de la resolucion deseada. El volumen de muestra cargada en cada gel varié en funcion del
tipo de gel, geles analiticos en torno a 100ug, geles semipreparativos sobre 300-500ug y geles

preparativos por encima de 500ug.

El volumen de carga de muestra se ajustd en funcién a la longitud de la tira por ejemplo
100-300pg de proteina para una tira de 18cm. En el mismo tubo de la muestra se anadié de 0,5 a 2
% del tampon IPG que se eligié del mismo rango de pH que el de la tira y se completd con la

solucion de rehidratacion Destrack (Amersham) hasta alcanzar el volumen 6ptimo de hidratacion.

Longitud de la tira IPG (cm ) Volumen final de rehidratacion ( pul)
11 200
18 350
24 450

Se colocd la muestra con el tampon IPG y la solucion de rehidratacion Destrack en el
sarcofago (Amersham) con una micropipeta (de un lado a otro lo mas homogéneo posible), evitando
la formacion de burbujas y que se depositara mucha muestra en los extremos. Se colocaron las tiras
con una pinza sobre la muestra y se afiadi¢ aceite mineral para evitar que se pudieran secar, 1,5ml
para tiras de 18cm, sin exceder de esa cantidad ya que puede rebosar del sarcofago (Amersham) al
aplicar el voltaje. La rehidratacion sin muestra se llevo a cabo de igual forma pero sin muestra
logicamente, con un minimo de 10horas. La muestra se aplicd después de la rehidratacion, antes de

iniciar el isoelectroenfoque.
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Se coloco el sarcofago con la tira IPG en el IPGphor (Amersham) en la posicion correcta (dnodo-

catodo) y alineado segun la longitud. Se establecieron los pasos del programa.

Se programaron las condiciones (en general, los pasos S1-S6 se dejaron igual y se modificd
el ultimo en funcion de la longitud y gradiente de pH de la tira) Las condiciones que se detallan a
continuacion fueron las establecidas para una tira (Amersham) de 11cm, con un gradiente 4-7 y 3-

10(pH3-11,4-7,3-10).

1. S1: 30 V, step-n-hold, 10h
2.S2: 100V, step-n-hold, 1h
3.S3:250V, step-n-hold, 1h

4. S4: 500V, step-n-hold, 1h

5. S§5: 1000 V, step-n-hold, 1h

6. S6: 8000 V, gradiente, 1h

7. S7: 8000 V, step-n-hold, 12.000

8. Fijacion del nimero de tiras IPG (Amersham).

Montaje del sistema de electroforesis, seglin el protocolo de la casa comercial. Preparacion de los
geles. Se eligié el porcentaje en funcion del tamafio de la proteina optando generalmente por un

12%. Se afiadieron en el tltimo momento los agentes polimerizadores APS y el TEMED (Sigma).

Reactivos / soluciones | 15% | 12,50% | 12% | 7,50%
H20 72ml | 8,5ml | 8,7ml| 10,9 ml
Acrilamida/bis 40% 75ml | 6,25ml | 6ml | 3,75 ml
Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8 | 5 ml Sml Sml Sml
SDS 10% 200ul | 200ul | 200ul [ 200wl
APS 10% 100ul | 100ul | 100ul [ 100wl
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TEMED 10ul 10ul 10ul 10ul
volumen final 20ml 20ml 20ml 20ml

Los siguientes volimenes corresponden a un tamafo de cristal de 20x20 cm.

12% 1 Gel |2 Geles
H20 21.75 ml | 43,5 ml
Acrilamida/bis 40% 15 ml 30 ml
Tris-HC1 1,5 M, Ph 8,8 [ 12,5ml | 25 ml
SDS 10% 500 pl | 1000 pl
APS 10% (0,1g/ 1ml ) 250 ul | 500 ul
TEMED 25 ul 50 wl
volumen final 50 ml 100 ml

Durante la polimerizacion el gel merma lo suficiente como para que se pudiera colocar
posteriormente la tira. Se dejo polimerizar el gel durante una hora afiadiendo isopropanol en la parte
superior para evitar la aparicion de burbujas. Mientras tanto se equilibraron las tiras para que
estuvieran en las condiciones adecuadas para la electroforesis. Se anadio el DTT (Sigma) al tampon

de equilibrado. Se afiadieron a la cubeta de equilibrado 4ml de tampon de equilibrado + DTT.

Tampon de equilibrado (T-EQ):

Reactivos/Soluciones | Cantidad | Concentracion final

Tris 1,5 M. pH 8,8 10 ml 50mM
Urea 72,1¢g 6M
Glicerol 87% 69ml 30%
SDS 4g 2%

Azul de bromofenol 400 wl

Hasta 200 ml con HZO
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Se saco la tira del sarc6fago (Amersham) y se secd con papel. Se sumergi6 la tira en una
probeta con agua destilada (para eliminar algo de aceite mineral) y se volvid a secar. A
continuacion se sumergio la tira en el T-EQ + DTT (Sigma) y se dejo en agitacion suave durante al
menos 15 minutos. Tras esos 15 minutos se afiadieron a la cubeta de equilibrado 4ml de T-EQ +

IDA (Iodoacetamida) (Amersham).

Se volvio a lavar la tira (Amersham) en una probeta con agua y se secé nuevamente con
papel. Se sumergi6 en T-EQ + IDA (Amersham) dejando en agitacion suave otros 15 minutos.
Antes de pasar a colocar la tira sobre el gel se eliminé el isopropanol (Merck) de la parte superior
del gel. Una vez equilibrada se sacé la tira de la cubeta de equilibrado, se lavo un par de veces en
una probeta con agua fresca y se sec6. Con ayuda de unas pinzas se colocd la tira (Amersham) en el
cristal hasta que quedd perfectamente unida al gel sin formar burbujas. Se sello la tira (Amersham)

con una solucidn de agarosa (Laboratorios Conda) dejando que polimerizara.

Se colocaron los cristales dentro de la cubeta de electroforesis (Amersham) segun protocolo
y se afadio el tampon de carga SDS-PAGE 1X corriendo el gel durante 4h a 35W. Se dejaron de
correr los geles una vez que el frente de corrida llego hasta el final del cristal. Una vez terminada la
carrera, se desconect6 la cubeta (Amersham) de la fuente de alimentacion (Amersham) y se sacaron
los cristales. Con una espatula se separaron los cristales y se depositd el gel en un recipiente con la
solucion adecuada del proceso de tincion. Corte de las bandas indicadas, digestion en gel con
tripsina (Invitrogen), andlisis de los fragmentos tripticos obtenidos mediante MALDI-TOF y
busqueda en base de datos SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot/) o MSDB (http://csc-

fserve.hh.med.ic.ac.uk/msdb.html no redundante.

Los geles se pusieron en recipientes de tincion con 200ml de una solucién de fijacion que contenia
40% etanol y 10% acido acético (Merck) en agua mili-Q y se dejo en agitacion suave durante 30
minutos. A continuacion se desechod la solucion de fijacion y se afiadieron 200ml de la solucion de
sensibilizacion con 30% etanol (Merck), 0,2% (p/v) tiosulfato sodico (Sigma), 6,8% (p/v) acetato
sodico (Merck) en agua miliQ dejando los geles en agitacion durante 30 minutos mas.
Seguidamente se desecho la solucion de sensibilizacion y se afiadieron 200ml de agua mili-Q,
agitando durante 5 minutos y se repitid este paso 3 veces, durante el cual se preparo la solucion de

tincion, 0,25% (p/v) de nitrato de plata (Sigma) y 400 ul de formaldehido (Sigma), en agua mili-Q.
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A continuacion, se desechd el agua, se afiadieron 250ml de la solucion de tincion y se dejo en
agitacion durante 20 minutos. Se eliminé la solucion de tincion y se afiadieron 200ml de agua mili-
Q, dejando en agitacién un minuto, se repitid este paso 2 veces. Se desechod el agua mili-Q y se
afadieron 250ml de la solucién de revelado (2,5% (p/v) carbonato sédico (Merck) y 0,04%
formaldehido en agua mili-Q, se mantuvieron los geles en agitacion de 2 a 5 minutos (el tiempo
necesario para que se revelasen bien las proteinas pero evitando que se pudieran quemar).
Seguidamente se elimind la solucion de revelado e inmediatamente se afiadieron 200ml de la
solucion de parada: 1,46 % (p/v) de EDTA (Merck) en agua mili-Q, dejando los geles en agitacion
durante 10 minutos. Seguidamente se desechd la solucion de parada y se afiadieron 200ml de agua
mili-Q, se dejaron los geles en agitacion durante 5 minutos y se repitid este punto 3 veces.
Finalmente se dejaron los geles en agua mili-Q para proceder a escanear (para almacenar los geles
después del escaneado se utilizé una solucion de almacenamiento constituida por 300 ml de etanol,

46ml de glicerol y 654ml de agua mili-Q, en este caso en cantidad suficiente para cubrir los geles).

Tras el escaneo y visualizacion por tincion, se identificaron varios miles de puntos proteicos. Los
geles fueron analizados manualmente para determinar cambios cuantitativos de los puntos proteicos
entre controles y problemas. Se seleccionaron distintos puntos y se entregaron para su analisis por

espectroscopia de masas MALDI-ToF al servicio de protedmica del CIC (Salamanca).

Preparacion de la Muestra

Escision de bandas

Inicialmente se empez6d por escindir los puntos elegidos de los geles mediante un sistema

robotizado (ProteomeWorks™ Spot Cutter, BioRad).
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Digestion de las muestras
A continuacion se sometieron los puntos a una degradacion proteolitica:
Destincion de los puntos

Se empez6 por afiadir 50pul de ferrocianuro potasico 30mM (Merck) y 50ul de tiosulfato sodico
100mM a los puntos, durante aproximadamente 3 minutos, hasta que estos se destifieran. Se
realizaron 2 lavados durante 5 minutos con 100ul de agua mili-Q y después se afiadieron 100l de

acetonitrilo (ACN) (Merck), durante 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante a continuacion.

Reduccion/Alquilacion

Se empez6 por afiadir a las muestras 100ul de TCEP 20mM (Sigma) en bicarbonato amoénico
25mM (BA) (Sigma), incubandolas durante 15 minutos a 37°C en agitacion. Se quitd el
sobrenadante, se afiadieron 100ul de IDA 40mM (Merck) (en BA 25mM) y se incubd durante 30
minutos a 37°C con agitacion. A continuacion se realizaron 2 lavados durante 15 minutos, a 37°C y
agitacion, con 200ul de BA 25mM y después se hizo un lavado mas, durante 15 minutos, a 37°C y
agitacion, con 200ul de BA 25mM/ ACN 50%. Se secaron las muestras en un secador a vacio

(SpeedVac, Thermo) durante 30 minutos.

Digestion
Seguidamente se diluy¢ la tripsina (Invitrogen) (1pg/pl) a 12.5ng/ul con BA 25mM y se afiadieron
entre 10 y 15pl a las muestras, dejandolas en hielo durante 30-45 minutos. Se elimin6 el volumen

sobrante y se afiadieron 10ul (cubriendo los puntos) de BA 25mM / ACN 9%, incubando a 37°C,
entre 12 y 18 horas.

Extraccion de los péptidos

A continuacion se recogid el sobrenadante en un microvial correctamente etiquetado y se hizo un
lavado de los fragmentos de gel, cubriéndolos con 25 mM BA/50% ACN, dando un centrifugado
rapido. Tras este paso se recogio el sobrenadante en el mismo microvial y se seco en el SpeedVac
(Termo) resuspendiendo en 5-10ul de acetonitrilo 50%/ TFA 0.1% (Merck), sonicando

posteriormente las muestras.
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Analisis de la muestra en el Espectrometro de masas MALDI-

TOF

Se empez6 por depositar 0,5ul de solucion de matriz (DHB/HCCA) (del kit Starter for Maldi-ToF
MS, Bruker-Daltonics, Billerica, MA, EEUU) sobre una placa Anchor de Maldi-Tof, y después 1ul
del calibrante de péptidos (del kit Starter for Maldi-ToF MS) y 1ul de cada una de las muestras,
esperando que las muestras y el calibrante de péptidos cristalizaran. Posteriormente se introdujo la
placa Anchor en el aparato Maldi-Tof, calibrando el equipo usando el pocillo en el que se han
depositado los calibrantes de péptidos, mediante el programa Flex Control. A continuacion se
obtuvo el patron peptidico de cada muestra, mediante el programa Flex Control y con el programa
X-TOF se hizo una calibracion del espectro mediante ajuste cuadratico utilizando para ello 2 picos
de tripsina de masa conocida u otros picos conocidos. Se comprobd la calidad de los espectros de
cada uno de los picos obtenidos y se eliminaron los de mala calidad. Mediante el programa
BIOTOOLS y el motor de busqueda MASCOT, se buscaron en las bases de datos disponibles la
proteina cuyo patron peptidico correspondia con el patron peptidico obtenido. Esto se debe a que el
conjunto de masas de los péptidos resultantes de la degradacion constituyeron una "huella dactilar”
de la proteina en analisis. Asi, con los datos de m/z de los iones cuasimoleculares (obtenidos en
modo lineal), asi como con los datos de fragmentacioén espontanea (PSD, Post-Source Decay; ISD,
In-Source Decay) o de iones seleccionados (CID, Collision-Induced Dissociation) se pudo hacer

una identificacion preliminar de las proteinas cuyos cambios se habian detectado en los geles 2D.

La reduccion y la alquilacion se hicieron de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(BioRad). Los geles de la segunda dimension se fijaron y se tifieron con plata sin solucion de

fijacion de glutaraldehido.

La seleccion de los spots de interés se llevd a cabo de forma manual. Aquellas spots
proteicos expresadas diferencialmente fueron recortados de los geles, digeridos con tripsina y
procesados para un analisis de espectrometria de masas por MALDI-ToF (Ultraflex, Bruker

Daltonics).
Las proteinas fueron identificadas por matching peptide-mass fingerprinting contra la base

de datos Swiss-Prot non-redundant human database, estableciendo un minimal score change cut-off
de 65 y un p<0.05.
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Se uso el programa de analisis de imagen IMAGE MASTER / MELANIE (Instituto Suizo de
Bioinformatica, Ginebra, Suiza) para el analisis digital de los geles 2-D PAGE.

Database: Sprot 20061011 (234112 sequences; 85963701 residues)
Taxonomia: Homo sapiens (14780 sequences)
Modificaciones: carbamidometil (C), oxidacion (M)

El valor Score es -10*Log(P), siendo P la probabilidad de que el resultado obtenido sea al azar. Un

resultado es significativo (p<0.05) cuando el valor del Score supera 54.

El método DiGE es una modificacion del método de electroforesis bidimensional de proteinas 2-D
PAGE. Consiste basicamente en que dos o tres muestras proteicas diferentes se marcan con sondas
fluorescentes antes de que tenga lugar la separacion de las proteinas lo que nos va a permitir al final
un analisis preciso y detallado de las diferencias en la abundancia de las proteinas entre las distintas

muestras analizadas.
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Figura 5.
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Cuantificacion Superposicion

Por regla general se usan los fluoréforos Cy2, Cy3 y Cy5 como sondas marcadoras. Estas
sondas poseen las siguientes caracteristicas: la misma proteina marcada en distintas muestras
migrara a la misma posicion, en funcion de su tamafio y carga, con independencia de como se haya
marcado; no hay cambios en funcion del pH usado; hasta 125pg de proteina pueden ser detectados;
son fotoestables lo que hace que la pérdida de sefal sea minima durante el marcaje, la separacion y

el escaneo.

El DiGE posee una serie de ventajas con respecto a la electroforesis 2-D tradicional como por
ejemplo:
- las muestras marcadas se mezclan y posteriormente se separan en el mismo gel 2-D PAGE
lo que supone que las variacion entre las réplicas de los geles se reduce muchisimo y
ademas el nimero de geles que se precisa es mucho menor
- se puede crear un gel estandar interno mezcla de las mismas cantidades de las muestras
proteicas.

- Los geles no se tienen que manipular tras la electroforesis y se manipulan con mayor

facilidad.
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Las manchas de proteina fueron escindidas manualmente y digeridas de forma automatica en un
robot digestor Proteineer DP (Bruker-Daltonics). Se emple6 el protocolo de digestion de
Schevchenko et al. (487) con ligeras variaciones: los fragmentos fueron reducidos con ditiotreitol
(Amersham) 10 mM en bicarbonato amoénico de pureza 99,5% (Sigma) 50 mM vy alquilados con
IDA (Sigma) 55 mM en bicarbonato aménico 50 mM (Sigma). Los fragmentos de gel se lavaron
con bicarbonato amoénico (Sigma) 50 mM y acetonitrilo (calidad HPLC; Merck) y fueron secados
en corriente de nitrogeno. A continuacion se afnadio6 a los fragmentos tripsina porcina modificada
(calidad secuenciacion; Promega) a una concentracion de 8ng/pl en bicarbonato amonico (Sigma)
50 mM y se dej6 transcurrir la digestion durante 8 horas. Por ultimo, se afiadi6 acido

trifluoroacético (pureza: 99.5%; Sigma) al 0,5% para extraer péptidos.

Se mezcld una alicuota del digerido descrito mas arriba con una alicuota de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (Bruker-Daltonics) en acetonitrilo acuoso al 33% y0,25% de 4cido trifluoroacético.
La mezcla se deposit6 en un portamuestras MALDI pretratado AnchorChip de 600 um (Bruker-
Daltonics) y se dejo secar a TA. Los datos de MALDI-MS/MS se obtuvieron de forma automatica
en un espectrometro de masas MALDI Ultraflex (Bruker-Daltonics) equipado con un dispositivo
LIFT-MS/MS (488). Los espectros de masas se midieron en modo positivo, a una frecuencia de
laser de 50 Hz, y se acumularon entre 100 y 1000 espectros individuales. Para el analisis de iones
fragmento en modo tiempo de vuelo en tandem (TOF/TOF), los precursores fueron acelerados a 8
kV y seleccionados mediante una compuerta idnica temporal. Los iones fragmento generados
mediante descomposicion inducida por laser del precursor fueron de nuevo acelerados a 19 kV en la
camara LIFT y analizados en el reflector de iones. El andlisis automatico de los datos de masas se
llevé a cabo con el software flexAnalysis (Bruker-Daltonics). Los espectros MALDI-TOF fueron
calibrados internamente empleando como referencia sefiales de masa de dos iones provenientes de
la autolisis de la tripsina con m/z = 842,510 y m/z = 2211,105; la calibracion para

las medidas MALDI-MS/MS se realizo con los espectros de los iones fragmento de las sefiales
protonadas de una mezcla de péptidos que cubria el intervalo m/z =800-3200. Los datos de
MALDI-MS y MS/MS fueron combinados mediante el programa BioTools (Bruker-Daltonics) para
buscar en una base de datos no redundante(NCBInr; ~4,8 x 106 entradas; Nacional Center for
Biotechnology Information, Bethesda, EE.UU.; o SwissProt; ~2.6 x 105 entradas; Swiss Institute

for Bioinformatics, Suiza) empleando el software Mascot (Matrix Science, Londres, Reino Unido)
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(489). Tanto los espectros MALDI-MS/MS) como los resultados de la busqueda en bases de datos
fueron revisados manualmente en detalle utilizando los programas arriba mencionados y programas

Caseros.
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6. Técnicas de deteccion de acidos nucleicos.

La extraccion de ARN total de las lineas celulares se llevo a cabo con el reactivo comercial
Trizol® (Invitrogen). Una vez alcanzado un grado de confluencia del 80-90% en la placa de cultivo
celular se procedi6 a eliminar el medio de cultivo de cada placa de 10cm de diametro. Se afadio
Iml del medio de cultivo correspondiente y se levantaron las células con ayuda de un raspador
(Sarstedt). El contenido celular se recogio con una pipeta y se paso6 a un eppendorf de 2ml. Se
centrifugd a 1200rpm a TA durante 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y se afiadid nuevo medio
de cultivo al tubo eppendorf'y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. En el fondo del
tubo quedo un boton celular no demasiado grande ya que aumentaria el riesgo de contaminacion por

ADN o proteinas.

Se anadi6 1ml de Trizol® al tubo eppendorf con el pellet celular y se resuspendié vigorosamente
por pipeteo. Se incubaron las muestras a TA durante 5 minutos para permitir la disociacion
completa de los complejos nucledticos (se pudo parar el proceso en este punto y guardar las
muestras a -70°C durante un mes. En este caso se descongelaron luego las muestras a 37°C durante
10 minutos mezclando bien por pipeteo). Tras los 5 minutos se afiadieron 200ul de cloroformo
(Merck) agitando vigorosamente 15segundos con la mano para a continuacion incubar a TA durante
2-3 minutos. Se centrifugd a 4°C, a 12.000rpm durante 15 minutos. A partir de ese instante se
mantuvieron los tubos siempre en hielo para evitar la degradacion del ARN. Tras la centrifugacion
se formaron tres fases, una inferior de color rojo (proteinas), una intermedia blanquecina (ADN) y

una superior acuosa (ARN).
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Se transfirio la fase acuosa con el ARN a un nuevo eppendorf de 1.5ml (facilita la posterior
observacion del pellet tras centrifugar) poniendo muchisimo cuidado en no tocar la interfase para
evitar posibles contaminaciones de ADN o proteinas. Se afiadieron 500ul de alcohol isopropilico
(Merck), se mezclo bien y se incubaron las muestras a 4°C durante 10 minutos, se centrifugaron a
4°C, a 12.000rpm, durante 10 minutos (se pudo parar aqui el protocolo guardando el ARN en
isopropanol a 4°C si iba a ser utilizado en una semana, o a -20°C si iba a ser utilizado en un afio.

Cuando fue a ser utilizado nuevamente se centrifugé a 4°C a 12500 rpm durante 30 minutos).

Se elimind el sobrenadante utilizando una pipeta y se afiadié 1ml de etanol 75% (Merck). Se di6 un
vortex para mezclar bien y se centrifugé a 4°C 11000rpm durante 5 minutos. Se elimind el
sobrenadante con la pipeta y se dejo secar el pellet brevemente porque en caso contrario resulta muy
complicado disolverlo después con el tubo abierto y en hielo. Se secaron las paredes del tubo con
una pipeta y mucho cuidado y finalmente se resuspendio el ARN en 100ul de agua DEPC
(Ambion).

La purificacion se lleva a cabo con el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania). Una vez
resuspendido el ARN en 100ul de agua DEPC se afiadieron 350ul del buffer RLT al que
previamente se habia afiadido el beta-mercaptoetanol (Sigma) a razén de 1ml/10ul de beta-
mercaptoetanol 14.5M. Se mezcld bien por pipeteo y se afiadieron 250ul de etanol 100% (Merck) y
se volvié a mezclar por pipeteo. Una vez mezclado todo se paso todo el volumen a una columna del
kit y se centrifugd a 10.000rpm 15segundos a TA. Se decant6 el liquido y se reutilizo el tubo
después de cada paso. Se afiadieron 350pul del buffer RW1 y se centrifugé a 10.000rpm 15segundos.
Un paso importante del proceso de purificacion es el tratamiento con la enzima ADNasa (Qiagen)
para eliminar cualquier posible traza de ADN que pudiera estar contaminando la muestra de ARN.
Por cada muestra se mezclaron 10ul de ADNasa (Qiagen) con 70ul del buffer RDD y se afiadio el
total de 80pl sobre la columna para incubar a TA durantel5 minutos (la ADNasa es muy labil asi
que no se le puede dar vortex, se mezcla por inversion). Tras el tratamiento con la ADNasa

(Qiagen) se afiadieron 350ul del buffer RW1 y se centrifugé a 10.000rpm durante 15segundos. Se
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elimino el sobrenadante y se afiadieron 500ul de buffer RPE al que previamente se le habia
incorporado el etanol y se centrifug6 a 10.000rpm 2 minutos, repitiendo de nuevo este paso. Se
coloco la columna en un nuevo tubo colector y se centrifugé a 10.000rpm 1 minuto. Se inserto la
columna en un eppendorf de 1.5ml y se afiadieron 50ul de agua DEPC (Ambion) para eluir el
ARN, se dejo incubar 5 minutos a TA y se centrifugd a 10.000rpm 1 minuto. Se repitio repetir este
paso una vez mas cuando se quiso tener menos concentrado el ARN. Ya por ultimo se ley6 la
concentracion de las muestras en el Nanodrop (Thermo Fisher, Wilmington, DE, EEUU ) tomando
como referencia del grado de calidad de la muestra el ratio de absorbancia 260/280. Se alicuotaron
las muestras de ARN para evitar la degradacion de las mismas con las descongelaciones y se

guardaron a -70°C.

La retrotranscripcion es un método enzimatico que utiliza oligonucle6tidos como cebadores para
sintetizar moléculas de ADN monocatenario de secuencia complementaria a la de los ARNs
presentes en la muestra. Los oligonucledtidos pueden ser hexameros de secuencia aleatoria (RHP) u
oligodT, un primer de poli T (timidina) que se une a la cola de poliA (adenina) del ARN mensajero
para retrotranscribir de forma especifica el mismo. Los RHP sin embargo amplifican ademas del

ARN mensajero el ARN ribosémico por lo tanto el proceso es menos especifico.

Se ha utilizado el sistema de retrotranscripcion de Invitrogen, enzima transcriptasa Reversa

Superscript 11 132U (SSII) (Invitrogen).

Se parti6 de 1pug de RNA por cada muestra. Por cada muestra se rotularon dos tubos

eppendorf de 200ul (RT+y RT-):
RT+: muestra + master Mix RT+.

RT-: muestra + master Mix RT- (sin la enzima superscript II para verificar la pureza de los

componentes de la retrotranscripcion).

Aparte se rotuld otro tubo de 200ul No ARN para verificar si habia impureza por

contaminacion con ADN genémico.

No ARN: agua + master Mix RT+.
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Se ajusto el volumen de muestra necesaria que se debia afiadir para partir de 1pg de ARN
hasta llegar a 10pl y completar el resto con agua DEPC (Ambion) salvo en el tubo control no ARN
en el que la muestra se sustituy6 por agua DEPC (Ambion). Se afiadié 1ul de oligodT o de RHP

(Invitrogen), se mezclo bien por pipeteo y se pasaron los tubos al termociclador (BioRad).
Ciclo inicial de 5’a 65°C para pasar a 4°C durante 5°.

Durante el tiempo que los tubos estan a 4°C se preparon las master mix que contenian el
tampon 5X, DTT, los dNTP’s (Eppendorf), el inhibidor de la ARNasa (RI) (Ambion) y la enzima
transcriptasa Reversa Superscript 11 132U (SSII).

MASTER MIX+ MASTER MIX-

5X buffer 4ul 5X buffer 4ul
0.IM DTT 2ul 0.IM DTT 2ul
10mM DNTP’s 1pl 10mM DNTP’s 1pl
RI 1l RI 1ul
SSII Tul H20 1ul

De cada master mix se afiadieron 9l a cada tubo, que fueron sacados del termociclador
(BioRad), para un volumen final de 20ul. Se mezclé todo bien por pipeteo y se llevaron de nuevo

los tubos al termociclador continuando el programa de retrotranscripcion:
42°C 50°, 70°C 15°, 4 °C oo.
El ciclo para la sintesis de ADNc es el siguiente:

65°C 5°,4°C 5°,25°C 5°,42°C 50°, 70°C 10°, 4 °C oo.

Una vez terminado el programa de de RT-PCR se afiadi6 a cada tubo 30pl de agua-DEPC

(Ambion) para tener un volumen final de 50ul por tubo. Los ADNc se guardaron a -20 °C.

En primer lugar se extrajo el ARN y se retranscribié tal y como hemos descrito. Antes de empezar

con la PCR cuantitativa en tiempo real nos aseguramos que no hubiera contaminacion en los ADNc
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realizando una PCR para el gen control (housekeeping gene) GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenasa). Se generaron curvas estandar para el gen de interés y el gen control, GAPDH,
usando diluciones seriadas de la muestra establecida como referencia (10, 1 y 0.1ng). Cada muestra
problema contaba con 10ng de su ARN por triplicado. Se introdujeron dos pocillos de C- sin ADNc
pero con los cebadores del gen en cuestion que se analizaba en ese momento y otros dos C- sin

ADNCc pero con los cebadores para GAPDH.

La PCR cuantitativa en tiempo real se llevo a cabo con:

10.7pul de agua-DEPC (Ambion)

0.4ul de cebador sentido y 0.4ul de cebador anti-sentido
12.5uL de iQ SYBR Green Mix (BioRad)

1ul de ADNCc (ajustado a una concentracion de 10ng/ul).

Volumen final de la reaccion, 25ul por pocillo.

La placa de 96 pocillos (BioRad) se selld bien con una placa de sellado (BioRad). La placa se
centrifugd brevemente a TA a 1300rpm.

La reaccion tuvo lugar en un termociclador de tiempo real iQ5 (BioRad). La reaccion consto de

las siguientes etapas:

Desnaturalizacién inicial: 95°C durante 10 minutos.

Reaccion ciclica: 50 ciclos a 95°C durante 15segundos y a 60°C durante 1 minuto, 1 ciclo a 95°C
durante 1 minuto, 1 ciclo a 65°C durante 1 minuto.

Curva de melting: 60 ciclos con una rampa de temperatura de +/- 0.5°C durante 10segundos

empezando a 65°C.

Figura 6.
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El analisis de los datos fue realizado con el programa informatico BioRad 1Q5 2.0 Standard
Edition Optical System Software Version 3.1. Cada muestra se analizé al menos por triplicado en
los dos estadios temporales: temprano y tardio. El valor medio del umbral de ciclo o Threshold
Cycle (CT) fue el usado como parametro de referencia. Para cada muestra analizada el CT de cada
gen estudiado se normaliz6 usando el valor para el gen control (GAPDH) de acuerdo a la formula

matematica de Pfaffl (490).

En primer lugar se buscé en bases de datos publicas como Ensembl (www.ensembl.org) o la de

UCSC (http://genome.ucsc.edu) el gen o proteina para el cual queriamos disefiar los cebadores. Una

vez que accedimos a la informacion del gen en cuestion buscandolo bien por su Accesion number en
el caso de que por ejemplo se trate de una proteina identificada por MALDI-TOF, por su nombre o

simbolo, se usdé como secuencia de referencia para el disefio la transcript information o secuencia
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del ARNm del gen sin intrones. Los cebadores para los distintos genes seleccionados se disefiaron

usando el programa bioinformatica primer3 (MIT, Cambridge, MT, EEUU).

Se siguieron una serie de reglas a la hora de llevar a cabo el disefio:

- Los cebadores deben ser interexonicos: es decir, al menos una parte de uno de ellos tiene que
asentarse en un exon distinto al que se asiente el otro.

- El tamafio del amplicon (secuencia amplificada por los cebadores) debe ser de alrededor de 100
pares de bases (90 — 110).

- La temperatura de melting de ambos cebadores debe estar entre 60 °C y 61 °C.

- El contenido en GC de los cebadores debe ser del 50 - 55 %.

- Intentar que el ultimo o ultimos nucledtidos en el extremo 3’ sean C o G.

- Valores de autocomplementariedad, autocomplementariedad en 3’ y complementariedad. en 3’ o

en cualquier zona inferiores a 3, o en su defecto a 4.

Los cebadores disefiados funcionaron correctamente con un tampén de PCR con una
concentracion de KCl de 50 mM; la concentracion de KCI del tampon influye en la temperatura de
melting de los cebadores, alterandola, por lo que la temperatura de anillamiento de 60°C de s6lo

sera la adecuada para este tipo de tampones.

Para verificar la idoneidad de los cebadores sintetizados se corrid una PCR a partir de los
ADNCc en un termociclador normal con un programa denominado pseudo-real que imita las
condiciones establecidas en la PCR en tiempo real pero sin la fase de melting y posteriormente se
visualizaron los resultados en un gel de agarosa (Laboratorios Conda) al 1% cargando en los
pocillos todo el contenido de la reaccion (25 ul). El resultado en los casos positivos fue de una unica
banda, intensa, a la altura de 90 — 110 pb. Si no se observd banda o bien se detectd un bandeo
propio de una unién inespecifica de los cebadores al ADN se disefiaron nuevos cebadores tal y

como se ha descrito.

128



Figura 7. Comprobacion de la idoneidad de los cebadores disefiados para RT-PCR en tiempo

real. Programa “pseudo real” PCR. El resultado en los casos positivos fue de una inica banda, intensa, a la

altura de 90 — 110 pb excepto en el caso de la calle “e” en la cual se detectd un bandeo propio de una unién

inespecifica de los cebadores al ADN por lo que se descartaron dichos cebadores y se disefiaron unos nuevos.

pb: pares de bases.

Cehadores

a: elF4E

b: zyxina

c: MARK4
d: DDX1

e: TK1

f: Caspasa 9
g: GADD45
h: p57

Tabla 2. Lista de cebadores de RT-PCR en tiempo real.

Nombre del cebador

Secuencia 5’ —3’

ZYX forward

CAG AAT GTG GCT GTC AAC GA

ZYX reverse

GAA GCA GGC GAT GTGGAAC

Caspasa 9 forward

TGC GTG GTG GTC ATT CTC TC

Caspasa 9 reverse CGA CAC AGG GCA TCC ATC
CDKNI1C forward CTG TCC GGG CCTCTG ATCT
CDKNIC reverse GCG CTT GGA GAG GGA CAC

p27/Kip 1forward

TTG GTG GAC CCA AAG ACT GA

p27/Kipl reverse

TGA TGT ATC GTC GGT TGC AG

EIF4E forward AAA CAG CAG AGA CGA AGT GACC
EIF4E reverse CAG CGC CAC ATA CAT CAT CA
GADD45G forward CTG CAT GAG TTG CTG CTG TC
GADD45G reverse CCA GCA CAC AGA AGGTCA CA
MARK4 forward CGA GCC AAG TTC CGA CAG AT

MARKA4 reverse

GGC ATC CAG CAA GAGGTT CT
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TK1 forward

TCG CTT CCA GAT TGC TCA GT

TK1 reverse

ATG GTG TTC CGG TCA TGT GT

GAPDH forward

GCT CCT CCT GTT CGA CAG TCA

GAPDH reverse

AAT CCGTTG ACT CCG ACCTTC

EWS-FLII tipo 1 (7-6) forward

GAT CCT ACA GCC AAG CTC CA

EWS-FLII tipo 1 (7-6) reverse

ATT GCC CCA AGCTCC TCT TC

TOPK forward

GAG AGT GGC TTT CAC AAT GGA

TOPK reverse

GGC CGG GAT ATT TAT AGT TGG A

IGF-1 forward

GGT GGA TGC TCT TCA GTT CGT

IGF-1 reverse

CCA CGATGC CTG TCT GAG G

LSM1 forward

GCA CTT GGT TCT GCT TCG AG

LSMI reverse

CCC ACA TGA ATA CGCTCC AC

BEX1-2 forward

CGT CAC TCG TGT CTC GCT AC

BEX1-2 reverse

ACC TGC AGA AGG GCT GGT

EWS-FLI1 tipo 3 (10-6) forward

GAG CGA GGT GGC TTC AAT AAG

EWS-FLII tipo 3 (10-6) reverse

CCC CAA GCT CCT CTT CTG AC

130



7. Hibridacion genomica comparada (GCH

Array).

