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Resum

El glioblastoma es el tumor primari del sistema nerviés central més freqiient i que presenta
major malignitat i pitjor pronostic. Un cop diagnosticat el glioblastoma, la mitjana de
supervivéncia esta entre els 9-12 mesos. Aquesta gran mortalitat ve determinada per la seva
invasivitat i capacitat per estendre’s per tot el cervell i a més la seva gran resistencia als
tractaments habituals en cancer. Tot aix0o desperta un gran interés en entendre els mecanismes
moleculars que confereixen a aquest tipus de tumor una gran malignitat. Per aixo s’ha estudiat
en profunditat com funciona i quines alteracions provoquen la gran capacitat de difondre dins el
cervell del glioblastoma i en aquest treball en hem centrat en estudiar I'efecte d’'una proteina en
concret que participa en tot aquest procés, RhoE. Aquesta Rho GTPasa se li atribueixen efectes
en la organitzaci6 del citoesquelet i en la regulacié del cicle cel-lular. Aqui hem intentat
mitjancant la deplecié d’aquesta proteina, generant linies knockdown estables, entendre amb
més profunditat quina funcié té en quant a la morfologia i mobilitat cel-lular realitzant analisis
del citoesquelet d’actina per microscopia confocal i assajos de motilitat tipus wound healing. En
definitiva s’ha trobat que RhoE, al ser deplecionat existeix un canvi en la morfologia cel-lular al
augmentar el nombre de fibres d’estrés, provocant una major rigidesa a la cel-lula i major

nombre de contactes focals i en conseqiiencia una menor mobilitat.
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Introduccio

Informacio general sobre gliomes

La Organitzacié mundial de la Salut (OMS), classifica els tumors primaris del cervell en funcié del
seu origen cel-lular i histologic. D’aquesta manera es poden dividir en cinc classes: tumors
neuroepitelials, tumors dels nervis cranials i paraespinals, tumors de les meninges, limfomes i
neoplasies hematopoeétiques i un grup que inclou tumors de les cel-lules mare del cervell i tumors de

.7 1
la regio selar.

Els gliomes sén el tipus de tumor primari del sistema nervids central (SNC) més freqlient. Sén un
tipus de tumor neuroepitelial i dins ell s’inclouen tres subgrups histopatologics, diferenciats pel seu
nivell d’invasivitat i agressivitat. El nom de cada membre del subgrup prové de la hipotetica linia de
diferenciacié, on tenim els ependimomes, oligodendrogliomes i astrocitomes cada un amb una

freqiiencia de <10%, 10-30% i 60-70% respectivament. *

La gran majoria dels tumors glials sén malignes exceptuant una petita part de menys d’'un 10% on
s’inclouen un conjunt ampli de distints tumors cerebrals. Els més freqlients son els astrocitomes com
hem vist i també sén el que presenten major invasivitat i malignitat. Depenent d’aquestes
caracteristiques es classifiquen entre els graus | a IV, amb els IV com els més invasius. Aquesta
gradacido ddéna informacid sobre el pronostic del pacient aixi com la evolucid del tumor, ja que
aquests tumors cerebrals no solen metastatitzar fora del SNC a causa de la barrera

T . . . 2-5
hematoencefalica, el grau del tumor es determinant per seguir la malaltia.

Evoluciod clinica

Els tumors de grau | sén biologicament benignes i son curables a traves de la cirurgia i la seva
reseccid completa si es procedeix en el moment del diagnostic. Els de grau Il presenten baixa
malignitat i solen anar acompanyats d’un llarg seguiment clinic al no ser curables a través de la
cirurgia. Els de grau Ill sén molt invasius i provoquen la mort en pocs anys mentre que els de grau IV
també sén molt invasius i a més resisteixen la quimioterapia i radioterapia i sén letals als 9-12 mesos.
El 70% dels gliomes de grau Il es transformen en gliomes de grau Ill i IV dins els 5-10 anys segiients

. <. , N . . . 26
del diagnostic on a més la superviveéncia a 5 anys dels de grau IV es inferior al 10%. ~
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Els gliomes comuns que afecten als hemisferis cerebrals son coneguts com gliomes difusos al tenir
la capacitat d’infiltracio a través del cervell, sobretot en la materia blanca i fins i tot pot passar d’un
e e 6,7 o . . s
hemisferi a un altre travessant el cos callds (fig. 1). ~* La capacitat invasiva aixi com la resisténcia a

alguns tractaments sén els punts principals que caracteritzen la malignitat del glioma.

Figura 1: Ressonancia magnética amb contrast en T1 que mostra zones de distinta densitat, el que representa edema i
infiltracié per part del tumor (esquerra). En T2 apareixen més zones de distinta densitat (centre). En la darrera imatge

. . e 7
(dreta) es pot observar com el tumor ha traspassat el cos callds canviant de hemisferi.

Els gliomes difusos, son classificats depenent de la seves caracteristiques histologiques com a
astrocitomes, oligodendrogliomes i tumors que presenten caracteristiques d’ambdéds, els
oligoastrocitomes. Els tumors astrocitics, els més freqiients, son classificats com astrocitomes
pilocitics o de grau |, astrocitomes o de grau ll, astrocitomes anaplasics o de grau lll i glioblastoma
multiforme (GBM) o de grau IV. Aquesta classificacido ve determinada pels trets histologics que
proporcionen malignitat com la alta cel-lularitat, pleomorfisme, activitat mitotica, proliferacio

. . .2
microvascular i necrosi.

Els gliomes de grau superior a | presenten alta cel-lularitat i invasivitat. Els de grau Il a més
presenten pleomorfisme i els de grau lll activitat mitotica. Els de grau IV mostren proliferacio

. . - 2,6
microvascular I/O necrosl. ™’

Els GBM soén la forma més agressiva i amb més prevalenca i a aquest cas els GBM apareixen de

- . . . . 238
dues formes distintes; de novo o a partir d’astrocitomes de grau inferior.

