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1. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

cDNA: Complementary deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico complementario)
DNA: Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

mRNA: Messenger ribonucleic acid (acido ribonucleico mensajero)
siRNA: Interfering ribonucleic acid (acido ribonucleico interferente)
RNA: Ribonucleic acid (acido ribonucleico)

TRIM2: Tripartite motif containing 2

PCR: Polymerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa)
RAP2A: Member of RAS oncogene family

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

MLLT4: Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 4
SOCS1: Suppressor of cytokine signaling 1

SOCS3: Suppresor of cytokine signaling 3

HGUE: Hospital General Universitario de Elche

GB: Glioblastoma

FRET: Fluorescence resonance energy transfer

Ci: Concentracion inicial

wt: wild type

Gy: Gray

NTC: Non template control

PBS: tampdn fosfato salino

Dr.: Doctor

Dra.: Doctora

CSIC: Consejo superior de investigaciones cientificas
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2. RESUMEN

En el presente trabajo se ha llevado a cabo el estudio de algunos genes homdlogos en humanos relacionados con el
proceso de division celular asimétrica de células madre neurales en Drosophila melanogaster y su posible papel en
glioblastoma multiforme. En concreto hemos establecido una conexion entre los niveles de expresion de estos genes y la
adquisicion de resistencia a la radioterapia.

Los genes que se han estudiado han sido MLLT4, TRIM2 y RAP2A Los resultados obtenidos revelan que TRIM2 y RAP2A
aumentan su expresion en respuesta a la irradiacion en cultivos primarios de glioblastoma obtenidos a partir de los aspirados
quirurgicos de los pacientes operados en el Hospital General Universitario de Elche. Interesantemente también se observa que
al obtener poblaciones clonales radiorresistentes mediante irradiacion secuencial del cultivo primario HGUE-GB-39, dichas
poblaciones muestran un incremente significativo en la expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4.

Experimentos realizados en paralelo para obtener un segundo modelo de resistencia, mediante la utilizacién de siRNAs
contra SOCS1 y SOCS3 (genes relacionados con la radiorresistencia en trabajos previos), mostraron que la inhibicion de la
expresion de estos genes en el cultivo HGUE-GB-39 correlacionaba con la adquisicion de radiorresistencia y con un aumento
en la expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4.

Los resultados obtenidos sugieren que RAP2A, TRIM2 y MLLT4 pueden jugar algun papel en la adquisicion de
radiorresistencia en glioblastoma.

Palabras clave: glioblastoma, células madre, células madre tumorales, division asimétrica,
radiorresistencia

ABSTRACT

In this work we have studied several homologous human genes related to genes involved in neural
asymmetric cell division in Drosophila melanogaster and their putative role in multiform glioblastoma. In
particular we have established a relationship between the expression levels of those genes and radiotherapy

resistance acquisition.

The studied genes are MLLT4, TRIM2 and RAP2A. Our results indicate that expression of TRIM2 and RAP2A
increase after iradiation of glioblastoma primary cultures obtained from surgical washes of glioblastoma
patients at the Hospital General Universitario de Elche. Interestingly, we have also observed that isolated clonal
populations resistant to radiotherapy obtained through sequential radiation of the primary culture HGUE-GB-

39, show a significant increase in RAP2A, TRIM2 and MLLT4 expression.

Experiments performed in parallel in order to obtain a different resistance model, through transient
transfection with specific siRNAs for SOCS1 and SOCS3 (genes previously reported to be related to
radiorresistance), indicate that inhibition of SOCS1 and SOCS3 expression in HGUE-GB-39, correlates with

radiorresistance acquisition as well as with an increase in RAP2, TRIM2 and MLLT4 expression.

Our results suggest that RAP2A, TRIM2 and MLLT4 may play some role in radiorresistance acquisition in

glioblastoma.
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3. INTRODUCCION

3.1.Cancer

El cancer se puede considerar un conjunto de enfermedades en las que se produce una

proliferacién celular descontrolada en un érgano determinado.

Las células tumorales han sufrido alteraciones genéticas y epigenéticas que les confieren
propiedades que las diferencian de las células normales. Entre estas propiedades caracteristicas

encontramos que las células tumorales poseen la capacidad de:

Dividirse sin control, originando estructuras celulares desorganizadas.

Ser capaces de evadir el proceso de apoptosis.

e No responder a sefiales de inhibicién de crecimiento.

Invadir otros tejidos provocando metastasis.

Estas caracteristicas las adquieren como consecuencia de alteraciones en diferentes tipos de
genes que controlan determinados procesos celulares, tales como proliferacion, diferenciacion o

reparacion de DNA, ademas de a factores ambientales y epigenéticos [1].

Dentro del proceso general conocido como cancer, encontramos diferentes tipos segun el tejido

que se vea afectado. En este caso, nuestro interés se centra en el glioblastoma multiforme.

3.2. Glioblastoma multiforme

El glioblastoma multiforme es el tipo de tumor cerebral mas comun, y el que cursa con una
mayor agresividad y un indice mds alto de mortalidad. El tratamiento actual de este tipo de neoplasia
se basa en la extraccién quirdrgica del mismo y en el posterior tratamiento con radioterapia y
quimioterapia aunque, a pesar de estos tratamientos, los pacientes con esta patologia no tienen un
buen prondstico. Para minimizar este mal prondstico, la extraccidn la extraccién del tumor debe de
ser lo mas radical posible con el fin de eliminar la mayor parte de éste ya que suele presentar
ramificaciones o localizarse en sitios de dificil acceso haciendo imposible su completa extraccion. Es
también muy importante evitar los dafios neurolégicos permanentes que puedan afectar a la calidad
de vida del paciente. El tratamiento con radioterapia fraccionada (60Gy en 6 semanas) y
guimioterapia (uso del agente citostatico temozolamida), posterior a la escisidn quirurgica, adn no ha

podido ser sustituido por otro mas eficaz y especifico, aunque en los ultimos afios la investigacién en
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terapias alternativas en glioblastoma esta avanzando considerablemente, focalizando los estudios en
el hallazgo de marcadores moleculares que permitan, en un futuro, una terapia dirigida [2,14].
Ademas, es importante para este trabajo de fin de grado que diversos estudios apoyen que este tipo

de tumor puede tener su origen en células madre tumorales [20-22].