Aislamiento de ADN gendémico mediante el kit comercial QIAamp DNA miniKit (Qiagen).

Se parti6 de una placa de cultivo celular con un grado de confluencia del 80-90%. Se retird
el medio de cultivo de la placa y se lavo la placa con 7-8ml de PBS 1X. Se despegaron las células
de la placa usando para ello un raspador (Sarstedt), se recogieron con un par de mililitros de PBS
1X o el correspondiente medio de cultivo y se pasaron a un tubo eppendorf de 1.5ml. Se centifug6 a
5 minutos a 300g a TA al igual que en el resto de centrifugaciones subsiguientes y se resuspendio el
pellet celular en 200ul de PBS 1X. Se afiadieron 4ul de ARNasa A (100mg/ml) (Ambion) y se
incub6 2 minutos a TA para eliminar posibles trazas de ARN presentes en la muestra. Seguidamente
se afadieron 20ul de proteinasa K (Qiagen) y 200ul de tampoén AL a la muestra mezclando bien por
vortex durante 15 segundos (se evitd siempre afiadir la proteinasa K sobre el tampon AL
directamente) y se incub6 a 56°C durante 10 minutos. El tampon AL se agitd previamente para
evitar la formacion de precipitados. Se centrifugé nuevamente a 300g durante 5 minutos. Se
afiadieron 200ul de etanol 96-100% (Merck) mezclandolo bien por vortex durante 15segundos y
dandole un spin. Se formo un un precipitado blanco que se pasé junto al resto de la muestra a una
columna del kit. Se centrifugé a 10,000rpm 3 minutos. El tubo colector junto al sobrenadante se
desechd y se coloco la columna sobre uno nuevo anadiendo 500ul de tampon AW1, al que
previamente se anadi6 etanol 96-100% (Merck) sobre la misma. Se centrifugd a 10.000rpm 2
minutos, se descartd nuevamente el tubo colector con el sobrenadante y se coloco sobre uno nuevo.
500ul de tampon AW?2, al que previamente se afiadid etanol 96-100% (Merck), fueron afiadidos a la
columna que se centrifugd posteriormente a 14,000rpm 3 minutos. Se sac6 la columna con cuidado
de no rozar el eluido ya que los restos de etanol podrian interferir en la extraccion. La columna se
coloco6 sobre un tubo eppendorf de un 2ml y se centrifugd de nuevo a 14,000rpm 1 minuto. Ya por
ultimo se colocd la columna sobre un eppendorf de 1.5ml y se pipetearon 200ul de tampén AE
directamente sobre la membrana de la columna para eluir el ADN. Se dejo incubar 1 minuto a TA 'y
se centrifugd a 8,000rpm 2 minutos. En aquellos casos en los que el numero de células de partida

era bajo se eluy6 con s6lo 100pul para incrementar la concentracion de la muestra. Se midio la
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concentracion a 260nm y el grado de pureza (ratio 260/280) del ADN antes de ser guardado a a -20
0 a -70°C asi como se visualizo el estado del ADN cargando una pequefia cantidad de muestra del
mismo,1-2 pl, en un gel de agarosa (Laboratorios Conda) al 1% para tener una imagen concreta del

estado del ADN indicandonos el grado de degradacion del mismo en el caso de que asi sucediera.

Se partié de 500 ng de ADN, con una ratio de absorbancia 260/280 de al menos 1°70. Fue muy
importante medir correctamente con el Nanodrop (Thermo Fisher) la concentracion y el ratio
260/280 de la muestra de ADN que se pretendia marcar ya que con ratios 260/280 inferiores a 1’70
no se rindié marcaje en absoluto o bien fue muy débil y por otra parte concentraciones superiores a
1pg e inferiores a 0’ 1pug de ADN dieron lugar a excesivo ruido a la hora de analizar los datos. Para
medir correctamente en el espectrofotometro se realizé una dilucion 1/20 para un total de 70ul en
una cubeta de cuarzo. Con el Nanodrop (Thermo Fisher) basté con 1,5ul. No se hizo necesario

digerir el ADN con una enzima de restriccion antes de proceder a marcarlo.

En cuanto a la configuracion del marcaje el protocolo habitual de CGH array marca el
ADN tumoral con Cy5 y el ADN de referencia (ADN sano preferiblemente un conjunto de ADNs
de cuantos mas individuos mejor, debido a la presencia natural de polimorfismos de nimero de
copia-SNPs) con Cy3. Ello se debe a que el software GenePix (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EEUU) genera una sefial de salida (output) de ratio Cy5/Cy3 de modo que marcando de este modo
se obtiene directamente la relacion tumor/referencia. Sin embargo otros protocolos como el del
Instituto Sanger (Hixton, Reino Unido) marcan de modo inverso (ADN sano con Cy5 y ADN
tumoral con Cy3). Dado que la eficiencia de incorporacion es mayor en el caso del Cy3 (se
incorporan mas nucledtidos marcados de Cy3 que de Cy5) es més ldgico hacerlo de este modo ya
que el ADN tumoral suele ser limitante en cantidad y calidad. Asi, para una cantidad menor de
ADN de partida conseguiremos una mayor sefial de fluorescencia si marcamos con Cy3. De este
modo hay que multiplicar por -1 el output en log2 que nos da el GenePix (Molecular Devices) o
bien seleccionar en el analisis el ratio inverso (Cy3/CyS5). El ADN de referencia constaba de un pool

equimolar de 40 individuos sanos (obtenido gracias al Banco Nacional de ADN, Salamanca).
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La mezcla de marcaje constaba de:

Agua 21 —xpul
ADN (volumen correspondiente a 500ng) xul
NaCl IM Tl
Solucion 2°5X Cebadores al azar 20ul

Volumen final de 52 pl por tubo de 0,2ml. La solucion de cebadores al azar 2,5X (Termo)

esta formada por oligonucleotidos de 8 pares de base con secuencia al azar:

125 mM Tris pH 6.8 (Sigma)
12’5 mM MgCl, (Merck)
25 mM B-mercaptoetanol (Sigma)

Los cebadores al azar liofilizados (Thermo) se resuspendieron en el volumen adecuado de

tampon de reaccion para alcanzar una concentracion de 0,75ug/pl.

Diluciéon 4 veces del tampon de reaccion 10X de la enzima Exo-Minus Klenow
(Eppicentre, Madison, WI, EEUU), filtrado con filtro millipore de 0,22um (Millipore, Bedford,
MA, EEUU) y esterilizacion mediante radiacion UV durante 1 hora en una campana de flujo

laminar (Telstar)

Tras mezclar por pipeteo se llevaron los tubos al termociclador (BioRad). Solucion NaCl
1M dado que los fluorocromos Cy tienen mas cargas eléctricas que la biotina y la adicion de NaCl

mejora ligeramente el marcaje al estabilizar estas cargas extra.

Protocolo de marcaje en el termociclador (BioRad):

Primer paso: 1 ciclo de 5 minutos a 99°C y 2 minutos a 4°C.
Segundo paso: 17 ciclos de 60 minutos a 37°C.

Tercer paso: « a 4°C.

Se incubo la reaccion de marcaje en un bafio (cuidado con la evaporacion y condensacion

en la tapa) (Julabo) o en un cazo sobre un termoagitador (VWR) (desnaturalizacion).
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Tras la desnaturalizacion a 99°C, se paro el programa a 4°C, se retiraron los tubos del

termociclador (BioRad) y se afiadieron a cada tubo:

Solucion 10X dCTPmix Sul
dCTP-Cy3 o dCTP-Cy5 2ul
enzima Exo Minus Klenow Tl

Exo-Minus Klenow ADN polimerasa — fragmento klenow de la enzima polimerasa I de E.
coli mutada de modo que carece de ambas actividades exonucleasas (tanto la 5°— 3’ como la

3’—5’) lo cual mejora la eficiencia de marcaje. Producida de forma recombinante (Eppicentre).

Soluciéon10X dCTP Mix: Mezcla de nucleétidos en la que cada nucleétido trifosfato esta a
una concentracion de 2mM salvo el dCTP que esta a ImM en Tris-EDTA (10mM Tris pH 8.0,
ImM EDTA). En solucion Tris-EDTA para mejorar su estabilidad. La concentracion de dCTP se
completa al afadir la solucién de dCTP-Cy3/5. La finalidad de rebajar la concentracion de dCTP en

el mix es aumentar la probabilidad de que la enzima incorpore el dCTP unido al fluorocromo.

dCTP-Cy3/dCTP-CyS5: solucion del nucledtido dCTP unido covalentemente a los

fluorocromos Cy3 o Cy5 a una concentracion de 1mM (25l por vial).

Se mezclo por pipeteo suave manteniendo los tubos en hielo, se dié un spin y se colocaron
de nuevo los tubos en el termociclador (BioRad) reanudando el programa. Incubacion overnight.
Aunque el protocolo original describe una incubacion de 2 horas, los tiempos de incubacién mas
largos mejoraron notablemente el rendimiento de la reaccion (tiempos de entre 12-16 horas

deberian originar un producto similar).

Tras el periodo de incubacion se afiadieron Sul del tampén de parada por tubo que detendra
la reaccion enzimatica. El tampon de parada es una solucion de EDTA 0,5M pH 8°0 que sirve para
detener la reaccion enzimatica de marcaje y prolonga la union del fluorocromo al ADN, esto es
especialmente util en caso de que el ADN marcado no se vaya a hibridar hasta pasado un tiempo

pero interfiere en la precipitacion con AcNa y Etanol (Merck).
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Se usaron columnas de purificacion Illustra G-50 Microspin Columns (Amersham) en las que la
resina sephadex de las mismas se encarga de retener las pequefias moléculas de nucledtidos no
incorporados y el exceso de cebadores mientras que el ADN es capaz de atravesar la resina sin
quedar retenido. Vortex previo a las columnas antes de que se colocaran en los tubos colectores.
Centrifugacion a 3000rpm durante 1 minuto para eliminar el tampdn de equilibrado de la columna.
Se descartd el tubo colector y con cuidado de no alterar la disposicion de la columna de resina se
coloco la columna en un microtubo Safe-Lock ambar de 1°5ml (Eppendorf). Estos microtubos de
1,5ml de color oscuro protegen el fluorocromo de la luz ya que tanto los fluorocromos (dCTPCy3/
Cy5) como el ADN marcado no deben estar expuestos a la luz mas que durante los cortos intervalos
necesarios. El ADN una vez marcado conserva la fluorescencia (disminuyendo en intensidad
conforme al tiempo) durante unos meses (3-5) si se mantiene a -20°C. Se afiadieron los 55ul de la
reaccion de marcaje al centro de columna para que la resina tuviera tiempo de absorber el volumen.
Centrifugacion durante 2 minutos a 3000rpm. Se desecho la columna y se recogi6 el eluido con el

ADN marcado purificado.

Paso opcional para comprobar el rendimiento de la reaccion de marcaje. Se midié en el Nanodrop
(Thermo Fisher) en las longitudes de onda siguientes: 260, 320, 550 6 650 (Cy3 / Cy5
respectivamente), 650 6 750nm (Cy3 / Cy5 respectivamente). El resultado esperado, sin diluir el
producto de marcaje, fue de A260 en torno a 3.0, A650 en torno a 2.2 y A550 en torno a 2.0. Se
llevo a cabo un barrido desde 200 a 800nm para las muestras marcadas con Cy5 y desde 200 a
700nm para las muestras marcadas con Cy3 para leer la absorbancia en todo ese rango de longitudes
de onda. Se imprimio6 una grafica con el resultado, idealmente debian encontrarse dos picos de
absorbancia en la grafica: uno a 260nm debido a la absorbancia del ADN y otro a 550/650nm
(Cy3/CyS5 respectivamente) correspondiente al pico de absorbancia del fluorocromo incorporado al

ADN, otro tipo de perfil supone un fallo en el proceso de marcaje.

De acuerdo a las siguientes formulas se calcularon:

Cantidad de ADN. La reaccion de marcaje amplifica hasta por 3 la cantidad de ADN de inicio.
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Cantidad de ADN (en pg) = (Abs260—-Abs320) x 50 x 0°07 (volumen de elucion en ml)
Cantidad de dCTP-Cy3 incorporado en pico moles

pmoles de Cy3 = (Abs550—Abs650) / 0.15 x 70 (volumen de elucion en pl)

Cantidad de dCTP-CyS5 incorporado en pico moles

pmoles de Cy5 = (Abs650—Abs750) / 0.25 x 70 (volumen de elucion en pl)

Eficiencia de incorporacion de los nucleotidos unidos a fluorocromo, expresado
como numero de nucledtidos no marcados incorporados por cada nucleotido

marcado incorporado.

Cy3: (Abs260 x 150000) / (Abs550 x 6600)
Cy5: (Abs260 x 250000) / (Abs550 x 6600)

Normalmente el valor para Cy3 debio ser de 25 — 35 y el de Cy5 de 40 — 50. Valores

distantes de los resefiados indicaron que el marcaje no habia sido correcto.

Se ajusto el volumen a afadir en la mezcla de hibridacion de cada uno de los ADNs
marcados para igualar los pmoles de Cy3 y CyS5 y equilibrar en lo posible la intensidad de sefial de
ambos fluorocromos. En la fase de analisis de los datos realizamos una normalizacion de los puntos
del array usando el software GenePix (Molecular Devices), esto es dividiendo el valor de cada spot
del array por la media o mediana de todo el array, haciendo que la sefial Cy3/Cy5 sea igual a 1 para
todos los spots. Se resolvio en un gel de agarosa (Laboratorios Conda) al 1% 3 pl del producto

marcado. El rango de tamafo de bandas observado abarcé desde los 100pb hasta las 10kb.

Se usaron portas Codelink (Amersham). Se acopld la placa de filtro Multiscreen HTS de 96 pocillos

(Millipore) sobre una placa colectora Microtest de 96 pocillos (Falcon, BD). Se prehumedecio la
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placa de filtrado millipore de 96 pocillos afiadiendo 100ul de agua milliQ estéril a cada pocillo y
centrifugando 10 minutos a 1500rpm a 4°C. Se descart6 la placa colectora y se coloco6 la placa de
filtro sobre una nueva placa colectora. Se mezclaron los productos aminolinking PCR DOPI,
aminolinking PCR DOP2 y aminolinking PCR DOP3 y se anadieron sobre la placa de filtro
(Millipore). A los aproximadamente 120l de mezcla de PCRs se afiadieron 30ul de la solucion de
espoteo 5X — 0,005% Sarcosil (Sigma) (PBS 1M pH 8,5 con sarcosil 0°005%, el pH de la solucion
es fundamental para una fijacion 6ptima del ADN a la superficie del porta Codelink (Amersham).
Se centrifugo la placa de filtro junto a la placa colectora a 1500rpm durante 10 minutos a 4°C. Se

guardo la placa colectora con la mezcla de PCRs ya filtrada a -20°C lista para ser ya espoteada.

Se llevo a cabo en un espoteador MicroGrid Il (Genomic Solutions, Ann Arbor, MI, EEUU) en un

ambiente de humedad relativa del 45 - 50% en triplicados adyacentes.

Se mantuvieron los portas espoteados en una atmosfera saturada al 75% durante 20 - 24 horas en un
recipiente hermético con un fondo de agua y un depdsito de 1cm de alto de sal. En el interior de se
introdujo una gradilla sobre la que se colocaron los portas protegidos por dos tapas de racks de
puntas pequefias, cada uno de los cuales contenia 4 portas Codelink (Amersham) colocados boca
arriba. Con un lapiz de diamante se delimitaron los limites del area de espoteo con cuidado de no
invadirla en ningin momento. Una vez pasado ese tiempo se retiraron los portas del recipiente
tratando de evitar que se pudieran secar y se mantuvieron 30 minutos en el bafio (Julabo) a 50°C
con la solucion de bloqueo precalentada en una cubeta de vidrio con cestillo. La solucion de

bloqueo se precalent6 a 50°C al menos 40 minutos.

Solucion de bloqueo post-espoteo (1000ml):
Trizma base 6,06g (Sigma)

Trizma HCL 7,88g (Sigma)

Etanolamina 3ml (Sigma)

Agua milliQ completar hasta 1000ml

Se ajusto el pH 9.0 y se filtro.
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Se lavo dos veces con agua destilada cambiando la solucion de la cubeta. Se afiadi6 la
solucion de lavado, SSC 4X- SDS 0,1% precalentada a 50°C a la cubeta de vidrio (Afora,
Barcelona, Espafia) con los portas hasta cubrirlos por entero. Se agitaron las cubetas por espacio de
30 minutos a 100rpm. Se lavo con agua destilada, los portas se pasaron a un cestillo de
polipropileno (Afora) y se mantuvieron 2 minutos a 100°C con el fin de desnaturalizar las dobles
hebras unidas al porta quedandonos asi con cadenas de hebra sencilla, mucho mejores para la

reaccion de hibridacion. Nuevo lavado con agua destilada.

Se colocd cada porta en un tubo falcon de 50ml y se centrifugd 5 minutos a 1500rpm a TA.
Finalmente los portas fueron guardados en presencia de desencante hasta el momento de la

hibridacion.

Solucién de lavado post-espoteo (para 250ml):
50ml SSC 20X (Sigma)

2,5ml SDS 10%

197,5ml HzO milliQ limpia.

pH ajustado a 7.

Antes de hibridar se aplico la solucion de rubber cement (Talens, Apeldoorn, Holanda). Se
dispenso el rubber cement (Talens) con jeringa de 5ml y puntas de 200ul alrededor del area
marcada evitando la formacion de burbujas y la invasion del area de espoteo. Una vez seco el
primer anillo se depositaron sucesivos anillos sobre el mismo hasta conseguir una barrera
suficientemente elevada (2-3mm). Se dejo secar al menos 10 minutos antes de afiadir la solucion de

prehibridacion.

Se calent6 el volumen de esperma de salmoén en el termobloque (VWR) a 70°C durante 5 minutos.

Se prepararon dos mezclas por cada hibridacion.
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Tubo 1: misma cantidad de marcaje (pmoles de fluorocromo) del ADN tumoral y de referencia
marcados junto a 100ul de Cot-1 Human DNA 1 pg/ul (Roche)

(mezcla de hibridacion).

Tubo 2: 80ul de esperma de salmon (Sigma) + 100ul de Cot-1 Human DNA 1 pg/ul (Roche)

(mezcla de prehibridacion).

Se afiadio 1/10 del volumen de NaAc 3M pH 5,2 (Merck) mezclando. Se afiadieron 2,5
volimenes de etanol 100% frio (Merck) y se mezclo por inversion lentamente para que no se
formara precipitado alguno. Se mantuvo en hielo seco durante 30 minutos. Se centrifugd a 13200
rpm, 20 minutos, 4°C. Se descart6 el sobrenadante con pipeta, se afiadieron 500ul etanol 70% frio
(Merck). Centrifugacion a 13200rpm 5 minutos. Se descarto el sobrenadante con ayuda de una
pipeta con cuidado de no arrastrar el pellet. Se dejo secar en oscuridad 5 - 10 minutos.
Precalentamos el volumen a utilizar de la solucion de hibridacion a 70°C en el termobloque (VWR).

Se resuspendio en dos tubos:

Tubo 1: 60-100ul solucidn de hibridacion (Dependiendo del tamafio del area de espoteo) + 6l de
yeast t-RNA (Invitrogen).
Tubo 2: 160ul de solucion de hibridacion.

Ambos tubos se calentaron en el termobloque (VWR) a 70°C, 15 minutos. Tras un par de
minutos se agitd con fuerza el tubo 1 hasta resuspender por completo el pellet. Se dio un pulso al
tubo 1 y tras ello se incubo en el bafio (Julabo) a 37°C, 1 hora 30 minutos, tiempo durante el cual el

Cot (Roche) hibrido con los ADNs marcados neutralizando el ADN repetitivo que contuvieran.

Se di6 un pulso al tubo 2 y tras ello se aplicéd el volumen al porta dentro del anillo de rubber cement
(Talens) evitando la formacién de burbujas. Se introdujo el porta en la camara de hibridacion
sellando el cierre con parafilm (Alcan, Neenah, WI, EEUU). Siempre se mantuvo la camara en
horizontal para que la solucion de prehibridacion no pudiera desbordar el anillo de rubber cement
(Talens). Se llevo a la estufa (Memmert) en la que se mantuvo en agitacion rotatoria (angulo de 12°)

1 hora 30 minutos a 42°C a una velocidad de 6rpm.
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A continuacion se preparo la camara de hibridacion. Se introdujo en el cartucho de portas (slide
mailer con capacidad para 5 portas) 2 recortes de papel Whatman (Biometra) del tamafio de un
porta: uno en la bandeja superior y otro en la inferior. Se utilizé un cartucho para cada hibridacion
(no mas de un porta por cartucho). Se empapd cada papel con 750ul de solucién humidificadora
SSC 2X (Sigma)- 20 % Formamida (Merck) y se elimind el volumen restante de solucion no

absorbida por el papel.

El primer paso de la hibridacion consistid en sacar de la estufa (Memmert) el cartucho de
hibridacion con la mezcla de prehibridacion. Asi mismo se saco del baifio (Julabo) el tubo 1y se did
un pulso. Del cartucho de hibridacion se extrajo el porta que se inclind para llevar la mezcla de
prehibridacion a una esquina del anillo y retirarla desde alli. Se aplicd la mezcla de hibridacion al
porta dentro del anillo de rubber cement (Talens) sin formar burbujas. Se trabajo lo mas
rapidamente posible para evitar la evaporacion de la sonda y la pérdida de fluorescencia por la luz.
Se distribuyd la mezcla de hibridacion por toda la superficie delimitada por el anillo de rubber
cement (Talens) de forma homogénea. Se colocd nuevamente el porta en la camara de hibridacion,
se sello el cierre con parafilm (Alcan) y se protegio de la luz cubriendo la camara con papel de
aluminio. 48 horas de incubacion en la estufa (Memmert) a 42°C con un ligero balanceo de 6rpm sin
llegar a perder nunca la horizontalidad para que la solucion de hibridacion no desbordara el anillo

de rubber cement (Talens).

Solucion de hibridacion (para 15ml):

Formamida 7,5ml (Formamida 50%, Merck)
Dextran Sulfato 1,5gr (Dextran sulfato 10%, Sigma)
Tween 20 15ul (Tween 20 0,1%, Sigma)
SSC 20x 1,5ml (SSC 2X, Sigma)

Tris IM pH 7.5 150ul (10 mM Tris pH 7,4)
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Se precalent6 la solucion de lavado 1 a 42°C en el bafio (Julabo) al menos 30 minutos. Se saco el

cartucho de hibridacion de la estufa (Memmert) y el porta del cartucho.

Solucion de lavado 1 (para 130ml):

Formamida 65ml (Formamida 50%, Merck)
SSC 20X 13ml (SSC 2X, Sigma)

HZO milliQ 52ml

pH ajustado a 7.

Se trabaj6 lo mas rapido posible para minimizar la pérdida de fluorescencia por la presencia
de luz. Se retir6 la solucion de hibridacion del porta asi como el anillo de rubber cement (Talens)
con cuidado con la ayuda de unas pinzas. Se evito la presencia de restos de rubber cement (Talens)

en el porta ya que con los lavados pueden extenderse por el area de espoteo manchandola.

Solucién de lavado 2:
PBS 1X  350ml
Tween 20 350ul (Tween 20 0,1%, Sigma)

Se paso el porta a un falcon de 50ml recubierto de papel de aluminio con la solucion de
lavado 2. Se recubrio el cierre de la tapa de la cubeta de tincion (Afora) con parafilm (Alcan)
sumergiendo el porta en la solucion de lavado 2, se cubrié con papel de aluminio y se aseguro el
cierre con cinta aislante. 10 minutos en agitacion a 250rpm. Se sac6 el porta de la cubeta, se
reemplazd la soluciéon de lavado 2 por solucion de lavado 1 precalentada (cubeta enjuagada y
secada con agua antes) y se sumergi6 el porta de nuevo, cambiando el parafilm (Alcan) de la tapa y
cubriendo con papel de aluminio. 30 minutos de agitacion dentro de la estufa (Memmert) a 42°C a
alta velocidad. Se sac6 de nuevo el porta de la cubeta sustituyendo la solucion de lavado 1 por
solucion de lavado 2 (enjuagar con agua y secar antes), se sumergio el porta, se cambi6 el parafilm
(Alcan) de la tapa y se cubri6 con papel de aluminio dejando 10 minutos en agitacion a 250rpm.

Centrifugacion a 1500rpm 5 minutos a TA. El porta bien se escane6 o cuando no fue posible en ese
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momento se almaceno en un falcon de 50ml con papel en el fondo y recubierto de papel de aluminio

para protegerlo de la luz hasta el momento del escaneo.

El objetivo fue el de contar con una representacion de la secuencia humana contenida en los clones
BAC, extraidos previamente mediante miniprep. Los clones fueron amplificados por PCR mediante
oligonucleodtidos con secuencia al azar (DOP-PCR, degenerated oligo-primed PCR, Thermo) y
posteriormente se reamplifico este primer producto por Aminolinking PCR. En esta segunda
amplificacion se afiadiéo ademas un extremo amino en 5° a todos los productos amplificados lo que

les permiti6 anclarse a los portas Codelink (Amsersham) en el paso de espoteo.

Figura 8.

Secuencia de primers DOP:

DOP 1 primer CCGACTCGAGNNNNNNCTAGAA
DOP 2 primer CCGACTCGAGNNNNNNTAGGAG
DOP 3 primer CCGACTCGAGNNNNNNTTCTAG
- [ [
secuencia para secuencia secuencia discriminante
reamplificacién por AM  al azar de la porcidn humana del clon
AMINO primer NH,-GGAAACAGCCCGACTCGAG

|
I .
secuencia homdloga a la de los primers
DOP, para reamplificarlos

Partimos de ADN extraido de los cultivos de BACs o PACs. Trabajando con ADN extraido de
forma manual para la amplificacion por DOP-PCR fue suficiente 1pl de los 50l finales que se
consiguen con dicho protocolo. Igualmente en caso de partir de ADN extraido por biorrobot

también fue suficiente con 1ul. Los cebadores DOP tienen distintas temperaturas de melting por lo

142



que la temperatura de anillamiento del programa de ciclos de PCR varia de unos a otros: DOP1 y

DOP3 amplificaron de forma 6ptima con una temperatura de anillamiento de 60°C mientras que

DOP2 lo hace con una de 62°C.

Se dispenso en una placa de 96 pocillos Axygen (Bonsai Technologies, Alcobendas,

Espafia) los ADNs de cada miniprep de BAC que se queria amplificar. Se preparé una mezcla de

reaccion anadiendo todos los reactivos salvo la enzima Taq polimerasa (Promega) que se afiadio en

ultima instancia.

Volumen para una reaccion:

ADN DOP-PCR 2ul
Tampon de Aminolinking Sul
Cebador de Aminolinking 4,16l
20uM

dNTP’s (10mM cada) (Eppendorf) | 1,25ul
Taq Polimerasa (Promega) 0,5ul
H20 (milliQ autoclavada) 37,09ul

Se dispensaron los 23,5ul de la mezcla de reaccion por pocillo y se encajo la tapa selladora

de placas de 96 Axygen (Bonsai Technologies) sobre la placa de PCR con el fin de evitar cualquier

pérdida del contenido por evaporacion. Una vez rotulada la placa de 96 con la clase de DOP-PCR

en cuestion y el tipo de muestra se le dio un breve pulso de centrifuga. Se llevo luego la placa al

termociclador (BioRad)

El programa del termociclador (BioRad) fue el siguiente:
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g4 °C a4 °C
—\Eﬂj; 72°C 72°C
- 1:00 \B60°C™
03:00 2:00 | 8:00
1:30
49C
e a]
1x 30x 1x Tx
Rampa 0’1 °C/

Se hicieron dos programas de PCR: uno para PCRs con los primers DOP1 y DOP3, otro
para PCRs con DOP?2 (la tinica variacion sera la temperatura de anillamiento del segundo ciclo de
amplificacion). Una vez finalizada la PCR se corri6 una porcion de la DOP-PCR en un gel de
agarosa al 1% para evaluar el resultado. Se reemplazo la tapa selladora de la placa de DOP-PCR por
una tapa de plastico. Las tapas selladoras se lavaron con agua y se dejaron secar en la estufa
(Memmert). Se cargaron 4ul de cada DOP-PCR en el gel. El aspecto de la DOP-PCR fue el de un
conjunto de bandas de entre 2kb y 200 pb. Las placas de DOP-PCR se conservaron con las tapas de

plastico, en el congelador a -20°C.

El modo de trabajo es idéntico al de la DOP-PCR aunque varian los reactivos y los ciclos de PCR.
En la Aminolinking-PCR partimos de 2ul del producto de DOP-PCR para su reamplificacion con un
volumen total de reaccion ahora de 50pl. Se realizé aminolinkig PCR para cada placa de DOP-PCR,
Aminolinking de 1a DOP1 — PCR, de 1a DOP2-PCR y de 1la DOP3-PCR por separado. Se dispenso
en una placa de 96 pocillos 2ul del producto de la DOP-PCR en cada pocillo. Se preparé la mezcla

de reaccion anadiendo en ultimo lugar la enzima Taq polimerasa (Promega).
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Volumen de reaccidén para un pocillo

ADN DOP-PCR 2ul
Tampon de Aminolinking Sul
Cebador de Aminolinking 4,16ul
20puM

dNTP’s (10mM cada) (Eppendorf) | 1,25ul

Enzima Taq Polimerasa (Promega) 0,5ul

H20 (milliQ autoclavada) 37,09ul

48 ul de mezcla de reaccion en cada pocillo de la placa de 96 Axygen (Bonsai
Technologies). Se selld a continuacion la placa de PCR asegurandose que todos los pocillos
quedaran bien cubiertos para evitar perder parte del contenido por evaporacion y se rotul6 cada una
adecuadamente (AMINOLINKING-DOP1, AM-DOP2 6 AM-DOP3). Se le dio un pulso de

centrifuga a las placas y se llevaron al termociclador (BioRad).

El programa del termociclador (BioRad) de la AMINOLINKING-PCR fue el siguiente:

95°C gs°C
790c| 72°C
10:00 | 01:00 00l 1000
Ly
01:30 49
=]
1x 35X 1x %

Tras la PCR se comprobé que habia salido bien cargando 3ul de la DOP-PCR en un gel de
agarosa (Laboratorios Conda). Debio aparecer un patron de bandas semejante al obtenido tras correr

la DOP-PCR ya que la aminolinking PCR es tan solo una amplificacion de los productos de la
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DOP-PCR. Finalmente se guardaron las placas en el congelador a -20 °C hasta el momento de

procesarlas para el espoteo.

En cada placa amplificada se dejo un pocillo sin afiadir ADN de BAC, al que se afadio

mezcla de reaccion como al resto de pocillos y que se sirvid de control negativo.

Tampon TAPS, para 100ml:

6,08g de TAPS (N-tris(hydroxymethyl)methyl-3-amino-proanesulphonic acid) (Sigma)
2,20g de Sulfato Amonico (Sigma)

60ml de agua milliQ

2,5ml de MgCl2 IM (Merck)

Se ajusto el pH a 9’3 con una solucion de KOH 2M. Filtrado con filtro de 0°22um
(Millipore). Esterilizacion con luz UV 1 hora. Al buffer TAPS se le afiadio BSA (Sigma) y -

mercaptoetanol (Sigma) antes de hacer la DOP-PCR de acuerdo a la siguiente relacion:
480ul de Solucion TAPS + 16’5ul de BSA 5% + 3,5ul de B-mercaptoetanol

Solucién W-1 1%:
0°25g de W-1 o Brij58 (Polyethylene glycol hexadecyl ether, Sigma) en 25ml de agua milliQ.

Filtrado con filtro de 0°22um (Millipore) y esterilizado con UV en campana (Telstar) 30 minutos.

Tampon de AMINOLINKING, para 10 ml:

Tris-HCI 1M pH 8’5 0,5ml (50 mM en la solucion final)
MgCl2 M 0°25ml (25 mM en la solucidn final; Merck)
KCl3M 1’67ml (500 mM en la solucion final; Merck)

Agua milliQ autoclavada 7°58ml

Filtrado con filtro de 0°22um (Millipore). Esterilizacion con UV durante 30 minutos.

Cebadores DOP vy cebador de Aminolinking (Metabion).

Cebadores purificados por HPLC. El cebador de Aminolinking se pidié aminomarcado en 5’ en el

carbono C6. Los cebadores una vez recibidos liofilizados se resuspendieron en agua milliQ a una
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concentracion de 100pmoles/pl (100uM). A partir de este vial stock se crearon alicuotas de 20uM

que fueron las usadas en el experimento.

dNTP’s (Eppendorf).

Mezcla de ANTP’s a una concentracion de 10mM cada dNTP.

Amplitag DNA Tag Polimerasa (Applied Biosystems).
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8. Técnicas de analisis de la expresidon génica.

Se us6 ARN extraido y purificado con el kit RNeasy mini (Qiagen). La evaluacion de la integridad y
calidad del ARN fue un paso fundamental previo en el analisis de la expresion génica. Se utilizo el
sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, EEUU), para medir la concentracion
y al mismo tiempo valorar la calidad del ARN, con el kit RNA 6000 Nano LabChip (Agilent) con el
que se pueden medir hasta 12 muestras (1pul por cada una) en un rango de concentracion entre 25 y

250ng/pl.