Els GBM primaris o de novo es presenten tipicament en pacients d’edat avangada sent altament
agressius i invasius sense evidencies anteriors de malaltia. En canvi els GBM secundaris es troben en
pacients més joves que inicialment presentaven astrocitomes de grau inferior i que no han respost

2,8

be a les terapies.
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Alteracions moleculars

Les diferencies genéetiques entre aquests dos tipus de gliomes sén considerables ja que presenten
perfils de mutacions distints amb penetrancia distinta. Per aixo s’ha proposat que els GBM primaris i
secundaris representen dues entitats patologicament iguals formades a través de dos camins
mutagenics distints. El problema rau en que els dos tipus de GBM presenten moltes caracteristiques
en comu que a simple vista els fan indistingibles com en la morfologia, la histopatologia i la
simptomatologia. La mitja de supervivéncia quan els dos GBM sén diagnosticats és molt similar, al
igual que les taxes de proliferacio i invasié. Els dos sén resistents als tractaments i presenten les
mateixes vies de senyalitzaci6 mutades encara que les freqiéncies de mutacié variin en llocs

e 2,9
especifics del genoma. ~

I Ceél-lula d'origen l I Cél-lula d’origen I ’ Ceél-lula d’origen
l BRAF
- Duplicacié/Fusié/Mutacié
EGFR Amplificacié/Sobreexpresio IDH1 / 102 Mutacié puntual
MET Amplificacié/Sobreexpresié GuanysenS5i7
PDGFRA Amplificacio/Sobreexpresio
e P53 Mutacié 1(1:19)(q10:p10)/1p
NF1 Mutadd. PDGFA/PDGFRA Sobreexpresié 19q Pérdua
PTEN Mutacio 7q Guany _——
PI3KR1 Mutacio
PI3KCA Mutacié Astrcitoma Pilocitic
CTMP Metilacié / \ L
" 3-10 Astrocitoma difis Oligoastrocitoma Oligodendroglioma
) -10 anys
8 TPS53 Mutacié (Graull) (Grau ll) (Grau ll)
[ P14*% Delecié
£ MDM2 Amplificacié/Sobreexpresié 9p Pérdua 9p Pérdua 9p Pérdua
3 MDM4 Amplificacié/Sobreexpresio CDKN2A/B Delecié CDKN2A/B Delecié CDKN2A/B Delecié
">” p14** Deleci6 p14* Delecio CDKN2C
_ €| | RB1 Mutaci6/Delecio I, Mutacio/Delecié
CDKN2A/B Delecio © 19q Pérdua P14 Deleci6
CDK4 Amplificacié/Sobreexpresio |\ | L RB1 Mutacié/Delecié
CDK6 Amplificacio/Sobreexpresio 10q Pérdua
RB1 Mutaci6/Delecié v
2-3anys Astrcitoma Olig i Oligodendrogli
19q Guany ¥ anaplastic (Grau IN) anaplastic (Graul)
20q Guany » (Grau )
2| 10q Pérdua ,
@ | DCCPérdua d'expresid ]
NJ Altres Aberracions |
v 4 \I/
9-15 mesos GUOBLASTOMA PRIMARI (Grau IV) GLIOBLASTOMA SECUNDARI (Grau IV)

‘ “De Novo”

Figura 2: Esquema que representa les mutacions més importants que condueixen una cél-lula progenitora glials cap a GBM

primaris, secundaris i oligodendrogliomes anaplastics. En horitzontal apareixen les mitjanes de supervivéncia dels gliomes
. - . . . s . . e 8-10

més freqlients i en vertical el temps que transcorre en la aparicié de cada tipus de tumor. Imatge extreta i modificada de

Aix0 demostra que es important coneixer quines sén les vies alterades. En el cas del GBM

secundari, les mutacions ocorren gradualment seguint un patro tipic dels tumors (fig. 2).
Durant aquest procés hi ha certes mutacions que augmenten la malignitat del tumor. Entre les

més freqlients esta la sobre expressid del receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR), un

receptor tirosina quinasa, aixi com en alguns casos una activacié constitutiva d’ell mateix on rep el

Joan Domingo Reinés 7
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nom de EGFRvIIl. Aquesta mutacid provoca una delecid entre els exons 2 a 7 que genera un receptor
sense la zona d’unid al lligand provocant que estigui continuament fosforilat i activi vies de

. . . \ .. . . . 3,11,12
proliferacid, angiogénesi i evitant I'apoptosi, tot generant un creixement cel-lular descontrolat.

Aquest receptor al unir-se al seu lligand dimeritza i s’autofosforila activant distintes vies entre les
que es troben Raf/MEK/ERK i a través del PI3K activara altres vies com Akt. Un fet important es la
perdua de Phosphatase and Tensin Homology (PTEN) que regula negativament a PI3K i controlant la

. ey . . 3,11,12
proliferacié i migracié cel-lular. >~

També muten distints supressors tumorals i proteines de control del cicle cel-lular. El primer que
muta com en molts tumors es p53 que promou la aparicié d’altres mutacions. També la proteina del
Retinoblastoma (Rb) que regula I'entrada en el cicle cel-lular. En condicions normals es troba
hiperfosforliada i unida a E2F evitant la transcripcié de factors per la mitosi. Una activacié de
Raf/MEK provoca la transcripcié de la ciclina D1 provocant que les quinases dependents de ciclina 4 i
6 (CDK4/6) fosforilin a pRB i es separi de E2F, promovent la mitosi. Tots aquest factors es poden

. 11-14
veure mutats en gliomes.

Tractament

Per ultim cal destacar que l'interés en coneixer aquestes vies en gliomes es degut a que aquest
tipus de tumors sén resistents a tot tipus de terapies. Antigament s’intentava extirpar una part del
cervell intentant eliminar tot el tumor pero la capacitat disseminant del tumor fa que aquest pugui
ressorgir (fig. 3). En el 95% del casos de extirpacié de tumors de alt grau, el tumor es torna a

. , . L, 47
manifestar a uns 2-3 centimetres de la cavitat de resorcio.