. . V'

3.3. Células madre, divisidn asimétrica y cancer.

En los ultimos afos se ha realizado un gran avance en el estudio de las células madre que se
caracterizan por tener la capacidad de “auto-regenerarse” perpetuando asi su existencia y, al mismo
tiempo, producir células diferenciadas. Esta capacidad de las células madre se da gracias a la divisién
asimétrica que les permite generar simultdneamente una célula madre y una célula primordial que
dard lugar por diferenciacién a los diferentes tipos celulares derivados de ese tipo de célula madre

especifico del tejido correspondiente del organismo (Figura 01) [3].

El estudio de la desregulacidn de la divisidon asimétrica por mutaciones de determinados genes
regulatorios, llevd a la proposicion de la hipoétesis de las células madre tumorales mediante su
estudio en diferentes modelos animales de experimentacion, generando asi una conexién entre la
division asimétrica de células madre y la tumorigénesis. La hipdtesis de las células madre sostiene
que las células madre normales pueden desembocar en células madre cancerosas responsables de la
generacion de tumores en humanos. De forma alternativa, también se propone que una pequeia
poblacién de células tumorales normales, adquieren las caracteristicas de células madre produciendo
asi la formacién del tumor (Figura 01) [3,4,20]. Es importante mencionar que segun esta teoria, las
denominadas células madre tumorales serian las responsables de la adquisicién de resistencia a los

tratamientos y la adquisicion de las capacidades invasivas de los tumores [3,4].
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Figura 01: Representacion esquemdtica de la division asimétrica llevada a cabo por células madre

normales y el proceso mediante el cual se pueden generar las células madre tumorales [20]

En Drosophila melanogaster y Caneorhabditis elegans, se han realizado numerosos estudios
sobre la divisién asimétrica de estas células madre y se ha podido comprobar que la desregulacién
producida en estas células puede generar la formacién de tumores. Es importante mencionar que los
genes cuya desregulacion en estos animales producia la generacion de tumores, poseen homdlogos
en vertebrados [3] y aunque la funcidn de dichos genes en vertebrados no esta del todo clara, si que

se ha demostrado la importancia de algunos de ellos en la carcinogénesis en humanos [4,8-11].

El grupo de investigacion en el que he desarrollado este trabajo fin de grado, mantiene una
colaboracidn con el grupo de la Dra. Ana Carmena del CSIC centrada en determinar si los homdlogos
en humanos de genes identificados como importantes en la divisidon asimétrica de las células madre
neurales en Drosophila melanogaster tienen alguna relevancia en diferentes modelos celulares de
cancer en humanos. En concreto en este trabajo de fin de grado, he estudiado si varios genes
identificados por su capacidad de interaccién con la proteina “Canoe” (cuyo homdlogo en humanos
es MLLT4) en células madre neurales de Drosophila melanogaster, pudieran tener algun papel en la

adquisicion de resistencia a la radioterapia en glioblastomas humanos (Figura 02).
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Figura 02: interaccion entre proteinas identificadas en procesos de division asimétrica (MLLT4) de

células madre y proteinas identificadas en resistencia a radioterapia (SOCS1 y SOCS3) realizada

mediante la utilizacion de la base de datos “string-db.org/”

3.4. SOCS y resistencia a radioterapia.

La familia de proteinas supresoras de la sefializacién por citoquinas SOCS, se expresan en células
del sistema inmune y en células del sistema nervioso central [15]. Se ha visto que desempefian un
papel importante en la resistencia a radioterapia, concretamente nos vamos a centrar en SOCS1 y
SOCS3. Si estos genes se ven alterados, las vias de transduccidn de sefales no se ejecutan
correctamente lo cual puede desembocar en el desarrollo de glioblastoma multiforme [6].
Estudiando el patrén de metilacidn de estos genes se observd que la metilacidon de sus promotores
producia una bajada de expresion de SOCS1 y SOCS3 en comparacién con las muestras de
glioblastoma no metiladas. Estos estudios mostraron por una parte la regulacién epigenética de estos
genes por metilacién del promotor y por otra parte mostraron que existia una relacién entre los

niveles de expresidén de estos genes y la adquisicion de radioresistencia en glioblastoma [5,6].

Dado que tedricamente la adqusiciion de radiorresistencia debe implicar a las células madre
tumorales y que SOCS1 y SOCS3 parecen tener algun papel en la adquisicidon de esta resistencia, nos
preguntamos si existiria relacién entre SOCS1 y SOCS3 y los genes identificados por la Dra. Carmena
en el interactoma de Canoe vy si esta relacién jugaba un papel en la adquisicion de la resistencia a la

radioterapia en los pacientes con glioblastoma.
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4. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El equipo de investigacion de la Dra. Ana Carmena del Instituto de Neurociencias de la
Universidad Miguel Hernandez, identific6 mediante un interactoma con el gen “Canoe” de

Drosophila melanogaster varios genes implicados en la divisidn celular asimétrica.

Muchos de los genes que identificd presentan homélogos en humanos y concretamente para el
gen Canoe, su homdlogo en humanos es Afadin (AF-6) el cual se nombra posteriormente como
MLLT4 [7]. Afadin esta implicado en diversas funciones de regulacién de procesos celulares ademas
de desempenfar un papel importante en diferentes tipos de tumores como por ejemplo el cancer de
mama o de colon [7,8,9,10]. El gen Canoe desempefia diversas funciones en la division celular
asimétrica de neuroblastos en Drosophila melanogaster y ademas tiene capacidad supresora de

tumores en este modelo animal [7,12,13].

Por esta razén y en colaboracidn con la Dra. Carmena se inicié en nuestro laboratorio el estudio
de la expresién de dichos genes en modelos celulares de diferentes tipos de tumores. Estos estudios
contribuyeron a un trabajo de fin de grado anterior centrado en identificar modelos celulares de
cancer en los que la expresidn de estos genes siguiera patrones que sugirieran su posible papel como

genes supresores y/u oncogenes.

Dentro del TFG mencionado, algunos de los genes homdlogos en humanos de los genes
identificados por la Dra. Carmena, fueron analizados en colaboracién con el Dr. Victor Barbera del
Hospital General Universitario de Elche mediante un array en el que comparaba la expresién de éstos
en siete pacientes de glioblastoma, comparando su expresién con la observada en cerebro normal.

Los resultados de este array se muestran a continuacion (Figura 03 ).
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Figura 03: Expresion de varios genes en 7 pacientes con glioblastoma multiforme. Dichos genes
presentan homologia con genes que intervienen en la division celular asimétrica de Drosophila
melanogaster. Los resutlados han sido proporcionados por el Dr. Barberd. Los patrones de
expresion se representan compardndolos con los obtenidos en muestras de cerebro no tumoral.