Para cada muestra el bioanalizador calculd automaticamente la relacion entre las areas de
las bandas ribosomales 28S y 18S, que idealmente debe estar entre 1,8 y 2,1, siendo este parametro
utilizado como indicador de la calidad de la muestra. Un ratio distinto al mencionado indico
degradacion parcial de la muestra o contaminacion de la misma pudiendo llegar a desaparecer las
bandas si el ARN estaba degradado totalmente. Los picos mas diferenciados y de mayor tamafio se
corresponden con las fracciones ribosémicas 18S y 28S. La linea entre 28S y la fraccion 18S ha de

ser practicamente recta y los picos pequefios corresponden a pequefias moléculas de ARN.

Figura 9.
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Se parti6 de 5ug de ARN total para todas las muestras. Se utilizo el kit One Cycle cDNA Synthesis
(Affymetrix, Santa Clara, CA, EEUU).

Sintesis de la primera hebra de ADNec.

Se mezclo en un tubo eppendorf el ARN de cada muestra y el primer T7-(dT), Se incubd a 70°C
durante 10 minutos. Se enftri6 la reaccion en hielo durante 2 minutos y se afiadieron el tampon de
sintesis de la primera hebra de ADNc 5X, el DTT (0,1M) y la mezcla de dNTPs (10mM). Se incubo
todo a 42°C durante 2 minutos y por ultimo se afiadio 1.5ul de la enzima SuperScript Il RT. Se

mezcld todo y se dejo 1 hora a 42°C.

Sintesis de la segunda hebra de ADNc.

Se enfriod la reaccion y se afiadieron:

H,0 DEPC, el tampén de sintesis de la segunda hebra de ADNc 5X, la mezcla de ANTPs (10mM),
la enzima ADN ligasa (10U/ul), la enzima ADN polimerasa I (10U/ul), y la enzima ARNasa H. Se
mezclo todo bien y se incubd a 16°C durante 2 horas. Se afiadieron 2ul (10U/pul) de la enzima T4
ADN polimerasa con 5 minutos mas de incubacion a 16°C. Finalmente se adicionaron 10ul de

EDTA 0,5M.

Purificacion de la doble hebra de ADNc.

Se realizd a temperatura ambiente. Purificacion mediante una extraccion con Fenol/Cloroformo
(PLG -Phase Lock Gels, Eppendorf). El PLG formé una barrera inerte entre las fases acuosa y
organica. A este gel, en alicuotas de 1,5ml, se afiadieron la muestra y el fenol/cloroformo. EI mismo
volumen de muestra que se tenia de ADNc se afnadié de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). Se centrifugd el tubo de PLG a 13.000g durante 20-30segundos, para precipitar el gel. Se

transfiri6 todo el volumen a otro tubo de PLG y se centrifugé a 13.000g durante 2 minutos (no se
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di6 vortex ya que el gel no debia llegar a ser parte de la suspension). Se pasé la fase acuosa con el

ADN a un tubo nuevo de 1,5ml.

Precipitacion del ADN con etanol.

Se anadieron 0,5 volumenes de NH,AC 7,5M (Sigma) y 2,5 volimenes de etanol absoluto (Merck)
frio a la muestra y se mezcld. Centrifugacion a 13.000g durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se retir6 el sobrenadante y se lavo el pellet dos veces con 0,5ul de etanol frio al 80% (Merck).
Nueva centrifugacion a 13.000g durante 5 minutos a TA. Se dejo secar el ADN y una vez seco se
resuspendio en 12l de agua DEPC (Ambion). Se comprobo la sintesis del ADNc en un gel de
agarosa (Laboratorios Conda) disolviendo 0,8g en 50ml de TBE (Tris base 0,004 M, acido bérico
0,001 M; EDTA 0,5 M; pH 8) con BrEt (0,5 mg/mL) para un gel al 1,6%.

Una vez sintetizado el ADNc de doble cadena, se realizé una transcripcion in vitro (IVT) y marcado
fluorescente mediante el kit BioArray RNA labeling (Enzo, Farmingdale, NY, EEUU). El resultado

final fue una amplificacion lineal (entre 40-80 veces) del ARN.

IVT.

Se juntaron el ADNc con el tampén de reaccion HY 10X, la mezcla 10X de ribonucledtidos
marcados con biotina, el DTT 10X, el inhibidor de ARNasa 10X y la enzima 20X T7 ARN
polimerasa. Se incubd a 37°C en un baiio (Julabo) durante 5 horas, mezclando cada 45 minutos. Una
vez transcurrido el periodo de incubacion, se siguid con el proceso de purificacion como se ha

descrito.
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Cuantificacion del ARNc.

La concentracion del ARNc se determino midiendo la absorbancia a 260nm (A49) en un Nanodrop
(Termo Fisher). Hay que tener en cuenta que la absorbancia de una unidad a 260nm se corresponde

con 40ug de ARN por ml.

[ARN] (ng/ml) =40 x Aygox factor de dilucion.

La relacion entre los valores Aygo/Asgo debid ser aproximadamente 2. Los rangos entre 1,65
— 2,2 también se consideraron aceptables para disponer de un ARN de buena calidad. Se comprobo

este ARNc en un gel de agarosa al 1% (Laboratorios Conda).

Fragmentacion del ARNc.

Posteriormente tuvo lugar la fragmentacion de 25ug de ARNc a 95°C con MgCl, a 10mM. En dicho
proceso se obtuvieron fragmentos de ARNc de entre 35 y 200 pares de bases, Optimos para la
correcta hibridacion en los chips. Affymetrix recomienda que el ARN utilizado en la fragmentacion
estuviera lo suficientemente concentrado (como minimo una concentracion de 0,6 ug/ul) para

mantener un volumen pequefio durante este proceso.

Se anadieron 2ul del tampoén de fragmentacion 5X (200mM Tris-acetate pH 8,1, 500mM
KOAc, 150mM MgOAc) por cada 8ul de ARNc. Se incubo a 94°C durante 35 minutos enfriando en
hielo tras la incubacion. Se guardd una alicuota con al menos lpg del ARNc fragmentado para

correr en un gel de agarosa (Laboratorios Conda).

Se hibridaron 15pg del ARNc fragmentado de cada muestra, junto con los controles internos de la
transcripcion, hibridacion y marcaje en el array de Affymetrix durante 16horas a 45°C con rotacion

constante a 0,4g. Después de la hibridacion, se realizé la tincidon con estreptavidina-ficoeritrina
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(SAPE) (10pg/ul) y anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados (3pug/pl). Tras las tinciones y
lavados, estos chips fueron escaneados con un Agilent GeneArray Scanner Version G2.5007
(Agilent). Cada chip fue escaneado dos veces, durante 5 minutos cada vez y el resultado se
comprobd con el programa Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0, Affymetrix), con el que también se

realizaron los analisis de las intensidades absolutas de cada sonda.

Test 3.

Antes de la hibridacion de los chips humanos (HG-U133A) se hibridaron los test que
proporcionaron informacién sobre el estado del ARNc fragmentado de cada muestra. Los chips
comerciales tipo Test3 contienen Unicamente genes control, necesarios para NUMErosos procesos
celulares en un amplio rango de tipos celulares y tejidos, y cuya expresion no depende del estado de
desarrollo, fisico o patoldgico de la célula, como GAPDH y otros genes que no pertenecen al

organismo en estudio.

GeneChip Human Genome-U133A (HG-U133A).

El protocolo de hibridacion del HG-U133A es igual al de hibridacion del Test3. Se emplearon los
15ug de ARN usados en la hibridacion del Test3.

Los arrays fueron escaneados usando el Gene Array Scanner de Affymetrix y verificados mediante
el programa DNA-Chip Analyzer (DChip) (Affymetrix). Todos los experimentos se llevaron a cabo
con duplicados biologicos de cada una de las muestras (clon shARNi, mock y TC71 wt) y en los
dos estadios temporales, temprano (T1) y tardio (T8). El modelo de chip empleado fue el
Affymetrix HG-U133A. Los datos de los arrays de expresion fueron analizados mediante dos
programas bioinformaticos diferentes: GeneData Refiner (GeneData, Basilea, Suiza) basado en el
método MASS5 y Genetrix (EpiCenter Software, Pasadena, CA, EEUU). Genetrix emplea el
software Probe Profiler y lleva a cabo un analisis del tipo Gene Screen mediante la regresion de
Cox. GeneScreen da dos valores para cada gen: el primero es un valor de p que mide Ila

"significacion de la asociacion" (en este caso la asociacion con el clon shRNA1); el segundo valor es
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el valor de la t estadistica que mide la fuerza o magnitud de la asociacion. Obtuvimos listas de los
300 genes mas significativamente asociados a con la inhibicion de la fusion y de los 300 que no lo
estaban; todos ello se combinaron en una tnica lista sobre la que se llevd a cabo un analisis del tipo
de agrupamiento jerarquico que claramente nos permite diferenciar entre el clon shRNAi y el mock
y TC71 wt. El otro programa de analisis, GeneData Refiner se basa en el método MASS. Los
valores de expresion absolutos para cada sonda se calcularon mediante el software MAS 5.0. En
todos los casos se cumplian los criterios de una hibridacion de buena calidad: Scaling factor (SF)
menor de tres veces, es decir, el SF mas elevado no superaba en 3 veces al mas bajo; proporcion
entre la sefal del extremo 3" de GAPDH vy el extremo 5 inferior a 2,5; y nimero de sondas
presentes en el chip superior al 40%. La normalizacién se realizd con la mediana. Para filtrar
aquellos genes cuya sefial no era fiable se usaron los ratios 3°’/5’ de los genes controles
housekeeping GAPDH y B-Actina y la condensacion de las intensidades de los valores sefial usando
la denominada Absent Detection Call. El agrupamiento se basé en este caso en la medida de la
distancia euclidea y en los métodos de Single Linkage / Complete Linkage. Para la identificacion de
genes de expresion diferencial se realizaron tests del tipo two-sample, two-sided t entre las muestras
“shRNAi” / “TC71wt”, “pS” / “TC71wt” para cada condiciéon y en cada estadio temporal. Se
seleccionaron como genes candidatos aquellos con un valor de p inferior a 0,05 y con un cambio del

nivel de expresion de al menos 2.
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0. Técnicas de interaccion ADN-proteinas.

El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina se hizo con el EpiQuikTM Chromatin
Immunoprecipitation Kit (Epigentek, Brooklyn, NY, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Para cada muestra analizada se empled un set de anticuerpos:

1.8ug de IgG como control negativo

1.8ug del anticuerpo anti-ARN polimerasa II como control positivo (proporcionado por el Kit)

4.0pg del anticuerpo policlonal anti-cabra EWS (C-19, Santa Cruz BT)

5.0pg anticuerpo anti-V5 (Invitrogen). Anticuerpo anti-V5 para immunoprecipitar las proteinas

de fusion con el epitopo V5.

Como control adicional bajo el nombre Input DNA: mezcla sin anticuerpo de la

cromatina pre-limpiada y de los complejos ADN—proteina antes de la inmunoprecipitacion.

Los extractos celulares se sonicaron en 4 ocasiones mediante un pulso constante de 10
segundos (100Julios; 40% de amplitud) en un sonicador del tipo Vibra Cell 500 Watts (Sonics)
generando fragmentos de 300 a 1000 pb. El1 ADN purificado fue clonado y sometido a una
amplificacion por PCR. Como cebadores control para la PCR se usaron los descritos en el
articulo de Zupanska et al (491). Los controles, uno anti-ARN polimerasa II con secuencias
regulatorias immunoprecipitadas del promoter del gen G3PDH y otro IgG de ratdn,
reconocieron la region gendmica no codificante localizada entre el gen G3PDH y el gen CNAP1
y generaron productos de PCR para cada muestra en los que no encontramos diferencia alguna
entre el mock (pSUPER) y el clon shARNi Los cebadores usados para la secuencia putativa de

reconocimiento de EWS-FLI1 en el promotor de TOPK fueron:

Cebador del promotor de TOPK sentido: 5°’- GGGCCGCTCATTTCTGTTTCGAGGTA-3’

Cebador del promotor de TOPK antisentido: 5’- AGTTGCGGGGCTTTGTCACCTACAT-3".
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Amplicon de 117 pb. Los cebadores se localizaron entre el sitio +1 del inicio de
transcripcion y las 500 primeras pb aguas arriba de la secuencia proximal del promotor del gen.
El programa de PCR consté de 38 ciclos de amplificacion de 20s a 94°C, 30s a 57°C y 30s a
72°C con un paso previo de desnaturalizacion de 3 minutos a 94°C y una fase de extension final
de 2 minutos. Los productos de la PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 2% (Laboratorios

Conda).

La sonicacion generd en el ADN extremos protuberantes cortos (predominantemente 5°-P y 3°-
OH), que fueron tratados con la enzima T4 ADN polimerasa (Promega) para rellenar los
mismos. El paso siguiente consistido en el tratamiento de los cebadores adaptadores con la
enzima fosfatasa alcalina de ternero (Fermentas, Vilnius, Lituania). Debido a que los cebadores
adaptadores no fueron modificados con un grupo fosfato en el extremo 5°, los cebadores

adaptadores se ligaron con el extremo 5’ del transcrito de ADN.

Secuencia de los cebadores adaptadores 1 y 2:
Cebador adaptadorl: 5°-GCC GAT TCA TTA ATG CAG ATC TCG ATC CCG-3’
Cebador adaptador 2: 5°-CGG GAT CGA GAT CTG CAT TAA TGA ATC GGC-3’

Ligacion del cebador adaptador 1 con el transcrito de ADN. La concentracion del ADN
adaptador era de 10nM y el numero esperado de moléculas del transcrito de ADN en la solucion
fue ajustado mediante diluciéon a la unidad. Volumen de ligacién de 10ul. Ligacion a 16°C

durante 2 horas, con posterior inactivacion de la ligasa durante 5 minutos a 65°C.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo con el cebador adaptador 2 y la enzima Taq
ADN polimerasa Industrial GMP Grade (Roche) generando extremos protuberantes A

compatibles con los extremos protuberantes en T del vector pPGEM®-T Easy (Promega).

Programa de la PCR: primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante 3 minutos, 60
ciclos consistentes en 30s a 95°C, 20s a 60°C y 1 minuto a 72°C y un paso de extension
adicional de 5 minutos a 72°C. Los productos amplificados de la PCR se resolvieron por

electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
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Se us6 el anticuerpo Anti-V5 para inmunoprecipitar la proteina de fusion con el epitopo V5
segun el protocolo detallado por el fabricante (Invitrogen). Se procedié a la secuenciacion de los

complejos inmunoprecipitados de la proteina de fusion EWS-FLI1 y analisis por medio de la

trampa i6nica (Thermo).
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10. Técnicas de citometria de flujo.

Durante la apoptosis ocurren cambios en la superficie celular. Un proceso temprano es la
pérdida de asimetria en los fosfolipidos de la membrana, que altera la carga e hidrofobia de la
misma. La anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos, dependiente de Ca™", que se une
con gran afinidad a los residuos de fosfatidilserina de la membrana celular. En una célula
normal, estos residuos estan en la cara interna de la membrana y son inaccesibles para la
anexina V, a menos que se permeabilice la membrana. En la fase inicial de la apoptosis los
residuos de PS quedan expuestos en la cara externa de la membrana, este proceso es irreversible
y la célula termina muriendo por apoptosis. Cuando la célula se encuentra en una fase mas
avanzada de apoptosis, la membrana celular se permeabiliza, y el ioduro de propidio (IP)
(Sigma) es capaz de marcar el ADN del nucleo. Este marcaje adicional nos permite diferenciar

entre las células en apoptosis tardia y las células necroticas.

Figura 10.
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-g ‘é— M Anexina V (-)/IP(-): Células vivas
g M Anexina V (-)/IP(+): Células necréticas
3 B Anexina V (+)/IP(-): Células apoptéticas tempranas
_% Anexina V (+)/IP(+): Células apoptéticas tardias
o

Anexina

El analisis se llevo a cabo mediante marcaje con anexina V e IP con un kit comercial de

Immunostep, Salamanca, Espafia.

Se sembraron las células a una densidad de 100.000 células por pocillo de una placa de

24 pocillos. Cuando se hubo de incubar con farmacos se sembraron a una densidad inferior en
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funcioén del tiempo de incubacion con los farmacos: 24, 48 o 72h, tratando siempre de evitar que

las células llegaran a confluencia.

Se recogio el medio de cada pocillo y se pasé a un tubo de citometria de 1,5ml (Falcon,
BD). Se anadieron 300ul de tripsina/EDTA (Invitrogen/Life Technologies) a cada pocillo y se
dejo actuar entre 3 y 5 minutos para afiadir a posteriori 500ul de PBS 1X y levantar las células
de cada pocillo que se depositaron en su tubo de citometria correspondiente. Se centrifugd a
1300rpm durante 5 minutos, se aspird el PBS y se afiadio nuevamente 1ml de PBS 1X y se
resuspendio el pellet celular por vortex. Se volvid a centrifugar en las mismas condiciones, se

retird el sobrenadante y se incub6 con una mezcla de:

2,5ul de Anexina V
10ul de IP
Tampo6n de union hasta 200ul

La solucion de tampoén de union se diluyd 1:4 en agua destilada. 15 minutos de
incubacion en la oscuridad e inmediato andlisis en el citdmetro de flujo FACSort (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EEUU) mediante el programa CellQuest (Becton Dickinson)
pasando al menos 20.000 células a una velocidad de no mas de 500-800cél/segundo. El analisis

de los datos se llevo a cabo usando el software Paint-a-Gate (Becton Dickinson).

Analisis de ciclo celular mediante marcaje con IP que se une al ADN permitiendo analizar el
contenido en ADN de cada célula marcada. Se sembraron las células a una densidad de 100.000
células por pocillo de una placa de seis pocillos. Si se incubaron con farmacos se sembraron a
una densidad inferior en funcioén del tiempo de incubacioén con los farmacos: 24, 48 o 72h,
siendo el aspecto mas importante el evitar que las células llegaran a confluencia para no tener un
analisis sesgado del ciclo celular ademas si es demasiado alto el nimero de células, éstas tienen

tendencia a agregarse debido al IP pudiendo atascar el citometro de flujo.

En primer lugar se aspir6 el medio de cultivo de cada pocillo y se levantaron las células
usando 300ul de tripsina/EDTA (Invitrogen/Life Technologies) durante 3-5 minutos y

afiadiendo posteriormente 500ul de PBS 1X. Las células una vez levantadas se pasaron a tubos
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de citometria de 1,5ml y se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos. Tras centrifugar se
elimino el sobrenadante y se fijo el pellet celular con 700pl de etanol 70% (preenfriado a -20°C)
(Merck) durante toda la noche habiendo tapado previamente los tubos con parafilm (Alcan). Al
dia siguiente se retiré el parafilm (Alcan) y se afiadio a cada tubo Iml de PBS 1X y se
centrifugé a 1800rpm 5 minutos repitiendo este paso de lavado una segunda vez. Tras el

segundo lavado se pas6 a marcar con IP de acuerdo a la siguiente formula por tubo:

PBS 1X I ml
IP 5ul
ARNasa 5ul

Se anadi6 ARNasa para degradar el ARN presente en las muestras. Se dejaron incubar
los tubos marcados durante 1 hora, en agitacion a TA y protegidos de la luz en posicion
horizontal en un agitador de balanceo (Heidolph) para que se mezclara bien el contenido. Tras
esa hora se procedid a analizar los tubos en un citometro de flujo FACSort (Becton Dickinson)
mediante el programa CellQuest (Becton Dickinson) pasando al menos 20.000 células por tubo
a una velocidad no superior a 400-500 células por segundo para evitar la aparicion de dobletes.

El analisis de los datos se llevd a cabo usando el software Paint-a-Gate (Becton Dickinson).
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11. Técnicas in vitro.

Medicion del grado de proliferacion celular de un cultivo celular mediante la utilizacion del
ensayo MTT que mide la actividad deshidrogenasa mitocondrial. El reactivo MTT es el 3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma). El ensayo de MTT es un
método colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad metabolica de las células viables.
Las células metabolicamente activas reducen en la mitocondria la sal de tetrazolio (MTT), de
color amarillo e hidrofilica, a un compuesto hidrofobico (formazan), de color azul oscuro. Tras
la captacion del MTT (Sigma), las células se rompen y se solubiliza el formazan con DMSO
(Merck). La absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al nimero de células

viables.

Se analizaron 3 experimentos independientes realizados por cuadriplicado, los datos se
presentan como la media + desviacion estandar de cuadruplicados. El ICs, se calculd con el

programa Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, WA, EEUU).

Se sembraron 200.000 células por pocillo de placa 24 por duplicado o triplicado para
cada condicion. Se dejaron crecer las células durante 24 o 48h. El experimento se llevo a cabo
con las células en fase exponencial de crecimiento evitando que llegaran a estar confluentes.
Una vez que los pocillos estuvieron listos se aspir6 el medio de cultivo de los mismos. Se
prepard una mezcla 1:10 de MTT (Sigma) y el correspondiente medio de cultivo celular para
afiadir 300ul por pocillo. E1 MTT (Sigma) se disolvié en PBS 1X a una concentracion de Sug/pl
y se guardod a -20°C protegido de la luz. Los 300ul de la mezcla se depositaron poco a poco
sobre cada pocillo y se incubaron las placas, 1h a 37°C en el incubador (Heraeus, Thermo),
protegidas de la luz. Transcurrida la hora se aspir6 la mezcla de los pocillos y se afiadio el
dimetil sulfoxido, DMSO (Merck). El volumen de DMSO (Merck) a afiadir dependera de lo
oscuro que estuviera el pocillo, si estaba muy oscuro se afiadié mas volumen (1000ul) para que
se diluyera la sefial y no saturara la lectura posterior y viceversa, si la sefial era escasa se afiadio
menos DMSO (250-500ul) (Merck) para no diluir en exceso. Se dejaron agitando las placas
protegidas de la luz en un agitador (Heidolph) de 10 a 15 minutos a TA para que se mezclara
bien el DMSO (Merck). Transcurrido ese tiempo se midié la absorbancia a 570nm en un lector

de placas (Ultra Evolution Microplate Reader, TECAN, Minnedorf, Suiza).
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La dosis respuesta de proliferacion de las lineas celulares tras la administracion de
NVP-AEWS541, LY294002 y PD98059 se calculo6 para determinar el ICsq de proliferacion. Las
células fueron incubadas con NVP-AEW541, LY294002 y PD98059 durante 72horas hasta
alcanzar un grado de confluencia del 30%-50%. Este experimento fue repetido en varias

ocasiones. Los datos se presentan como la media + sd de cuadruplicados.

Ensayo usado para analizar el efecto de la inhibicion de EWS-FLI1 en el crecimiento
independiente de anclaje mediante la formacion de colonias en agar blando. 1000 células/Iml de
medio de cultivo fueron resuspendidas en el respectivo medio de cultivo con 0.3% Agar Noble
(DIFCO, BD, Franklin Lakes, NJ, EEUU) y posteriormente se sembraron en los pocillos de una
placa de seis previamente revestidos con 2ml de una capa basal de medio con 0.6% Agar Noble
(DIFCO, BD) a la que se dejo solidificar. Las colonias celulares surgidas fueron contadas y

fotografiadas a los 7 dias con una camara digital (Sony, Tokio, Japon).

Este experimento fue repetido en varias ocasiones. Los datos se presentan como la

media + sd de cuadruplicados.

Por cada punto a analizar se usaron las placas crecidas en confluencia en una placa de 10 cm de
diametro. Se cambid el medio de cultivo celular a cada placa y se lavé con PBS 1X, para
posteriormente levantar las c€lulas con tripsina/EDTA (Invitrogen). Las células se recogieron en
un falcon de 15ml y se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y

se resuspendieron en medio sin suero.

Con la ayuda de una camara Neubauer (Nahita, Auxilab Beriain, Pamplona) se
contabilizd el nimero de células por ml de medio y se sembraron 100,000 células por pocillo en
una placa de 24 pocillos (Corning Incorporated Life Sciences, Acton, MA, EEUU). Cada
pocillo llevaba incorporado un transwell (BD). Previamente se habia afiadido 500ul de medio
de cultivo celular al fondo de cada pocillo. Se dejaron incubar las placas overnight en el
incubador (Heraeus, Thermo) (37°C y 5%CQO,. Al dia siguiente se elimin6é con ayuda de un

bastoncillo las células que no habian migrado y que continuaban en la parte superior del
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transwell (BD). Aquellas células que migraron a la parte inferior del transwell (BD) se fijaron
por inmersion en una solucion de paraformaldehido al 4% (Merck) en PBS durante 15 minutos.
Tras 3 lavados con PBS 1X, se tifieron con una solucion de azul violeta (Sigma) por espacio de
30 minutos, se aclararon bien con agua y se dejaron secar brevemente. Se recortaronn entonces
las membranas de los transwell (BD) y se depositd cada una en un pocillo de una placa de 96
pocillos (Falcon, BD) con 300ul de acido acético glacial 10% (Merck). Se leyé entonces la
absorbancia de cada pocillo en un lector de placas a 570nm (TECAN).

Este experimento fue repetido en varias ocasiones. Los datos se presentan como la

media + sd de cuadruplicados.

En primer lugar se crecieron las células en una placa de 10cm de didmetro hasta alcanzar un
grado alto de confluencia. Se extrajeron las proteinas lavando con PBS1X tras aspirar el medio
de cultivo de la placa. Posteriormente con la ayuda de un raspador (Sarstedt) se levantaron las
células de la placa y se pasaron a un tubo eppendorf de 15ml. Centrifugacion a 1500rpm, 5
minutos a 4°C. Se aspir6 el sobrenadante y de nuevo se lavdé con PBS1X y se volvid a
centrifugar en las mismas condiciones aspirando tras ello el sobrenadante. Se afiadi6 entonces al
pellet celular el tampdén de lisis CHAPS (aproximadamente 10 veces el volumen del pellet
celular) para solubilizar el pellet, dejando que se lisaran las células durante 30 minutos a 4°C.
Centrifugacion durante 30 minutos a 12,000g a 4°C para recoger el sobrenadante que contenia
la telomerasa y almacenarlo a -20°C. Todos los pasos se llevaron a cabo con los tubos en hielo.
Se determiné la concentracion del extracto proteico mediante el uso de Coomassie (Bradford)
Protein Assay Reagent (Pierce) leyendo en un lector ELISA a 570 nm (TECAN). Extractos

proteicos guardados a —80°C.
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Una vez estan listos y medidos los extractos proteicos. Generacion de la matriz con el kit
Fluorescent Amidite matrix Standards (Applied Biosystems). Analisis en un secuenciador ABI

Prism 310 HD Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Los estandar fueron usados para dar lugar a una matriz de multicomponentes que nos
permitiera una 4 color fluorescent fragment detection. El set de las 4 matrix standard se corri6
una vez para generar un archivo matriz que se aplicd luego a todas aquellas muestras que se
corrieron bajo unas mismas condiciones. Las matrix standard venian ya listas en el kit y pre-
mezcladas con azul dextran para ser corridas en un gel. Comprenden 28 fragmentos de ADN

desde 37 a 14079 pb.

Los 4 colores usados, Filter set D, fueron:
G-Fam azul
Ned amarillo
Hex verde

Rox rojo

Para la matriz se prepar6 en un tubo especial ABI Prism la siguiente mezcla para cada

estandar: 15ul formamida (Merck) + 2ul estandar.

2 minutos de desnaturalizacion a 90°C y luego en hielo hasta cargar en el secuenciador.
Se carg6 el polimero Pop4, se limpié con agua para cromatografia liquida y etanol (Merck).
Temperatura de 60°C durante 40 minutos. Test CCD4 Color en primer lugar, luego los 4 colores
y por ultimo sequence fill capillary.

Muestras que se incluyeron en el analisis:
3 controles positivos (K+) lineas STAET-1, KAN y SKNSH
1 control negativo (K-)

un control inactivado por calor (HI): 7ul del control positivo calentando 10 minutos a 85°C.

Se ajustaron las concentraciones proteicas a 10ng/ul con tampon CHAPS.
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Condiciones de la PCR TRAP — ASSAY :

Mezcla: 23ul de la master mix + 2ul lisado proteico. Todos los pasos en hielo.

Master mix:

2,5ul de Tampon TRAP 10X del kit

2,5ul de ANTP’s (2mM) (Eppendorf)

0,25ul de FAM primer mix (111-01) (15uM) preparado en fresco del 100uM stock protegido de
la luz

0,5ul de TRAP-Primer Mix

17,05ul de H,O (DEPC) (Ambion)

0,2pl de la enzima Taq polimerasa (Promega)

Programa de temperaturas de la PCR (TRAP - 90):

1) 3 minutos 37°C,

2) 30 minutos 30°C

3) 5 minutos 94°C

4)30s 94°C

5) 45s 55°C 35 repeticiones
6) 45s 72°C

7) 90 minutos 72°C.

Preparacion de las muestras para el analisis de fragmentos en el secuenciador ABI 310

(Applied Biosystems). Mezcla: 10,2ul formamida + 0,8ul standard 1000 Rox + 4pul producto de

la PCR en un tubo especial ABI. 2 minutos de desnaturalizacion a 90°C.
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12. Técnicas de inmunohistoguimica.

En el caso de las lineas celulares, se emplearon dos métodos diferentes en funcion del soporte
de crecimiento de las c€lulas, bien en placas para luego dar lugar a un pellet celular en bloques

de parafina o sobre porta-objetos.

Las lineas celulares se sembraron en placas de 10cm y se dejaron llegar a un nivel alto de
confluencia (80-90%). Se despegaron de las mismas usando un raspador (Sarstedt), se
recogieron en un falcon con medio de cultivo y se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos,
eliminando posteriormente el sobrenadante. Se afiadieron 10ml de PBS 1X al pellet celular y se
volvieron a centrifugar las muestras en las mismas condiciones dos veces. Tras la ultima
centrifugacion se afiadieron 10ml de formaldehido 40% (Surgipath, Richmond, IL, EEUU),
dejandolo actuar una hora para fijar las células a TA. Seguidamente se centrifugaron las células
a 3000rpm durante 5 minutos y se decant6 el sobrenadante pasando el pellet celular con una
pipeta Pasteur a un trozo de papel de filtro previamente cortado al tamafio adecuado de un
casete histologico y mojado en formol (Surigpath). Con una hoja de bisturi se agruparon las
células en el centro del papel y sobre ellas se colocd otro papel humedecido en formol
(Surgipath). Se identificd el casete, se monto el cassette con dos esponjas humedecidas en
formol y se llevo al procesador de tejidos (Thermo), procesando el pellet con un protocolo de
inclusion rapida. Terminado el proceso, se secO el casete y se le introdujo en parafina
(Histoplast, Thermo, Waltham, MA, EEUU) del aparato dispensador (SakuraTissue-Teck,
Torrance, CA, EEUU) realizando el bloque de parafina (Histoplast). Finalmente se realizaron
cortes de 2-3um en el microtomo HM 310 (Microm, Walldorf, Alemania), fijandolos a los
portaobjetos Superfrost Plus (Menzel, Bielefeld, Alemania) y guardando las preparaciones a

TA.

Las lineas celulares fueron sembradas sobre porta-objetos (Menzel) dentro de las placas de

cultivo, de manera que las células crecieran directamente adheridas al porta (los portaobjetos
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utilizados no necesitaron ninglin tratamiento especifico para facilitar la adherencia celular). Una
vez crecidas las células se retird el medio de cultivo y se fijaron con metanol-acetona (Merck):
se introdujeron los portas en coplin-jar (Afora) que contenian PBS 1X frio (4°C), durante 10
minutos y a continuacion se pasaron a otros coplin jar con metanol (-20°C) (Merck) durante 10
minutos. Seguidamente se pasaron los portas a coplin jar con acetona fria (Merck) (-20°C)
durante 1 minuto y finalmente se sacaron del coplin jar y se dejaron secar a TA durante el

tiempo necesario. Los portas se guardaron a -20°C hasta que fueron usados.

Desparafinacion.

Inicialmente se empezo por desparafinar los cortes calentandolos en una estufa (Memmert) a
60°C, ON e introduciéndolos posteriormente en xilol (Panreac, Castellar del Valles, Barcelona),
durante 8 minutos, repitiendo este paso 3 veces. A continuacion se colocaron los cortes en una

solucion de xilol/etanol 1:1, durante 5 minutos y seguidamente se empez6 la hidratacion.

Hidratacion.

En este paso se sumergieron las preparaciones sucesivamente en alcoholes de gradacion
decreciente (100, 96 y 80%) (Panreac) durante 4 minutos cada uno, sumergiéndolas al final en
agua destilada, durante 3 minutos o mas (en el caso de las células crecidas sobre portas estos

dos pasos no fueron necesarios).

Desenmascaramiento.

Dependiendo de la proteina que se quisiera visualizar, se han utilizados diferentes tipos de

desenmascaramiento.

a) Tratamiento con calor y quimico.

Microondas.
El desenmascaramiento por calor usando el microondas se hizo sumergiendo las muestras en
tampoén citrato pH6 (Roche-Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, EEUU), irradiandolas en el

microondas durante 10 minutos.
Baiio.

Se ha utilizado el aparato Discovery (Roche-Ventana Medical Systems) que tiene estos pasos

automatizados, en el cual se incubaron las preparaciones durante 56 minutos, entre 95°C-100°C.

166



Se utilizo6 el tampon Tris-EDTA pH 8 (Roche-Ventana Medical Systems) o el tampon citrato pH
6.

Tratamiento quimico y bloqueo inespecifico de proteinas.

Posteriormente, se hizo el bloqueo inespecifico de las proteinas de las preparaciones referidas en
el punto anterior con un kit propio del sistema Discovery, el Kit Omnimap (Roche-Ventana
Medical Systems).

Inhibicion de la peroxidasa enddégena.

Se incubaron las preparaciones con H,O, (Dako, Glostrup, Dinamarca) durante 10 minutos.
Incubacion con el anticuerpo primario.

Tras el desenmascaramiento se pasd a incubar las preparaciones con el anticuerpo primario
especifico, diluido en la solucidon diluyente correspondiente cada aparato, en el caso del
Discovery fue la solucion del Kit Omnimap (Roche-Ventana Medical Systems) y en el caso del

Autostainer fue DAKO Antibody Diluent (Dako, Glostrup, Dinamarca), durante 1 hora a 37°C,

haciendo posteriormente tres lavados con PBS 1X, durante 5 minutos.

Tabla 2.

AC Clon Dilucién Tipo Casa Comercial
Ki-67 MIB-1 1:75 Monoclonal DAKO
DAXI1 2F4 1:1000 Monoclonal no comercial

Incubacion con el anticuerpo secundario.