Per tant s’ha intentat combinar la cirurgia amb altres tractaments com la radioterapia i la
guimioterapia. La cirurgia resulta més efectiva combinada amb la radioterapia a I’hora de reduir la
mida del tumor perd en molts casos no es suficient. La quimioterapia en canvi només serveix per
eradicar els oligodendrogliomes i no suposa un gran avang en el tractament dels altres tipus de

’

gliomes.
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Figura 3: Imatges de glioblastoma en el nucli temporal per ressonancia magneética nuclear. (A): Imatge del preoperatori,
s’observa una massa de distinta densitat identificada com un tumor; (B): Zona de la resorcid, ja no s’observa cap indici de
tumor; (C): 4 mesos després de la cirurgia, reaparicié del tumor; (D): Zona de resorcio de la segona operacid; (E) i (F): 3
mesos després de la operacid, reaparicié del tumor. 4

Rho GTPases

La familia Rho de GTPases pertany a la superfamilia Ras i es troben en tots els eucariotes. El gen
Ras va ser descobert com I'oncogen v-Ras en el virus del Sarcoma de Rous en el 1980. Es coneixen
més de 130 membres de la superfamilia Ras entre el que s’inclouen Ras, Rho, Arf/Sarl i Rab/Ran.
Participen en multitud de processos cel-lulars, principalment en la regulacié dinamica del

- 1,15
citoesquelet. ~

Sén monomers de baix pes molecular i es coneixen a mamifers uns 20 membres de la familia Rho,
aquestes al mateix temps estan subdividits en subfamilies incloent Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoD,

RhoF, RhoH i RhoBTB. *

Les Rho GTPases son petites molecules que s’uneixen a GTP, per tant proteines G de entre 20-40
KDa. Els tres membres més ben caracteritzats i estudiats de la familia Rho sén RhoA, Rac i Cdc 42.
Inicialment es va pensar que aquestes proteines regulaven la formacié dels filaments d’actina-
miosina formant lamelipodis i fil-lopodis. En estudis més recents, s’ha vist que aquesta visié es molt

. . . N . . 1
simplista, ja que aquestes molécules poden interactuar amb moltes altres vies.

Joan Domingo Reinés 9
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7 - >\ . Fil-lopodis

Complexes
Focals

Cdc42

Figura 3: Esquema de la participacié de Rho, Rac i Cdc42 en la estructura del citoesquelet d’actina. Es mostren les
estrucutres que es formen com els lamelipodis, fil-lopodis i fibres d’estrés. Extreta i modificada de 16

Rho, Rac, Cdc42

La proteina Cell Division Control protein 42 Homolog (Cdc42) indueix la polimeritzacié de actina
generant els fil-lopodis a través de la I’activacié de proteines de la familia WASp. Per un altre costat
trobem a Rac que promou la polimeritzacié d’actina en la periféria cel-lular formant lamelipodis o
plecs a la membrana gracies a la p21 activated kinase (PAK), tot aixo afavorint la migracio i motilitat
cel-lular. A part la proteina Rho provoca la formacié de fibres d’estres, que no sén més que
I'empaquetament de la actina amb els filament de miosina Il juntament amb integrines que generen
adhesions focals disminuint la capacitat motriu de la cel-lula. Rho activa ROCK que es una quinasa

. .. <. 112,17
que fosforila la cadena lleugera de miosina (MLC) desencadenant el procés. =~

En els tumors com per exemple els gliomes, es troben molt activades les vies de Cdc42 i Rac a

, . .7 . .z \ 1
través de la sobre activacié de EGFR provocant una gran invasié d’aquestes cél-lules.

Regulacié de Rho

La majoria de les Rho GTPases sén regulades a través de l'intercanvi d’'un nucleotid de guanina
passant de la forma inactiva unida a GDP a la forma activa amb GTP. La activacié es estimulada a
través dels factors d’intercanvi de nucleotids de guanina (GEFs) i inhibida per les proteines

activadores de GTPases (GAPs). Pero la familia inclou distints membres que estan constitutivament

Joan Domingo Reinés 10
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units a GTP i no I'hidrolitzen, ja que els falten aminoacids del centre catalitic GTPasa, per tant
segueixen un altre sistema de regulacio. Aquests membres sén sis: Rnd1, Rnd2, Rnd3 (RhoE), RhoH,
RhoBTB1 i RhoBTB2. /'8

La majoria de les Rho GTPases sdn modificades en I'extrem C-terminal amb un grup prenil que

. . ., , . <. 17
afavoreix la seva interaccié amb les membranes. Mentre Rho sembla ser també citoplasmatica.

RhoGEF

MLC
phosphatase

MLC-P ,i’

R-RasGEF
integrin-mediated contraction -
adhesion actomyosin
| !

[cell migration/invasion, smooth muscle contractility, neurite outgrowth|

Figura 3: Esquema de les interaccions entre RhoA, ROCK, Rnd1 i Rnd3 (RhoE) a I'hora de regular el citoesquelet d’actina i la
adhesio per integrines. 1

Rnd1 i RhoE se’ls hi ha determinat una accidé oposada a RhoA evitant la formacié de fibres

N , .. . ., . 17
d’estres, també s’ha observat la participacié de RhoE en la regulaciod del cicle cel-lular.

RhoE es pot regular a diversos nivells. Com a resposta davant d’estres p53 es pot unir al promotor
de RhoE i activar la seva transcripcid. A més també s’activa a través del receptor d’estradiol, el NFkB i
mTOR aixi com altres factors. L’altre mecanisme és a través de la fosforilacié de certes serines de
RhoE a través de la activacio de quinases com ROCK i PKCo activats per PDGF. RhoE al ser fosorilat es
separa de la membrana plasmatica i viatja al citosol on fa la seva funcid o es degradat per el
proteosoma. ROCK pot ser inhibit per PDK1 al competir amb RhoE evitant que aquest es

.1: 17,18,20-22
fosforili.™™
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Funcions de RhoE

Com ja s’ha dit anteriorment, RhoA afavoreix la aparicié de fibres d’estres al induir a la
serin/treonin quinasa ROCK. Aquesta quinasa fosforila la MLC afavorint la contraccié de I'actina i

miosina i a més inhibeix la fosfatasa de MLC augmentant la proporcié de MLC-P. *%°

En aquest procés RhoE participa inhibint a ROCK evitant la formacié de fibres d’estrés. A més
activa a la p190 RhoGAP que augmenta la activitat GTPasa de RhoA desactivant-la i en conseqiiéncia

reduint la activacié de ROCK. *71%23

A més RhoE s’uneix a les plexines activant la GAP de R-Ras desactivant-la tot provocant un

. .. . . 19
descens en el nombre de adhesions on participen les integrines.

En la regulacié del cicle cel-lular, RhoE també presenta certa rellevancia ja que esta involucrada en
la activacio de la fosfatasa PP2A que s’encarrega de desfosforilar el factor E4BP1. Aquest es un
inhibidor del factor d’iniciacié elF4E, per tant quan E4BP1 esta fosforilat, elF4E permet la transcripcio
de factors necessaris per la progressié del cicle cel-lular. Per tant RhoE, en concentracions elevades

. el s . . 1,19
es un inhibidor de la progressio del cicle cel-lular. ~

Rellevancia de RhoE i hipotesi

Com ja s’ha dit, RhoE participa en la regulacié del citoesquelet d’actina evitant la formacio de
fibres d’estres al inhibir a ROCK. Per aix0 es de vital importancia per tal de entendre el funcionament

de la invasio en gliomes poder veure quins efectes té exactament RhoE en aquet procés.