Llama la atencidn que la expresién de RAP2A y TRIM2 en los siete pacientes analizados, se

encuentra muy por debajo del valor de expresién en cerebro normal, lo cual sugiere que éstos
puedan jugar un papel importante en glioblastoma ya que presentan un patrén de expresidn similar

al que cabria esperar en un gen supresor de tumores.

En base a estos resultados, y en colaboracién con los equipos de investigacién ya mencionados,

procedimos en el presente trabajo, al analisis de RAP2A y TRIM2 (junto con MLLT4 que es a partir del

cual se forma el interactoma por el equipo de la Dra. Carmena).

Ademas, resulta interesante la opcidn de poder relacionar la division asimétrica de células madre

con la posible resistencia a radioterapia que se ha observado en algunos genes como son SOC1 vy
SOCS3. Esta hipdtesis surgié gracias a la investigaciéon doctoral que estd llevando a cabo uno de los
miembros de este equipo de investigacién, M2 Paz Ventero donde se estd llevando a cabo el estudio

de SOCS1 y SOCS3 como genes implicados en la resistencia a radioterapia [5,6].
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Conforme a los antecedentes nombrados y los estudios existentes, se ha planteado la hipétesis
de que genes homodlogos en humanos de genes que intervienen en la division asimétrica de células
madre en Drosophila melanogaster, pueden desempenar, junto con genes implicados en la
adquisicion de radioresistencia, un papel importante en glioblastoma pudiendo establecer una

relacion entre ambos.
Los objetivos que se plantean en este trabajo son los siguientes:

1. Caracterizar la expresion génica de los genes MLLT4, TRIM2 y RAP2A en cultivos primarios de
glioblastoma mediante estudios de PCR cuantitativa a tiempo real.

2. Estudiar el efecto de la radioterapia sobre la expresidén génica de los genes MLLT4, TRIM2 y
RAP2A mediante la irradiacidn celular de cultivos primarios de glioblastoma y los posteriores
estudios de PCR cuantitativa a tiempo real.

3. Comprobar que SOCS1 y SOCS3 estan implicados en la resistencia a radioterapia mediante
ensayos de generacién de resistencia y citometria de flujo.

4. Determinar la expresion génica de MLLT4, TRIM2 y RAP2A por PCR cuantitativa a tiempo real,
cuando la expresién de SOCS1 y SOCS3 es inhibida mediante siRNAs.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivos primarios

El trabajo que se detalla en el presente documento se ha realizado sobre los cultivos primarios de
glioblastoma HGUE-GB-16, HGUE-GB-17, HGUE-GB-18, HGUE-GB-39 y HGUE-GB-41 obtenidos en el
Hospital General Universitario de Elche (HGUE) a partir de las células tumorales aisladas de los

lavados quirdrgicos durante la rescisidon del tumor.

Dichos cultivos primarios son mantenidos en cultivo celular a 372C con un 5% de CO, en medio
DMEM/F-12 (1:1) (1x) + glutaMAX (Gibco) suplementado con FBS (Fetal Bovine Serum) al 10% y 1%
de antibidtico (penicilina (50U/ml) y estreptomicina (50pg/ml). Células de estos cultivos en diferentes
pases desde el establecimiento del cultivo son criopreservadas en condiciones vitales. Esta
criopreservacion se realiza para poder diferenciar entre caracteristicas de las células en cultivo
presentes en el paciente en el momento de la intervencién quirldrgica y caracteristicas celulares

adquiridas durante su adaptacion a los cultivos celulares.

5.2. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite diferenciar poblaciones celulares presentes en
una muestra en funcién de su capacidad de incorporar un marcador fluorescente. En este trabajo la
utilizamos para determinar el grado de resistencia a la radioterapia de los diferentes cultivos
primarios celulares y de clones celulares obtenidos a partir de ellos. El proceso que se sigue para

realizar un ensayo de citometria de flujo es el siguiente:

En primer lugar se realiza una siembra de aproximadamente 250.000 células por pocillo en una
placa de 6 pocillos y se incuban dichas placas durante 24 horas a 372C con un 5% de CO, para

permitir que las células se adhieran a la superficie de la placa y comiencen a dividirse.

Transcurrido este periodo de tiempo, se retira el medio de los pocillos en los que se encuentran
las células y se afiade un volumen aproximado de 13ml de PBS 1x ya que debe estar completamente
lleno para que la irradiacidn sea efectiva y uniforme por todo el pocillo. Se irradian con el equipo
“electron linear accelerator VARIANT 2100C (CLINAC 2100C) y dicho proceso se realiza en el Servicio

de Oncologia Radioterapica del HGUE.
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Tras irradiar, se retira el PBS y se afiade medio fresco, se incuban (en las condiciones de medio,
temperatura y CO, antes mencionadas) durante el tiempo estimado (en este caso durante 24 horas)
tras ser irradiadas. A continuacion se retira y reserva el medio de los pocillos (ya que en éste se
encuentran las células que han perdido la capacidad de adherirse a la superficie plastica y que se

presupone que no han resistido la radiacion).

Una vez retirado y reservado el medio en el que se encontraban las células, se afiade a cada
pocillo 500 ul de tripsina (0.05% tripsin-EDTA (1X) (Gibco) para que las células adheridas a la
superficie del pocillo se despeguen y posteriormente la tripsina se neutraliza con 2ml de medio
DEMEM/F-12 (1:1) (1X) + glutaMAX, afiadiendo también el medio anteriormente reservado de cada
uno de los pocillos, para asi disponer de todas las células presentes en el pocillo, tanto las que

mantuvieron la adhesion al plastico tras la irradiacién como las que perdieron dicha propiedad.

El volumen contenido en cada pocillo, se trasvasa a un tubo de centrifuga, se centrifuga 5
minutos a 1000 rpm y temperatura ambiente en la centrifuga “Multifuge 3SR+ (Thermo Scientific)”,
reservamos el pellet celular y descartamos el sobrenadante. Al pellet seco se le afiade 1ml de etanol
al 75% en PBS (Phosphate-buffered saline) con el fin de fijar las células y éstas deben permanecer en
etanol un minimo de una hora (alternativamente las células pueden ser conservadas en estas

condiciones a -202C hasta el momento en el que se vaya a realizar la citometria de flujo).