A continuacion se incubaron las preparaciones con el anticuerpo secundario (conejo-HRP
(Roche-Ventana Medical Systems) o6 raton-HRP (Roche-Ventana Medical Systems),
diluyéndolos en la misma solucién que los anticuerpos primarios, durante 30-40 minutos y

posteriormente se lavaron las muestras con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos.
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Revelado.

Se utilizo el método de visualizacion Envision-DAB (Dako) o el de Omnimap (Roche-Ventana

Medical Systems)

Deshidratacion.

Una vez terminada la reaccion de revelado las muestras se sumergieron en una bateria de
soluciones de etanol de gradacion creciente (80, 96 y 100%) y xilol (etanol 100% 1:1 y xilol
100%) (Panreac), durante 4 minutos en las soluciones de etanol y 5 minutos en las de xilol,

repitiendo el ultimo paso dos veces mas.

Montaje de las preparaciones.

Finalmente se montaron las preparaciones con DEPEX (Merck) y se guardaron para posterior

analisis al microscopio.

Meétodo de tincion para adipocitos. Una vez transcurrido el tiempo necesario para la
diferenciacion adipogéncia se eliminé el medio de cultivo de las placas de cultivo que contenian
los portas (Menzel) con las células crecidas sobre los mismos. Los portas se fijaron con
paraformaldehido al 4% (Merck) durante 10-15 minutos a 4°C. Posteriormente se lavaron dos
veces con isopropanol al 60% (Merck). Se tifieron entonces con la solucion de oil red durante
90 minutos a TA. Tras ese tiempo se retiro el oil red y se diferencioé con isopropanol. Se realizo
una contra-tinciéon con hematoxilina/eosina durante 5 minutos. Por ultimo se lavé con agua

destilada y se montd con glicerina (Sigma).

Solucién stock de oil red:

Oil red 0,5g (Sigma)

Isopropanol 99% 100ml (Merck)

Solucion de trabajo:

Solucion stock de oil red 30ml
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Agua milliQ 20ml

Se dejo reposar 15 minutos y se filtré (solucion estable durante 1-2horas).

Meétodo de tincion para los depdsitos de calcio de los osteoblastos. Una vez transcurrido el
tiempo necesario para la diferenciacion osteogénica se elimind el medio de cultivo de las placas
de cultivo que contenian los portas (Menzel) con las células crecidas sobre los mismos. Los
portas se fijaron con paraformaldehido al 4% (Merck) durante 10-15 minutos a 4°C. Una vez
fijados se afadio sobre cada porta la solucion de nitrato de plata (Sigma) al 1% dejando que
actuara durante 60 minutos con luz ultravioleta a TA. Se lavo luego con agua destilada y se
afiadi6 la solucion de tiosulfato sddico (Sigma) al 5% 5 minutos a TA. Nuevo lavado con agua
destilada y contraste con la solucién de fast red (Fluka, Sigma) durante 3 minutos a TA.

Deshidratacion, aclarado y montaje con Depex (Merck).

Solucion fast red:

Nuclear fast red 0,1g (Fluka, Sigma)

Sulfato amoénico 5g (Sigma)

Agua milliQ 100ml

En primer lugar se disolvio el sulfato amoénico (Sigma) en agua y posteriormente se
afiadié el fast red (Fluka, Sigma) lentamente calentando hasta hervir para que se disolviera.

Luego se enfrio y filtro.
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13. Modelo animal para el estudio in vivo.

Para estudiar la capacidad oncogénica del clon shARNi y su evolucion temporal se llevaron a
cabo estudios in Vvivo con ratones inmunodeprimidos. Este estudio fue revisado y autorizado por
el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca y se realizaré bajo las Normativas

Espaiiola y de la Union Europea (RD 1201/05 y 86/609/CEE, respectivamente).

En conjunto, en ambos experimentos se utilizaron 60 ratones jévenes NOD/SCID (Non-
Obese-Diabetic/Severe-Compromised-InmunoSystem) de una edad de 4-5 semanas
(NOD/CrCrl- Prkdc™™ Charles River, Charles River, Shrewsbury, MA, EEUU). La eleccién de
ratones tan jovenes responde al hecho de tener un modelo mas aproximado y real a la edad de

aparicion del SE en los pacientes.

Para inducir los tumores, se inyectaron subcutaneamente, en el flanco derecho de los
ratones, 5x10° células en fase de crecimiento exponencial, en una suspensién celular de
Matrigel de 200ul con un ratio 1:1 Matrigel Matrix (BD), con agujas de 27G (BD). Los
animales se anestesiaron con Isofurano (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, EEUU) para ser

inyectados.

Cuando los tumores empezaron a ser visibles y medibles se empezaron a medir usando un
calibre. Se hizo un seguimiento de la evolucion de los tumores y del efecto de los tratamientos
durante 4 semanas, valorando diariamente el estado de los animales. Al final del estudio los
ratones fueron sacrificados por sobreexposicion a Isofurano (Abbott Laboratorios) y los tumores
extraidos para su posterior analisis histopatologico. Todos los experimentos se realizaron bajo

campana de extraccion (Telstar) y en ambiente estéril.

2
Los volimenes tumorales fueron calculados segln la siguiente formula: (a b% ), donde

a es el diametro mas pequefio y b el mas grande.
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14. Técnicas de trabajo con células madre

mesenquimales humanas adultas.

Como vector inducible se usé el Tet-Off® Combi-tTA Gene Expression System (BD Clontech)
(492). Este vector combina las unidades de transactivacion y expresion génica en un mismo
plasmido Combi-tTA. El transactivador controlado por tetraciclina (tTA o tetracycline-
controlled transactivator) es una proteina de fusion de 37kDa compuesta por los dominios de
activacion TetR y VP16 que se une especificamente a TRE y activa la transcripcion en ausencia

de tetraciclina o doxociclina.

Se clonaron las fusiones EWS-FLI1 de tipo I, I1 y III en el vector plasmidico pcDNA3.1
(Invitrogen) y se amplificaron por PCR. Decidimos incluir un epitopo V5 para con posterioridad
poder inmunoprecipitar las proteinas de fusion con un anticuerpo antiV5. Para poder incluir un
epitopo V5 antes del codon de parada se realizaron dos rondas de PCR. La primera ronda de
PCR (cebador sentido EWS-FLI Scal y cebador antisentido primer V5) consto de 5 ciclos de
amplificaciones de 15s a 98°C, 20s a 57°C y 30s a 72°C. Paso previo de desnaturalizacion de 1
minuto a 95°C y uno de extension final de 1 minuto. La segunda ronda de PCR (cebador
sentido EWS-FLI Scal y antisentido V5 _Scal EWS-FLI) const6 de 30 ciclos de amplificacion
de 15s a 98°C, 30s a 50°C y 30s a 72°C también con un paso previo de desnaturalizacion de 1
minuto a 95°C y uno de extension final de 1 minuto. La enzima empleada fue la KOD HIFI

ADN polimerasa (Novagen, EMD Chemicals, San Diego, CA, EEUU).

Cebadorsentido EWS-FLI Scal:
AAAAGTACTGCCACCATGGCGTCCACGGATTACAGTAC

Cebador antisentido V5_Scal EWS-FLI (codén de parada incluido):
AAAAGTACTTCACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACC
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Cebadores para la deteccion por anticuerpos del epitopo V5:

Cebador sentido V5 (sin codon de parada):
AGGGTTAGGGATAGGCTTACCTTCGAACCGCGGGCC
GTAGTAGCTGCCTAAGTGTGAAGGC

Figura 11.

TTC466 (EWS-ERG)
ARN
PCR
Scal Scal
PCR primer paso — |
PCR segundo paso i
Epitopo V6 Epitopo V6

pTet-Off
(Combi-Tta)

La fusion EWS-ERG fue clonada por PCR a partir de la linea celular de SE TTC466.
Con el fin de incluir un epitopo V5 antes del codon de parada se llevaron a cabo dos rondas de
PCR. La primera ronda (cebador sentido ERG_Scal y cebador antisentido V5 ERG) constd de
10 ciclos de amplificacion de 15s a 98°C, 20s a 57°C y 30s a 72°C. Paso previo de
desnaturalizacion de 1 minuto a 95°C y uno de extension final de 1 minuto. La segunda ronda
de PCR (cebador sentido ERG Scal y cebador antisentido V5 Scal ERG) const6 de 40 ciclos
de amplificacion de 15s a 98°C, 30s a 50°C y 30s a 72°C. Paso previo de desnaturalizacion de 1
minuto a 95°C y uno de extension final de 1 minuto. La enzima empleada fue la KOD HIFI

ADN polimerasa (Novagen).
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Cebadorsentido ERG_Scal:
AAAAGTACTGCCACCATGGCGTCCACGGATTACAGTACCTATAGC

Cebadores para la deteccion por anticuerpos del epitopo V5:

Cebador antisentido V5 ERG (sin codon de parada):
AGGGTTAGGGATAGGCTTACCTTCGAACCGCGGGCC
GTAGTAAGTGCCCAGATGAGAAGGCATA

Cebador antisentido V5_Scal ERG (incluye el codon de parada):
AAAAGTACTTTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACC

Los fragmentos de PCR digeridos con la enzima de restriccion Scal (Fermentas)
cargados en un gel de agarosa 1% del que fueron extraidos y purificados mediante el kit Jet
Quick DNA gel extraction (Qiagen). El vector inducible fue asi mismo digerido por la enzima
Scal (sitio unico de restriccion en el vector) (Fermentas), purificado por columna (Qiagen),
defosforilado con la enzima CIP (Promega), purificado por columna de nuevo y ligado con la
enzima T4 ADN ligasa (Promega). Una vez obtenidas las ligaciones se transformaron bacterias
competentes DH5a con las diferentes fusiones EWS-ETS de acuerdo al protocolo descrito, se
crecieron cultivos de LB liquido, se obtuvieron las construcciones plasmidicas mediante

miniprep y por altimo se secuenciaron.

Las células madre mesenquimales humanas (hMSCs) con las que en primera instancia se trabajo
fueron adquiridas a Cambrex (East Rutherford, NJ, EEUU). Posteriormente se pasaron a usar
células madre mesenquimales humanas adultas obtenidas de pacientes de SE asi como de
individuos sanos proporcionadas por el Dr.A.C.Lankester, del Departamento de Pediatria del
Centro Médico de la Universidad de Leiden, Leiden, Holanda. Dichas hMSCs fueron obtenidas
con el debido consentimiento informado y la aprobacién de la Comisién de Etica de la

Universidad de Leiden.
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Las células madre mesenquimales humanas adultas se crecieron con el medio especifico
bajo en suero MesenPRO (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado con 1% de
glutamina, 1% de penicilina y 1% de estreptomicina (Invitrogen/Life Technologies) en un
incubador (Heraeus, Thermo) a 37°C y 5%CO2. La pureza de estas células se testd mediante

citometria de flujo con los marcadores CD105, CD166, CD29, CD44, CD14, CD34 y CD45.

Se comprobd la capacidad de diferenciacion de estas células hacia los linajes celulares
osteogénico, condrogénico y adipogénico. Las hMSCs se crecieron hasta llegar a confluencia
para levantarlas de la placa de cultivo por medio de tripsina/EDTA (Invitrogen/Life

Technologies) para sembrarlas ya en medio de diferenciacion.

Para la diferenciacion osteogénica y adipogénica se tuvieron en cuenta las condiciones
descritas por Tsai et al (493). Para la diferenciacion condrogénica las hMSCs se crecieron sin
suero y en presencia de TGFB3 (494). Los cebadores usados para la PCR fueron los descritos

por Pittenger et al (495).

Las células madre mesenquimales fueron cultivadas hasta llegar a confluencia y
cambiadas a los diferentes medio de diferenciacion. Las soluciones stock fueron preparadas
disolviendo todos los reactivos en medio a-MEM (Gibco, Invitrogen) hasta las respectivas
concentraciones finales y filtrando posteriormente (filtro de 0.22 pm, Millipore) para un total de
250ml de volumen final para cada medio de diferenciacion. Los reactivos dexometasona,
isobutilmetilxantina e indometacina (Sigma) se disolvieron en agua milliQ y los restantes en

agua.

Todos los medios de diferenciacion contaron como suplemento antibidtico con un 5%

de penicilina/estreptomicina o fungizona (Gibco, Invitrogen).

Los medios de diferenciacion fueron cambiados cada 3 dias.

Medio a-MEM suplementado con 10% FBS (Invitrogen/Life Technologies), 0.1umol/l de
dexametasona (Sigma), 10mmol/l de B-glicerol fosfato (Sigma) y 50 umol/l deascorbato

(Sigma). La diferenciacion se alcanzo entre 7-15 dias. El potencial de diferenciacion para la
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osteogénesis se comprobd por medio de la acumulacion de calcio mediante la tincion de von

Kossa (tiosulfato sodico, Sigma) asi como por una elevada expresion de los marcadores:

fosfatasa alcalina (presente a menor nivel en los otros cultivos)
sialoproteina (LF-100)
osteonectina (BON-1)

osteopontina (LF-7) (también encontrada en los cultivos condrogénicos)

Medio o-MEM suplementado con 10% FBS (Invitrogen/Life Technologies), 1umol/l de
dexametasona (Sigma), Sug/ml de insulina humana (Sigma), 0.5mmol/l de isobutilmetilxantina
(Sigma) y 60umol/l de indometacina (Sigma). La diferenciacion se alcanzo a los 21 dias. Para
confirmar la diferenciacién adipogénica se observaron al microscopio optico (Zeiss, Jena,
Alemania) las gotas de lipido intracelular y realizo la tincién de Oil Red (Sigma). Cuando tiene
lugar la diferenciacion adipogénica se produce un aumento en la expresion de marcadores como
la lipoprotein-lipasa (LPL), aP2 (proteina de union a acidos grasos) o la PPARYy2 (receptor 2

peroxisoma proliferador-activado).

Medio o-MEM sin suero (Invitrogen/Life Technologies), dexametasona 100nM (Sigma) y 10
ng/ml de transforming growth factor-beta 3 (RayBiotech, Norcross, GA, EEUU) La
diferenciacion se alcanzd a los 10-14 dias. Incremento de la matriz extracelular rica en
proteoglicano detectado mediante uso de un anticuerpo monoclonal anti-colageno de tipo II
(Clone I11-4C11, Calbiochem, San Diego, CA, EEUU) tipico de cartilago articular (alta
expresion de colageno tipo Il y tipo IX). Se realizd6 ademas una tincion paralela con azul de

toluidina (Sigma).

El medio de diferenciacion neural (NIM), constaba de medio Ham’s DMEM/F12 (Invitrogen),
2% de suero de ternera fetal (FCS, Invitrogen), suplemento B27, RA 20uM y 12.5 ng/ml de
bFGF (Invitrogen). La solucion stock de RA (se diluyo en dimetilsulfoxido (DMSO, Merck)

hasta una concentracion de 20mM. La inducciéon con FCS (Invitrogen) es permisiva con la
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diferenciacion a los distintos linajes celulares en contraposicion a la retencion de la capacidad
pluripotente. No se cambid el medio de diferenciacion durante los 12 dias del periodo de
inducion (estudios con reemplazo del 50% del NIM tras 4 dias de induccion dieron resultados
similares). El experimento se llevd a cabo con una confluencia celular maxima del 70% para

evitar llegar a confluencia y que pudiera haber inhibicién por contacto entre las células.

Es el método de transfeccion de ADN mas eficiente en células madre mesenquimales humanas

(496).

Una vez que las células alcanzaron una confluencia cercana al 90% en el tercer pase de
expansion se levantaron las mismas usando tripsina-EDTA (Invitrogen/Life Technologies). Se
sembraron las células en una placa de 6-12 pocillos y se transfectaron una vez que llegaron a un
grado de confluencia medio-alto en torno al 50-60% mediante jetPEI (Polyplus). Se uso este
reactivo de transfeccion basado en polimeros catidnicos ya que esta probado como método mas
efectivo de transfeccion de las hMSCs junto a la fibronectina (Biosurce, Sunnyvale, CA,
EEUU). 14pg de fibronectina para cada placa de 12 pocillos. Para transfectar se usaron 2pg de
vector por pocillo con un ratio N/P=5 para un volumen final de 2ml por pocillo. Se us6 medio
de cultivo sin antibidticos ni FBS (Invitrogen/Life Technologies). Se diluyé en 100ul de
NaCI150mM de 2 a 4pg de la construccion plasmidica o siARN que se deseaba transfectar
mezclando mediante vortex y dando un pulso de centrifuga. De 4 a 8ul de jetPEI (Polyplus) se
disolvieron en 100ul de NaCl150mM con vortex y pulso de centrifuga. Se afadio la solucion de
jetPEI (Polyplus)a la de ADN/siARN mezclando bien mediante vortex y dando un pulso de
centrifuga. 25 minutos de incubacion de la mezcla a TA para finalmente afiadir los 200ul de la

mezcla por pocillo.

Se mantuvieron las células 24 horas con la mezcla transfectiva a 37°C y 5%CO,. Una

vez transcurrido ese tiempo se reemplazé por nuevo medio con heparina (4ul de un stock 5000
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IU/ml para cada 10ml de medio) (Biochrom AG, Berlin, Alemania), concentrado plaquetario
(5% de volumen) y antibioticos (1% penicilina, 1% estreptomicina) (Gibco, Invitrogen) durante
2 dias, y posteriormente se sustituyé por el medio de seleccion con 100pg/ml de G418
(Invitrogen) como antibiodtico de seleccion y 1pg/ml de doxiciclina (BD Clontech) (represion
de la proteina de fusion) durante 3 dias tras los cuales se redujo la concentracion de G418

(Invitrogen) a 20pg/ml para mantenimiento.

Para obtener un fenotipo visible se llevo a cabo una segunda transfeccion de las MSCs
usando siARN contra CDKN2A/p16 (ID #: 119508 silencer validated siRNA; Ambion). Como
control negativo se usoé el silencer negative control siRNA #1 (Ambion). La transfeccion tuvo
lugar en una placa de 6 pocillos (volumen final de 4ml) y la cantidad usada de siARN fue de
120pmol (24pl de una solucion siARN 5uM para una concentracion final 30nM de siARN). Se
utilizé como reactivo de transfeccion JetPEI (Polyplus), 6pl con un N/P = 5 para un volumen de
NacCl estéril 150mM tanto para siARN como para el JetPEI (Polyplus) de 100ul y un volumen
total de la mezcla transfectiva de 200ul por pocillo. Se empled medio de cultivo para la
transfeccion sin antibidticos ni suero (Invitrogen/Life Technologies). La mezcla se mantuvo
durante 24 horas a 37°C a 5%CQO,. Tras esas 24 horas el medio se reemplazd por nuevo medio
suplementado con heparina (4pl de un stock 5000 IU/ml para cada 10ml de medio) (Biochrom),
concentrado plaquetario (5% volumen) y antibidticos (1% penicilina, 1% estreptomicina)
(Gibco, Invitrogen) durante 2 dias y luego se cambi6 al medio de seleccion con 100 pg/ml de
G418 (Invitrogen) como antibidtico de seleccion y lpg/ml de doxiciclina (represion de la
proteina de fusion) (BD Clontech) durante 3 dias reduciendo el G418 (Invitrogen) a una de

concentracion a 20pg/ml para mantenimiento.

El ARN total fue aislado a partir de células en cultivo en confluencia de hMSCs transfectadas
establemente usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(tratamiento con ADNasa I). Una vez extraido el ARN y medido se usaron 2 pg del mismo para
la retrotranscripcion usando la enzima superscript Il transcriptasa reversa (Invitrogen) y
cebadores oligodT segun el protocolo ya descrito. Una vez sintetizado el ADNc se procedid a

hacer la PCR en tiempo real de acuerdo al protocolo establecido.
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RT-pl4ARF sentido: GAGAACATGGTGCGCAGGT

RT-pl4ARF antisentido: GATGTGAACCACGAAAACCCTC
RT-p16INK4A sentido: GGGAGAACAGACAACGGGC
RT-pl16INK4A antisentido: ACCTCCTCTACCCGACCCC

RT-p21 sentido: ATCCCGTGTTCTCCTTT

RT-p21 antisentido: GCTGGCATGAAGCC

RT-p53 sentido: GCTTCGAGATGTTCCGAGAG

RT-p53 antisentido: CTTCAGGTGGCTGGAGTGAG

RT-Rb1 sentido: TGCATGGCTCTCAGATTCAC
RT-Rblantisentido: AGTTGGTCCTTCTCGGTCCT

RT-fusion tipo 1 sentido: GATCCTACAGCCAAGCTCCA
RT-fusion tipo 1 antisentido: ATTGCCCCAAGCTCCTCTTC;
RT-fusion tipo 2 sentido: GATCCTACAGCCAAGCTCCAAGTCA
RT-fusion tipo 2 antisentido: GATTGGTCGGTGTGGGAGGTTGTAT
RT-fusion tipo 3 sentido: GAGAGCGAGGTGGCTTCAAT
RT-fusion tipo 3 antisentido: CCCAAGCTCCTCTTCTGACTG
RT-EWS-ERG sentido: CCTACAGCCAAGCTCCAAGTC
RT-EWS-ERG antisentido: GGAAGGAGATGGTTGAGCAG

Cebadores especificos (Metabion) de la fusion dan banda en torno a 100pb, cebadores genéricos

(Metabion) de la fusion dan banda de unos 600pb.

Condiciones del programa de PCR:

95°C 10’

58°C 17 30 ciclos
95°C 15 idem
72°C 5°

4°C infinito
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94°C 2’

94°C 45> idem
58°C 45 27 ciclos
72°C 45  idem
72°C 3’

4°C infinito

Agua milliQ 18ul
Tampdn 10X 2.5ul
dNTP’s (Eppendorf) 0.5ul
MgCl, 2ul
Cebador sentido 0.4ul
Cebador antisentido 0.4ul
Enzima Taq (Promega) 0.2ul
cDNA 1ul

Western Blot de acuerdo a las condiciones descritas.

Anticuerpos usados:

p21 wafl/Cipl monoclonal de raton (Cell Signaling).

p53 monoclonal de raton (Cell Signaling).

Rb monoclonal de raton (Cell Signaling).
p16-INK4a monoclonal de raton (Santa Cruz BT)
p14ARF monoclonal de raton (Abcam)
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Mismas condiciones que las usadas en la electroforesis 2-D del clon shARNi.

Figura 12. Control de calidad de los geles proteicos.

Control de calidad

—— Donante
= = Pacienta
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15. Tratamiento Estadistico.

Para estudiar la significacion estadistica de todos los resultados obtenidos, se hizo un analisis
ANOVA One-Way de la Variancia para Muestras Independientes, usando el sitio web

VassarStats for Statistical Computation.

El Laboratorio de Patologia Molecular de Sarcomas y otros Tumores ha obtenido, con
fecha 30 de marzo de 2007, la certificacion de su sistema de gestion de calidad segin la Norma
ISO9001:2000, habiendo pasado con distincion el primer control anual a fecha de 9 de abril de
2008, por tanto todos los Protocolos de Trabajo (PNTs) descritos anteriormente estan asi mismo

certificados.
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1. Generacion de un sistema estable de
interferencia de la fusion EWS-FLI1 del SE.

Con el fin de de suprimir de forma estable la expresion de la fusion génica EWS-FLI1 en un
contexto celular adecuado, utilizamos la técnica de ARN de interferencia en 4 lineas celulares
de SE (A673, A4573, SK-ES-1 y TC-71). Empleamos una aproximacion del tipo shARNi
mediante el uso del vector pPSUPER neo GFP que dirige una vez transfectado en la célula la

sintesis intracelular de transcritos siARN de forma estable.

Las 4 lineas celulares de SE con las que llevamos a cabo el estudio nos permitieron
cubrir el espectro de las distintas variantes mas prevalentes de la fusion EWS-FLII1. Las lineas
A673 y TC71 cuentan con una fusion de tipo 1 (7-6), la linea SK-ES-1 posee una de tipo 2 (7-5)
y la linea celular A4573 una de tipo 3 (10-6). Se realizaron dos disefios distintos para las
fusiones 7-5 y 7-6 y uno para la fusiéon 10-6. En los tres tipos de fusion el disefio de las
construcciones shARNi fue efectuado contra el punto de union de los genes EWS y Fli-1 con el
objetivo de conseguir un mayor grado de especificidad en la inhibicion de la fusion génica y asi

mismo evitar afectar la expresion de los genes nativos EWS y Fli-1.

Figura 1.
EWS 793 656 FLI1
ADNC ..GCTACGGGCAGCAGA ACCCTTCTTATGA..
CAGAGCAGCAGCTACGGGCAGCAGA ACC 7-6 (sentido)
GGGCAGCAGA ACCCTTCTT 7-6M (sentido)

Una vez obtenidas las construcciones plasmidicas shARNi y tras ser verificadas por
secuenciacion se paso a transfectarlas en las 4 lineas celulares. Fueron usados distintos métodos

transfectivos siendo la electroporacion el que mejores resultados nos ofrecid finalmente.
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Figura 2. Esquema de la clonacion de las construcciones shARNi (pSUPER neo GFP).

a) Maxiprep de los distintos tipos de vectores utilizados. M: marcador de peso molecular de 1 Kb; 1:
pSUPER retro 7000 pb. 2: pSUPER 3176 pb; 3: pSUPER neo GFP 5429 pb. b) Digestiéon del vector
pSUPER neo gfp con Hind III/Bgl II para linearizar. M: marcador de peso molecular de 1Kb, V: vector.
c¢) Corte de banda del vector pSUPER neo GFP para purificar. M: marcador de peso molecular de 1Kb, V:
vector. d) Digestion tras el anillamiento y digestion con HindIIl y EcoRI. M: marcador de peso molecular
de 1Kb.C1, C2 y C3: clones. C1:227 pb C2 y C3: 287pb. C2 y C3 presentan el tamafio correcto, han

integrado en el plasmido la construccion shARNi e) Secuencia nucleotidica (Programa Chromas).

T
A B T,

Figura 3. Esquema de la clonacion de los construcciones retrovirales shARNi.
Mismo esquema que en el caso de las construcciones pSUPER neo GFP salvo el hecho de que en este

caso se usa el plasmido pSUPER retro.
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Una vez electroporadas las lineas celulares se procedi6 a realizar la seleccion clonal con
neomicina (G418) como agente selectivo eucariota. Los primeros clones obtenidos se crecieron
conjuntamente en forma de pool y se comprobo el efecto de la interferencia mediante Western

Blot y RT-PCR.

Figura 4. Inhibicion de la expresion de EWS-FLI1 en las lineas TC71 y A673. a) Reduccion
en los niveles de expresion de EWS-FLI1 en TC71 a nivel de proteina (Western Blot) b) Reduccion en los
niveles de expresion de EWS-FLI1 a nivel de ARNm (RT-PCR) ¢) Inhibicion de EWS-FLI1 en A673
(Western Blot). stARN como control positivo de la interferencia de EWS-FLI1. NB: linea celular de
neuroblastoma usada como control negativo de la expresion de EWS-FLI1. MM1S: linea celular de

mieloma multiple usada como control positivo de la expresion de Fli-1.

a)

78 poof 7-6M poof TCT1wt sIARN A6T3wt NB
b)

EWS-FLI1 GAPDH
7-6M poof 7-6 poot TCTIwt ABT3WE 264500 - 7.6 poot c TCTFIwt
c)
EWS-FLI1

Fli-1
Actina

7-6M pool Mock AGT3 wt NB MM1S
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Sin embargo a pesar de lograr un buen efecto de inhibicion de expresion de la fusion
quimérica EWS-FLI1 en el pool de clones salvo en el caso de la linea A673 decidimos refinar el
experimento y obtener clones individuales por lo que se realizé una nueva ronda transfectiva de
las construcciones shARNi en las 4 lineas de SE con la subsiguiente seleccion clonal con
neomicina. Se picaron y expandieron en torno a 40 clones por linea y disefio de shARNi. Se
extrajo de cada uno ARN y proteinas para verificar el grado de reduccion de la expresion de
EWS-FLI1 por Western Blot y RT-PCR en tiempo real (La técnica de RT-PCR no se mostro
fiable del todo y no fue capaz de proporcionarnos una informacién cuantitativa exacta de los
niveles de ARNm de la fusion por lo que al no poder extraer conclusiones precisas con esta

técnica pasamos a utilizar la técnica de RT-PCR en tiempo real).

De las 4 lineas celulares de SE se obtuvieron clones interferidos de 3 de ellas; sélo en la

linea A673 fuimos incapaces de lograr obtener un clon shARNi viable.

Se comprobd la eficacia de la interferencia de la fusion EWS-FLI1 mediante Western
Blot y RT-PCR en tiempo real tanto en un estadio inicial como en uno tardio, esto es, se
crecieron los distintos clones interferidos obtenidos durante 8 pases mas para comprobar si los
efectos de la interferencia se mantenian con el transcurso de los pases celulares y por tanto se

podria afirmar que contdbamos con un modelo estable de interferencia.

Usando un anticuerpo contra la proteina Fli-1 pudimos comprobar que la expresion de
EWS-FLI1 se encontraba disminuida en los distintos clones obtenidos de las lineas TC71,
A4573 y SK-ES-1 en el estadio inicial. En un estadio tardio se produce una recuperacion de los
niveles de expresion de la proteina EWS-FLI1 en la gran mayoria de los clones salvo en alguno
de ellos en los que se mantiene a pesar de disminuir el grado de interferencia. El control de
carga fue realizado con un anticuerpo contra un epitopo de la actina. Asi mismo se verifico que
la inhibicion de EWS-FLI1 fuese especifica y solo afectara a la fusion y no a los genes wild type
mediante el uso de un anticuerpo para EWS, cuyos niveles se mantuvieron constantes en los
distintos clones interferidos en relacion a la linea celular wild type y el control interno
transfectivo (mock). Fli-1 solamente se expresa en lineas celulares de linaje hematopoyético,
como por ejemplo la linea de mieloma multiple MM1S usada en este caso como control positivo
por lo que no se ve afectada por la interferencia de EWS-FLII en las lineas de SE. En todos los
casos se usd una linea de neuroblastoma (NB) como control negativo de la expresion de EWS-

FLII.
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Figura S.

Pase temprano
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Figura 6. Nivel de expresion de la fusion EWS-FLI1 en los clones shARNi de la linea
A4573 y SK-ES-1 (Western Blot). NB: lineca de NB usada como control negativo de la expresion de

EWS-FLII.

a)
ews-rLit [ D e e e S s e S
Actina
NB A4573wt Mock Clon1l Clon2z Clon3 Clond Clons ClonG
b)

EWS-FLI1 7-5 ._ Ly -_-_-_
pctina [N N N -y

NBE SK-ES-1wt clon clen2 cland Meck

Igualmente se comprob6 el efecto de la interferencia de ARN en los niveles de ARN
mensajero de los distintos clones obtenidos mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Se
produjo una reduccion de los niveles de la fusion EWS-FLI1 tanto en el estadio inicial como en

el tardio. El grado de inhibicion de la fusion génica oscild entre un 42 y un 54%.

Figura 7. Reduccion del nivel de ARNm de la fusion en un clon shARNi de TC71 en ambos

estadios temporales. Media + SD(triplicados). Se muestra el clon con mayor inhibicion de EWS-FLII.

EWS-FLI1 ARNm nivel de expresién

2,5+

1,5

TC71wt  TC71 wt tardio shARNiclon shARNi clon pS clon 2 pS clon 2
temprano temprano tardio temprano tardio

Valor de nivel de expresién relativo
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Figura 8. Reduccion del nivel de ARNm de la fusion en un clon de A4573 en ambos

estadios temporales. Media + SD (triplicados). Se muestra el clon con un mayor grado de inhibicion

de la fusion.
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shARNi clon
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Para comprobar si la presion selectiva clonal afectaba de alguna forma a los clones

interferidos y a la inhibicion de EWS-FLI1 se crecieron por espacio de 2 semanas los clones

ARNi de la linea TC71 aumentando progresivamente la concentracion de neomicina hasta

doblarla. No se observo efecto alguno adicional, los clones mantuvieron los niveles de

inhibicién de la fusién quimérica con los que ya contaban.

Figura 9. Nivel de expresion de la fusion EWS-FLI1 en los clones shARNi sometidos a un

régimen de presion selectiva.

Clones shARNI presidn selectiva

EWS-FLI1 . ‘* - — ‘

Actina

TCHwt SKNJDwt Clend Clond Clond

Clené ClonM2 HMeck
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2. Efectos de la inhibicion de EWS-FLI1 en la
linea de SE, TC71. Caracterizacion del modelo
shARNI.

Una vez obtenidos clones interferentes en las lineas TC71 y A4573 pasamos a caracterizar los
mismos tratando de descubrir los efectos motivados por la inhibicién de la expresion de EWS-
FLI1. Si bien también obtuvimos clones interferentes en la linea SK-ES-1 dichos clones
resultaron afectados por una contaminacién en cultivo por lo que no se pudo profundizar en su

estudio.

De las dos lineas celulares tan sélo los clones de la linea TC71 (fusion tipo 1, 7-6)
mostraron efectos significativos como consecuencia de la inhibicion de la expresion de la
fusion. En la linea A4573 la reduccion de los niveles de la fusion (fusion tipo 3, 10-6) no llevd

aparejada consecuencia fenotipica alguna.

Del conjunto de clones shARNI de la linea celular TC71 se seleccion6 aquel con el mayor grado
de inhibicién y que mantenia el efecto de la interferencia con el transcurso de los pases
celulares, el clon 6, con el fin de evaluar las consecuencias de la inhibicion de la expresion de la

fusion quimérica a nivel celular y molecular.

Apenas si se apreciaron diferencias en cuanto a la morfologia entre el clon interferido, el control
interno transfectivo/mock (pSUPER) y la linea TC71wt. Existen pocas diferencias en cuanto a
morfologia salvo que las células del clon interferido tienden a crecer mas juntas, algo mas
apelotonadas, con forma romboidea y con pocas prolongaciones tipo neurita. Tampoco

apreciamos diferencias con el transcurso de los pases celulares.
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Figura 10. Morfologia del clon shARNi. Fotos tomadas con un microscopio Nikkon a 10X y 20X.

10X 20X

TC71 wt

Mock (pS)

shARNi clon

Quisimos comprobar si la inhibicion de la expresion de EWS-FLII1 provocaba una activacion
apoptotica. El clon TC-71 shARNi mostré un marcado incremento en el indice apoptotico
cercano al 70% tanto en el estadio inicial como en el tardio como se pudo verificar mediante los

estudios de anexina V por citometria de flujo.