Per aix0 aqui es planteja que si es pogués eliminar de forma significativa RhoE, es podria
aconseguir que desaparegués la inhibicid de ROCK aixi com la inhibicié de RhoA i es produiria la

fosforilacid de la MLC arribant a la generacio de fibres d’estres.
Objectius

En aquest treball es pretén analitzar la funcid de RhoE a través de la seva deplecio total o parcial
mitjancant técniques de manipulacié dels nivells de RNA missatger. Aixo es produira emprant RNA de
interferéncia o shRNA damunt linies de glioma. Tot seguit s’haura d’analitzar el citoesquelet d’actina
a través d’un analisi estructural i per ultim s’han de realitzar assajos de motilitat per confirmar si
aquests canvis en el citoesquelet d’actina i formacio de fibres d’estres afecten a la capacitat invasiva

dels glioblastomes.

Joan Domingo Reinés 12
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Materials i metodes

Linia cel-lular

S’ha utilitzat la inia U87MG, una linia cel-lular de glioma obtinguda d’un pacient de 44 anys.

Cultius cel-lulars

El cultiu de les cel-lules s’ha fet exclusivament en cabina de bioseguretat de nivell Il. El medi de
cultiu emprat ha estat DMEM (Dulbeco’s modified Eagle’s medium) (Sigma-Aldrich®): 4500mg
glucosa/l, 110mg de piruvat sodic/l i amb L-glutamina. Suplementat amb un 10% de sérum bovi

inactivat, penicil-lina, estreptomicina i plasmocin® (InvivoGen®).

Les cel-lules s’"ha mantingut en incubador humit a 372C, 5% de CO, i 96% d’humitat.

Transfeccio
Per poder introduir dins la cél-lula els siRNA i plasmidis es van realitzar transfeccions emprant un

producte comercial anomenat lipofectamina (Invitrogen®).

Per realitzar la transfeccié s’ha de preparar una MIX amb tots els components necessaris. Les
guantitats de cada component venen determinades per el rati entre el DNA (o RNA) i la
lipofectamina que es: x ul Lipofectamina = 2.5x ug DNA (o RNA). Aquestes quantitats van dissoltes

dins OPTI-MEM (Invitrogen®).

La transfeccio es va realitzar en placa de 6 pous, per tant a cada pou es posaven 500ul de MIX i
s’afegien les cél-lules. En aquest cas es varen posar 300.000 cel-lules per pou per poder tenir una
elevada confluéncia. Al final s’ajusta el volum de cada pou a 2ml amb el DMEM emprat normalment
pero sense suplementar amb penicil-lina i estreptomicina. A les 24 hores es realitza un canvi de medi

amb DMEM complet.
Aguest metode esta basat en la utilitzacié de lipids cationics que es conjuguen amb el RNA o DNA

gue es vulgui transfectar. Tot seguit es suficient introduir la mescla dins el medi amb les cél-lules en

estat de quasi confluéncia i esperar el temps establert.
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Transfeccio siRNA
Es va utilitzar un conjunt d’oligonucleodtids de RNA de interferéncia de RhoE (Thermo scientific®

Smartpool) que forma un complexa RNA-proteina que degrada el RNA complementari de la cél-lula.

A I'hora de transfectar amb siRNA es va tenir en compte la seva concentracid, 50uM. la MIX a

preparar va ser la segiient: 500ul d’OPTI-MEM amb 10ul de lipofectamina i 4ul de siRNA.

Amb aix0 aconseguim que el siRNA pugui entrar dins la cel-lula i pugui realitzar la seva funcio i

bloquejar la expressio d’una determinada proteina. (fig. 4)

NN
NI

siRNA Gene Silencers

J——
siRNA enters the cell via
lipid-based transfection

-~

XK 5w

siRNA binds RISC V&V
(RNA-induced AANAA RISC
silencing complex)

SiRNA unwinding

siRNA strands are separated

N Activated RISC
\J \
siRNA/RISC complex

associates with the target Association with target mRNA . .
mRNA and cleaves it Figura 4: Esquema de I'efecte que té I'entrada
~ d’un RNA de cadena doble (dsRNA) dins la
7\ \')‘;V‘ ' 4 cél-lula. El siRNA forma una complexa amb RISC

I NN I . . .
(RNA-induced silencing complex), aquest separa
Target mRNA cleavage les dues cadenes de siRNA i per
complementarietat s'uneix al mRNA endogen i
. 24
- o provoca la seva degradacié. Extreta de

L'efecte del siRNA es comenga a apreciar quan la proteina es degrada i no es pot resintetitzar. El
siRNA té efecte fins que sigui totalment degradat i aixo0 aproximadament s’estén de forma

significativa fins les 96 hores.

Transfeccié amb plasmidis
Es van emprar un conjunt de plasmidis que gener un RNA “shorthairpin” que s’uneix i promou la
degradacio del RNA. Aquests plasmidis sén integratius, per tant s’inserten dins el DNA de la cél-lula i

per aguest motiu s’obtenen clons estables que repliquen el plasmidi.
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Es va utilitzar el mateix sistema i procediment que amb els siRNAs, pero en aquest cas es varen
transfectar plasmidis.

Els plasmidis eren els 303, 305, 713, 715, 717 Mission® shRNA (Sigma-Aldrich®)

Per tant es va tenir en compte la concentracid de tots el plasmids per transfectar 2ug DNA per
pou (taula 1). Es varen transfectar els plasmidis per separat i es varen realitzar les combinacions

303/713i303/715.

Nom del plasmidi Concentracio de DNA Volum emprat
303 1,28mg/dI 1,56ul
305 1,74mg/dI 1,15ul
713 1,2mg/dI 1,66ul
715 1,12mg/dl 1,79ul
717 1,39mg/dI 1,44ul

Taula 1: Concentracions de DNA de cada stock dels plasmidis i el volum emprat per tal de transfectar 2ug de DNA per
pou.