Una vez que las células han sido fijadas, se vuelven a centrifugar 5min a 1000rpm a temperatura
ambiente y el pellet seco se resuspende con 0.5ml de una mezcla en PBS que contiene Triton x-100
(0.5%), Ribonucleasa libre de DNasa (25ug/ul) y el agente intercalante de DNA yoduro de propidio
(25pg/ul). Se dejan incubando durante 30 minutos en oscuridad con el fin de que las células
incorporen el marcaje. Esto posteriormente nos permitira separar las células en el citdmetro de flujo
en funcién de su contenido en DNA, lo que nos permitira la deteccidn de la fase del ciclo celular en la

gue se encuentra cada una de las células de la muestra analizada.

Una vez analizada la muestra en el citdmetro de flujo, éste genera una grafica en la que se
representa la cantidad de ADN frente al nimero de células dependiendo de la intensidad de
fluorescencia emitida por el yoduro de propidio. Al excitar la muestra (480nm), se produce una
emision de fluorescencia que es proporcional a la cantidad de DNA que hay por célula por lo que
segln en la fase del ciclo celular en la que se encuentre cada célula, la intensidad serd mayor o
menor. En el caso en el que las células se encuentren en la fase G; en la que aun no se ha producido
la duplicacién del material genético (2n), la intensidad de fluorescencia serd la mitad que en el caso
de las células que se encuentran en fase G,+M en las que ya se ha replicado el material genético (4n).

Ademas, las células que se encuentran en la fase S (sintesis), emiten una sefal de fluorescencia

13
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intermedia entre la emitida entre las dos fases anteriores. Por ultimo, las células que se encuentran
en fase subGs, se corresponden con aquellas que han muerto y que poseen el DNA fragmentado;

esta fase es detectada gracias a la baja intensidad de fluorescencia que emiten.

5.3. Uso de anillos de clonaje

Para este proceso se ha hecho uso del kit “Cloning cylinders, polystirene” de Sigma-Aldrich en el

gue especifica el protocolo a seguir para la obtencién de poblaciones clonales.

Para nuestro trabajo, se aislaron clones en virtud de su resistencia a la radiacidn; por tanto el
primer paso es sembrar las células muy diluidas en una placa para que haya el espacio maximo entre
ellas. Seguidamente se someten dichas células (procedentes del cultivo primario HGUE-GB-39) a

sesiones continuas semanales de 7Gy hasta alcanzar una radiacién acumulada de 45Gy.

Una vez finalizadas las sesiones de irradiacidon, se observa tras un tiempo en cultivo el
crecimiento incipiente de poblaciones clonales resistentes a la radiacidon. Se marcan las zonas donde
estdn creciendo estos clones, se elimina el medio de cultivo y sobre ellos se ponen los anillos de
clonaje estériles y que tienen sus bordes tratados con vaselina para permitir que se adhieran al
plastico sin medio y sellar el espacio alrededor de los clones, dentro de éstos se deposita tripsina
para que las células se desprendan de la superficie de la placa y éstas son sembradas en pocillos de
una placa de 24 pocillos; una vez confluentes, se siembran en pocillos de una placa de 6 pocillos y
posteriormente se cultivan en frascos de cultivo. De esta forma se obtuvieron 10 clones resistentes

procedentes de HGUE-GB-39.

Previo al uso de los anillos de clonaje se deben realizar los siguientes pasos: se deposita sobre
una placa de Petri de vidrio vaselina, que se esteriliza mediante autoclavado. A continuacion se posa
el anillo de clonaje sobre la vaselina estéril y se presiona levemente para que ésta quede adherida a
la superficie inferior del anillo de clonaje que se encuentra en contacto. De esta forma, el anillo ya

puede ser utilizado para ser depositado sobre las poblaciones clonales y sellarlas.

Una vez obtenidos los clones resistentes, estos se han sometido a sesiones de radiacion de entre

5y 7 Gy (una por semana) para mantener la resistencia.
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5.4. Transfeccion de siRNA

Mediante la transfeccién de siRNA se pretende modificar la expresidn de alguno de los genes de
interés objeto de estudio. En este caso se ha realizado para los genes SOCS1 y SOCS3. Basicamente
este ensayo consiste en la introduccién dentro de la célula de un RNA de interferencia especifico
para el gen cuya expresidon queremos anular, mediante un complejo formado entre el siRNA y una
molécula llamada lipofectamina (Lipofectamine RNAIMAX Reagent de la marca Invitrogen) que es la

responsable de que el siRNA pueda atravesar la membrana celular.
El procedimiento de esta técnica consiste en los siguientes pasos:

En primer lugar se realiza una siembra de células en una placa de 6 pocillos con una densidad
aproximada de 250.000 células por pocillo. Se incuban a 372C con un 5% de CO, durante 24 horas

tras las cuales se realiza el proceso de transfeccion para el cual se requiere:

Preparacion en tubos de 15ml del volumen necesario de siRNA (5nm) + Opti-MEM (1X) (Reduced
Serum Medium de la marca Gibco). El volumen final de dicha mezcla es 250ul por muestra, el
volumen de siRNA es 2,5ul y los 247.5ul restantes de Opti-MEM (1X). Esta mezcla se realiza en tres
tubos diferentes ya que la necesitaremos con siNS (siRNA inespecifico que sirve como control),

siSOCS1 e siSOCS3. Se dejan reposar 5 minutos.

Paralelamente se prepara otro tubo con la mezcla de lipofectamina (5 pl/muestra) + Opti-MEM

(245 pl /muestra). La mezcla se deja reposar 5 minutos.

Transcurridos 5 minutos, se afiade a cada uno de los tubos con siRNA, 250ul de la mezcla de
lipofectamina, dejandolo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente para que se formen

los complejos de interferencia (siRNA + lipofectamina).

Transcurridos estos 30 minutos, se retira el medio de los pocillos donde se encuentran las células
sembradas del dia anterior, se afiade medio nuevo DEMEM F12 con FBS al 10% pero sin antibidtico y

se afiade a cada pocillo 500 pl del siRNA que convenga.

Transcurridas 24 horas en cultivo en las condiciones de temperatura y CO; antes mencionadas, se
realizan en los pocillos dos tipos de determinaciones. Por un lado utilizamos algunos pocillos como
control del efecto de los siRNAs sobre la expresion del RNA mensajero de interés, en estos pocillos se
procede a la lisis celular con buffer RLT (como se explica mdas adelante) para una posterior extraccién
y analisis de RNA. El resto de pocillos se someten a irradiacidn a la intensidad deseada para
determinar si los cultivos han adquirido alglin grado de resistencia a la radioterapia por accion de los

siRNAs contra SOCS1 y SOCS3.
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5.5. Irradiacion celular

Para irradiar los cultivos primarios, se realiza un cultivo de éstos en placas de 6 pocillos y en cada

pocillo se siembran 200.000 células aproximadamente.