Figura 11. Analisis del perfil apoptotico del clon shARNi en los dos estadios temporales. pS

= Mock.

ghARNI clon ps TCT 1wt
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Por Western Blot pudimos comprobar el procesamiento en el clon shARNi de la forma

inactiva de la caspasa 9 dando lugar a la forma activa en ambos estadios. Aunque una ligera

activacion también pudo ser detectada en el mock resulté insuficiente de cara a desencadenar

una respuesta apoptotica. Pudimos verificar por tanto que la apoptosis inducida como

consecuencia de la inhibicion de EWS-FLI1 tenia lugar via activacion de caspasa 9, caspasa

iniciadora que activa a su vez a las caspasas efectoras, 3 y 7 como se confirma por el

procesamiento del sustrato de la caspasa 3, PARP. Asi pues la cascada de las caspasas esta

activada en el clon interferente.
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Figura 12.
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Para determinar si la reduccion de los niveles de EWS-FLI1 afectaba a la capacidad de las
células del clon shARNi para migrar se llevo a cabo un ensayo de migracion mediante el uso de
Transwell. La capacidad migratoria de estas células con la fusion reducida estaba claramente
disminuida en ambos estadios temporales con un descenso del 45% en el estadio temprano y del

20% en el estadio tardio.
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Figura 13. a) indice migratorio en ambos estadios temporales. Ensayo Transwell. Medicion del

valor relativo de absorbancia a 570nm b) Células migradas a la parte inferior del Transwell

estadio temprano. Fotos con microscopio 6ptico Nikkon y un objetivo 10X.
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d) Capacidad de transformacion.

Por medio del ensayo de crecimiento en agar blando se midi6 la capacidad de transformacion
oncogénica/crecimiento independiente de anclaje del clon shARNi. El clon shRNAi mostré una
menor capacidad de transformacion que se manifestd dando lugar a un menor nimero de
colonias y de menor tamafio con una reducciéon del 35-40% en comparacion con el mock,

reduccion que ademas se mantuvo con el transcurso de los pases celulares.

Figura 14. a) Medida de la capacidad de transformaciéon oncogénica. b) Fotografia del

aspecto de las colonias de un pocillo del clon shARNi y del mock (pS).
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¢) Proliferacion.

La tasa de proliferacion de las células interferidas se redujo un 30% en comparacion con el
mock y la linea celular wild type aunque tan solo en el estadio temprano ya que este efecto
inhibitorio se perdi6 en el estadio tardio. La medicion se hizo mediante ensayos MTT. Asi
mismo se realizd en el estadio inicial una tincién inmunohistoquimica sobre pellet celular del
marcador de proliferacion Ki-67 mostrando en el clon shARNi tanto una disminucién de la

intensidad de la sefial de Ki-67 como del nimero de células tefiidas.

Figura 15. 2a) indice de proliferacién medido por MTT. b) Inmunohistoquimica para Ki-

67 sobre pellets celulares. Estadio temprano.
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El estado del ciclo celular del clon shARNi se comprobé mediante marcaje con yoduro de

propidio por citometria de flujo. No se encontraron diferencias en cuanto a la distribucion de las

células al inhibir EWS-FLI1 en ambos estadios temporales.

Figura 16.
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3. Efectos de la inhibicion de EWS-FLI1 en
otros clones shARNi de TC71. Especificidad

de la interferencia.

Con los restantes clones shARNi de la linea de ES, TC71 se obtuvieron resultados similares en
cuanto a la tasa de proliferacion, la distribucion del ciclo celular y el indice apoptotico en el
estadio temprano. Decidimos emplear dos clones distintos al clon con mayor grado de
inhibicidon, los clones 5 y M2 asi como un nuevo control interno transfectivo (pS1). Estos
clones poseen un menor grado de interferencia de la fusién en el estadio tardio. Quisimos
averiguar si los efectos observados en el estadio temprano desaparecian o se mantenian en estos

clones en el estadio tardio.

Figura 17.
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De acuerdo a los efectos observados pudimos establecer en el estadio tardio, ya que en
el temprano el grado de reduccion de la fusion es practicamente el mismo, una correlacion
directa entre el grado de inhibicion de la fusion y la extension de los cambios debidos a la
misma confirmando de esta forma que los efectos observados al reducir la expresion de EWS-

FLI1 fueron especificos y no efectos clonales inespecificos.
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Figura 18. Analisis de los efectos debidos a la inhibicion de EWS-FLI1 en los clones

shARN:I seleccionados. a) Estudio del nivel de proliferacion mediante el ensayo MTT. b) Medicion del

indice apoptdtico mediante marcaje con IP y FACS. ¢) Analisis de ciclo celular mediante citometria de

flujo (FACS).
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4. Estudio de los efectos de la interferencia de
la fusion EWS-FLI1 tipo 3 (10-6) en la linea
celular de SE, A4573.

Del conjunto de clones interferentes de la linea celular A4573 se selecciono aquel con el mayor
grado de inhibicion, clon 5, con el fin de evaluar las consecuencias de la inhibicion de la

expresion de la fusion quimérica a nivel celular y molecular.

Figura 19.
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La inhibicion de la expresion de la fusion EWS-FLI1 en el clon shARNi de A4573 no
supuso una disminucion de la tasa de proliferacion como se pudo comprobar por medio de un

ensayo MTT.

Figura 20. indice de proliferacion (MTT).
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Tampoco se produjeron cambios en el clon interferido en el patrén de distribucion
celular en las distintas fases del ciclo celular ni el clon interferente mostré diferencia alguna en

cuanto al grado de induccion apoptotica con relacion a la linea celular A4573wt y al mock (pS).

Figura 21. a) Ciclo celular. b) indice apoptético.
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5. Analisis del estatus gendmico del clon

ShARNI.

Con el fin de determinar si los cambios observados en la inhibicion de la fusion EWS-FLI1
pudieran estar condicionados total o parcialmente por posibles alteraciones del estatus gendémico
del clon shARNI se llevd a cabo un analisis del estatus gendmico del mismo mediante el uso de
matrices de hibridacion gendémica comparada (CGH array). Se analizaron asi mismo el mock y

la linea celular TC71 y en el estadio temprano y en el tardio para todos los casos.

No se detectaron modificaciones en forma de alteraciones cromosémicas adicionales a
lo largo de los pases celulares confirmando que los cambios en el comportamiento molecular del
clon shARNi se debieron exclusivamente a la supresion de la expresion de la fusion quimérica
EWS-FLI1 mediada por shARNi y no a ningin tipo de mutacion o alteracion genética

secundaria.

Figura 22.
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6. Estudio de la via de IGF1/IGF1R.

Una de las vias de transduccion de seiales de mayor importancia en la biologia molecular del
SE es la de IGFI/IGFIR. Los analisis de expresion génica del clon shARNi (microarrays)
mostraron una reduccion en los niveles de expresion de IGF1 por lo que y dada la importancia
de esta via de sefializacion decidimos comprobar el estado de la misma en el clon interferido y

las consecuencias que sobre dicha via pudiera tener la inhibicion de la fusion.

En primer lugar decidimos confirmar mediante analisis de WB y de RT-PCR en tiempo
real la disminucion en los niveles de IGF1 en el clon interferido. Efectivamente se produce una

reduccion de la expresion de IGF1 en el clon shARNi mediante el uso de ambas técnicas.

Figura 23.
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Se comprobo el estado del receptor de IGF-1, IGFIR y se corrobor6 la ausencia de
cambios a nivel de expresion proteica asi como a nivel de IHQ en pellets celulares. Asi pues los
cambios observados se deben a la reduccion de los niveles del ligando IGF-1 y no del receptor

IGF1R.

Figura 24.
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Pudimos confirmar la hipétesis de que el clon shARNi pudiera ser mas sensible a los
efectos de distintos inhibidores de la via de transduccion de sefales de IGF1/IGFIR. Se
emplearon los inhibidores NVP-AEWS541, PD98059 y LY294002. NVP-AEWS541 es un
inhibidor de bajo peso molecular de las quinasas de la via IGF1 derivado de la pirrol[2,3-d]
pirimidina, mientras que PD98059 y LY294002 bloquean a MEK y PI3-K respectivamente, que

son genes clave en esta via de sefales.

NVP-AEW541 induce una parada del ciclo celular en G1. Las células del SE son maés
sensibles a los efectos de esta droga comparadas con las de rabdomiosarcoma u osteosarcoma.
NVP-AEWS571 interacciona positivamente con vincristina, actinomicina D e ifosfamida y
muestra efectos subaditivos con doxorubicina y cisplatino. Inhibe junto a vincristina el
crecimiento de los tumores en los ratones desnudos. PD-98059 (2’-Amino-3"-metoxiflavona),
Ci¢H3NO;, es un potente y especifico inhibidor de MAP quinasa quinasa (MEK). Bloquea
selectivamente la activacion de MEK inhibiendo la fosforilacion de la misma y actia como
inductor apoptdtico en numerosos tipos celulares al bloquear la via antiapoptotica de PI3-K/Akt.
LY-294002 (2-(4-Morfolinyl)-8-fenil-4H-1-benzopirano-4-1), Ciy H;; NO;, es un inhibidor

potente y especifico permeable de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI 3 quinasa).

Estudiamos la influencia de la administracion de NVP-AEW541, PD98059 y LY294002
en los niveles de expresion de genes clave en esta via como AKT, p-AKT, MAPK42/44 y p-
MAPK 42/44 mediante Western Blot y evaluamos la induccion de apoptosis y la represion de la
proliferacion de estos inhibidores anti-proliferativos y pro-apoptoticos mediante citometria de

flujo y MTT.

208



La disminucion de los niveles de EWS-FLI1 provoco que el clon shRNAi fuera mas

sensible a las acciones de los inhibidores NVP-AEWS541, PD98059 y LY294002 dando lugar a

un IC50 menor en todos los casos.

Figura 25.
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Los niveles proteicos de p-AKT y p-MAPK42/44 disminuyeron en el clon shARNi con

la estimulacion mediante la administracion a las células del ligando IGF1 mientras que por el

contrario en la linea celular TC71 wt y en el mock se mantuvo sin cambios el estado de

fosforilacion de ambas quinasas. Los niveles absolutos de ambas quinasas no se vieron

afectados en ningln caso.

Figura 26.
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Aun cuando el clon shARNi exhibia de per se unos niveles elevados de induccion
apoptotica antes del tratamiento con los distintos inhibidores de la via de IGF1/IGF1R se pudo

incrementar en toda y cada una de las condiciones usando los distintos inhibidores.

Figura 27. Medicion de la actividad apoptética mediante citometria de flujo (FACS).
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Por ultimo quisimos comprobar el estado de IGFBP3, una proteina que se ha descrito se
une ¢ inactiva a IGF1 en diversos articulos previos que usan el SE como modelo. No

apreciamos cambio alguno en el clon shARNi.

Figura 28. Inmunohistoquimica de IGFBP3 en pellets celulares.

Clon shARNi Mock TCT1wt

Asi pues la interferencia de EWS-FLI1 propicido una reduccién de los niveles del
ligando IGF1 y sensibilizo a las células del clon shARNi a la accion de distintos inhibidores de

la via de proliferacion y supervivencia IGF1/IGF1R.
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7. Analisis de la capacidad de diferenciacion
del clon shARNI.

Con el fin de determinar si la inhibicion de la expresion de EWS-FLI1 hacia que las células del
clon interferido pudieran retornar a un estado primigenio desde el cual poder diferenciarse de

nuevo dando lugar a nuevos y distintos linajes mesenquimales.
Las células del clon interferido se crecieron en los distintos medios correspondientes y
se las dejo crecer por espacio de 2 a 3 semanas. El clon shARNi fue capaz de diferenciarse a un

fenotipo osteogénico como se puso de manifiesto con una tincion de Von Kossa.

Figura 29. Inmunohistoquimica de las células del clon shARNi crecidas en los distintos

medios de diferenciacion. Fotos tomadas con un microscopio Nikkon con un objetivo 40X.
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8. Analisis de la expresion génica del clon
ShARNI.

Para conocer el efecto de la inhibicion de EWS-FLI1 en la denominada firma molecular del clon
interferido llevamos a cabo estudios de expresion génica mediante el uso de matrices o

microarrays. Utilizamos para ello el modelo de Affymetrix HG-133A.

Se analizaron muestras por duplicado del clon shARNi, del mock y de Ia linea TC71wt

tanto en el estadio inicial (T0) como en el tardio (T8).

El analisis bioinformatico se llevo a cabo con dos programas diferentes, uno basado en
el método MAS5 denominado GeneData Refiner y otro conocido como Genetrix que emplea
un algoritmo diferente llamado Probe Profiler con un analisis del tipo Gene Screen basado en la

regresion de Cox.

Se obtuvieron listas de los 300 genes asociados con una mayor intensidad al clon
shARNi y de otros 300 no asociados al clon shARNi para combinarlos en una tnica lista que
fue la que se us6 para un analisis de agrupamiento jerarquico que claramente nos permitid
diferenciar al clon shARNi del mock y de la linea celular TC71wt. De acuerdo al programa de
software bioinformatica GeneData Refiner el agrupamiento se llevo a cabo mediante la medida
de la distancia euclidea y el método Single Linkage / Complete Linkage. Mediante tests del tipo
two-sided se identificaron genes diferencialmente expresados en el clon shARNi con respecto al

mock y al TC71wt en ambas fases temporales.
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Tabla 1. Genes sobreexpresados en el clon shARNi con respecto a TC71wt. Te: estadio

temprano. Ta: estadio tardio. Analisis de Gene Data Refiner.

Probe Feld Fold
set Simbole Neombre del gen Localizacién change Te change Ta
26211 sa | AX anaglashic hymphoma kinase (K1) pivA] Kk} 1%
2676 & | CONG! [ cycin Gt Sy 28 19
A9 d | CONG2 | cyinG2 12 218 1%
216804 x & | COKNIC | cycin-dependent kinase inhibilor 1C (357, Kip2) 11p185 5% 50
50653 | MARKS | MAP/microbubule affity-equiling kinase 4 199133 206 186
2158 s & | RRAGD | Rag+elated GTP binding D 15416 2% 2n
A5 a | VL supenvlin 10p112 Al 21
249162 | RAMPT | receplor (cakitonin) achhity modifying protein 1 23611 212 197
26410 x & | AVELX | amelogenin (amelogenesisimpedecta 1, Xdnked) | Xp2231921 218 28
20T4 s [UTS2 | wolensin? 1p% 24 12
24249 s @ | LMO2 [ LIMdomain only 2 (thombolin-ike 1) 1K) 28 2%

Tabla 2. Genes infraexpresados en el clon shARNi con respecto a TC71 wt. Te: estadio

temprano. Ta: estadio tardio. Analisis de Gene Data Refiner.

Praobe Fold Fold
set Simbolo Nombredel gen  Localizacion change Te change Ta
Fold change | Fold change late

Probe set | Gene symbol | Gene name Map location early stage stage

24671 2 | CSTA cystatin A (stefin A) 321 0B 01
eukaryctic transkation inliabon factor 1A, Y-

204400_s_at | EIF1AY linked Yqu1222 0 003

201435.s_at | EIF4E eukaryctic translaion iniabion factor 4E Q215 0.44 s
ehititor of ONA binding 3, dom

207826 ¢ a | 103 negative helb-loop-hekx protein 1p36.13-p36.12 055 06

208680_s_at | POLIM1 POZ and LIM domain 1 (elin) 10q22-q263 043 0535

204460 _s_at | RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 132 0.42 05

206000 a | RABI3A RAB33A, member RAS oncogene famly | Xq26.1 019 03

3m | PR proenkephalin 8q23-q 031 05

210457 x_at | HMGA1 high mobility group AT-hock 1 21 03 04

200507 & | RPA3 replication protein A3, 14kDa 22 03 040
nuciear receptor subfamily 0, growp B,

208845_s_at | NROB1 member 1 Xp213p212 03 04

2002057 & | HCLS1 hematopoielic cel-specific Lyn substrate 1 | 3913 0% 0z
cyciin-dependent kinase inhibitor 20 (p19,

210240_s_at | CONND inhibits CDK4) 19p13 04 02
insulin-ice growth factor 1 (somatomedin

200542 x_at | IGF1 ] 129293 043 024
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Tabla 3. Genes sobreexpresados en el clon shARNI respecto al mock. Te: estadio temprano.

Ta: estadio tardio. Andlisis de Gene Data Refiner.

Probe _ Feld change Fold change
set Simbolo Haemibre del gen Localizacion Te Ta
204618 _s_at | MLLTY mmw (o w2 m 240

2 disintegrin and metalloproteinase domain 15
217007_s_at | ADAM1S | (metargidin) 19213 204 28
212809 & | COK11 cycln-dependent kinase (CDC-2 lke) 11 6q221 222 15
205108_at MAPK12 | mitogen-activated proden kinase 12 29130 om 185
217226_s_at | PRRX1 paired related homeobor 1 1624 308 142
218718_st | PDGFC | platelet derived growth facter C 2 325 145
208211 s_at | ALK anaplastic lymphoma kinase (K1) 30 305 204
208796_s_at | CONG1 | cyein G1 53294 Y] 294
202706_at CCNG2 cychn G2 N 25 208
218894 _x_at | COKNIC | cycin-dependent kinase inhititor 1C (557, Kip2) 11p155 e 3
55005_at MARKSA | MAPImicrotubule afinky-reguiating kinase 4 19133 254 184
221523 _s_at | RRAGD Ras-related GTP bindng D 8q15q18 1965 184
202965 s &t | SVIL wpervilin 10p112 245 147
204916_at RAMP1 recaptor (calcitonin) achty modfying proten 1 2089371 2m 185
208410_x_at | AMELX | amelogenin (amelogenesis imperfecta 1, X-inked) Xp2231p221 208 198
220784_s_at | UTS2 urctensin 2 1936 2% 267
204249_s_at | LMO2 LIM domain only 2 (rhombotin-ike 1) 11p13 34 287

Tabla 4. Genes infraexpresados en el clon shARNI respecto al mock. Te: estadio temprano. Ta:

estadio tardio. Anélisis de Gene Data Refiner.

Probe Fold change Feld change
set Simbolo Nombre del gen Localizacién Te Ta

204071 | CSTA cystatin A (stefin A) a2t 017 0.08
eukaryatic translabon intiston factor 1A Y-

204400_s_at | EIF1AY inked Yq11222 0,04 0.04

201435_s_at | EIF4E earyohc transiabon evtuton factor 4E 4q21-q25 0.2 0
inhititor of DNA binding 3, dominant

207826 s _a | 103 negative helte-oop-heltx protein 1936,13p38.12 081 08

200000_s_at | POLIM1 POZ and UM domain 1 (etfn) 10q22-q26.3 048 0.3

204400_s_at | RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) Sp132 038 040

200000_8 | RABIIA RABI3A, member RAS oncogens family X261 0,18 0.4

212724 % | ARME Ras homolog gene famiy, member € 24233 0.18 0.42

200457 _x_at | HMGAT Pigh mobility group AT-hook 1 21 ox 020

205110_s_at | FGF13 foroblast growth factor 13 Xq83 0.8 0.5
ruclear receptor subfamily 0, group B,

200645 s_at | NROBY member 1 Xp3p12 0.13 0.34

202057_st | HCLSY hematopoietic cel-specific Lyn substrate 1 | 3913 o0& 027

Knase inhibitor 20 (p19,

290240_s_at | CORNZD inhibits COK4) 1913 041 020

210037_s | RS1 retinoschisis (X-inked, Jvends) 1 Xp2229221 0% 0.4

219624_at BAGH BCL-2 assoaiated athanogene 4 SN2 0.4 LT

219631 _at sT7 suppresion of tumorigenicity 8q222-q231 [k ] on

202705 _at cCne2 cychn B2 15213 0.2 0.42
insuln- e growth factor 1 (somatomedin

200542 x_at | 1GF1 © 1242-q23 045 0n
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Tabla 5. Genes cuya expresion se induce al inhibir EWS-FLIT. Analisis de Genetrix.

Probe iMagnitud de
sel Simbolc Nembre del gen Localizacién  asociacidn
ATy | 2K Zyin 0 ™
A62N1sa |AK anaplashc lymphoma kinase (K1) . 7] 7%
26672 | CASPIO Caspase 10, apoptosis-related cysteine protease | 293344 688
A4 st | CASPY Caspase O, apoplosiselaed cyteine prefease. | 1p36.3936.1 68
NG5 a | CONGt Cyein 61 SR 1047
WMsa |ooNGR Cyein &2 w2 8%
26043 | COONIC | cycindependent kinase inhibdor 1C 657, K62) | 119155 %16
WA | M2 LM domain only 2 (hombotin-ic 1) 1113 08
Sa | MARKS MAPmicrohie afinky-requiating kinase & 19133 1116
Wiexa | 089 Angifed in osteosarcona 12413 9%
2153 sd | RRAGD Ras-elated GTP binding D 6q15416 T4
178 TRADD TNFRSF1A-associated via death domain 162 3
204121 & GADD45G Growth amest and DNA-damage-nducible, gamma | 9q22.1-4222 R

Tabla 6. Genes cuya expresion se reduce al interferir EWS-FLIT1. Andlisis de Genetrix.

Prabe Magnitud de
set Simbolo Nombre del gen Localizacién  asociacién
Magnitude of

Probe set | Gene symbol | Gene name Map location assoclation

204971_at CSTA Cystatin A (stefin A) 321 1.8
201017_a EIF1A Eukaryoic translaSion intiation facior 1A Xp22.13 4.1
204409_s_ 2t | EIF1AY eukaryotic transiation intiation factor 1A, Y-inked | Yq11.22 132
201435 s st | EIF4E Eukaryolic transiaion intiation factor 4€ 4q21-925 651
205110_s_at | FGF13 Fibrcbiast growth factor 13 Xq263 -15.12
214412 at H2AFB H2A histone family, member B Xq28 -1091

inhiditor of DNA binding 3, dominant negative

207826 s at | 103 helx-loop-helix protein 1p36.13-p38.12 2107
2011215 2t | MAPKS Mitogen-activated protein iinase 6 1521 8.4
214321 NOV Nephroblastoma overexpressed gens 8q24.1 1987
208660_s_at | POLIM1 POZ and LIM domain 1 (elfin) 10022-926.3 4%
213791 _at PENK proenkephain 8q23-q24 1079
218009_s at | PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 15q28.1 478
205880_at PRKCM Protein kinase C, my 14q11 4%
206009_at RABI3A RAB33A, member RAS oncogene family Xq26.1 -0.81
200371 s_at | SHIBP2 SH3-domain binding protein 2 4163 4,62
40420 _at STK10 Serinethrecnine kinase 10 5q35.1 1145
202338 _at TK1 Thymidine kinase 1, sokbie 17q232-q253 4,79

216




Mediante el programa bioinformatico FatiGO que lleva a cabo un andlisis de

enriquecimiento funcional por medio de un test de Fisher al comparar dos listas de genes

llevamos a cabo una comparativa tomando como base el analisis de Genetrix con el fin de hallar

diferencias entre los genes sobre e infraexpresados tras la interferencia de EWS-FLI1. FatiGO

usa para clasificar los genes y de acuerdo a distintas bases de datos ptblicas diferentes criterios

ya sean funcionales (GO, KEGG, Biocarta, etc.), de regulacion (dianas de factores de

transcripcion, miARN, etc.) o de localizacion cromosdmica. FatiGO es un programa

desarrollado de acceso libre desarrollado por el Departamento de Bioinformatica del Centro de

Investigacion Principe Felipe de Valencia (http://bioinfo.cipf.es/). Nos limitamos en nuestro

caso a las categorias de la base de datos Gene Ontology (www.geneontology.org). Gene

Ontology es un método de enriquecimiento funcional basado en 3 criterios de clasificacion: el

componente celular, el proceso bioldgico y la funcion molecular; un gene esta asociado y/o

localizado a uno o mas componentes celulares, es activo en uno o mas procesos bioloégicos en

los que lleva a cabo una o mas funciones moleculares. En las 3 categorias pudimos constatar la

existencia de diferencias entre el conjunto de genes activados y reprimidos por la inhibicion de

EWS-FLI1 en el clon shARNi con respecto al mock y a TC71wt.

Tabla 7.

desarrollo multicelular

(GO:0007275)

desarrollo de las estructuras
anatdmicas (GO:0048856)

regulacién de la calidad biologica

G0O:0065008

adhesion celular (GO:0007155)

divisién celular (GO:0051301)

ciclo celular (GO:0007049)

localizacion del ARN
(G0O:0006403)

respuesta al estrés (G0O:0006950)

comunicacion celular (GO:0007154)

comportamiento (GO:0007610)

ritmo circadiano (GO:0007623)

circulacién (GO:0008015)

#1:
#2:

#1:
#2:

#1:
#2:
#1:
#2:
#1:
#2:

#1:
#2:

#1:
#2:

#1:
#2:

#1:
#2:

ENPEP ALK SE...
ADAMTSY CYLC...

HPS4 PEX7 F2...
EFNB2 FEZ2 B...

POU3F1 STATS...
ENO1 BARDI R...

COL6A1 CTNNA...
CD84 NME1 MY ...

CCNG2 CCNG1
CDC6 CDC20 C...

GADD45G PDGF...
PA2G4 UBE2C ...

NCBP1 HRB

NDSTI1 ERCCS ...
RADI UBE2A G...

GADD45G LDBI...
STC1 CALCBP...

: MCOLN3 HCRTR...
: CHRNB2 CCL7 ...

: PER1 AANAT
: SERPINGI PTG...

B 2439%
B 13.14%

B 23.17%

B 14%
B 183%
B s%

B 732%
B 171%
B o122%
B 629%
[ |

8.54%

B 1657%

B 9.76%

B 371%

B 34.15%
P 26.86%

3.66%
1.71%

0%
1.14%

1.83%
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#2: COL3Al B 057%
X ., X #1: MYO6 HPS4 CO... . 6.1%
localizacion proteica (GO:0008104)
#2: FLJ11506 RAB... B %
o #1: CDKNICPTENP... [ 8.54%
proliferacién celular (GO:0008283) |
#2: CASP3CKSIB.. W 5.14%
. #1: SUOX PLA2G®G ... 7.32%
procesos catabdlicos (GO:0009056) u ’
#2: GCH1 PNLIPRP... . 11.43%

Tabla 8. Analisis de la funcién molecular en Gene Ontology — Nivel 3.

4. ZNF80
unioén a acidos nucleicos © SMARCA... [l 12.64%
(G0:0003676) wy. MRELIA B 22.94%
' OSRI ...
act1v1dgd flfsl factor de . #1: TIAL1 B oss%
transcripciéon ARN polimerasa 11 - POLR3K . 412%
(G0:0003702) " TAFIC... e
4 KRT5 PCDHS8
unioén a proteinas ’ V... . 4835%
(GO:0005515) - CALCB Il 60%
* BARDI ...
4. PAMPH-4
actividad oxidoreductasa ’ DEC... B 879%
(G0O:0016491) 4. NDUFBS B 353%
© COXll...
KCNE4

AU paMT2 .. 29.12%

unién a iones (GO:0043167) ZNF430 I 20.59%

%2 S100A...
actividad motora de #1: MYO6‘ B oo055%
microfilamentos (GO:0000146) #2: - ‘ B oo%
actividad recombinasa #: o - B 0%
(G0:0000150) #2: RAD51 B 059%

4. TIALI
unioén a nucleodtidos © RBMI6.. [ 13.19%
(G0O:0000166) wy.  CDC6 B 17.06%

" RAB33A ...
#1: - B %
trd 16 : 1871

patrén de union (GO:0001871) w: ccLruvvr [l 1.18%
unidn a cromatina #1: - W%
(GO:0003682) #2:cpcecBxs M 1.18%
actividfad fl,el factor de . 8. - B %
transcripcion ARN polimerasa | . TAFIC B 059%
(G0:0003701) : oo
componente estructural del #1: MLCI B o055%
ribosoma (G0O:0003735) #2: o - B %
actividad motora de #1: - B 0%
microtibulos (GO:0003777) #2: KIF22KIFIC [l 1.18%
union a antigenos #1: - B oo%
(G0O:0003823) #2: IGHG3 ALB . 1.18%
actividad helicasa #1: SuPViLl [l 1.1%
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(GO:0004386)

Tabla 9. Analisis del componente celular en Gene Ontology — Nivel 3.

componente de organulos

(GO:0044422)

organulo no unido a membrana

(GO:0043228)

componente vesicular (GO:0031982)

componente celular (GO:0044464)

orgéanulo unido a membrana

(GO:0043227)

componente de la matriz extracelular

(G0O:0044420)

componente de la sinapsis

(G0O:0044456)

componente de receptores

(GO:0043235)

componente extracelular (G0:0044421)

#2:

#1:

#2:

#1:

#2:

#1:

#2:

#1:

#2:

#1:

#2:

#1:

#2:

#1:
#2:

#1:
#2:

#2:

SMAR...
HNRPAB

TUBGCP2
FMOS...

GUCY2D
CYCS ..
MYL6
MARKA4 I...
DCTN6
CDC2A...
MYO6 HPS4
PA...
RAB27A
FZD4 CTBP1
T..

CYCS
TIMM22 ...
C1D RTN2
DEC...
CDCsL
ENOI1 D...
COL13A1 C7
A..

COL3A1
ENTPD...
CHRNA2
GABRA1
CHRNB...

ITGB2

"y COL13A1 C7

A..

COL3A1
ALBS...

B 176%

B 6.67%
I 30.63%

B 7.14%

B 5.62%

B 476%
B 0.62%

I 98:21%
I 96.25%

B 52.98%
I 56.88%

2.98%
1.25%

0.6%
1.25%

0.6%
0%

5.95%
5.62%
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9. Validacion del analisis de la expresion del
clon shARNI.

Tras el analisis bioinformatico de los microarrays de expresion génica se validaron los cambios
en los niveles de expresion de las distintas dianas identificadas bien ya descritas o bien
putativas de la fusion génica mediante las técnicas de RT-PCR en tiempo real, Western Blot e

inmunohistoquimica en pellets celulares.

Los niveles de CDKNI1C/p57/Kip2 se incrementaron tras la inhibiciéon de la fusion como
pudimos demostrar tanto a nivel de ARN mensajero como a nivel de proteina en ambos estadios

temporales, temprano y tardio.

Figura 30.
a)
CDKN1C/p57/Kip2 ARNm nivel de expresion
245
E 44 T T
2 35 L =
5 31
? 2,54
s 21
5 1,5
g ™ .
% O’g ] T T T T T
> TC71 wt TC71 wt shARNi clon shARNiclon pS estadio pS estadio
estadio estadio tardio estadio estadio tardio  temprano tardio
temprano temprano
b)
Pase temprano Pase tardio

pS7/Kipz [T W S S T e
actina [ gy " e~ |

TC71wt Clon ARNI pS NB TC71wt Clon ARNi p3

220



Los niveles de DAX1 (NROB1) en cambio disminuyeron como consecuencia de la reduccion en
la expresion de la fusion quimérica. Mediante Western Blot pudimos apreciar esa disminucion a
nivel de proteina que no varid con el transcurso de los pases celulares. La inmunohistoquimica

sobre los pellets celulares confirmo esa disminucion de los niveles proteicos de DAX1.

Figura 31. a) Nivel de expresion de proteina de DAX1/NROB. Western Blot b) Nivel de

expresion proteica de DAX1/NROB en pellets celulares. Inmunohistoquimica.

a)

DAX1  —— — i —

Acting — [WWEE TR oy e S S s

MM1S NB TCHwt 3 4 3 & k2 pS
DAX1 A —— . ———
Actina =

MM1S NB TCT1wi 3 4 5 8 M2 psS
b)

TCT1 wit pS shARNI clon

La recientemente identificada diana de EWS-FLI1, NKX 2.2, también se ve afectada
como consecuencia de la inhibicion de EWS-FLI1. Se produjo una reduccion en sus niveles de

proteina tanto en un estadio inicial como en uno tardio.
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Figura 32.

Estadio temprano Estadio tardio

NKX 2.2 [— - — L — B_|

Actina [— —— - — |

TC71wt shARNi pS NB TC71wt shARNI pS

elF4E es otro gen diana que se reprime tras inteferir EWS-FLII tanto a nivel proteico

como de ARNm.

Figura 33.
a)
elFAE ARNm nivel de expresion
2,5
s 2
2
©
T 1,51
c
‘0
% 1
o
o
[}
©
5 0
S TC71 wt TC71 wt shARNi ShARNi pS estadio pS estadio
estadio estadio tardio estadio estadio tardio  temprano tardio
temprano temprano
b)
Estadio tempranc Estadio tardic

ACting [ s S— e | | S— -—q

TC71 wt NB pS shARNiclon TC71 wt NB pS shARNi clon
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Los niveles de LSM1 también disminuyen como consecuencia de la inhibicion de la

fusion a nivel de proteina y de ARNm.

Figura 34. a) Nivel de expresion de ARNm de LSM1. RT-PCR en tiempo real. Media + SD

(triplicados) b) Nivel de expresion proteico de LSM1. Western Blot.

a)
LSM1 ARNm nivel de expresion
1,4
c 1,2
2
©
® 1
c
© 0,8
1%}
I
2 0,6 -
(0]
3 0,4
S
£ 0,2 1
0 - ‘ ‘ ‘
TC71wt estadio  TC71wt estadio shARNi clon shARNi clon pS estadio pS estadio tardio
temprano tardio estadio temprano  estadio tardio temprano
b)
Estadio temprano Estadio tardic

on  FEEE )
poine [ — —— w—

TCHMwt pS shARNiclon NB TC7iwt pS shARNiclon

Lo mismo sucede con TK1 aunque en este caso tan solo en el estadio temprano,

posteriormente los niveles de TK1 se recuperan.
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Figura 35.

Estadio temprano Estadio tardio

TK1 I-'---—-Il----
Actina El--g

TCH1wi NB pS shARNiclon TC71wt NB  pS shARNiI clon

BEX1-2 es otro gen afectado especialmente a nivel de ARNm.

Figura 36.

a)
BEX1 ARNm nivel de expresion
2
1,8 A
S 16 I
T 14 £
S 127
0,8
% 0
3 0,6+
2 04
Z 02
0 T T == T T T
TC71wt temprano  TC71wt tardio shARNi clon shARNi clon pS clon estadio  pS clon estadio
estadio temprano  estadio tardio temprano tardio
b)
Estadio temprano Estadio tardio
| — —
BEX1 — — —

TCHF1wi pS shARNIclon NB TCHiwt pS shARNiclon
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10. TOPK es una nueva diana directa de

EWS-FLI1 implicada en proliferacion.