El plasmidi al introduir-se dins la cel-lula es linealitza i s’integra dins el genoma i per tant es
replicat continuament. L'expressio del plasmidi produeix un shRNA (shorthairpin RNA) que provoca la

degradacio del RNA cel-lular desitjat. (fig. 5)
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NI
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(RNA-induced silencing complex)
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SRNA unwinding Figura 5: Esquema de I’entrada d’un plasmidi codificant per un
siRNA strands are separated shRNA. Quan el shRNA es transcrit, una proteina anomenada
NI Activated RISC DICER el processa i elimina un loop de la seva estrucutra, en

SIRNA/RISC complex —n . .
associates with the target Association with target mRNA conseqiéncia es genera un siRNA que forma un complexa amb

mRNA and cleaves it
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Target mRNA cleavage
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cadenes de siRNA i per complementarietat s’'uneix al mMRNA endogen i provoca la seva degradacié. Extreta de 2

Després d’haver-se produit la transfeccio, s’han de seleccionar els clons que hagin incorporat

correctament el plasmidi.

En aquest cas, s’ha emprat puromicina, un antibiotic capa¢ de matar les cél-lules eucariotes. Els
plasmidis porten incorporat a la seva seqlieéncia un gen de resisténcia a la puromicina que s’expressa
constitutivament. A les 48 hores post-transfeccid es va incorporar puromicina al medi a una
concentracié de 10ug/ml i les cél-lules que no van incorporar el plasmidi van morir realitzant una

seleccié positiva.

Les cél-lules que sobreviuen queden aillades i s’ha de esperar que es divideixin fins formar
colonies. Tot seguit aquestes colonies sén capturades a través d’uns discs de clonatge (Invitrogen®).
Els discs son banyats en tripsina i col-locats damunt les colonies. Es fa el procés de tripsinitzacio,
guedant les cel-lules al disc de clonatge. Llavors transferim els discs a plaques de 24 pous posant 1
disc per pou amb medi més puromicina a la concentracid abans determinada per aconseguir
I'amplificacié de cada clon, o en el cas de que no sigui possible aillar-los, es van generar linies

policlonals (PC) de cada plasmidi.

Dia 0 Dia 2
Dial 2 setmanes
l — W—
Canvi de
medi
Transfeccio Afegir puromicina
Picar colonies
P100 P60 P6_ P12
B —~ N . \ 4
( \/ Y g P24
\}
Congelacio p
Screening ‘ Amplificacié 4 setmanes
(1 setmana)

Temps total = 8 setmanes

Figura 6: Esquema de la produccié dels clons RhoE knockdown estables. Esta representat cada passa i els temps
transcorregut entre elles.
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En el cas de les cel-lules transfectades amb el plasmidi, per mantenir-lo integrat en el genoma, les

ceél-lules es varen cultivar en preséncia de 1 ug/ml de puromicina.

Lisat cel-lular
Per poder analitzar I'expressid proteica de les cel-lules, primer hem d’obtenir les proteines que

contenen a través de la seva lisis controlada.

1. Recollim les cel-lules d’una placa p100 casi confluent. Tripsinitzem la placa i posem les
cel-lules en eppendorfs i centrifuguem 5min a 1750rpm.

2. Aspiram el sobrenadant (SN) i rentam el pellet amb PBS 1X. Tornam a centrifugar 5min a
1750rpm

3. Aspiram el SN i lisam el pellet cel-lular introduint 50ul de tampé de lisis (Tris 50mM pH4, NaCl
150mM, EDTA 1mM, Triton X-100 1%, aigua, Complete Mini protease inhibidor cocktail
(Roche®), inhibidor de fosfatases NasVO,, NaF, beta-glicerofosfat, PMSF 1mM), deixant que
actui 5min en gel.

4. Centrifugacié de 10min a 14000rpm per tal de purificar la fraccié proteica, quedant el DNA i
la fraccio lipidica al pellet. Transferim el SN a tubs nous.

5. Quantificam la concentracid de proteina de totes les mostres obtingudes amb el métode de
Bradford amb el reactiu Bio-Rad® protein Assay

6. Preparam la mostra en sample buffer 4x (Tris HCI 50mM pH 6.8, Glicerol 10% (v/v), SDS 2.5%,
beta-mercaptoetanol 5% (v/v), bromophenol blue, Aigua) per tenir 40ug de proteina en cada

mostra.

Western blot
Per comprovar el descens de I'expressié de RhoE tant amb els siRNA com amb els plasmidis es va

emprar el western blot.
Es va realitzar una electroforesi SDS-PAGE amb les proteines extretes de les transfeccions i
separar-les per pes molecular. El pes molecular de RhoE és de 29 KDa per aixo es va emprar un gel

del 12% de poliacrilamida per tal de fer una separacié adequada.

Les mostres varen ser preparades amb tampd de mostra com esta establert i es va correr el gel a

120V durant una hora. Després es realitza la transferencia a una membrana de polifluorur de vinilde
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(PVDF) mitjancant el Trans-blot Turbo® (BioRad®). Tot seguit la membrana es bloqueja amb Odyssey
Blocking Buffer (Li-cor bioscience®) i s’incuba amb I’anticos primari anti-RhoE (Cell Signaling®) amb
una dilucié 1:1000 o anti-tubulina (Sigma-Aldrich®) a 1:5000 com a control de carrega, incubant 24

hores a 49C en agitacio continua.

Després es realitzaren una série de rentats amb PBS-T i PBS i s'incuba amb I’anticos secundari, en
el cas de RhoE Donkey anti-mouse-IRDye 680 1:1000 i per la tubulina Donkey anti-mouse-IRDye 680

1:10000 (Li-cor bioscience®) durant 1 hora a Temperatura ambient.
La membrana es revelada amb I'escaner d’infrarojos Odissey (Li-cor bioscience®)

Immunofluorescéncia
Tecnica emprada per marcar algun component cel-lular i poder observar-lo al microscopi.

Concretament s’ha emprat per analitzar I’estructura del citoesquelet d’actina.

En primer lloc es varen sembrar 30.000 cél-lules per pou en plaques de 6 pous on préviament

s’havien col-locat dos cobreobjectes (Sarstedt®).

Després de 24 hores es du a terme el protocol de la immunofluorescencia.