Una vez sembradas las muestras que sean de interés, se incuban a 372C y 5% de CO; para
permitir su crecimiento y que estén a un grado de confluencia adecuado a la hora de ser irradiadas. A
continuacién, las muestras se irradian en la Unidad de Radioterapia del Hospital General

Universitario de Elche con el equipo “electron linear accelerator VARIANT 2100C (CLINAC 2100C).

5.6. Aislamiento de RNA

La extraccién de RNA se ha llevado a cabo mediante la adicién de buffer de lisis RLT + B-
mercaptoetanol del kit comercial “RNase-Free DNase Set (QIAGEN)”, tras retirar el medio de cultivo.
El kit de extraccién utiliza columnas de elucién con membranas de silica-gel en las que queda
adsorbido el RNA. Este proceso se realiza en el equipo QlAcube (QIAGEN) disponible en la Unidad de
Investigacion del Hospital General Universitar de Elche. Durante el proceso de extraccion del RNA, se
afiade DNasa en tampdn RDD comercial “RNase-Free DNase Set (QIAGEN)” (12,5% de DNasa) para

digerir el DNA presente en la muestra.

La composicidn del buffer RLT es propiedad de la casa comercial RNeasy kit; sin embargo, se sabe
gue contiene una alta concentracién de guanidine isothiocycanate que ayuda a que el RNA se una a
las membranas de silica-gel que contienen las columnas de esta misma casa comercial. De igual
modo, la composicidn del buffer RDD es propiedad de esta misma casa comercial aunque la funcidn

de este buffer es asegurar una buena digestion de DNA y que el RNA permanezca unido a la columna.

5.7. Retrotranscripcion

Una vez realizada la extraccion de RNA de la muestra de interés, se procede a la
retrotranscripcion de éste para la obtencidon de cDNA, consistiendo ésta en el siguiente

procedimiento:

En primer lugar, se procede a la cuantificacion de mRNA que se ha extraido ya que es necesaria
una cantidad minima de éste de 0.5 o 1ug (ya que habrad muestras en las que se haya extraido mas o
menos RNA). Esta cuantificaciéon se lleva a cabo mediante medidas espectrofotométricas en un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Como resultado de esta cuantificacion,
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obtenemos un valor de concentracién en ng/ul, el indice de pureza 260/280 (cuyo valor 6ptimo ha de
encontrarse entre 1.8 y 2.2) y una grafica en la cual el pico maximo debe encontrarse en 260nm ya
que la presencia de otro maximo a otra longitud de onda seria indicativo de contaminaciéon (ya sea
por DNA si el maximo se encontrara cercano al valor de 230nm o por proteinas si el maximo se

encontrara cercano a 280nm).

Una vez obtenida la concentracién y comprobando que la pureza de la muestra es la adecuada,
se procede al cdlculo del volumen necesario de la muestra de RNA para la obtencién de una
concentracién comun en todas las muestras de 0.5 o 1ug. En primer lugar se realiza una conversion
del valor de la concentracion obtenida de RNA de ng/ul a pg/ul lo cual permite calcular el volumen
en ul necesario para alcanzar la concentracién deseada. Este volumen se resta a un volumen de 10ul

gue es el volumen de agua restante en el que se va a diluir.

A continuacidn se debe preparar el volumen necesario de RT master mix necesario para que cada
muestra posea un volumen de 10 pl de ésta. Para ello se utiliza el kit de Applied Biosystems “High

Capacity cDNA Reverse Transcription” y se sigue el protocolo del fabricante en el cual se utilizan:

a) 10x RT Buffer 2 ul
b) 25x dNTP Mix (100mM) 0.8 pl

c) 10x RT Random Primers ___ 2 pul

d) Reverse Transcriptase 1l
e) RNase Inhibitors 1l
f) Nuclease free water 3.2ul

NOTA: tanto las muestras de RNA como los componentes de la RT master mix deben mantenerse

en frio en todo momento para no comprometer la estabilidad de éstos.

El volumen final que cada muestra debe poseer es de 20 ul de los cuales 10ul son de RT master

mix y los 10ul restantes se corresponden con el RNA diluido en el volumen correspondiente de agua.

Por ultimo, se introduce la muestra en el termociclador “G-STORM”, se introduce el ciclo de

retrotranscripcidon deseado y una vez finalizado el proceso, se conserva la muestra de cDNA a -20°C.

El ciclo utilizado en este proceso consta de 3 etapas en las que se produce la retrotranscripcién
de mRNA a cDNA y una cuarta etapa en la que las muestras se conservan a baja temperatura para no

alterar sus propiedades:
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Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

T (2C) 25 37 85 10

T (min) 10 120 5 ®

En la etapa 4 del ciclo de retrotranscripcién, el simbolo “c0” quiere decir que los tubos de
PCR en los que se ha llevado a cabo la reaccidn de interés, se mantienen a la temperatura de 102C
durante el tiempo en el que se tarda en retirar dichos tubos para su utilizaciéon o conservacion de

cDNA a la temperatura de -202C.

5.8. PCR cuantitativa en tiempo real.

Tras el aislamiento de RNA y la retrotranscripcién de éste, se procede a realizar una PCR
cuantitativa a tiempo real en el equipo de Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System y para la

cual se necesita el cDNA anteriormente obtenido.

La PCR cuantitativa a tiempo real permite la amplificacién de la muestra de cDNA y su deteccidn
de forma visual conforme se da el proceso. Esta técnica se basa en la utilizacién de sondas marcadas
con fluordforos que permiten la visualizacidon de la amplificacion mediante un equipo capaz de medir
sefiales fluorescentes. Esta técnica estd basada en el principio de FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), en el que las sondas estan marcadas por los extremos, en uno de ellos se encuentra
un fluoréforo y en el otro extremo se encuentra un atenuador; por tanto, cuando ambos estan
cercanos, el atenuador no permite que el equipo detecte la sefial fluorescente, pero cuando éstos se

alejan, la sefial fluorescente es suficiente para ser detectada por el equipo.
El proceso para llevar a cabo una PCR cuantitativa a tiempo real es el siguiente:

En primer lugar se procede a medir la concentracidon de cDNA obtenida tras la retrotranscripcion,
para ello se vuelve a hacer uso del equipo espectrofotométrico Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y
segln la concentracién obtenida, se debe hacer una dilucién para que la concentraciéon final sea

aproximadamente de 200 ng/ul.