Del conjunto de nuevas dianas putativas de la fusion decidimos prestar especial atencion al gen
TOPK/PBK (T-lymphokine-activated killer cell-originated protein kinase). El analisis de los
microarrays de expresion nos permitio observar que la expresion de TOPK se ve reducida como

consecuencia de la inhibicion de la fusion (valor de -6.78 en el analisis de Genetrix).

En primer lugar se valid6 el resultado obtenido en los analisis de expresion génica del
clon interferido midiendo mediante RT-PCR en tiempo real y Western Blot el nivel de
expresion de esta quinasa. Efectivamente se corroboro lo observado en los microarrays ya que
en ambos estadios temporales, especialmente en el temprano el nivel de expresion de este gen se

encontraba reducido tanto a nivel proteico como de ARNm.

Figura 37.
a)
TOPK ARNmM nivel de expresion
1,4
o 1,2
=
©
z 1] [ i
c
S 08 - T \ l
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g T
2 0,6 |
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3 04
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S 0,2 1 1
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TC71 wt TC71 wt tardio  shARNi estadio  shARNi estadio pS estadio pS estadio tardio
temprano temprano tardio temprano
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b)

Estadic temprano Estadio tardio

TOPK R S --q

Actina }v-'-w-__ ——

Mock shARNI TC71wt NB Mock shARNI TC71wt

Decidimos estudiar los efectos que causaria la inhibicion de la expresion de TOPK para
lo que se llevo a cabo una interferencia transitoria de su expresion mediante el uso de oligos
siARN contra dicho gen en la linea de SE, TC71. 72 horas después de la transfeccion con los
oligos siARN se extrajo tanto ARN como proteina. Se verifico la eficacia de la inhibicion de la
expresion mediante RT-PCR en tiempo real. Se consiguié una reduccion en los niveles de
ARNm de TOPK de un 60% a las 72h post-transfeccion. Igualmente se comprobé mediante
Western Blot la reduccion del nivel proteico de TOPK.

Figura 38.

TOPK ARNM nivel de expresién

1,2

0,8

0,6 -

0,4 1

Valor de expresion relativa

——

0,2 A

TC71 wt TC71 TOPK siARN 72h TC71 C-siARN
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b)

TOPK

Actina

Una vez que se comprobd que la expresion de TOPK estaba interferida sustancialmente
se paso a analizar el efecto de dicha inhibicion. El primer efecto observado fue un cambio
morfologico significativo cuando tuvo lugar la inhibicion de TOPK. Las células interferidas
parecian perder la capacidad de llegar a confluencia y crecian formando grumos en un aspecto

bastante alejado del patron de crecimiento habitual de la linea de SE, TC71.

Figura 39. Morfologia de las células con la expresion de TOPK interferida. Fotografias

tomadas con un microscopio Nikkon y un objetivo 20X.

TC71wt TC71 TOPK siARN 72h

Se midio el grado de proliferacion celular mediante un ensayo MTT observando que se
producia una reduccion de un 15% del grado proliferativo a las 48h de inhibir TOPK y que éste
era proporcional al grado de inhibicién del gen ya que es a las 72h cuando la reduccion era

mayor, reduccion del 30%, coincidiendo con los niveles mas bajos de TOPK. Por el contrario
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no se aprecié cambio alguno en lo relativo a la distribucion de las células en las distintas fases

del ciclo celular asi como en el indice de apoptosis.

Figura 40. Efectos de la interferencia de TOPK. a) indice de proliferacién determinado por MTT.
b) Distribucién de ciclo celular por FACS. c¢) Indice apoptético medido por Anexina V. Media + SD

(triplicados).
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©)

indice apoptético
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La transfeccion de la fusion tipo 1, EWS-FLI1 en el clon shARNi restaurd los niveles de
la fusion asi como los de TOPK lo que puso de manifiesto nuevamente la relacion existente

entre la fusion y esta quinasa.

Figura 41. Recuperacion de los niveles de TOPK al transfectar el clon shARNi con EWS-
FLI1. Western Blot.

TOPK

Actin

TC71wt shRNAiclone trns. TC71wt

Ademés, los niveles de AKT aumentaron, lo que parece indicar una posible conexion

entre AKT y TOPK.
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Figura 42.

AKT

R pe—— ===y

TC71wt TOPKsi  shRNAiclone trns.

De acuerdo a los resultados obtenidos que apuntaban la posibilidad de que EWS-FLII
pudiese estar regulando de alguna forma a TOPK se llevo a cabo un estudio in silico del
promotor y de los intrones de TOPK con el objeto de determinar si TOPK era efectivamente una

diana directa de la fusion génica EWS-FLII1.

En primer lugar analizamos el promotor de TOPK mediante el programa de analisis

bioinformatico TFM-explorer (http://bioinfo.lifl.fr/TEME/). Se pudieron localizar varios sitios
putativos de union de EWS-FLII en la regién proximal del promotor de TOPK asi como en

algun intron.

- region proximal del promotor de TOPK, localizacion [-37: -248], valor de p=2.20e-02

- TOPK intrén 1, localizacion [-2197:-2740], valor de p=7.23e-03.

Asi pues se confirmé que TOPK podia ser una diana directa de la fusion. Para verificarlo se
realizaron experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). La immunoprecipitacion
de cromatina tuvo lugar usando el anticuerpo anti-EWS. Tanto en el caso del mock como del

clon shARNIi se produjo amplificacion de la zona mencionada del intrén 1 de TOPK siendo algo

menor en el clon shARNi respecto al mock dada la inhibicion de EWS-FLI1 en el mismo.

230



Figura 43.
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La inmunoprecipitacion con el anticuerpo IgG o con el anti-ARN polimerasa II no dio
lugar a amplificacion alguna de la region proximal del promotor de TOPK ni de los intrones 1 y
4 (controles internos negativos). Como control positivo la immunoprecipitacion con el
anticuerpo anti-ARN polimerasa II propicié la amplificacion del promotor de G3PDH, sin
diferencias entre el mock y el clon shARNi. Podemos concluir por tanto que TOPK es una diana
directa de EWS-FLI1 ya que ésta se une al intron 1 de TOPK en la region seleccionada [-2197:-
2740].

Una vez establecida la conexion entre EWS-FLI1 y TOPK llevamos a cabo una nueva
immunoprecipitacion de cromatina con el anticuerpo monoclonal de TOPK. Los productos
ChIP se amplificaron por una PCR de cebador tinico y posteriormente se clonaron en el vector
pGEM®-T Easy para a continuacién secuenciar los productos de PCR clonados. Los resultados
obtenidos tras la secuenciacion nos permitieron identificar un nuevo gen: LRRC48 (Leucine-
rich repeat-containing protein 48) como una diana directa de TOPK al unirse al intrén 13 de
LRRC48. La validacion tuvo lugar por medio de amplificacion de PCR de los productos de
ChIP con cebadores del intron 13 del gen LRRC48.
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Figura 44. TOPK es capaz de unirse al intron 10 de LRRC48. Inmunoprecipitacion de

cromatina.
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Para analizar a fondo la regulacion ejercida por TOPK sobre LRRC48 estudiamos los
niveles de dicho gen en el clon EWS-FLI1 shARNi asi como en la linea inhibida para TOPK.
Comprobamos que el nivel de expresion del ARNm de LRRC48 aumentaba significativamente

en el clon EWS-FLI1 shARNIi pero por el contrario no se veia afectado en el clon TOPKsi.

Figura 45. Nivel de expresion de LRRC48 a nivel de ARNm. A) Aumento de la expresion
en el clon EWS-FLI1 shARNi b) Incremento de los niveles en las células TOPKSsi. Analisis

de los niveles mediante RT-PCR en tiempo real. Media + SD (triplicados).
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b)
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Para establecer una posible relacion entre TOPK y LRRC48 analizamos mediante RT-
PCR en tiempo real de los niveles de expresion de TOPK y LRRC48 en distintas lineas
celulares de SE lo que nos permitido observar la existencia de una correlacion inversa entre
ambos genes. La expresion del transcrito de LRRC48 era elevada en todas las lineas de SE

analizadas con la salvedad de SK-N-MC.

Figura 46. Niveles de TOPK y LRRC48 en distintas lineas de SE. Andlisis de los niveles
mediante RT-PCR en tiempo real. Media + SD (triplicados).
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Por tanto EWS-FLII es capaz de unirse a TOPK en su intréon 1 y TOPK a su vez puede
hacer lo mismo con el intréon 13 de LRRC48. TOPK reprime de alguna manera la expresion del
inhibidor del ciclo celular p27/Kip 1 dado que el silenciamiento de la misma provoca un

aumento en los niveles de p27/Kipl.
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Figura 47. Nivel de p27/Kip1 al inhibir TOPK. Analisis de los niveles mediante RT-PCR en

tiempo real. Media + SD (triplicados).
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Mediante el programa bioinformatico STRING (Search Tool for the Retrieval of

Interacting Genes/Protein) (EMBL, Heidelberg, Alemania) se pudo establecer la red proteica de

asociacion de TOPK/PBK basada en las anotaciones funcionales.

Figura 48. Conectividad de

(http://string.embl.de/).

TOPK/PBK.

mediante

el

String.
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11. Estatus de genes sensores y reparadores de
dano en el ADN al inhibir TOPK vy el clon
shARNI.

Comprobamos en primer lugar el estatus de p53 en la linea celular de SE, TC71 asi como en

otras lineas de SE.

La expresion de p53 es practicamente inexistente en TC71 asi como en la linea A673.
Ambeas lineas poseen una fusion EWS-FLI1 del tipo 1 (7-6). Por el contrario el nivel es elevado
en la linea SK-ES-1 que porta una fusion del tipo 2 (7-5) y la linea A4573 con una fusion del
tipo 3 (10-6).

Figura 49.
-
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El nivel de LSM1 como se pudo comprobar por Western Blot no varia significativamente entre

los clones shARNi y el mock y la linea TC71wt.

Figura 50.

235



sl T L )

TCTHwt NB Clend Clond Clond Clong ClenM2 [Mock

Actina

RHA es una helicasa cuyo papel ya ha sido descrito como relevante en la biologia
molecular del SE por lo que decidimos verificar su nivel de expresion en el clon shARNi. Los
niveles de RHA se mantuvieron constantes y no parecen por tanto afectados por la inhibicion de

la fusion.

Figura 51.
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12. Estudio protedmico del clon shARNI.

Analizamos el patron de expresion proteico global del clon shARNi mediante electroforesis

bidimensional.

Figura 52. Geles 2-D tefidos con plata.
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shARNi clon

shARNi clon

Tras la separacion de las proteinas por peso molecular y punto isoeléctrico se tifieron los
geles con plata y se identificaron una serie de proteinas de referencia para comprobar que las
muestras se habian procesado correctamente. Posteriormente se procedio6 a recortar aquellos

“spots” proteicos que mostraban diferencias de intensidad al comparar el clon shARNi con el

mock y la linea TC71wt.
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Figura 53. Identificacion de proteinas de referencia. Clon shARNi.
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Figura 54. Seleccion de los spots proteicos de interés.
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Los spots proteicos una vez seleccionados y extraidos del gel se procesaron por MALDI-TOFF.

Figura 55.
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La identificacion de los spots se llevé a cabo mediante el software bioinforméatico
MELANIE. De acuerdo a los siguientes criterios de busqueda se identificaron un conjunto de

proteinas de expresion diferencial entre el clon shARNi y el mock y TC71 wt.

Figura 56.

i« CRITERIOS DE BUSQUEDA

: » Database: Sprot 20061011 (234112 sequences; 85963701 residues)Taxonomy:

: Homo sapiens (human) (14780 sequences) Modifications: carbamidomethyl

_. (C), Oxidation ()

i« Elvalor Score es -10*Log(P), siendo P la probabilidad de que el resultado obtenido

: sea al azar. Un resultado es significativo (p<0.05) cuando el valor del Score supera
54,
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Tabla 10. Proteinas identificadas con expresion diferencial.

O Histona H2B tipo 2-F

Q Citrato sintasa, precursor mitocondrial

O Proteina 2 rica en cisteina (CRP2) (Protein ESP1)

O Rab GDP disociacion inhibidor beta (Rab GDI beta)

Q Proteina FSDI-like

O Proteina tumoral controlada traduecionalmente (TCTP) (p23)
O PCI domain-containing protein 2 (CSN12-like protein)

U Subunidad 6 del factor de inicico de la transeripeion TFIID

240



W Precursor Peptidil-prolil cis-trans isomerasa B (PPlasa)

O 60S proteina acidica rihosomal PO

U Triptofanil-tRNA sintetasa (Triptéfano—tRNA ligasa)

O Subonidad del proteasoma alfa tipo 1 (Componente del proteasoma (C2)
U Delia 3,.5-deltaZ,4-dienoil-CoA isomerasa, precursor mitocondrial

U Peroxiredoxina 6 (Proteina antioxidante 2)

Q Proteina RuvB-like 2 (48 kDa TATA bex-binding pretein-interacting

Q Fructesa-bifosfato aldelasa A (aldolasa de tipe muscular)

QO Histona H2B tipo 1-B (H2B.1)

O Espliceosoma RNA helicasa BAT1 (DEAD box protein UTAPS6)

QO Precarsor Protein -disulfide-isomerasa A3 (Disulfide isomerazseER-64) (ERp60)
U Pirofosfatasa inoreanica (Pivofosfate fosfo hidrolasa)

U Histona H2ZEB tipo 1-C/E/F/G/ (H2B.a/fg/h/11)

Q Creatin quinasa tipe B (B-CK)

Q Subunidad zeta de la F-complex protein 1 (TCP-1-zeta)

Q Probable ATP-dependiente ARN helicasa DDX5 (DEAD box protein 5)
Q Histona H3.3

Asi mismo se llevé a cabo un andlisis protedmico adicional mediante la técnica de
DiGE con el fin de corroborar las proteinas identificadas mediante 2-D y descubrir nuevas

proteinas cuya expresion se viera modificada debido a la inhibicion de EWS-FLII.

Figura 57.
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Tabla 11.

Acceso Muestra | DIGE Proteina Simbolo
Gen
namero nombre | shRNAi/mock definicién
UniProtkB / \ 55 proteinas distintas
Swiss-Prot
1 000571 JM 20, IM variable DEAD/H box polipéptido 3/ DDX3X
41, IJM 55 ATP-dependiente RNA helicasa
DDX3X
2 014979 JM 64 -1,66 Ribonucleoproteina heterogenea HNRPDL
nuclear D-like / CArG factor de
union
3 043175 JM 51 1,62 Dehidrogenasa fosfoglicerato PHGDH
4 043776 JM 47 -1,95 asparaginil-tRNA sintetasa, NARS
isoforma CRA b
5 075534 JM 39 -1,63 cold shock domain containing CSDE1
E1, unién a ARN, isoforma
CRA_e
6 075608 JM 53 1,59 lisofosfolipasa / Acyl-protein LYPLA1
thioesterase 1
7 P00352 JM 60 -1,71 aldehido dehidrogenasa 1A1 ALDH1A1
8 P04083 JM 19, IM variable anexina | ANXA1
23, JM 29,
JM 60, JM 62
9 P33316 JM 8 2,13 deoxiuridina trifosfatasa KRT1
isoforma 3
10 P04264 JM 3,IJM 10, NA Queratina, tipo Il citoesqueleto 1 P4HB
JM 24,IM 26, (CK-1)
JM 30, IM
34, JM 58,
JM 63
11 POQO7237 JM 32 1,62 prolil 4-hidroxilasa, subunidad HNRPC
beta precursor
12 P07910 JM 16, IM variable ribonucleoproteina C HSPA1B
33,IJM 70 heterogenea nuclear (C1/C2),
isoforma CRA ¢
13 P08107 JM 35, IJM 43 variable Heat shock 70 kDa protein 1 HSPA1A
14 P09211 JM 38 1,74 Glutation S-transferasa P GSTP1
15 P09651 JM 72 -1,9 Ribonucleoproteina Al HNRPAL
heterogeneo nuclear, isoform
CRA_g [Homo sapiens]
16 P10768 JM 66 2,1 esterasa D/formilglutation ESD
hidrolasa, isoforma CRA_a
17 P12004 IM 2 1,91 antigeno proliferativo celular PCNA
nuclear
18 P14618 IM 74 -1,6 Cadena A, Estructura de la PKM2
Humana de Musculo Piruvato
Quinasa (Pkm2)
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

P14866

P15121
P17858
P18669
P20042
P20700

P22626

P23381

P25705
P30040
P30043
P31942
P34897
P35241
P35527

P38919

P40121
P40937
P41250
P48739
P49591
pP52272
P54577
P62834

Q13283

JM 65, JM 67 variable

JM 27

JM 59

JM 17

JM 37

JM1

JM 31

JM 5, IM 45

JM 73

JM 13

JM 69

JM 19

JM 28

JM 50

JM 14

JM 48

JM 6, IM 42

JM 29

JM 44

JM 15

JM 11

JM 75

JM 56

M7

JM 67

-2,04

1,61

1,89

1,62

3,81

2,34

variable

-1,53

1,97

2,36

-2,26

-2,49

1,78

1,82

1,66

variable

-2,45

1,82

2,12

-2,27

-1,81

1,62

3,57

-2,38

ribonucleoproteina L
heterogenea nuclear, isoforma
CRA a

Aldosa Reductasa

fosfofructoquinasa de higado
isoforma b

fosfoglicerato mutasa 1
(cerebro)

proteina EIF2S2
lamina B1

ribonucleoproteina
A2/Blheterogenea nuclear
isoforma A2

Cadena A, Estructura de crystal
del fragmento catalitico de
aminoacilacion de la triptofanil-
tRNA sintetasa humana
ATP5A1 proteina

proteina 29 endoplasmico
reticulo isoforma 1 precursor

biliverdina reductasa B
(NADPH))

ribonucleoproteina H3
heterogenea nuclear isoforma b

serina hidroximetiltransferasa 2
(mitocondrial)

radixina, isoforma CRA_c
queratina 9

Cadena B, estructura de crystal
del complejo Eifdaiii-Barentsz a
una resoluciéon 3.0 A
Macrophage-capping protein

RFC5
Glicil-tRNA sintetasa (GlyRS)

Fosfatidilinositol proteina de
transferencia, beta

seril-tRNA sintetasa, isoforma
CRA g

ribonucleoproteina heterogenea
nuclear M isoforma b

tirosil-tRNA sintetasa

Raichu404X / RAP1A, miembro
de la familia oncogénica de RAS
Ras-GTPasa-proteina de
activacion - proteina de union
con dominio SH3

HNRPL

AKR1B1

PFKL

PGAM1

EIF2S2

LMNB1

HNRPA2B1

WARS

ATP5A1

ERP29

BLVRB

HNRPH3

SHMT2

RDX

KRT9

DDX48

CAPG

RFC5

GARS

PITPNB

SARS

HNRPM

YARS

RAP1A

G3BP

243



44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Q14103
Q15019
Q15181
Q16555
Q8NC51
Q96C23
Q96C36
Q96KP4
Q99729
Q9BWD1

QINXH9

QINZL9

JM 18, IM
57, JM 68
JM 46

JM 4

JM 9, IJM 36,
JM 47

JM 25

JM 52

M 71

JM 40

JM 21, IM 49

JM 54

JM 22

JM 23, IM 60

variable

3,43

-1,82

variable

2,42

3,16

1,71

1,92

variable

1,81

-2,35

variable

ribonucleoproteina heterogenea HNRPD
nuclear D isoforma CRA_f

Cadena A, Septina humana 2 en SEPT2
Complejo con Gdp

pirofosfatasa (inorganica) 1 PPA1
dihidropirimidinasa-like 2 DPYSL2
CGI-55 SERBP1

galactosa mutarotasa (aldosa 1- GALM
epimerase)

pirrolina-5-carboxilato reductasa PYCR2
familia, miembro2

CNDP dipeptidasa 2 CNDP2

Ribonucleoproteina heterogenea HNRPAB
nuclear AB isoforma b

proteina ACAT2 ACAT2

TRM1 tRNA metiltransferasa 1 TRMT1
homologo (S. cerevisiae),

isoforma CRA_a

metionina adenosiltransferasa ll, MAT2B
isoforma beta 2
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13. La inhibicién de EWS-FLI1 frena el

desarrollo tumoral en un modelo murino de

xenotransplante.

Después de comprobar in vitro los efectos de la inhibicion de EWS-FLI1 decidimos analizar por
medio de un modelo murino de xenotransplante el comportamiento in vivo de las células del clon
interferido. Se implantaron las células del clon shARNi, el mock y la linea TC71 wt en ratones

inmunodeprimidos NOD/scid.

Los animales en los que se inyectaron las células del clon interferido desarrollaron
tumores de menor tamafio en comparacion con aquellos en los que se implantaron las células del
mock o de la linea TC71wt. Los tumores aparecen practicamente al mismo tiempo en todos las
condiciones y durante alrededor de 8-10 dias presentan un volumen muy semejante pero sin
embargo a partir de entonces hay un crecimiento exponencial tanto en el mock como en la linea
TC71 wt mientras que por el contrario el crecimiento tumoral se ralentiza notablemente en el

clon interferido tanto en el estadio temprano como en el tardio.

Los tumores se examinaron morfologicamente mediante una tincion hematoxilina-
eosina la cual puso de relieve la ausencia de diferencias significativas entre el clon shARNi, el
mock y la linea TC71wt. En todos los casos se apreciaron amplias zonas de necrosis ante la falta
de vasculogénesis, zonas con numerosas cé¢lulas en fase apoptotica y otras con células viables en

proliferacion muchas de ellas en mitosis.
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Figura 58. Estudios histopatologicos de los tumores en los dos estadios, temprano (T0) y
tardio (T8). Aspecto macroscopico de los tumores y tincion hematoxilina-eosina de los

mismos.
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Figura 59. Fotografias de los tumores. a) Comparativa clon shARNi y mock en el estadio temprano

(TO). b) Comparativa clon shARNi y mock en el estadio tardio (T8). ¢) TC71 wt.

Mock TO
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Figura 60.
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14. Génesis del SE. Induccidon de la fusiéon

EWS-FLI1 en hMSCs.

Pretendimos generar un fenotipo de SE mediante la induccion de la expresion de las proteinas
de fusion, EWS-FLI1 en sus 3 tipos principales (7-6, 7-5 y 10-6) y EWS-ERG, en células madre
mesenquimales de médula 6sea (hMSCs) obtenidas de 3 pacientes de SE estableciendo como

controles células madre del mismo tipo extraidas de 3 donantes sanos.

Se trataba de analizar el fenotipo resultante tras la expresion inducible de las fusiones
EWS-Ets mediante distintas técnicas de biologia molecular y celular. Asi mismo se crecerian
las hMSCs en medio de induccion neural para ver si la accion de la proteina de fusion prevalece

sobre la diferenciacion inducida por el medio de cultivo.

Figura 61.
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En primer lugar se caracterizaron las células madre mesenquimales humanas (hMSCs)
procedentes de pacientes diagnosticados de SE. Las células se obtuvieron de la cresta iliaca. En
primer lugar se caracterizaron fenotipicamente mediante citometria de flujo usando diferentes

marcadores caracteristicos de las células madre mesenquimales como CD73, CD90, CD105 y
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CD166 y con otros marcadores de células madre no mesenquimales como los marcadores
hematopoyéticos CD14, CD19, CD34, CD45, CD106 y HLADR. Las células efectivamente

expresaron los marcadores mesenquimales y fueron negativas para los restantes.

Figura 62.
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Posteriormente y una vez crecidas las células se caracterizaron comprobando en primer
si mantenian el potencial de diferenciacion. Se crecieron las hMSCs en distintos medios de
diferenciacion durante el tiempo necesario para que se pudieran diferenciar. Los medios de
diferenciacion fueron los siguientes: osteogénico, adipogénico y condrogénico. Las hMSCs
crecieron sin problemas en los distintos medios y dieron lugar al linaje tipico y esperado en cada
uno de los medios. Las tinciones para adipocitos (Von Kossa), para osteoblastos (depositos de
calcio) asi como la inmunohistoquimica para los condroblastos (coldgeno II) resultaron
positivas confirmando que efectivamente estas células son células madre mesenquimales con

todo su potencial de diferenciacion intacto y el punto de partida deseado para nuestros estudios.
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Figura 63. Diferenciacion de las hMSCs.
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Asi mismo mediante citometria de flujo se examind el estado de marcadores

caracteristicos de SE en las hMSCs de paciente para determinar si existia ya un fenotipo de SE

en las mismas en comparacion con las hMSCs obtenidas a partir de un donante sano. Los

marcadores de superficie usados fueron CD13, CD166, CD54, CD99, CD117 y CD 271 siendo

el marcaje negativo en todos los casos y sin diferencia alguna entre las hMSCs de los dos

pacientes de SE y el donante. Por tanto dichas hMSCs de los dos pacientes no contaban con

ningn marcador caracteristico de SE ni fenotipo alguno.

Figura 64. Analisis por citometria de flujo de marcadores caracteristicos de SE. Marcadores

usados: CD13, CD166, CD54, CD99, CD117 y CD 271.
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Se mir6 en primer lugar si la fusion EWS-FLI1 ya estaba presente en las hMSCs.
Tomando como referencia la linea de SE, TC71, corroboramos la ausencia de la fusion en las
hMSCs tanto de paciente como de donante mediante RT-PCR y RT-PCR en tiempo real. Asi
mismo se corroboré mediante la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) la ausencia

de la fusion tomando como referencia la linea celular de SE, TC71.

Figura 65.
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Se midi6 el nivel de ARNm del marcador caracteristico de SE, CD99, en las hMSCs de
paciente y donante por medio de RT-PCR en tiempo real tomando la linea de SE, TC71 como
referencia. Los niveles de CD99 en los pacientes fueron superiores a los del donante aunque no
alcanzaron el grado de expresion de CD99 en la linea TC71. También se analizd el nivel
proteico de CD99 en células crecidas en cubreobjetos mediante inmunohistoquimica. Los

resultados corroboraron lo observado ya a nivel de ARNm.

Figura 67. Analisis de la expresion de CD99. a) Nivel de¢ ARNm medido mediante RT-PCR en

tiempo real. Media + SD. b) Inmunohistoquimica sobre células crecidas en cubre.
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Se midi6 el nivel de expresion de TOPK mediante RT-PCR en tiempo real. Los niveles
en los dos pacientes son superiores a los del donante pero no alcanzan ni mucho menos el de la

linea de SE, TC71.

Figura 68. Nivel de expresion de TOPK. RT-PCR en tiempo real. Media + SD.
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Analizamos asi mismo el perfil protedmico de las hMSCs de los pacientes y el donante.

Figura 69. Analisis proteémico. Electroforesis 2-D.
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Seleccionamos los spots proteicos de interés para su digestion y analisis via Maldi-Toff.

Asi mismo se analizaron las diferencias de expresion génica entre las HMSCs de

pacientes y donantes mediante microarrays de expresion génica.

Tabla 12.
Niumere | Proheset ITD | d.value p.valig q value Cambio Descripcion
{pvs d)

1 ENSCE00000133 | 53581628381 0,00000778 0188873334 | 9,501354907 | Chitinase-3-like

045 protein 1
precuisor

2 ENS300000144 | -4 55676104 | 0,0000427 0,519401887 | 0804320585 | SRC hamology 3

881 and cysteina-iich
domain protein

3 ENSCG00000204 | -4,22505391 0,000077G 0,580238167 | 0630425007 | -
443

4 ENSE00000121 | -4,180054095 | 0,000097 0,5300229167 | 0,673965130 | SLM2
T3

g EMSG00000208 | -3,836383106 | 0000183024 | 0632725668 | 0,551254503 | _
a5

) EMS300000183 | -3,812058258 | 0000186814 | 0,632725568 | 0,705251068 | Precursor Noggin
&1

7 EREG00000182 | -3,641332207 | 0000222362 | 0632725668 | 0,691581149 | Precursor de
egr naurotrimina

8 EMSZ00000206 | -3,567280122 | 0000230063 | 0622720808 | 082759959 | -
824

] ENSG00000210 | -3,272200796 | 0000380798 | 07550495334 | O677a72806 | -
a08

10 EMSG0000018e | -3,334627825 | 0000434732 | 0,735493854 | 0488470258 | -
200
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b) Expresion inducible de EWS-ets en las hMSCs.

Las hMSCs fueron transfectadas con las diferentes fusiones EWS-FLI1 y la fusion EWS-ERG
una vez clonadas en el sistema Tet-Off. Se utilizé para ello JetPei, reactivo linear derivado de la
polietilenimina. Las hMSCs se transfectaron en el tercer pase. Una vez transfectadas y a las 24h
se afiadid el G418 para la seleccionar los clones asi como la doxiciclina. Posteriormente se

comprobo por medio de WB y RT-PCR en tiempo real la efectividad de las transfecciones.

Figura 70. Esquema de trabajo con las hMSCs.
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Figura 71.
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Se trataron las hMSCs transfectadas con las fusiones con oligos siARN contra el gen

pl6 para posteriormente activar el sistema Tet-Off durante un periodo maximo de 72 horas con

el fin de acelerar el desarrollo de un fenotipo de SE. Sin embargo no se observd cambio alguno

respecto al mock o a las células hMSCs.

Figura 72.
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b)

hM3Cs parental Mock EWS-FLM tipo 1

~ siARN control

Se analizaron las diferencias inducidas por la expresion de la fusion de tipo 1 en el perfil
protedmico mediante electroforesis bidimensional. Los Spots proteicos seleccionados estan

siendo actualmente identificados mediante Maldi-Toff.

Figura 73. Mapas proteicos 2-D.
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DISCUSION
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Cerca de un siglo después de la definicion del sarcoma de Ewing como un endotelioma difuso
de hueso por parte del propio James Ewing (105) se sigue sin conocer a ciencia cierta la célula
de origen de esta neoplasia. Si bien se ha avanzado notablemente en el conocimiento del
principal agente responsable del desarrollo de este tipo de tumores, las fusiones génicas EWS-
ets, y se han descubierto numerosos genes diana de las mismas, no se conoce aiin con precision

el mecanismo de accion de dichas fusiones.

Por todas las razones anteriormente expuestas el proposito de esta tesis doctoral ha sido
el de profundizar en el conocimiento del comportamiento molecular del sarcoma de Ewing para
poder lograr identificar nuevas dianas de la fusion alguna de las cuales pudiera dar lugar al
desarrollo de terapias mas eficaces en su tratamiento, en especial en aquellos casos metastaticos
o recidivantes. Igualmente hemos pretendido conocer mejor la posible histogénesis de esta
neoplasia. Para ello nos hemos servido como herramienta principal del ARN de interferencia
analizando posteriormente los efectos de la inhibicidon de la expresion de EWS-FLI1 mediante

distintas técnicas de biologia celular y molecular in vitro e in vivo.

Dada la importancia de la accion ejercida por EWS-FLI1 en la biologia molecular del SE (44,
49, 74, 115) el primer objetivo que nos planteamos fue el de tratar de inhibir la expresion de la
misma en distintas lineas de SE de cara a poder analizar posteriormente los cambios fenotipicos

y genotipicos derivados de dicha inhibicion.

Decidimos utilizar como herramienta para lograr la inhibicion de la expresion de
EWS-FLI1 la técnica de ARN de interferencia dada su gran utilidad para el analisis de los
fenotipos asociados a la inhibicién de la expresion del gen escogido como diana. El uso del
ARN de interferencia en lineas celulares en cultivo y en modelos animales se ha generalizado
convirtiéndose en una alternativa al uso del knock-out y en pieza fundamental en los analisis de

funcién génica (127, 128, 129, 130).

Los primeros estudios como tales de ARNi en el SE emplearon oligos siARN con un
analisis de los efectos a las 48-72h post-transfeccion (205, 206, 207, 208, 209). Sin embargo la
utilizacion de oligos siARN posee una gran limitacion dado que solo se pueden observar efectos

durante un espacio temporal reducido debido a su limitada vida media. Por esa razoén nos
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propusimos inhibir la expresion de la fusion EWS-FLI1 mediante el uso de shARNi para lograr

una inhibicion duradera con el transcurso de los pases celulares.

Los modelos de expresion ectopica poseen una importante desventaja dado que no
representan el verdadero contexto celular en el que las fusiones génicas actiian. Por ejemplo en
el caso concreto del SE en funcion del sistema celular heter6logo usado los efectos debidos a la
introducciéon de EWS-FLI1 son bastantes diferentes (119, 497). Por esa razén utilizamos
utilizamos 4 lineas celulares de SE con la que cubrimos las 3 variantes mayoritarias de la fusion

de EWS-FLII, tipo 1(7-6), tipo 2(7-5) y tipo 3 (10-6), presente en un 85% de los SE (225).

Usando como base el vector plasmidico pSUPER que dirige la sintesis intracelular de
transcritos siRNA se diseflaron tomando como referencia el punto de unién de cada una de las
fusiones. Se analizo6 el fenotipo de pérdida de funcion en distintos clones seleccionados tras 8
pases celulares para confirmar el mantenimiento de la inhibicion de EWS-FLI1. En 3 de las 4
lineas de ES usadas se obtuvieron clones interferidos si bien como consecuencia de la supresion
de la expresion de EWS-FLI1 soélo se pudo apreciar efectos en una de las lineas de ES, TC71.
A4573 cuenta con la fusion tipo 3 (10-6) y SK-ES-1 con la fusién tipo 2 (7-5) mientras que
TC71 posee una fusion tipo 1 (7-6) la cual se ha asociado a una tasa proliferativa inferior a la de
las fusiones tipo 2 y 3 (375); quiza esto puede explicar que con un grado de interferencia similar
tan solo tenga consecuencias la inhibicion de aquella variante de la fusiéon con menor potencial
oncogénico y puede que sea necesario un mayor grado de inhibicion de la fusién quimérica en

las lineas A4573 y SK-ES-1 para poder observar algiin efecto.

En la linea TC71 se produjo una reduccion de hasta un 65% de los niveles de ARNm de
EWS-FLI1 y asi mismo del nivel proteico de la fusion. Se pudo verificar que la interferencia de
EWS-FLI1 se mantuvo con el paso del tiempo aunque se redujo ligeramente con el transcurso
de los pases celulares. Los efectos de la inhibicion de EWS-FLI1 se pudieron observar en varios
clones de cada linea celular y estuvieron relacionados proporcionalmente al grado de
interferencia de la fusion indicando una relacion directa y especifica entre dicha inhibicion y los
efectos observados. No fue posible lograr una inhibicion total y absoluta de EWS-FLI1 y
creemos que es debido a que las lineas tumorales necesitan un cierto nivel de EWS-FLI1 para

seguir activas y mantener su estatus de malignidad.