1. Aspiracié del mediirentats amb PBS 1X

2. Fixacio de les cél-lules amb formaldehid 4% en PBS 30 min

3. Rentats amb PBS 1x

4. Permeabilitzacié amb tritd x-100 0.2% 20 min

5. Rentats amb PBS 1x

6. Incubacid amb una solucié de fal-loidina-TRITC (1:250) (Sigma-Aldrich®) i DAPI (1:500)
(invitrogen®) en BSA al 0.5% en PBS durant 1 hora a 372C. Aquesta passa es fa en obscuritat
per evitar pérdua de fluorescéncia.

7. Rentats amb PBS 1x

8. Muntatge amb Mounting media (Dako®) sobre portaobjectes.

Microscopi confocal
Per analitzar els resultats de les immunofluorescéncies es va emprar el microscopi confocal LEICA
TS-SPE (Leica®) utilitzant el laser ultraviolat per analitzar el DAPI i el laser d’argé de 532nm de

longitud d’ona per analitzar la fal-loidina.
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Wound healing Assay

Aguest assaig serveix per quantificat la motilitat de les cél-lules.

En primer lloc, es sembren 300.000 cél-lules en pous de una placa de 6 pous. Es necessari que les
cél-lules estiguin adherides per tal de realitzar I'experiment, per aixo0 s’han de esperar entre 2-6

hores abans de fer la marca.

En haver transcorregut el temps, emprant un material prim i resistent, en aquest cas una punta
de pipeta, es procedeix a realitzar una série de marques o “ferides” damunt la monocapa de cél-lules

generant un carril on amb el microscopi no s’observen cél-lules.

En haver fet les marques s’han de enregistrar imatges d’aquest moment, a les 0 hores. Després
per observar els resultats es realitzaran més fotografies a les 16 hores en els mateixos llocs on es

varen realitzar les primeres.

Per tal de localitzar els mateixos lloc on es varen fer les fotografies, les marques es fan seguint un
ordre. Es realitza una marca vertical i dues horitzontals, tal com indica la figura 7. Les imatges
s’adquireixen en els punts de interseccid, aixi després del temps d’espera, es més senzill fer la

fotografia en el mateix punt.

OO

Figura 7: Esquema de la realitzacié de l'assaig de motilitat wound healing. Les linies verticals i
horitzontals representen les marques que es fan a la placa. Els cercles representen les zones on es
fan les fotografies.
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Resultats

Generacio de linies de glioma knockdown estables per a RhoE

Per tal d’analitzar la funcié que té RhoE en el citoesquelet d’actina es van intentar reduir la
guantitat de RNA missatger (mRNA) de RhoE i aixi aconseguir una reduccio significativa de la seva

expressio.

En un primer moment, per realitzar la deplecié de RhoE es va fer la transfeccié d’oligonucleotids
qgue al entrar dins la cél-lula s'uneixen al complex RISC (RNA-induced silencing complex) que separa
les dues cadenes de siRNA transfectades. Tot seguit el complexa siRNA-RISC s’uneix per
complementarietat amb el mRNA de RhoE i el romp en distints fragments (fig. 4). Aixi s’aconsegueix
una reduccié temporal del nombre de mRNA missatgers funcional. L'efecte en teoria s’allarga varis

dies, fins que tot el siRNA transfectat desapareix.

D’aquesta manera els nivells de mRNA de RhoE sén reduits de forma drastica. Els efectes es
poden observar a distints temps ja que per tenir nivells baixos de proteina s’ha d’esperar que
aquesta es degradi. Per tant al eliminar el mRNA s’haura de esperar entre 24 i 72 hores a observar
canvis en la quantitat de proteina i els experiments funcionals es realitzaran en aquest periode de

temps.

Per demostrar que la deplecid es va realitzar amb éxit es va procedir a fer un western blot tenint
com a objectiu RhoE. Es varen realitzar dos intents per tal de deplecionar RhoE mitjancant siRNAs,

pero en cap dels dos casos es va observar una reduccio de I'expressio de la proteina (Fig. 8)

Al no detectar cap baixada en I'expressié de la proteina mitjancant la utilitzacid de siRNAs, es va
optar per un canvi de estratégia i es va intentar a través de la generacié de linies knockdown estables
per RhoE. Aix0d es va realitzar emprant uns plasmidis que codificaven per un shRNA que acabava
realitzant una funcid similar als siRNAs i degradaven el RNA missatger de RhoE, pero amb la
diferencia que la reduccid de la expressié de la proteina es perllonga al llarg del temps ja que es va

transfectar un plasmidi integratiu.
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Figura 8: Imatges dels Western blot realitzats per determinar I'expressi6 de RhoE, a 48 o 72 hores
post-transfeccid amb siRNAs complementaris al mMRNA de RhoE. Es va emprar com a control de carrega la beta-
tubulina. RhoE knockdown (RhoE KD).

i @ més confereix resisténcia a la puromicina. Quan la transfeccid es va realitzar, es va afegir
puromicina al medi de cultiu, per el que la majoria de cel-lules varen morir. Només les que varen
incorporar adequadament el plasmidi en el seu genoma podien sobreviure en un medi amb una
elevada concentracido de puromicina (1ImM). En definitiva aixdo provoca que al final tinguem un
conjunt de cel-lules resistents a la puromicina, i que per tant transcriuen part del plasmidi i que

potencialment poden haver suprimit la expressié de RhoE.

Després, les cel-lules es van separar i expandir per separat, aconseguint distints clons amb el
mateix plasmidi, fent que obtinguéssim una gran varietat de linies cel-lulars que en principi no

expressen RhoE (fig. 6)

Els plasmidis emprats varen ser els 303, 305, 713, 715 i 717 Mission® shRNA (Sigma-Aldrich®) i

després de la seleccié varem obtenir les linies mostrades a la taula 2.

De tots aquests clons, els que ens Linies generades resistents a puromicina 32
varen interessar, es va realitzar una Policlonals 14
série de westerns blots (fig. 9) per tal de Monoclonals 18
comprovar si  efectivament, apart Linies analitzades per western blot 22
d’adquirir resisténcia a la puromicina Linies analitzades amb una optima 15

també transcrivien el shRNA i reduien deplecié

I’expressioé de RhoE. Taxa d’éxit 68
%
Linies emprades en experiments 4
funcionals

Taula 2: Nombre de linies generades i emprades per els distints
experiments.