Una vez diluido el cDNA, se reserva y se procede al calculo y preparacion de una mezcla

compuesta por:

a) Master mix (TagMan, Gene Expression Master Mix) 10 pl/pocillo

b) Assay del gen objeto de estudio 1 pl/pocillo

c) Agua estéril 5 ul/pocillo
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El ensayo se realiza se realiza por triplicados.

No hay que olvidar tener en cuenta que se deben realizar controles en la misma placa para que el
ensayo sea fiable. Por tanto, se debe realizar un control negativo NTC (Non Template Control) de
cada assay utilizado, en el cual se emplea H,O en lugar de cDNA; y un control positivo en el que se
utiliza un assay de un gen que se expresa constitutivamente sin que su expresién se vea afectada por
los tratamientos empleados, en este caso se trata del gen GAPDH. A continuacién se detalla la
informacidn de los assays (todos ellos TagMan Gene Expression Assays) utilizados en el presente

trabajo:

a) GAPDH: hu GAPDH, VIC-MGB, 4326317E-1001033 de Applied Biosystems
b) RAP2A: Hs00702699 s1 RAP2A de Applied Biosystems

c) TRIM2: Hs00984472 m1 MLLT4 FAM de Applied Biosystems

d) MLLT4: Hs00991875 m1 TRIM2 de Applied Biosystems

e) SOCS1: Hs00705164 s1 SOCS1 de Applied Biosystems

f) SOCS3: Hs02330328 s1 SOCS3 de Applied Biosystems

NOTA: En el caso del assay de GAPDH, es suficiente un volumen de 0.5ul/pocillo.

Una vez se ha preparado el volumen de la mezcla necesaria para cada assay y se tienen las
muestras de cDNA diluidas correctamente, se procede a plaquear las muestras considerando que en
cada pocillo debe haber 16ul de la mezcla del assay correspondiente y 4ul de cDNA de la muestra de

interés.

Una vez finalizado este proceso, se da un pulso a la placa en la centrifuga “RT6000B (Sorvall)”, se
pone una tapa sobre ésta para evitar la evaporacién de la muestra durante el proceso y se introduce
en el equipo donde se lleva a cabo la PCR cuantitativa a tiempo real del modelo ya especificado

anteriormente.

Una vez finalizado el proceso, se genera un archivo “Excel” con los datos necesarios que se han
de procesar para obtener los resultados. En este documento se expresan los valores de Cr (Threshold
Cycle) el cual expresa el ciclo de amplificacion en el que se ha superado el umbral minimo de
fluorescencia (que normalmente es establecido por el programa) y que por tanto que nos permite
calcular la expresién del gen, normalizando mediante la comparacién de estos valores de Cr de
nuestros genes con los valores de nuestro gen de referencia, en este caso y como se ha indicado

anteriormente, los valores de Ct obtenidos de GAPDH.

Con estos valores y haciendo uso de la siguiente férmula, se pudieron calcular los valores de

concentracidn inicial de cada gen:
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C; = 2(-4¢T)

Siendo,

- Gi: concentracion inicial

- ACr: Cr(gen estudiado) - : Cr(GAPDH)

5.9. Analisis estadistico

Este trabajo de fin de grado es fundamentalmente de cardcter cualitativo, mas que cuantitativo. No
obstante, en algunos de los resultados obtenidos hemos procedido a determinar si las diferencias en
las medias de los valores entre los controles y los tratados eran significativas. Para estos casos hemos

utilizado la T-student de comparacién de medias.
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6. RESULTADOS

En primer lugar, se realizd una comparacién de la expresion génica de RAP2A, TRIM2 y MLLT4 en
diferentes cultivos primarios de glioblastoma proporcionados por el HGUE para caracterizar la
expresion de estos genes en glioblastoma (OBJETIVO 01). Es importante destacar que todos los
valores de expresidon génica representados graficamente en este documento se encuentran

normalizados con los valores de expresidn constitutiva que posee GAPDH.
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Figura 04: Representacion de la expresion génica en tanto por ciento (%) de RAP2A (en
rojo), TRIM2 (en verde) y MLLT4 (en azul) en diferentes cultivos primarios comparada con
su expresion en cerebro normal. En el caso de RAP2A la expresion en cultivos primarios es
sustancialmente menor que en cerebro normal. Respecto a TRIM2, la expresion en cultivos
primarios es algo menor que en el cerebro normal, de forma general. Por ultimo, en el
caso de MLLT4 la expresion es variable segun el cultivo primario al que nos refiramos.

Una vez comprobada la expresion que tiene cada gen en diferentes cultivos primarios de
glioblastoma (Figura 04), se procede al estudio del efecto que sobre la expresion de los genes
estudiados pueda tener la realizacidon de pases en los cultivos primarios para la conservacion de los
mismos y a la comparacion de la expresion de éstos en los cultivos, con la expresidon que poseen en

cerebro normal.
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En cuanto a RAP2A se observa que en cerebro normal la expresion es mucho mas alta que en los
cultivos primarios y que la realizacidn de pases desde tempranos a tardios, no modifica la expresion

de éste sustancialmente (Figura 05).
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Figura 05: comparacion de la expresion génica de RAP2A en cerebro normal y en diferentes pases
del cultivo primario HGUE-GB-39. (*: p < 0.05)

En cuanto a TRIM2 se observa que en cerebro normal la expresidon es también mas alta que en
los cultivos primarios. En este caso, al comparar entre si los datos de expresion de los diferentes
pases del cultivo primario HGUE-GB-39, si se observa una bajada significativa de la expresién
conforme se aumenta el nimero de pases. Sin embargo, la gran diferencia entre la expresién en los
cultivos primarios comparada con la expresion en cerebro normal, resta significado a esta diferencia

de expresion entre pases debido a la diferencia existente (Figura 06).
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Figura 06: comparacion de la expresion génica de TRIM2 en cerebro normal y en diferentes pases
del cultivo primario HGUE-GB-39. (*: p < 0.05)
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En cuanto a MLLT4 se observa que la expresién de éste va descendiendo con el aumento de
los pases de forma mds acusada en comparacidon con la expresiéon de cerebro normal,

comparandolo con el caso de TRIM2 (Figura 07).
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Figura 07: comparacion de la expresion génica de MLLT4 en cerebro normal y en diferentes pases
del cultivo primario HGUE-GB-39. (*: p < 0.05)

A continuacidn, y puesto que uno de los objetivos es observar el efecto de la radiacion en RAP2A,
TRIM2 y MLLT4 para intentar dilucidar el papel de estos genes en glioblastoma, se estudié el efecto
de la radiacion sobre la expresiéon de estos genes. Esta determinacidn se realizé tras una Unica
exposicién a 7Gy, y adicionalmente, se determind tras la acumulacidn de exposiciones a 7Gy con una
periodicidad semanal. La determinacidon tras varias exposiciones a 7Gy es especialmente relevante
porque la poblacidon se va enriqueciendo en células capaces de sobrevivir a los efectos de la

radiacion.