La inhibicidn fue especifica dado que los niveles del gen EWS, de expresidon ubicua, no

se vieron afectados.
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Los distintos estudios de ARN de interferencia del tipo short hairpin RNA (shRNA)
llevados a cabo para lograr una inhibicién duradera con el transcurso de los pases celulares en el
SE aparecidos en el transcurso de esta tesis han presentado el analisis de los efectos de la
interferencia de ARN tras la infeccion y seleccion con antibidtico. Se han usado distintos
vectores ya sean del tipo pSUPER retroviral (212) en la linea STA-ET-7.2, pSRP retroviral con
promotor H1 dirigido contra el UTR 3" de la fusion en la linea A673 (213, 214, 216) o las lineas
TC71 y EWS502 (215) o inducibles lentivirales con doxiciclina en las lineas A673 y SK-PN-
DW (217). Si bien en todos y cada uno de estos estudios se obtuvieron clones interferentes
teoricamente estables con el transcurso de los pases celulares tan solo en uno de los estudios,
linea A673 transfectada con un sistema shARNI retroviral, se hace referencia al estudio de los
efectos de la interferencia de la fusion en un estadio tardio mencionando que el efecto de la
interferencia de la fusion EWS-FLI1 se va diluyendo con el transcurso del tiempo y los pases

celulares (213).

Nuestro estudio no es pionero al inhibir la expresion de EWS-FLI1 en una linea de SE
pero si lo es al analizar y mostrar los efectos de la inhibicidén en un estadio inicial y uno mas
avanzado transcurridos 8 pases celulares demostrando que efectivamente se trata de un modelo

de interferencia estable de EWS-FLI1 en el SE.
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Del total de 30 clones obtenidos en la linea de SE, TC71, seleccionamos aquel que mostro la
inhibicion mas marcada de la expresion de EWS-FLI1, el clon TC71 shARNi 6, de cara a

caracterizar y evaluar su fenotipo molecular y celular.

El principal efecto que observamos en nuestro modelo debido al silenciamiento de la
fusion fue una fuerte induccion apoptotica, hasta del 70% en comparacion con la linea TC71wt
y el mock, relacionada con la induccion de la caspasa 9 uno de los principales actores
implicados en el fenomeno de la apoptosis. Se ha descrito que un alto niimero de lineas
celulares de SE, entre ellas TC71, son sensibles a la accion apoptotica desencadenada por
TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) que provoca la activacion de
caspasa 9 entre otras caspasas (498). Inhibidores de la histona deacetilasa también son capaces
de promover la apoptosis via TRAIL-caspasa 9 en lineas ES (499). Distintos agentes como el
flavopiridol, un pan-inhibidor de CDKs (500) o el 2-Metoxiestradiol, un metabolito fisiologico
del 17b-estradiol (501) son también capaces de inducir en lineas de ES el procesamiento de la
pro-caspasa 9 con la consiguiente activacion de la caspasa 9. En todos los casos se puede
bloquear el proceso con el pan-inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK. También pudimos
comprobar en nuestro modelo interferente el procesamiento de PARP. El procesamiento de
PARP tiene lugar en lineas de ES como TC71 al tratarlas con fArmacos como bortezomib (502)
o con flavopiridol. Asi pues la inhibicion de la fusion EWS-FLI1 propicia una mayor
sensiblidad apoptoética del clon interferido mediante el procesamiento de la forma inactiva de la
caspasa 9 y la activacion de la misma que inicia toda la cascada de caspasas que ademas es
mantenida con el transcurso de los pases celulares. El ligero procesamiento de caspasa 9 que se
pudo detectar en el mock se revelo insuficiente para desencadenar la apoptosis. Estudios previos
de ARNi (205, 208) obtuvieron el mismo resultado de inducciéon apoptoética al inhibir EWS-
FLI1.

Otro notable efecto observado en el clon interferido fue una notable reduccion de su

capacidad de crecimiento independiente de anclaje, esto es, de su potencial de transformacion
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oncogénica. La bajada de los niveles de la fusion tuvo como consecuencia la aparicion de menos
colonias (35-40% de reduccion) y de un menor tamaio en el clon interferido especialmente en
el estadio inicial. Un efecto semejante ha sido descrito en otros modelos de silenciamiento de

EWS-FLI1 (212, 213, 215).

La inhibicion de EWS-FLII redujo la capacidad migratoria de las células de SE en torno
a un 30% en ambos estadios temporales. El gen CCN3 (NOV) se ha descrito como un
importante mediador de migracion e invasion en el SE (503) y su expresion se encuentra
reducida en nuestro modelo lo que puede explicar la pérdida de esta funcion en las células

interferidas.

La tasa de crecimiento del clon shARNi se redujo en un 30% pero solamente en el
estadio inicial ya que dicho efecto inhibitorio se acabd perdiendo con el transcurso de los pases
celulares. En otros modelos de silenciamiento de la fusion bien del tipo oligonucle6tidos o ARN
antisentido (201, 202, 203, 204), oligos siARN (205, 206, 208) o del tipo shARNi (212, 215) si
se ha logrado frenar en mayor medida la proliferacion celular. Sin embargo en otros estudios
llevados a cabo en la linea de SE, A673, no se observo cambio alguno en la tasa de crecimiento
de las células interferidas (213, 214). Parece que la reduccion de los niveles de EWS-FLI1
logrados en nuestro modelo interferente de TC71 si bien en un estadio inicial ralentiza el
crecimiento al final al perder parte del efecto no es suficiente per se para limitar el crecimiento
in vitro de las células. El crecimiento de las distintas lineas de SE esta sometido a una compleja
y a la par precisa regulacion ya que por ejemplo si se reintroduce la fusion EWS-FLI1 en un
clon interferido hasta llegar a niveles suprafisiologicos de la misma el crecimiento celular se
resiente (213). La existencia de diferencias por ahora desconocidas en el background celular de
las distintas lineas de SE y de las distintas variantes de las fusiones EWS-ETS podria explicar
este fendmeno poniendo de manifiesto una vez la vital importancia del contexto celular a la hora
de la actuacion de las fusiones génicas (119). Otra explicacion plausible es la avanzada por
Matsunobu et al que han demostrado que los shARNi disefiados contra el punto de ruptura de
las fusiones son menos efectivos a la hora de inhibir el crecimiento celular que aquellos disefios
enfocados a la secuencia dentro de la mitad 5" de EWS-FLI1 (504). Nuestros disefios shARNi
se hicieron contra el punto de fusion de EWS-FLII con el fin de evitar afectar a los genes wild
type EWS y FLII si bien Fli-1 s6lo se expresa en el linaje hematopoyético (242, 244), con una
pequeiia diferencia de posicion de 8 nucleotidos por lo que efectivamente pudieran ser menos

eficientes que un disefio contra el extremo 5” de la fusion.

No se detectd cambio alguno en el clon shARNi en cuanto al patrén de distribucion del

ciclo celular tras el analisis por citometria de flujo. La expresion inducible de EWS-FLI1 en el
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modelo heterélogo de la linea celular HeLa activa ¢-MYC y reprime al inhibidor de CDKs,
p5757%? (120). Curiosamente los niveles de este importante regulador del ciclo celular si que se
vieron afectados como consecuencia de la inhibicion de EWS-FLII, cuya expresion se vio
incrementada en el clon interferido. Otros miembros de la familia Cip/Kip CKI como p21-Cipl
o p27-Kipl pueden estar contrarrestando el incremento de pS57-Kip2 manteniendo el ciclo

celular en las mismas condiciones.

No apreciamos cambio alguno significativo en cuanto a la morfologia del clon shARNi
con respecto a la linea TC71wt o al control interno transfectivo (mock-pSUPER), aunque las
células del modelo interferido tienden a crecer mas juntas, algo mas apelotonadas, con forma

romboidea y con pocas prolongaciones tipo neurita.

El analisis de la longitud de los telémeros no arrojé resultado significativo alguno.

Se obtuvieron resultados semejantes en cuanto al patron del ciclo celular y el indice
apoptotico para los restantes clones shARNi. En dichos clones la interferencia de EWS-FLI1 no
fue tan pronunciada. Pudimos establecer una correlacion directa entre el grado de inhibicion de
la fusion y el alcance de los cambios observados, confirmando de esta forma que los cambios
observados son una consecuencia directa y especifica de la inhibicion de la expresion de EWS-
FLI1 y no eran debidos a efectos clonales inespecificos. En este sentido llevamos ademas a cabo
un analisis del estatus gendmico del clon interferido comparandolo con el del mock y la linea
celular TC71wt. Pudimos verificar mediante la técnica de CGH arrays que los efectos
observados en el clon interferido no fueron debidos a inestabilidad genomica alguna. El estatus
genomico de la linea de SE TC71 wt, el mock y el clon shARNi no se alterd con el transcurso
de los pases celulares, por lo que los cambios en el comportamiento molecular del clon shARNi
fueron debidos exclusivamente a la supresion de la expresion de EWS-FLI1 y no a ningln tipo

de cambio genético secundario detectable.
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Llegar a comprender el mecanismo de accion de la fusion EWS-FLI1 requiere la identificacion
de sus genes diana. El objetivo del analisis de la expresion génica tras la interferencia de EWS-
FLI1 fue el de descubrir dianas putativas cuyos niveles variaran como consecuencia de la
inhibicion de la fusion. Mediante el uso de microarrays de expresion se pudieron analizar los
cambios inducidos por la interferencia de la fusion EWS-FLI1 en la denominada firma
molecular. Se pudieron confirmar de esta forma dianas ya establecidas de la fusion, descubrir

otras nuevas dianas putativas y confirmar la validez de nuestro modelo estable de interferencia.

Analizamos los perfiles del clon shARNi, el mock y la linea TC71 wt en las dos fases
temporales con la plataforma de expresion Affymetrix HG-U133A. El nimero de genes
activados o reprimidos por la fusion fue similar (en torno a los 200 genes), habiendo establecido
como parametros selectivos un cambio de dos o6rdenes de magnitud y un valor p inferior a 0,05.
Del analisis bioinformatico de los datos con dos programas de software diferentes pudimos
corroborar dianas de EWS-FLI1 ya descritas en la literatura. La mayor parte de los genes
cambiados aparecia en ambos analisis. Algunos de estos genes habian sido ya descritos como
dianas inducidas o reprimidas por EWS-FLI1, como por ejemplo p57-Kip2, DAX1-NROBI,
IGF-1 o zixina (120, 206, 351, 505). Los resultados obtenidos en los arrays se validaron a nivel

transcripcional (QRT-PCR) o traduccional (WB/IHQ) y se corroboraron todos ellos.

A pesar de que el SE no pertenece al grupo de sarcomas en los que se producen
mutaciones de genes involucrados en el control y/o la progresion del ciclo (20) si son
relativamente frecuentes ciertos acontecimientos tales como las pérdidas de p16 o Rb, lo que
implica progresion en el ciclo celular y entrada en fase S del mismo (24) o mutaciones en p53 y
amplificacion de MDM?2 (25, 26). EWS-FLI ejerce distintas acciones sobre el ciclo celular en
funcién del contexto celular en el que actie asi por ejemplo la introduccion de la fusion en la
linea de fibroblastos murina MEF provoca parada del ciclo celular (117) mientras que en
fibroblastos humanos embrionarios inmortalizados con telomerasa los efectos causados por la
transfeccion de EWS-FLI1 son similares provocando una parada del crecimiento celular via p53
e induccion de apoptosis (110). Fli-1 interviene en procesos de transformacion tumoral ya que
puede unirse al promotor del gen Rb inhibiendo su expresion y favoreciendo la progresion del
ciclo celular con la transicion G1/S en el ciclo y la inducciéon de p21 y del factor de
supervivencia anti-apoptotico Bel-2 (252, 253). EWS-FLI1 afecta a la proliferacion celular
alterando la expresion de reguladores clave del ciclo celular como CDKNI1A o p21, diana

directa de la misma (344). La expresion de EWS-FLI1 en células Hela aumenta los niveles de
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ciclina D1 asi como los de Myc y disminuye los de p57, inhibidor del complejo ciclina-CDK.
La sobreexpresion de ciclina D1 en muestras de SE esta comprobada. Si se transfecta una linea
de rabdomiosarcoma con EWS-FLII1 la expresion de ciclina D1 sube y la de D3 baja lo que
confirma que la regulacion de las ciclinas al menos por parte de la fusion depende del contexto
celular (345). El gen 1d2 es otra diana de la fusion; Id2 promueve la proliferacion celular
inactivando Rb y promoviendo la transicion de la fase G1 (346). Id2 es ademas diana de c-myc
asi como antagonista del inhibidor del ciclo celular p21 (348). C-myc a su vez esta relacionado

con p57, que es una diana reprimida por EWS-FLI1 (120).

En nuestro modelo interferente pudimos ratificar una fuerte induccion de p57-Kip2
correlacionada con la inhibicion de EWS-FLI1, tanto a nivel de ARNm como proteico. La
evaluacion del patron de ciclo celular no permitio apreciar cambio alguno. Aunque la expresion
de p57-Kip2 aumento6 no se tradujo en alteracion alguna del ciclo. Quizas otros miembros de la
familia Cip/Kip CKI como p21-Cipl o p27-Kipl pueden contrarrestar el aumento de los niveles
de p57-Kip2 (506) evitando de esta forma una parada del ciclo celular. Ademas p53 no se
expresa en la linea TC71 (507). Muy recientemente se ha vinculado a Notch con la activaciéon

de p53 en lineas de SE (508).

NKX2.2 ha sido descrito recientemente como diana directa de EWS-FLI1 (213) y un
estudio posterior del mismo grupo ha ratificado su papel como mediador de la actividad de
represion transcripcional ejercida por EWS-FLI1 (509). La expresion proteica de NKX2.2 se vio
reducida en ambos estadios. NKX2.2 es un gen Homeobox que desempeiia un importante papel
en el desarrollo neural (510) del que se ha comprobado su utilidad en el SE junto a los genes

STEAP1 y CCNDI como marcador de supervivencia y de ausencia de metastasis (511).

La expresion del gen DAX1-NROB1 también se ha relacionado con el ES (206, 215).
DAXI1-NROB1, como se pudo comprobar por WB e IHQ sobre pellets celulares también sufrid
una drastica reduccion tras la represion de la fusion. Nuestros resultados verifican el importante
papel que puede estar desempefiando DAX1-NROBI1 en el SE y su interés como posible diana

terapéutica en el SE.
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Los datos obtenidos del analisis de expresion génica sefialan a IGF1 como uno de los genes
reprimidos mas importantes cuando se inhibe la fusion por lo que y dada la gran importancia de
la via de proliferacion y supervivencia IGF1/IGF1R en los sarcomas en general y en el SE (27,

117, 118, 350, 351) se decidid explorar el estado de la misma en el clon interferido.

Efectivamente IGF1 esta infraexpresado en el clon shARNi como pudimos ratificar
mediante Western Blot y PCR en tiempo real. Sin embargo no hubo cambio alguno en los
niveles de expresion del receptor de IGF1, IGFIR. La evaluacion del efecto de distintos
inhibidores de la via de IGF1/IGF1IR como NVP-AEWS541, PD98059 y LY294002 en los
niveles y en la activacion de las proteinas AKT y MAPK42/44 se llevdo a cabo mediante
Western Blot. Asi mismo estudiamos el efecto sobre la apoptosis y la proliferacion. NVP-
AEWS541 es un derivado de la pirrol[2,3-d] pirimidina capaz de inhibir las quinasas de bajo peso
molecular de la via de IGF1/IGFIR (512). PD98059 y LY294002 son dos inhibidores de MEK

y de PI3-K respectivamente, los cuales son genes clave en la via estudiada (513, 514).

El IC50 para todos ellos fue inferior en el clon shARNi con respecto al mock y a la linea
celular TC71wt. Bajo estimulacion con IGF1 los niveles de las formas fosforiladas de AKT y
MAPK42/44 se redujeron. Atn cuando el clon interferido ya mostraba antes de la adicion de los
inhibidores unos niveles elevados de induccion apoptotica el tratamiento con los mismos indujo
aun mas apoptosis. Pudimos comprobar por tanto que el clon shARNi era mas sensible a los

efectos de distintos inhibidores de la via de IGF1/IGF1R.

La mayor sensibilidad del clon shARNi a la accion de los inhibidores de la via de IGF1-
IGF1R se debe a la reduccion de los niveles del ligando IGF1 ya que los de su receptor, IGF1R
no se vieron alterados. La via de IGF1-IGF1R no so6lo es importante per se en el SE (350) sino
que se ha demostrado que es necesaria para la transformacion inducida por EWS-FLI1 en
fibroblastos murinos (117). Las células del SE requieren IGF1 para crecer (383) y muestran una

alta sensibilidad a la inhibicién de esta via de transduccion de sefiales (384).
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El bloqueo de esta via usando distintas estrategias como el ARN de interferencia, ARN
u oligos antisentido o inhibidores especificos de tirosin-quinasas se ha demostrado eficaz
logrando disminuir el crecimiento tumoral in vitro e in vivo (118, 350, 384, 512, 515, 516). La
represion de IGF1 como consecuencia de la inhibicion de la fusion puede también contribuir no
solamente a hacer al clon shARNi mas sensible a la accion de agentes antiproliferativos y
proapoptéticos sino que puede mediar también en la reduccion del potencial oncogénico del
clon interferido. La activacion de Akt mediante IGF1/IGF1R se ha demostrado necesaria para el
crecimiento independiente de anclaje en células MEF transformadas con la fusion ETV6-
NTRK3 (517). ETV6-NTRK3 es una fusion caracteristica del fibrosarcoma congénito (31, 274).
Un mecanismo similar pudiera estar teniendo lugar en nuestro modelo shARNi ya que tanto
IGF-1 como fosfo-AKT tienen sus niveles reducidos tras la inhibicion de EWS-FLI1 y
precisamente las células interferidas poseen una menor capacidad de transformacion
oncogénica, crecen en menor numero sobre el agar blando y dando lugar a colonias de menor
tamafo. Todas estas observaciones no hacen sino recalcar la gran importancia de la via de
sefalizacion de IGF1/IGFIR en la biologia del SE conjuntamente con la acciéon de EWS-FLI1 y

la necesidad de conseguir bloquear ambas para mejorar el manejo terapéutico del SE.
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Decidimos analizar el perfil protedmico del clon interferido para estudiar los posibles cambios

debidos a la inhibicion de la expresion de EWS-FLII.

La primera aproximacion se llevd a cabo mediante electroforesis bidimensional. Tras
separar las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico y peso molecular se seleccionaron
aquellos spots de interés para ser analizados por Maldi-Toff y posteriormente con el programa

de software bioinforméatico Melanie.

Obtuvimos una lista de proteinas con expresion diferencial entre el clon shARNi y el

mock y el TC71wt con un valor de p inferior a 0,05 y un score de al menos 54.

De entre dicho grupo de proteinas destacan:

- histona H2B tipo 2-F, histona H2B tipo 1-C/E/F/G/I, histona H3.3. Esta probado que
el tratamiento de lineas de SE con inhibidores de la histona deacetilasa restaura los niveles de
distintas histonas asi como posee un efecto antiproliferativo y proapoptotico via TRAIL-caspasa
9 (499, 518). En nuestro modelo interferente la apoptosis se encuentra notablemente
incrementada y tiene lugar via caspasa 9 igualmente lo que establece una posible conexion entre

ambos eventos.

- RuvB-like 2. Posee actividad ATPasa y ADN helicasa 5' to 3' que forma parte del
complejo NuA4 histona acetiltransferasa implicado en la activacion transcripcional génica

mediante la acetilacion de distintas histonas (519).

- DDX5 (p68). Proteina caracterizada como todas las de su familia DEAD box por la
presencia de un dominio conservado Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) y que se considera como una
ARN helicasa. p68 junto a p72 se asocian con la proteina represora transcripcional histona
deacetilasa 1 (HDAC1) si bien en funcion del contexto en el que se exprese puede actuar

también como coactivador (520).
Posteriormente usamos un analisis del tipo DiGE para obtener mas informacion acerca

del perfil de expresion proteica del clon interferente. La técnica DiGE es una modificacion del

método de electroforesis bidimensional de proteinas 2-D PAGE que va a permitir un analisis
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preciso y detallado de las diferencias en la abundancia de las proteinas entre las distintas

muestras analizadas (521).

Nuevamente obtuvimos una lista amplia de proteinas cuya expresion cambiaba tras la
interferencia de EWS-FLII. Sin embargo comparando las dos listas de proteinas obtenidas tras

los analisis de 2-D PAGE y DiGE so6lo 3 proteinas coincidieron:

e la pirofosfatasa inorganica, enzima citoplasmatica que participa en la fosforilacion
oxidativa. Identificada también mediante analisis protedmico en muestras de cancer
de prostata (522).

e ARN helicasa DDX3X. Descrita como supresor tumoral (523) pero también como
oncogen (524).

e Triptofanil ARNt sintetasa humana. Identificada por 2D-PAGE como una de las
proteinas que responden al tratamiento de lineas de melanoma con interferén alfa

(525).

Otras proteinas interesantes identificadas por DiGE y relacionadas con el SE son:

» GSTPI, Glutation S-transferasa P. Gen estudiado en cuanto a su estado de metilacion en
distintas lineas de sarcomas (526). Altos niveles de esta enzima se han asociado a
resistencia a farmacos como el cisplatino en osteosarcoma (527).

» ESD, esterasa D/formilglutation hidrolasa, isoforma CRA_a. Gen muy proximo a Rb
con frecuentes pérdidas, delecciones o amplificaciones en distintos sarcomas incluido el
SE (528).

» PCNA, antigeno proliferativo celular nuclear. Los niveles de PCNA disminuyen cuando
se induce muerte celular mediante bFGF en un proceso en el que se sobreexpresan p21

y p53, se reduce la expresion de ciclina A y de pRb1 y las células se paran en G1 (529).

Asi mismo se han tomado en consideracion otras proteinas no descritas hasta el momento en
el SE pero que consideramos pueden ser de interés su estudio las cuales pueden agruparse de

acuerdo a ciertas caracteristicas funcionales:

¢ Proteinas estructurales relacionadas con el citoesqueleto: queratina tipo 2, lamina
B1, radixina, queratina 9, queratina tipo 1

¢ Proteinas relacion con la unién a ARN, procesamiento alternativo, actividad
helicasa: TRM1 ARNt metiltransferasa 1, proteina de union a ARNm serpina 1,

ribonucleoproteinas nuclear heterogenea AB isoforma b, D, M isoforma b, H3,
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isoforma b, A2/B1 isoforma A2, L, C, y Al, septina 2, tirosil-ARNt sintetasa, seril-
tARN sintetasa, Glicil-tARN sintetasa, helicasa DDX48, EIF2S2.
% Proteinas relacionadas con el sistema de diferenciacion y el sistema nervioso:

proteina de unién a ARNm serpina 1, DPYSL2,

R/
0.0

Proteinas ligadas a reparacion de dafio al ADN, replicacion del ADN, control de
ciclo: Ras-GTPasa-proteina activadora con doiminio de union proteico SH3,

RAPI1A, RFCS.

5

S

Proteinas activadores de Ras: aldehido dehidrogenasa 1A1, Ras-GTPasa-proteina
activadora con dominio de unién proteico SH3.

¢ Proteinas relacionadas con inflamacion y la transduccion de sefales desde la
membrana: anexina 1.

¢ Protein-quinasas: piruvato quinasa.

El analisis protedmico del clon shARNi nos ha permitido identificar una amplia lista de
proteinas cuya expresion se ve modificada tras la inhibicion de EWS-FLI1. Dentro de dicho
conjunto de proteinas las hay con numerosas funciones distintas entre si, desde proteinas
implicadas en procesos de diferenciacion en el sistema nervioso a proteinas estructurales pero
destaca la abundancia de proteinas relacionadas con la activacion transcripcional génica (union
a ARN, procesamiento alternativo, actividad helicasa, acetilacion/deacetilacion de histonas,

etc...).

Este hecho refuerza precisamente el importante papel que en el SE parecen tener lugar
fenomenos como el del procesamiento alternativo (227, 340, 365) o la actividad helicasa (530).
Si bien la expresion de la Gnica helicasa descrita hasta el momento en el SE la ARN helicasa A,
RHA, (530) no se ve alterada en nuestro modelo interferente si se ve en cambio afectada la de
otras helicasas miembros de la familia DEAD box (DDX) como DDX35, DDX3X, DDX48.
Recientemente se ha identificado a EWS junto a varias ARN helicasas DDX como factores
cooperantes de la proteina arginina metiltransferasa tipo 1 (PRMT) en procesos
transcripcionales o de procesamiento alternativo (531). Seria deseable por tanto un estudio en
profundidad del posible papel de las ARN helicasas en el SE y su importancia en fendmenos

como el control transcripcional o el procesamiento alternativo.
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Los efectos de la inhibicion de la expresion de EWS-FLII1 fueron estudiados también in vivo por
medio de un modelo animal murino en el que fueron xenotransplantadas las células del clon
shARNI. Evaluamos el desarrollo tumoral en los animales durante 4 semanas, tiempo suficiente
para permitir el desarrollo del tumor, y pudimos comprobar que efectivamente las células del
clon interferido dan lugar a tumores de menor tamafio que las células del mock y de la linea
TC71 wt. El andlisis histologico de los distintos tipos tumorales mostré el mismo perfil con
presencia de una zona necrotica amplia, una zona de transicion con las células en apoptosis y

una region con las células proliferando.

Curiosamente mientras que la inhibicion del crecimiento celular in vitro fue mucho mas
modesto y limitado tan solo al estadio temprano del clon shARNi en este estudio in vivo los
efectos son mucho mas marcados y en ambos estadios temporales. Los tumores aparecen en las
distintas condiciones al mismo tiempo y crecen de forma parecida durante cierto tiempo (8-10
dias) pero a partir de ese momento evolucionan de forma muy diferente con un crecimiento

significativamente menor en el clon shARNi.

Distintos estudios con modelos animales han obtenido resultados semejantes a los que
hemos mostrado mediante xenotrasplantes en ratones desnudos de células de SE con la
expresion de EWS-FLI1 interferida de forma estable (213) o con oligos siARN encapsulados
como nanoparticulas (210, 211). Asi mismo se ha logrado inhibir la formaciéon de tumores en
ratones inhibiendo distintas dianas de la fusiéon como NKX 2.2 (213), DAX1/ NROB1 (215), la
colecistoquinina (217), VEGF (532), IGF1/IGF1R (533) o activando otras como la citosina
arabinodsido (216). Al contrario que en los estudios citados en los que se usa un modelo murino
desnudo (nude) elegimos llevar a cabo el modelo murino de xenotransplante del clon shARNi
en un raton del tipo NOD/SCID los cuales poseen la ventaja de facilitar en mayor medida el
desarrollo del tumor al contar con un grado de inmunodeficiencia mas severo (534). La eleccion
de ratones tan jovenes, 4-5 semanas, responde al hecho de tener un modelo mas aproximado y

real a la edad de aparicion del SE en los pacientes.

Los resultados obtenidos mediante nuestro modelo animal ademas de suponer una

verificacion de nuestro modelo interferente en un contexto celular mas real nos permitio
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confirmar los resultados observados in vitro y verificar que la inhibicion de la expresion de
EWS-FLI1 posee un efecto mas marcado en el crecimiento tumoral in vivo. La reduccion del
volumen tumoral se podria explicar no solamente por la reduccion proliferativa del clon
interferente sino por la menor capacidad migratoria y de transformacion oncogénica de las

células con la fusion inhibida.
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De acuerdo a los datos obtenidos tras los analisis de expresion génica del clon shARNi
seleccionamos un conjunto de genes como dianas potenciales de EWS-FLI1 y cuya expresion se
modificé al verse inhibida la fusién. Dentro de dicho grupo de posibles nuevas dianas que

elegimos prestamos especial atencion a TOPK.

TOPK, T-lymphokine-activated killer cell-originated protein kinase, es una proteina de
36kDa localizada en 8p21.2. TOPK pertenece a la familia de las Ser/Thr protein-quinasas.
TOPK fue clonada como una nueva MAPKK-like protein-quinasa especificamente expresada en
los testiculos, la placenta y las células linfoides (535). TOPK es un gen altamente conservado

entre los vertebrados.

Tras su descubrimiento se ha ido conociendo paulatinamente las funciones que desempeiia.
Se ha descrito la presencia de TOPK en varias neoplasias hematologicas (536) asi en distintos
linajes neurales (537). Estudios recientes han involucrado a TOPK en cancer de mama (538),
como agente anti-apoptdtico en una linea celular de melanoma (539), como inductor de la
proliferacion en relacion a la respuesta al dafio al ADN a través de la sefializacion via p38
MAPK, c-Jun-NH2-quinasal y H-Ras (540, 541) y por tltimo como inductor de la fosforilacion
de PRC1 dependiente de Cdk1/ciclina B1 y promotor de la citoquinesis (542).

TOPK se encuentra infraexpresado en el clon interferido como consecuencia de la
inhibicion de EWS-FLII (valor de -6.78 en el analisis de Genetrix). El valor obtenido de los
microarrays se confirmo6 analizando los niveles de ARNm y de proteina de TOPK con un
marcado descenso en ambos casos y en ambos estadios temporales. La transfeccion de la fusion
EWS-FLII en el clon shRNAi""VS* ! aparte de 16gicamente restaurar los niveles de la fusion lo
hizo también con los de TOPK. Asi pues cabia la posibilidad de que TOPK fuese por tanto una

diana directa de la fusion.

Con el fin de encontrar sitios de union de EWS-FLI1 analizamos la region proximal del
promotor asi como los intrones de TOPK wusando en primera instancia el programa
bioinformatico TFM-explorer. Pudimos encontrar algunos sitios consenso de union de la fusion
en TOPK tanto en la region proximal del promotor [-37: -248], valor de p=2.20e-02 como en el

intron 1 [-2197:-2740],valor de p=7.23e-03. La inmunoprecipitacion de cromatina con un
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anticuerpo anti-EWS confirm¢6 dicha interaccion con esa secuencia del intron 1 de TOPK.
Igualmente en el promotor de TOPK aunque no hubo amplificacion como tal, si que pudimos
encontrar secuencias del tipo E-box, (CACATG en -574 y -3098), que son sitios de alta afinidad
para la unién de c-Myc lo que podria sugerir una posible actuacion de c-Myc, que es una diana
de EWS-FLI1 (120), en la activacion transcripcional del promotor de TOPK. Las secuencias E-
box también se pudieron encontrar en los promotores de otras dos dianas putativas de EWS-
FLI1 como son BEX1-2 (CACATG en -585 y -1346) y LSM1 (CACGTG en -194), por lo que

c-Myec podria actuar sobre dichos promotores igualmente.

c-Myc se expresa en varias lineas de SE, como por ejemplo A673 y SK-ES-1 entre
otras. La importancia de c-Myc en el SE y en el conjunto de sarcomas en general ha sido
demostrada por numerosos trabajos (317, 346). c-Myc esta estrechamente relacionado con
EWS-FLI1, asi la mediante el uso de la técnica de la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)
se ha permitido confirmar la union directa al promotor de c-Myc (317); asi mismo la fusién
génica es capaz de cambiar el programa de diferenciacion de una linea celular de neuroblastoma
a uno tipico de SE induciendo c-Myc (121) o si se transfecta en la linea NIH3T3 se activa
igualmente junto a genes como ME2-C, cdc42 o v-ABL (357). La expresion inducible de EWS-
FLI-1 activa c-Myc y reprime p57/KIP2, que logicamente se incrementa en nuestro modelo
interferido; altos niveles de c-Myc y muy bajos de p57/KIP2 también se han descrito en la linea
NGP de neuroblastoma, transfectada con EWS-FLI-1 lo que pone de manifiesto una vez mas la
importancia de c-Myc en los tumores de origen mesenquimal (120). La expresion de EWS-FLI1
en células Hela aumenta los niveles de ciclina D1 asi como los de ¢c-Myc y disminuye los de
p57, inhibidor del complejo ciclina-CDK (344). c-Myc a su vez esta conectado con otras dianas
de la fusion como Id2 que es antagonista de myod, miogenina y del inhibidor del ciclo celular
p21 (348), p57 que es reprimida por EWS-FLII (120) o Glil cuya activacion tiene lugar de
forma independiente de la del gen Hedgehog y necesita la cooperacion de c-Myc (363). La
introduccion por transduccion retroviral de una fusion EWS-ETS en una linea de fibrosarcoma
activa Id2 (inhibitor of DNA binding 2) por medio de una transactivacion en una region minima

de su promotor pudiendo cooperar c-Myc en el total de la secuencia reguladora.

La via de c-Myc/Id2 pathway desempefia una importante labor en el proceso tumoral
iniciado por las fusiones EWS/ets (317). Junto a c-Myc pueden actuar otros cofactores como
mCRD-BP, (mouse coding region determinant-binding protein), que es una proteina ortéloga
de union a ARNm que reconoce y regula la expresion post-transcripcional de c-Myc. Esta
proteina cooperadora de c-Myc se expresa de forma significativa en muestras clinicas de SE y
ya anteriormente se ha descrito su labor junto a c-Myc en la proliferacion celular anormal en

tumores mesenquimales (543). c-Myc participa en la fusion del linfoma de Burkitt en la cual el
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gen MYC queda yuxtapuesto a los elementos regulatorios del gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina (IGH) (270, 271, 272, 273); en ese caso la translocacion t(8;14)(q24;q32)
provoca la sobreexpresion de uno de los genes implicados al quedar bajo el control de un
potente promotor del otro gen involucrado. Si se induce EWS-FLII1 en células progenitoras
primarias mesenquimales (MPCs) derivadas de médula 6sea (112), al ser inyectadas en ratones
forman tumores que expresan marcadores tipicos del SE con activacion de c-Myc al igual que
sucede en el SE. Cuando las células de leucemia mieloide HL-60 se diferencian con éster de
forbol (TPA), tanto la expresion de c-Myc fosforilado como la de PBK/TOPK se reducen. En
dicho trabajo 4 de 5 muestras clinicas expresaban conjuntamente PBK/TOPK y c-Myc

fosforilado (544).