Joan Domingo Reinés 21



Treball de fi de grau Curs 2013-2014

S &
S FF L g &
o o o O NN

O o o AR

L

RhoE"?N‘F’,'. - 4

Tubulina*b"-wg T G GEE G SIS CENED CENNND SS—

RhoE

Tubulina e ey ey > ey casn == —————'—.—
3 ‘ - 'Q
2
1

redueix I’expressié de RhoE

0 f

- U87 713PC 29,7
§ U87 717PC 13,1
- U87 305#2 10,4

U87 303#3 25,8

Linia Nombre de vegades que es

SN

Variacié Log2
N

w

A

U87 Control U7 713PC  US7717PC  U87305#2  US7 30343
Figura 9: Imatges dels Western blot realitzats per determinar I'expressié de RhoE de diversos clons transfectats amb

els plasmidis. Es va emprar com a control de carrega la beta-tubulina. Les imatges inferiors representen la baixada
d’expressio dels clons seleccionats respecte el control en log, i en nombre de vegades que es redueix I'expressié.

Els clons que mostren una reduccié evident sén nombrosos, per aixo a I’hora de realitzar els

experiments funcionals es varen utilitzar 4: 713PC, 717PC, 305#2 i 303#3.

Per poder coneixer |'efectivitat de la reduccid de I'expressié de RhoE, es va realitzar la

guantificacié de les bandes del western blot dels clons seleccionats (fig. 9 inferior).

Una reduccié important dels nivells de RhoE provoca un canvi de morfologia aixi com

canvis en el citoesquelet d’actina

Al haver confirmat que tenim clons amb una reduccié de RhoE, varem passar a analitzar distints

aspectes que poden veure’s afectats per aquesta proteina.
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U87 control U87 305#2 U87 303#3

u87 717pC

Figura 10: Imatges captades al microscopi optic de cel-lules U87 control i dels distints clons seleccionats (305#2; 303#3;
713PC; 717PC). Tots les imatges estan captades amb |'objectiu 20x.

El primer que es va analitzar va ser la morfologia de la cél-lula a simple vista a través del

microscopi comparades amb les cel-lules control.

Les cel-lules U87MG tenen morfologia semblant a fibroblasts i al provenir de astrocits presenten
caracteristiques tipiques d’aquest tipus cel-lular. Les U87 sdn cel-lules relativament petites i molt
heterogenies morfologicament pero de forma freqlient presenten llargues extensions que poden

arribar a connectar amb altres cél-lules (fig. 10A).

En canvi les cél-lules que presenten un reduccidé important en la expressid de RhoE, semblen més

aplanades mostrant una mida major i menors protuberancies (fig. 10B-E).

La seglient passa, era cercar per quin motiu esta causat aquest canvi de morfologia, per aixo es va
procedir amb I'analisi de I'estructura del citoesquelet d’actina mitjangant microsocpia confocal. Ja
gue ha estat documentada la participacié de RhoE en la organitzacié del citoesquelet d’actina es va

voler determinar |'efecte que hi té la falta de RhoE.
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Figura 11: Imatges d'immunofluorescéncia on s’analitza la organitzacid del citoesquelet d’actina. La imatge es presneta
a través de tres canals: El de I'esquerra es representa la actina mostrant la fal-loidina-TRITC, en el del centre el nuclis
mostrant el DAPI i en el de la dreta una superposicié dels altres dos canals, el merge.
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Per aix0 es va realitzar una immunofluorescéncia de tots els clons seleccionats. El que es pretenia
trobar era la formacié de fibres d’estres d’actina ja que RhoE esta implicada en aquest procés a

través de la fosforilacié de les cadenes lleugeres de miosina causada per ROCK.

Les cél-lules U87 control, mostren una organitzacid periferica de I'actina generant fil-lopodis i
lamelipodis augmentant aixi la motilitat cel-lular i per tant la capacitat invasiva (fig. 11A). En canvi els
clons analitzats, que ja mostraven certes diferencies en la morfologia al microscopi optic també

mostren diferéncies clares en la organitzacié del citoesquelet (fig. 11B-E).

Els efectes de la disminucid6 de RhoE en quant a la organitzacié del citoesquelet d’actina sén

evidents amb una gran formacio de fibres d’estres per tota la cél-lula.

En les cél-lules amb nivells disminuits de RhoE no mostren acumulacions d’actina a la periféeria de

la cél-lula, per tant menys presencia de lamelipodis i fil-lopodis.

Els clons que respecte del control mostren una morfologia més aplanada i amb major nombre de

fibres d’estres son el 305#2 i sén els emprats per les proves de motilitat.

Un canvi de morfologia i un major nombre se fibres d’estrés provoquen una disminucio de

la motilitat en glioblastoma.

Com indiquen les nostres evidencies en quant a la estructura del citoesquelet d’actina, un déficit
en RhoE provoca un augment de les fibres d’estrés i aix0 podria afectar a la motilitat de la cel-lula, ja
gue aquestes no afavoreixen la motilitat cel-lular, afavoreixen I'adhesié al substrat mitjancant

contactes focals.

Per aix0 una vegada observat un canvi en la morfologia de la cel-lula, voliem saber si aquest canvi
també podia afectar a la capacitat de migracid del glioblastoma, per aixo varem realitzar un assaig de
motilitat tipus wound healing. Aquest només el varem realitzar amb el clon que semblava presentar
un major nombre de fibres d’estres, el 305#2, i aixi poder observar millor I'efecte damunt la motilitat

cel-lular.
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Figura 12: Imatges d’'una assaig de motilitat wound healing. Estan representades les imatges de U87 control i
305#2 ales 0 horesiales 16 hores. Es varen captar 4 imatges de cada linia i es va calcular la mitja del nombre de
cél-lules que apareixen al centre de la imatge mostrant la capacitat mobil de les cél-lules de les 4 imatges.
*: p-valor<0.05 emprant el test t de student.
Després de esperar les 16 hores establertes, es varen captar imatges en els mateixos punts que en
el moment de fer la “ferida” intentant tenir una serie de imatges representatives. En el cas de les

U87 control, la ferida es trobava practicament tancada amb alta motilitat cel-lular,

com ja es coneix (fig. 12). En canvi en el cas de les cel-lules amb I'expressid de RhoE disminuida, la
motilitat ha estat un poc menor, ja que la densitat cel-lular en la zona de la ferida, 16 hores després,

es lleugerament menor.
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A I'hora de realitzar una analisi més exhaustiu de la imatge, es varen contar les cél-lules dins la
ferida en el temps 0 i a les 16 hores, per calcular la quantitat de cel-lules que s’han desplacat per
tancar la ferida. En aquest cas, es pot observar com comparat amb el control, hi ha hagut un 40%
menys de motilitat per part de les cel-lules amb nivells baixos de RhoE amb una significanca de

p<0,05, encara que farien falta més repeticions (fig. 12 inferior).