En cuanto a RAP2A, si se realiza una comparacién entre el cultivo celular sin irradiar e irradiado
con una intensidad de 7Gy, se observa un leve aumento de la expresidn; sin embargo, con siguientes
sesiones de irradiacidn, la expresion de RAP2A se mantiene a niveles similares al cultivo celular del
que vienen (wild type, wt). Por tanto, en este caso se puede sugerir que la radiacién o acumulacién

de ésta no afecta a la expresion de RAP2A sustancialmente (Figura 08).
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Efecto de la radioterapia sobre la expresion de RAP2A
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Figura 08: comparacion de la expresion génica de RAP2A en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), irradiado una sola vez con 7Gy, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 21Gy y por ultimo, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 28Gy.

En cuanto a TRIM2, si se realiza una comparacion entre el cultivo celular sin irradiar e irradiado
(tanto una primera vez como volviéndolo a irradiar acumulando dicho efecto), se observa que la
expresion de TRIM2 aumenta con el aumento de la intensidad de la radiacién en comparacién con los

niveles de expresién del cultivo wild type (Figura 09).
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Figura 09: comparacion de la expresion génica de TRIMZ2 en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), irradiado una sola vez con 7Gy, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 21Gy y por ultimo, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 28Gy. (*: p < 0.05)
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En cuanto a MLLT4, se observa un comportamiento muy similar al de TRIM2 (Figura 10).

Efecto de la radioterapia sobre la expresion de MLLT4
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Figura 10: comparacion de la expresion génica de MLLT4 en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), irradiado una sola vez con 7Gy, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 21Gy y por ultimo, irradiado en varias ocasiones hasta alcanzar un
valor de irradiacion final de 28Gy. (*: p < 0.05)

Dado que uno de nuestros objetivos es determinar si existe relacidon entre la resistencia a la
radioterapia y la expresiéon de genes relacionados con la division celular asimétrica de las células
madre, necesitdbamos generar modelos de estudios resistentes a la radioterapia en los que poder
observar si se producian cambios en la expresion de nuestros genes de interés. Para ello se aislaron
clones resistentes a la radiacion a partir del cultivo celular HGUE-GB-39 y se observd la expresion de
RAP2A, TRIM2, MLLT4, SOCS1 y SOCS3. La incorporacién de estos dos ultimos genes al estudio que se
estd realizando es interesante porque ambos han sido relacionados con la resistencia a la
radioterapia y el estudio de los mismos simultaneamente con el estudio de los genes relacionados
con la divisién asimétrica de las células madre, podria relacionar la resistencia a la radioterapia y la
division asimétrica de células madre. Ademas, se realizd una transfeccion de siRNA, modificando la
expresion de SOCS1 y SOCS3 para observar, por un lado si esta inhibicidn de la expresion de estos
genes nos generaba un segundo modelo de resistencia y qué efecto tienen estas modificaciones

sobre la expresién de los genes RAP2A, TRIM2 y MLLT4.

A continuacion se muestra la variacion de la expresiéon de SOCS1 y SOCS3 en los ensayos de
transfeccion con siRNA y en clones resistentes procedentes del cultivo celular HGUE-GB-39 (Figuras

11y 12).
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Figura 11: Comparacion del nivel de expresion Figura 12: Comparacion del nivel de expresion
de 4 clones resistentes generados a partir del de 4 clones resistentes generados a partir del
cultivo primario HGUE-GB-39 y comparacion cultivo primario HGUE-GB-39 y comparacion
con la expresion de SOCS1 en el estudio con la expresion de SOCS3 en el estudio
realizado con siRNA. (*: p < 0.05) realizado con siRNA. (*: p < 0.05)

Si se hace una comparacién entre el nivel de expresion basal de SOCS1 y SOCS3 en HGUE-GB-39
transfectado con un siRNA no especifico (siNS) y HGUE-GB-39 transfectado con siRNAs especificos
para SOCS1 (siSOCS1) y SOCS3 (siSOCS3) se observa que en la transfeccién se ha generado un modelo
con una bajada de expresidon de SOCS1 y SOCS3, similar a la observada en los clones resistentes,

aunque en éstos se observe menor expresion que en los ensayos con siRNA.

Este comportamiento, referente a SOCS1, sélo se consiguid parcialmente con SOCS3 ya que la

bajada de expresion de SOCS3 mediante siRNA no es tan acusada como en el caso de SOCS1.

Para establecer una relacion causa-efecto de la variacion de expresidon de SOCS1y SOCS3 con la
resistencia a radioterapia se procedid a la realizacion de estudios mediante citometria de flujo en
cultivos primarios, clones resistentes y cultivos en los que se inhibié la expresidon de SOCS1 y SOCS3

(Figuras 13y 14).
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Fase G,+M ciclo celular en ensayo de citometria de flujo
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porcentaje de células que se encuentran en
fase G2+M del ciclo celular determinadas por
citometria de flujo tras 24 horas después de
ser irradiadas con 7Gy. Comparacion de este
porcentaje entre el cultivo celular wild type
(HGUE-GB-39) y los resultados obtenidos del
ensayo de inhibicion mediante siRNA de
SOCS1 y SOCS3. Un menor % de células en
esta fase del ciclo celular significa que la
muestra es mds resistente al tratamiento
recibido. (*: p < 0.05)

porcentaje de células que se encuentran en
fase G2+M del ciclo celular determinadas por
citometria de flujo tras 24 horas después de
ser irradiadas con 7Gy. Comparacion de este
porcentaje entre el valor medio de células
presentes en diferentes cultivos primarios de
glioblastoma y los resultados obtenidos del
ensayo de inhibicion mediante siRNA de
SOCS1 y SOCS3. Un menor % de células en
esta fase del ciclo celular significa que la
muestra es mds resistente al tratamiento

recibido. (*: p < 0.05)