Nuestros resultados parecen involucrar a TOPK en el mecanismo de accion de c-Myc
cuya importancia en la biologia del SE esta suficientemente contrastada. Un dato que corrobora
esta suposicion es que fuimos capaces de detectar por RT-PCR en tiempo real la expresion de

PBK/TOPK en las 9 lineas de SE que analizamos.

La inhibicion transitoria de TOPK en la linea de SE, TC71 mediante el uso de
oligosARNi redujo efectivamente los niveles de TOPK. Un primer efecto de la inhibicién
transitoria de TOPK fue un descenso si bien no muy acusado, 35%, de la tasa proliferativa con

relacion al mock y a la linea TC71wt.

La inhibiciéon proliferativa no se vio acompafiada de cambios en el ciclo celular. De
hecho no se produjo cambio alguno en cuanto al patron de ciclo celular ni se indujo apoptosis.
Esta observacion se corresponde perfectamente por lo descrito por Ayllon et al (540). Sin
embargo pese a no producirse cambios en el patron de ciclo celular de las c€lulas cuando tiene
lugar la inhibicion de TOPK, pudimos comprobar que aumentan los niveles de la proteina
reguladora G1/S p27/Kipl. Diversos estudios han estudiado el papel de p27/Kip1 en el SE como
por ejemplo el incremento en sus niveles junto a los de p57/Kip2 cuando se inhibe EWS-FLI1
tal y como sucede en nuestro modelo interferente (504, 545, 546). EWS-FLI1 inhibe
p21(wafl/cipl) y p27(kipl) que son degradadas via ubiquitin-proteasoma. Por ejemplo
farmacos inhibidores del proteasoma como el Bortezomib aplicados a lineas de SE incrementan

los niveles de p21(wafl/cipl) and p27/kip1 e inducen via caspasa 8 (547).

El efecto mas llamativo de la inhibicion de TOPK fue el cambio morfologico observado
en las células que no fueron capaces de alcanzar la confluencia, creciendo en una especie de
cumulos en contraposicion a las células de la linea TC71wt que si fueron capaces de llegar a

confluencia. Una posible explicacion de este fenomeno observado al inhibir TOPK puede ser

278



debido al hecho de que TOPK parece desempenar un papel importante en la citoquinesis en el
SE tal como sucede en diferentes modelos tumorales (542, 548). En nuestro clon shARNi
también se encuentra infraexpresado PRCI1, protein regulator of cytokinesis 1, uno de los
principales agentes de dicho proceso de citoquinesis (549). Otra posible hipdtesis es el hecho de
que las células con expresion reducida de TOPK también tienen afectados los niveles de p38 lo
que esta relacionado con un menor grado de motilidad (540), parecido a lo que ocurre en

nuestro modelo interferido.

Pudimos observar que los niveles de AKT se elevaron cuando tuvo lugar la inhibicion
de TOPK. La participacion de AKT en el SE junto a PI3K en la via de sefalizacion de
IGF1/IGFIR esta suficientemente documentada (550). Si bien no se ha descrito hasta ahora
conexion alguna entre TOPK y AKT seria conveniente un estudio mas profundo de la relacion
existente entre ambos genes ya que si el beneficio terapéutico de la inhibicion de AKT en el SE
es claro (515, 516) el bloqueo conjunto de la actividad de AKT y TOPK podria dar aun mejores

resultados.
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Llevamos a cabo una immunoprecipitacion con cromatina con el anticuerpo monoclonal anti-
TOPK con el mock. Los productos de ChIP fueron amplificados por una PCR de cebador tinico
y clonados posteriormente para ser secuenciados. Los resultados obtenidos de la secuenciacion
nos permitieron identificar al gen LRRC48 como una diana directa de TOPK mediante el
reconocimiento del intron 13 de LRRC48. LRRC48 situada en el cromosoma 17 (nimero de

acceso primario Q9H069), es una proteina citoplasmatica de funcion desconocida.

LRRC48, leucine-rich repeat-containing protein 48, es un gen que se encuentra localizado
en el cromosoma 17pl1.2. El gen cuenta con 2.008 nucleodtidos y 14 exones. Existen 23
transcritos d¢ ARNm de LRRC48, 19 de las cuales son variantes de procesamiento alternativo
y parece contar con una posible regulacion de la expresion conjunta con el gen ATPAF2. La
proteina posee 523 aminoacidos y un peso molecular de 61kDa. Se localiza en el citoplasma y

contiene 5 repeticiones LRR (leucine-rich repeat).

El gen fue identificado y clonado por primera vez en el afio 2000 (551). LRRC48 se expresa
en numerosos tejidos y organos como los testiculos, 0jo, cerebro, pulmon, nervio optico, retina,
traquea... Se ha descrito una funcion de unién a ADN para la proteina LRRC48 asi como se ha
asociado al sindrome de Smith-Magenis (SMS) que es un sindrome multiple congénito de
retraso mental asociado a trastornos del comportamiento y del suefio. La mayoria de pacientes
afectados por el SMS presentan una deleccion gendémica de aproximadamente 4 Mb dentro de la

region 17p11.2 (552, 553) que es la que se encuentra LRRCA48.

Los motivos LRR son secuencias de 20 a 29 residuos y con un niimero de repeticiones
de 2—45. Los motivos LRRC constan estructuralmente de una ladmina beta y una hélice alfa
(LxxLxLxxN/CxL). La estructura 3D es curva con laminas beta paralelas en la parte concava y
hélices en el lado convexo. Esta disposicion del tipo finger-like facilita las interacciones
proteina-proteina. Los motivos LRR estan presentes en un gran niimero de proteinas (en torno a
2000) en distintas localizaciones celulares y en organismos desde virus a eucariotas. La
funcién primaria de estos motivos esta relacionada con las interacciones proteina-proteina pero
intervienen en actividades bioldgicas tan diversas como la inhibiciéon enzimatica, crecimiento
celular, adhesion celular, union a los receptores hormonales, transduccion de sefiales, regulacion
de la expresion génica, apoptosis, trafico celular o desarrollo neural (554). Se han identificado

distintas subfamilias LRR con numerosas proteinas como inhibidores de la ribonucleasa,
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proteoglicanos, receptores tirosin-quinasas y receptores del tipo Toll, estos ultimos de gran

importancia en el sistema inmune (555).

Algiin miembro de la familia LRRC como es el caso de LRRC4 ya ha sido implicado en
tumores. Por ejemplo LRRC4 inhibe la proliferacion, angiogénesis e invasion de las células de
glioblastoma interfiriendo con las vias de sefalizacion de Akt y ERK1/2 y con la expresion de

distintas citoquinas por otra parte (556, 557).

El analisis del nivel de expresion del ARNm de LRRC48 mostr6 una elevada expresion
en todas las lineas de SE estudiadas con la excepcion de SK-N-MC. Este hecho junto con el
dato de que los niveles de ARNm de LRRC48 se elevaran en el clon shRNAi nos permiten
sugerir que el nivel de expresion de TOPK a nivel de transcrito estd inversamente relacionado
con el de LRRC48, al menos en las lineas de SE analizadas. Dado que en el clon shARNi
EWS-FLI1 pero no en las células TOPK siARN el nivel de ARNm de LRRC48 estaba elevado
puede que la activacion intronica de LRRC48 esté¢ fuertemente regulada por un complejo
represor proteico al cual perteneceria TOPK, cuya inhibicidén per se no seria suficiente para
inducir la transcripcion de LRRC48. En cambio la inhibicion de la fusion seria capaz de activar
el promotor de LRRC48, tal y como sucede en el clon EWS-FLI1 shARNi. EWS-FLII puede
unirse directamente al promotor de LRRC48 de acuerdo al programa TFM Explorer que localiza
un sitio putativo de unién en [-890: -778], p-value=2.21e-04. Esta suposicion implicaria que la
fusion se encargaria de compensar la inhibicion de TOPK en las células TOPK silenciadas
manteniendo los niveles d¢ ARNm de LRRC48 bajos. La falta de un anticuerpo comercial

contra LRRC48 nos ha impedido avanzar en el conocimiento del estatus proteico de este gen.

LRRC48 pudiera tener que ver con la reduccion de la capacidad proliferativa que se
detecta cuando tiene lugar la interferencia de TOPK. EWS-FLI1 es capaz de unirse al intrén 1
de TOPK el cual a su vez se puede unir al intrén 13 de LRRC48. Podemos definir por tanto una
nueva via de sefializacion conformada por TOPK/LRRC48 e iniciada por EWS-FLII. La
regulacion de los niveles de expresion de LRRC48 es un mecanismo que ha de ser atn

elucidado.
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Prestamos asi mismo atencidn a las siguientes dianas putativas de la fusion: TK1, LSM1, BEX2

y eIF4E.

TK1, thymidine kinase 1, es una enzima citosolica con un papel en el metabolismo
dCTP/dUTP y que se expresa sobretodo en la fase G1/S del ciclo celular (558). Esta timidin-
quinasa puede ser usada como factor prondstico en el carcinoma de pulmoén de células no

pequetias asi como en el de prostata (559, 560).

Los niveles de TK1 se redujeron en el clon shARNi tanto a nivel de ARNm como de
proteina especialmente en el estadio temprano aunque sin embargo en el estadio tardio los
niveles proteicos de TK1 se recuperaron casi por completo mientras que los de ARNm seguian

manteniéndose reducidos.

LSM1, small nuclear ribonuclear CaSm, pertenece a la familia de proteinas Sm snRNP
y se localiza en 8pll.2. LSMI1 es una proteina de 15kDa nuclear involucrada en el
procesamiento alternativo del ARN por medio del cual puede inducir un fenotipo de
transformacion tumoral independiente de IGF-1 (561). LSM1 ha sido descrito como un oncogen
en tumores de mama y pancreas (562, 563). El papel que desempefia EWS y las fusiones en el
procesamiento alternativo es de sobra conocido (226, 340) por lo que puede haber una
cooperacion entre la fusion y LSM1 alterando los mecanismos de procesamiento alternativo en
las células del SE. La disminucion de los niveles de LSM1 en su nivel proteico y de ARNm se

mantuvo constante con el transcurso de los pases celulares en el clon interferido.

BEX2, Brain-expressed X-linked protein 2, se localiza en Xq22.1. Este gen se ha
descrito como un mediador de la accion antiapoptotica de NGF/NF«kB en el tumor de mama
(564) pero también como supresor tumoral en el glioma maligno (565). Se expresa en el sistema
nervioso central pej cerebelo, 16bulo temporal, pituitaria (566). BEX1-2 esta infraexpresado

tanto a nivel de ARNm como de proteina en el clon shARNi.

La expresion de elF4E se ve disminuida como consecuencia de la inhibicion de EWS-
FLI1 en ambos estados temporales. eIF4E, eukaryotic translation initiation factor 4E,
originalmente clonado y secuenciado a partir de eritrocitos, estd relacionado con vias de
transduccion de sefales como la de IGF-1/IGF-1R, la de Akt a través de mTOR o colaborando

con c-Myc promoviendo resistencia a farmacos asi como a la apoptosis (567, 568). En un
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modelo murino de linfoma se ha puesto de manifiesto una sefalizacion de Akt y PI3K a través
de mTOR y eIF4E dando lugar a una induccion oncogénica y resistencia a farmacos in vivo
impidiendo apoptosis; asi pues elF4E actuando por debajo de Akt y mTOR recapitula sus
efectos (567). elF4E forma junto a otros miembros como EIF4A y EIF4G1/EIF4G3 un
complejo multiproteico implicado en la transcripcion que desempefia un importante papel en la
regulacion del crecimiento, con actividad ARNasa y ATPasa. Este gen participa en procesos
como el procesamiento alternativo, la estabilidad de los ARNSs, la exportacion nuclear de ARNs
o traduccion ya que como componente importante del cap binding protein reconoce y se une al
7-methylguanosine-containing mRNA cap durante la fase inicial en el inicio de la sintesis
proteica facilitando la union al ribosoma induciendo de este modo que se desenrollen las

estructuras secundarias de los ARNm (569).

La importancia de este gen en distintas neoplasias bien carcinomas como los de mama,
ovario, prostata o sarcomas como el liposarcoma ha sido puesta de manifiesto en numerosos
articulos (570, 571, 572, 573). elF4E actuaria como una especie de gen embudo en el que
convergerian diversas rutas de activacion proliferativas como las de Herl, Her2, PI3K/Akt o
RAS-RAF-MAPK (574) confirmandose como un importante marcador de progresion maligna y
de mal prognosis. Este gen esta intimamente ligado a mTOR por lo que el uso de inhibidores de
la via mTOR como la rapamicina bloquea asi mismo la expresion de elF4E (575, 576). Seria
muy interesante bloquear en lineas celulares de SE bien mediante inhibidores de la via de
mTOR bien directamente mediante ARNi (577) la expresion de elF4E y comprobar los efectos

de la misma.

Se analizaron otras posibles dianas como MARK4 o GADD45G pero no se obtuvieron

resultados concluyentes al respecto.
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En el SE subsisten a dia de hoy dos grandes incognitas sin despejar:

e la identidad de las células de origen del tumor que son permisivas para la
transformacion mediada por la fusion EWS-Ets. Posiblemente haya una jerarquia de
células todas ellas posibles dianas, en tiempos y localizaciones determinadas.

e determinar si la fusion quimérica es el tnico evento iniciador en el desarrollo del SE.

Existe una opinion mas o menos compartida que sitia el origen del SE a partir de un
progenitor mesenquimal no identificado de momento. Esta hipotesis se apoya en las
caracteristicas histologicas del SE, que es un tumor pobremente diferenciado con caracteristicas

mesenquimales aunque también las presenta neuroectodérmicas (115, 380).

Durante bastante tiempo se defendid el origen del SE a partir de células de la cresta
neural. Dicha teoria estaba fundada en la presencia en el SE de marcadores como la
colecistoquinina (CCK), relacionada con el sistema endocrino difuso (381), y el hecho de que
algunas lineas celulares de SE pudieran ser inducidas in vitro hacia un fenotipo marcadamente
neural bajo la accion de diferentes agentes de diferenciacion (107, 382). Sin embargo el fenotipo
parcialmente neural de los SE se debe probablemente a la accion de la fusiéon y no sélo a la
célula de origen. Asi por ejemplo la transfeccion de la fusion EWS-FLI1 en una linea de
neuroblastoma es capaz de revertir el fenotipo de la misma hacia uno mas propio de SE
aumentando los niveles de marcadores caracteristicos del SE como c-Myc y CD99 (121) o por
citar otro estudio, la induccion por medio de un sistema Tet de la fusion EWS-FLI1 en una linea
celular de rabdomiosarcoma provoca un cambio en la morfologia celular de la misma pasando a
asemejarse a la de una linea de SE al igual que sucede en los xenotransplantes en ratones
desnudos y dicho cambio va acompafiado de la inhibiciéon de varios marcadores miogénicos
presentes en la linea de rabdomiosarcoma. Sin embargo hallazgos recientes han vuelto a poner

sobre la mesa el debate acerca de la célula de origen del SE (578).

Tratando de esclarecer el origen del tumor se han usado numerosos modelos celulares
muy distintos. En MEFs la introduccion de EWS-FLI1 provoca parada de ciclo celular y muerte
celular, los que sobreviven logran eliminar la expresion de la fusion que les resulta toxica y solo
transformando con el antigeno SV40-T se logra inducir la formacion de tumores parecidos al SE

(14). En fibroblastos humanos primarios inmortalizados con hTERT, EWS-FLII induce una
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parada proliferativa e induccion apoptdtica mediada por p53 (116). Dichos estudios dejaron

claro que los fibroblastos no son el punto de partida del SE.

La hipotesis del origen mesenquimal del SE se basa logicamente en diferentes
evidencias. La fusion quimérica EWS-FLI1 ha sido introducida en distintos tipos celulares
primarios como en células madre embrionarias murinas (ES), fibroblastos embrionarios o
células progenitoras primarias mesenquimales (MPCs) pero sin embargo tan solo las MPCs
derivadas de médula d6sea son capaces de retener la expresion de la fusion durante largo tiempo
(meses) mientras en cambio los otros dos tipos celulares la pierden al cabo de dos semanas
(112). Estas MPCs transfectadas sobreexpresan marcadores caracteristicos del SE como los
miembros de la via de sefalizacion de IGF1/IGF1R, IGF1, IGFBP3 e IGFBP5. Al ser
inyectadas en ratones forman tumores que expresan marcadores tipicos del SE como CD99 o
NSE y muestran una elevada sensibilidad a la inhibiciéon de la via de IGF1/IGF1R tal y como
sucede en los SE. El analisis de los perfiles de expresion génica de dichos tumores desvela la
activacion de dianas de EWS-FLI1 tales como Id2 y c-Myc y la represion de otras como
TGFBRII y de p21al igual que sucede en el SE. Estas MPCs no se inmortalizaron previamente a
la transfeccion con EWS-FLI1 y retienen p53, p16 y p19 funcionales. Si las células son murinas
sin clasificar derivadas de médula d6sea se originan tumores con fenotipos varios, uno de los
cuales se asemeja al SE. La pérdida de p53 aumenta la agresividad del tumor en ese caso (113).
En MPCs defectivas en pl19 la fusion bloquea la diferenciacion hacia los linajes adipo y
osteocitico (114). Estas MPCs transfectadas con la fusion sobreexpresan IGF1 y dependen de la
sefializacion de la via de IGF1/IGFIR para su supervivencia en concordancia con el
requerimiento de IGF1 por parte de las células del SE para crecer (383) y su alta sensibilidad a
la inhibicion de esta via de transduccion de sefiales (384). Un trabajo con MSCs humanas ha
puesto de manifiesto de nuevo la importancia de la via de sefializacion de IGF1/IGFIR ya que
se produce un incremento de la expresion de IGF1 y una activacion de esta via proliferativa y
antiapoptotica al introducir la fusion EWS-FLI1 en dichas células madre mesenquimales (385).
La funcionalidad de esta via parece ser un requisito necesario para la transformacion mediada
por la fusion lo que pone de relieve la gran importancia de esta via en los pasos iniciales de
generacion neoplasica (117). Parece por tanto que este tipo celular, las hMSC, es susceptible a
la transformacion de EWS-FLI1 y pudiera ser el nicho celular adecuado para el surgimiento del
tumor. Ademas su capacidad para migrar desde la médula 6sea a la mayoria de 6rganos pudiera

explicar las localizaciones extradseas del SE.
Esa fue la razon que nos impuls6 a tratar de generar un SE a partir de células madre

mesenquimales adultas humanas transfectando las mismas con la fusion EWS-FLI1 en sus

distintas variantes principales y la fusion EWS-ERG por medio de un sistema inducible de
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expresion Tet-Off. Las células madre mesenquimales humanas (hMSCs) se obtuvieron de la
cresta iliaca de pacientes diagnosticados de SE y légicamente se caracterizaron fenotipicamente
mediante citometria de flujo usando diferentes marcadores caracteristicos de las células madre
mesenquimales. Los medios de diferenciacion fueron los siguientes: osteogénico, adipogénico y
condrogénico. Estas hMSCs crecieron y se diferenciaron adecuadamente dando lugar a cada
linaje celular correspondiente en su respectivo medio de diferenciacion confirmando que
efectivamente estas células son células madre mesenquimales con todo su potencial de

diferenciacion intacto y el punto de partida deseado para nuestros estudios.

Logicamente antes de pasar a transfectar la fusion comprobamos que la fusion EWS-
FLI1 no estaba presente en las hMSCs de los pacientes de SE. Se midio el nivel del marcador
CD99 en las hMSCs de paciente y donante. Los niveles de CD99 en las hMSCs de pacientes
fueron superiores a las del donante aunque no alcanzaron el grado de expresion de CD99 en la
linea de SE, TC71. CD99 es una proteina de membrana con un papel destacado en la migracion
de los leucocitos en el endotelio, que se manifiesta en la mayoria de los casos de SE y que
resulta util en el diagnostico de estos tumores a pesar de expresarse también en las células
linfoides y en tumores linfoblasticos (61). Algun estudio sin embargo ha citado la presencia de
CD99 en hMSCs de médula 6sea aunque inmortalizadas con telomerasa (579) mientras que en
cambio otro tan solo detecta la expresion de CD99 cuando se induce la expresion de la fusion en
células madre mesenquimales del estroma de la médula d6sea infectadas con los transgenes
HTERT y E7 (370). También en células madre progenitoras de médula 6sea de raton cuando se
transfecta EWS-FLII se induce a CD99 (112) pero por el contrario otro articulo pone en duda
dicho resultado y defiende la existencia de una célula premaligna positiva para CD99 (580).
Nuestro resultado parece apoyar la idea de que la célula primigenia de origen del SE carece de

CD99 y que s6lo la expresion de la fusion induce CD99.

Las hMSCs fueron transfectadas en un pase temprano (3° pase). Un importante
problema en cuanto al uso de las hMSCs es que no expresan hTERT in vitro y tienen una
capacidad proliferativa finita que disminuye de acuerdo con los pases celulares, lo que limita su
utilizacion (455, 456), de ahi que nosotros hayamos transfectado las células en un pase lo mas
temprano posible. La expresion de hTERT en las MSCs extiende la vida media de las mismas
manteniendo el potencial de diferenciacion (457) aunque muestran pérdida de la inhibicién por
contacto y se produce la deleccion del locus INK4a/ARF. También con el transcurso de los
pases se produce en algunos casos una mutacion activadora de K-ras y el silenciamiento del gen
asociado al ciclo celular DBCCRI1 por hipermetilacion del promotor en un proceso de evolucion
espontanea (458) que encaja con el hecho de que las fusiones del SE activen la telomerasa y de

que la mutacion de INK4A/ARF que aparece en un porcentaje de sarcomas tales como el SE u
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osteosarcoma estabiliza la expresion de las fusiones y representa un factor pronostico adverso
(15, 19, 58, 352, 463). El cuidado a la hora de trabajar con pases bajos es fundamental dado que
por ejemplo en hMSCs extraidas de tejido adiposo se ha descrito que evolucionan de forma
espontanea con el transcurso de los pases celulares produciéndose una serie de mutaciones y

teniendo lugar una transformacion tumoral (460, 461).

Los estudios realizados con MSCs murinas de médula 6sea se han basado en abordajes
mas artificiales, bien mediante la sobreexpresion de oncogenes, o mediante la inactivacion de
supresores tumorales. Ejemplos de ello son el uso de mutaciones condicionales en p53 y K-ras
mediante Cre recombinasa (466) o ratones en los que se induce la expresion de EWS-FLII
mediante Cre y bajo un promotor ubicuo como Rosa26. En este ltimo estudio lo que se obtiene
tras cruzar dichos ratones con una estirpe MxI-Cre no es un sarcoma sino una leucemia
mieloide/eritroide (467). Otros grupos se han basado solamente en la transfeccion de las
fusiones EWS-ets dando lugar a un modelo de SE (112) o bien a uno de liposarcoma mixoide

con la fusion FUS-CHOP (306).

Hemos conseguido inducir la expresion de la fusion EWS-FLII en sus tipos 1 y 2 en
las hMSCs transfectadas con el sistema Tet-Off. Dos trabajos recientes han logrado asi mismo
obtener un fenotipo de SE a partir de estas células. El estudio del grupo de Kiyokawa usa en
realidad una variante de las MSC como es la linea celular UET-13. Estas células se obtienen
prolongando la vida media de células estromales de médula 6sea mediante la transfeccion de
vectores retrovirales con los genes hTERT y E7. La expresion inducible controlada por
tetraciclina de las fusiones EWS-FLI1 y EWS/ERG en dichas células da lugar a un tumor de
caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas y de expresion génica muy semejantes a las de
un SE (468). El segundo estudio del grupo de Stamenkovic ya usa células madre
mesenquimales humanas extraidas de la médula 6sea de la cabeza del fémur (385). Otros tipos
de sarcomas se han generado a partir hMSCs como por ejemplo un histiocitoma maligno fibroso
(MFH), que es un sarcoma pleomorfico indiferenciado de alto grado (464, 465) en un proceso
en el que desempeiia un papel clave el gen DKK1, inhibidor de la via de Wnt y necesario para
que las hMSCs proliferen al impedir la diferenciacion de estos progenitores mesenquimales via
Wnt2/B-catenina. En nuestro caso al igual que en el trabajo del grupo de Stamenkovic (385)
hemos logrado generar un fenotipo caracteristico del SE tan solo mediante la induccion de la
expresion de EWS-FLI1 sin necesidad de cambio genético adicional alguno. Este hecho pone de
manifiesto que la fusidon per se en el contexto celular propicio es capaz sola de dar lugar a un SE
si bien logicamente no se puede descartar la existencia de genes alterados en la célula de origen

que faciliten dicha transformacion tumoral mediada por la fusion.
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Ante la duda de si la fusion per se es capaz de transformar lineas celulares primarias
murinas o humanas induciendo bien parada del ciclo celular o muerte celular. ;Se hace
necesaria la colaboracion de otros eventos tales como mutaciones o sobreexpresiones de genes?
Precisamente con el objetivo de comprobar si se lograba acelerar el desarrollo del fenotipo
tumoral del SE con una mayor facilidad inhibimos en las hMSCs transfectadas la expresion del
supresor tumoral pl6 por medio oligos siARN. Una vez inhibida la expresion de p16 se indujo
la fusion durante un periodo maximo de 72 horas pero sin embargo no se observd cambio
alguno adicional. EI locus INK4A que codifica para el inhibidor de CDKs pl6 y el regulador
positivo de la via de p53, p14ARF esta perdido en algunos SE (58, 321). La pérdida de pl16
facilita la progresion en el ciclo celular y la entrada en fase S (24). La introduccion de la fusion
en fibroblastos embrionarios murinos (MEF) defectivos en p16 hace que los efectos de la fusion
se atenuien en relacion con las mismas células wild type por ejemplo con un rescate parcial de
muerte celular y lo mismo sucede en MEF con p53 o ARF mutados. Sin embargo estas células
transformadas tienen un potencial tumorigénico muy limitado en ratones. Sin embargo se han
transformado con la fusion EWS-FLI1 las llamadas células progenitoras mesenquimales
primarias (MPC) que conservan intacta la via de pl6INK4A/p19ARF (112). Al menos en
nuestros estudios la translocacion no sélo es necesaria sino suficiente por si sola como generar

el fenotipo tumoral.

Examinamos el nivel de TOPK en las hMSCs de pacientes y donantes con relacion a
la linea de SE TC71wt y pudimos comprobar que los niveles de las hMSCs de los pacientes son

superiores a las de los donantes, atn asi bastante alejados del de la linea celular TC71wt.

El perfil de expresion génico de las hMSCs ha sido examinado en varios estudios por
ejemplo comparando los perfiles de 27 SE y 3 lineas tumorales con la fusion silenciada respecto
a los de varios tejidos normales, hMSCs y células del estroma de la médula dsea. El
silenciamiento de EWS-FLI1 hace que el perfil se aproxime al de las hMSCs y que estas lineas
silenciadas puedan diferenciarse hacia un fenotipo osteo y adipogénico en presencia de los
agentes de diferenciacion adecuados. Este estudio identifica ademas genes modulados por la
fusion y diferencialmente expresados entre las lineas de SE y las hMSCs (469). La comparativa
de los perfiles de expresion de las MPCs transformadas con dos fusiones distintas, EWS-FLI1 y
FUS-CHOP, permite diferenciar un conjunto de genes comunes los cuales estarian implicados
en la transformacion de las células primarias mesenquimales y un segundo grupo ya distinto y
especifico de cada fusion (470). Nuestro estudio nos ha permitido identificar un gen con
expresion diferencial, la chitinase-3-like protein 1 precursor (CHI3L1). También conocido
como YKL-40 se ha descrito su presencia en el condrosarcoma mixoide extraesquelético (581).

Relacionado con las vias de AKT y Ras se ha definido como un factor pronostico adverso en
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glioblastoma (582). En numerosas otras neoplasias también se ha identificado como un factor de

malignidad (583, 584, 585). El papel de este gen en el SE esté actualmente en estudio.

Podemos concluir que por un lado la fusion es imprescindible pero al mismo tiempo
no es capaz por si sola de generar el SE y que por tanto necesita la cooperacion de uno o varios
eventos genéticos adicionales. Por otro lado es fundamental el contexto celular adecuado para
poder inducir el fenotipo tumoral. Las células madre mesenquimales pueden ser perfectamente
el punto de origen del SE pero no se puede descartar a otros tipos celulares y lo que parece

fundamental es el momento preciso de actuacion de la fusion tumoral.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Es posible inhibir de forma estable la expresion de la fusion génica EWS-FLI1 en la
linea de SE, TC71 mediante el uso de la técnica de ARN de interferencia la atin cuando
parte de la inhibicion se pierde con el transcurso de los pases celulares.

La interferencia de EWS-FLI1 provoca un incremento en la apoptosis, la reduccion de
la capacidad de migracion asi como del potencial de transformacion oncogénica en
ambos estadios temporales. No se produjo cambio alguno respecto al ciclo celular y la
reduccion proliferativa observada en el estadio inicial se perdio con el transcurso de los
pases celulares.

En el modelo murino de xenotransplante se produce una reduccion del volumen tumoral
en aquellos ratones inyectados con las células del clon shARNi. Los tumores de dichos
animales son significativamente de menor tamafo.

El analisis del perfil de expresion génica del clon shARNi nos permite confirmar la
validez de nuestro modelo interferente, ya que varias dianas conocidas de EWS-FLI1
ven alterados sus niveles de expresion como consecuencia de la inhibicion de la fusion.
Dicho anélisis nos permite ademas descubrir nuevas posibles dianas de EWS-FLI1.
TOPK es una diana directa de EWS-FLI1 y a su vez LRRC48 es diana de TOPK.

La inhibicion transitoria de la expresion de TOPK provoca una disminucion de la tasa
proliferativa asi como un cambio drastico en la morfologia celular posiblemente
relacionado con la motilidad de dichas células.

Existen diferencias entre las células madre mesenquimales humanas de médula 6sea de
pacientes de SE respecto a las de los donantes normales estudiados. Sin embargo las
c¢lulas madre mesenquimales de pacientes de SE carecen de la expresion de EWS-
FLII.

La induccion de la fusion EWS-FLI1 en las células madre mesenquimales de médula
o6sea no logra desarrollar per se un fenotipo de sarcoma de Ewing lo que parece indicar

la necesidad de eventos oncogénicos adicionales.
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ABREVIATURAS

AAV- virus adeno asociados

A/N - apoptosis/necrosis

ADN - 4cido desoxirribonucleico
ANT - transferencia nuclear alterada
APS- amonio persulfato

ARN - acido ribonucleico

ARNi- ARN de interferencia
ARNm — ARN mensajero

ATCC- coleccion americana de cultivos celulares
ATP - adenosina trifosfato

AV - anexina V

BMPs - proteinas formadoras de hueso,

BMPC - células precursoras mesenquimales de la sangre

BSA - albumina bovina sérica

CIP- fosfatasa alcalina intestinal de ternera
CGH- hibridacion genémica comparada
ChIP - inmunoprecipitacion de cromatina
DHL - enzima deshidrogenasa lactica
DMSO - dimetilsulfoxido

dsARN- ARN de doble cadena

DSB- ruptura de la doble hebra de ADN
ECACC - coleccion europea de cultivos tipo

EFST - Familia de los Sarcomas de Ewing

ESC- célula madre embrionaria (embrionic stem cell).

FACS- andlisis por citometria de flujo

FBS- suero bovino fetal

FCS - suero de ternera fetal

FISH - hibridacion fluorescente in situ
GIST- sarcoma del estroma gastrointestinal
HLH - hélice-giro-hélice

hMSC- célula madre mesenquimal humana
HR - recombinacion homologa

hTERT- subunidad de la telomerasa humana

IC - indice de combinacion

347



IC50 - valor de la concentracion de un determinado farmaco que induce una inhibicién
del 50% de la proliferacion, apoptosis, fosforilacion, etc.

IDA- lodoacetamida

[HQ - inmunohistoquimica

IGF1 - factor de crecimiento similar a insulina

IGF1R - receptor del factor de crecimiento similar a insulina

IGFBP3 — proteina 3 de union a IGF1

IPs — inhibidores de proteasas

IP — yoduro de propidio

IVT- transcripcion in vitro

LMA - leucemia mieloide aguda

MAPK - proteina quinasa activada por mitdogeno

MEF- fibroblastos embrionarios murinos

MFH - histiocitoma maligno fibroso

MHC - complejo mayor de histocompatibilidad

MPC- células progenitoras mesenquimales primarias

MPNST- tumor maligno de la vaina de los nervios periféricos

MTT- analisis de proliferacion celular

mTOR - proteina diana de la rapamicina de mamiferos

NB — neuroblastoma

NHEJ - unién de los extremos no homologos

NIM- medio de induccion neural

NSE- enolasa especifica neural

OMS- Organizacion Mundial de la Salud

ON - durante la noche (over-night)

PAAF - puncion aspiracion con aguja fina

PAS- acido peryodico de Schiff

pb — pares de bases

PDGF- factor de crecimiento derivado de plaquetas

PDGFR - receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas

PET - tomografia por emision de positrones

pl- punto isoeléctrico

PNET - tumor neuroectodérmico primitivo

PTGS - silenciamiento genético post-transcripcional

p/v — peso/volumen

PVDF- fluoruro de polivinilideno

RB - retinoblastoma

348



RFLP - analisis de los fragmentos de restriccion de los productos de la PCR
RISC - complejo de silenciamiento inducido por ARN (RNA-induced silencing complex)
RMN - resonancia magnética nuclear

rpm- revoluciones por minuto

RT-PCR - retrotranscripcion-Reaccion en cadena de la polimerasa
qRT-PCR- RT-PCR cuantitativa (en tiempo real)

SC-célula madre (stem cell)

SCF - factor de células madre

SCNT - transferencia nuclear somatica celular

SD — desviacion estandar

SDS-PAGE - dodecil sulfato sodico-poliacrilamida

SE - sarcoma de Ewing

SEE- sarcoma extradseo de Ewing

shARNi- ARN de interferencia del tipo short hairpin

siARN - ARN de interferencia del tipo small

SKY- analisis espectral de los cariotipos

SMD - sindrome mielodisplasico

SSA- anillamiento de cadena sencilla

TA - temperatura ambiente

TAC - tomografia computarizada

TEMED- N,N,N,N'-tetrametilnediamina

T-EQ — tampon de equilibrado

TGF-p — factor de crecimiento transformante beta

TK - tirosina quinasa

VEGF - factor de crecimiento vascular endotelial

VIH- virus de la inmunodeficiencia humana

WB - western blotting
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