Joan Domingo Reinés 27



Treball de fi de grau Curs 2013-2014

Discussio

Els glioblastomes, la forma més maligna de glioma, presenten alta motilitat i invasivitat, el que
provoca que puguin infiltrar-se dins el cervell i faci molt dificil la seva curacié a través de la cirurgia.
La cirurgia és I'Unica forma efectiva de tractament ja que sOn quimioresistents i radioresistents,
encara que l'efectivitat de la cirurgia ve condicionada per la recurréncia del tumor uns mesos després

.2 2,7,10
de la reseccié. ©”

Tot aixo provoca un gran interés per conéixer el motiu d’aquesta capacitat invasiva, per aixo en
les darreres decades s’han fet grans esforcos per entendre els mecanismes moleculars que

intervenen en la motilitat cel-lular augmentada en gliomes.

En estudis anteriors s’ha arribat a la conclusié que en el gliomes, sobretot en els de grau elevat,
les vies de senyalitzacié encarregades de la motilitat estan alterades provocant que els nivells i grau
d’activacido d’intermediaris com Rho, Rac i Cdc42 estiguin modificats. En definitiva existeix un
augment en les vies on participen Rac i Cdc42 fent que la cél-lula sigui més mobil i un descens en la

activitat de Rho, ja que sén vies oposades. 2

En aquest treball hem intentat entendre una mica més |'efecte de Rho en tot aquest procés, per

aixo hem deplecionat una proteina integrant de la via de senyalitzacié, RhoE.

En les linies emprades, confirmant que la expressido de RhoE es minima comparada amb el control,
podem confirmar que hem generat un conjunt de almenys 15 linies knockdown estables per RhoE

tenint un bon model per veure I'efecte d’aquesta proteina en la morfologia i mobilitat cel-lular.

Per tant a I’'hora de provocar la deplecié de RhoE, en experiments previs del grup d’investigacid la
utilitzacio de siRNAs va funcionar, pero ja que es una tecnica amb moltes variables que poden afectar
al resultat final, al no funcionar es va decidir emprar un metode més laborids perd un cop posat a

punt es té un model d’estudi més valid, ja que els nivells disminuits de RhoE sén constants.

A I'hora de determinar I'expressido de RhoE, he vist que en els clons analitzats, la taxa d’exit d’un

68% es bastant elevada obtenint 15 clons que expressen de forma suficientment disminuida RhoE.

Els 4 clons emprats pels estudis morfologics mostren a simple vista a través del microscopi una

série de canvis. Comparats amb els controls, els clons RhoE knockdown presenten una estructura
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més quadriculada i amb més adhesions mostrant una morfologia més aplanada. Aixo es correlaciona
perfectament amb les evidencies de la generacio de fibres d’estrés i contactes focals provocats per la

inhibicié de RhoE i de les vies implicades en aquests processos.

Per tant es va confirmar si aquest canvi de morfologia era degut a la formacié de fibres d’estres i
definitivament a través d’'un analisis a través de immunofluorescéncia. Aixi s’ha confirmat que el
canvi de morfologia es degut a la formacid de fibres d’estres ja que les cél-lules amb RhoE
deplecionat mostren una gran presencia d’aquestes estructures correlacionant la morfologia a camp

claril’estructura del citoesquelet d’actina.

En definitiva des del punt de vista morfologic podem assegurar que RhoE té un efecte damunt la
organitzacio del citoesquelet d’actina, ja que la seva eliminacio de la cél-lula provoca la formacié de
fibres d’estres, morfologia molt diferent de la actina acumulada a la periféria i la formacié de

extensions tipiques de les cél-lules de glioblastoma.

Per ultim cal destacar que la formacid de fibres d’estres genera un major nombre de contactes
focals amb el substrat provocant, en principi, una menor motilitat i aixo es va volar correlacionar
amb el canvi de morfologia. Per tant es va fer un assaig de motilitat in vitro confirmant que el canvi
de morfologia amb major nombre de contactes focals i major adheréncia sembla afectar a la
motilitat de la cél-lula. Aquests ha estat un estudi preliminar emprant només un dels clons generats i
només realitzant un estudi independent, per tant caldria en un futur realitzar més repeticions

d’aquest assaig aixi com fer-lo amb altre clons de RhoE deplecionat.

Per tant en definitiva podem afirmar que la falta de RhoE acaba generant una morfologia distinta
a la tipica de glioblastoma, més aplanada i adherida que a través de la formacid de fibres d’estrés, en

darrer terme, pareix que dificulta la motilitat de la cél-lula.

A nivell molecular, en resum, caldria dir que en condicions normals quan RhoE es expressada en
nivells elevats, aquesta inhibeix a ROCK i per tant ROCK no fosforila a la cadena lleugera de la miosina
evitant la formacié de fibres contractils amb I'actina, les fibres d’estrés. En la condicié que hem
generat, en absencia de RhoE, aquesta ja no pot inhibir a ROCK i per tant ROCK pot fosforilar la
cadena lleugera de miosina aconseguint que aquesta pugui polimeritzar amb la actina i formin les

. \ 21-23
fibres d’estres.
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Per acabar, proposo la via normal, on RhoE esta activat en GBM i la via que hem provocat

deplecionant RhoE.

Via normal de RhoE

EGFR i PDGFR
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Conclusio

1. Mitjangant la transfeccid de plasmidis que contenen un shRNA hem aconseguit deplecionar
de forma considerable la expressié de RhoE de cel-lules U87MG de glioblastoma.

2. Aquesta deplecié té efectes lleus damunt la morfologia cel-lular analitzada a camp clar del
microscopi optic amb cel-lules més adherides al substrat i un canvi de morfologia cap a
cel-lules menys allargades.

3. Es poden observar gran canvis en l'estructura del citoesquelet d’actina a través de la
formacio de fibres d’estrés aixi com una morfologia molt més aplanada amb major nombre
de contactes focals.

4. Aquests canvis en la estructura d’actina semblen afectar a la motilitat cel-lular encara que

aquest només es un estudi preliminar i es necessiten més evidencies al respecte.
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