Tras una exposicion a 7Gy y 24 horas de incubacidn, el efecto de la radiacién sobre las células de
glioblastoma es fundamentalmente un bloqueo del ciclo celular con acumulacion de células en la fase
G,+M del ciclo celular, estas células retenidas en dicha fase mueren posteriormente y aparecen en la
fase subGs, pero esta muerte celular sélo se observa si se realiza la citometria de flujo mas alla de las
24 horas utilizadas en estos experimentos. Por tanto, el grado de acumulacién de células en la fase
G,+M en estos experimentos es inversamente proporcional a la resistencia al tratamiento
radioterapico si nos fijamos en los resultados obtenidos de citometria de flujo, en la fase G,+M del
ciclo celular referente a HGUE-GB-39, el porcentaje de células aqui presentes es significativamente
mayor que en los clones. Esto, junto con los niveles de expresién obtenidos de SOCS1 y SOCS3, lleva
a la conclusiéon de que las células de glioblastoma que llevan aparejada una bajada en la expresion de
estos genes, son mas resistentes a la radioterapia. Ademas, no sélo se observa esta diferencia de
expresion en los clones comparada con el cultivo primario HGUE-GB-39, sino también con el valor

medio de expresion génica de SOCS1 y SOCS3 de diferentes cultivos primarios de glioblastoma. Por
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tanto, estos resultados nos permiten sugerir que los clones son mas resistentes a la radioterapia que

los cultivos primarios. (Figura 15)
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Figura 15: Relacion entre los niveles de expresion de SOCS1 y SOCS3 en el ensayo de siRNA y en
clones, con el correspondiente porcentaje de células obtenidas mediante citometria de flujo en
cada muestra. Mediante esta comparacion se puede observar una relacion entre la bajada de
expresion de SOCS1 (especialmente) y SOCS3 (en menor medida) y la resistencia a radioterapia.

En cuanto al nivel de resistencia inducido en los cultivos transfectados con siRNA, inhibiendo la
expresion de SOCS1 y SOCS3, se asemeja a la resistencia a radioterapia obtenida en los clones.
Cuando se realizé el andlisis del nivel de expresidn de SOCS1 y SOCS3 en los cultivos transfectados, se
observd una bajada de la expresion de estos genes aunque sin llegar a niveles tan bajos como los
obtenidos en los clones; este hecho concuerda con que la resistencia sea algo menor que en clones

pero mayor que en el cultivo primario del que proceden.

Una vez realizados estos analisis en la expresidn de SOCS1 y SOCS3 y comprobada que una

bajada en su expresidon genera mayor resistencia a la radioterapia, se procede al andlisis del nivel de
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expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4 tanto en clones resistentes como en aquellas muestras en las

gue se ha modificado la expresién de SOCS1 y SOCS3 mediante siRNA.

Fijdndonos en la expresidon de RAP2A al modificar la expresién de SOCS1 y SOCS3, se observa un
comportamiento de este gen completamente contrario al de SOCS1 y SOCS3 al ser éstos inhibidos,
RAP2A aumenta su expresiéon (Figura 16). Por tanto, cabe la posibilidad de que SOCS1 y SOCS3

estuvieran regulando la expresion de RAP2A.

Ademas, este aumento en la expresién de RAP2A también se observa en los clones resistentes 4

y 7 de forma proporcional a la disminucién que presentan éstos de SOCS1 y SOCS3.
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Figura 16: comparacion de la expresion génica de RAP2A en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), alterando la expresion de SOCS1 y SOCS3 (siSOCS1 y siSOCS3, respectivamente)
utilizando como control siNS. Comparacion de la expresion en clones resistentes frente al cultivo
primario del que provienen (wt). (*: p < 0.05)

El comportamiento observado en la expresion de RAP2A cuando la expresion de SOCS1y SOCS3

es inhibida mediante siRNA, se repite en la expresion de TRIM2 (Figura 17) y MLLT4 (Figura 18).
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Figura 17: comparacion de la expresion génica de TRIM2 en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), alterando la expresion de SOCS1 y SOCS3 (siSOCS1 y siSOCS3, respectivamente)
utilizando como control siNS. Comparacion de la expresion en clones resistentes frente al cultivo
primario del que provienen (wt). (*: p < 0.05)
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Figura 18: comparacion de la expresion génica de MLLT4 en el cultivo primario HGUE-GB-39 sin
irradiar (wt), alterando la expresion de SOCS1 y SOCS3 (siSOCS1 y siSOCS3, respectivamente)
utilizando como control siNS. Comparacion de la expresion en clones resistentes frente al cultivo
primario del que provienen (wt). (*: p < 0.05)
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7. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo es, evaluar la posible implicacidn de los genes homdlogos en
humanos de genes relacionados con la divisién asimétrica de células madre neurales en Drosophila

melanogaster en la adquisicidn de radiorresistencia en cultivos primarios de glioblastoma.

Para la realizacion de este objetivo hemos partido de la demostracién de la existencia de células
madre tumorales en el glioblastoma [20-22], los datos publicados que sugieren que las células madre
tumorales participan en los fendmenos de adquisicion de resistencia a los diferentes tratamientos
oncolégicos en otros tipos de tumores [4,23] y de la colaboracion de nuestro grupo con el dirigido
por la Dra. Ana Carmena del CSIC en el Instituto de Neurociencias de la Universidad Miguel
Hernandez (UMH). Mediante la bateria de ensayos realizados, hemos intentado comprobar si existe
una relacién causa-efecto entre genes que probablemente estan implicados en procesos de
generacion de resistencia a radioterapia en diferentes tipos de tumores [5,6,16-18] y genes
homoélogos de genes que en Drosophila melanogaster se ha visto que intervienen en la regulacién de

procesos de division asimétrica de células madre [7].

Para conseguir este objetivo, lo primero que se realizd fue la caracterizacidon de la expresién de
RAP2A, TRIM2 y MLLT4 (genes implicados en la division asimétrica de células madre en Drosophila
melanogaster) en cultivos primarios de glioblastoma en comparacion con la expresién de éstos en
cerebro normal. Los resultados obtenidos muestran que MLLT4 se expresa mas en los cultivos
primarios de glioblastoma que en cerebro normal, aunque los niveles de expresion de este gen entre
los diferentes cultivos primarios es muy dispar y en el array mostrado en la Figura 03 de los
antecedentes, se observa que no sufre una gran variacion al comparar la expresién entre los
pacientes de glioblastoma y el cerebro normal. Los casos de TRIM2 y especialmente RAP2A son muy
diferentes. En ambos casos el array mostré que los pacientes de glioblastoma expresan mucho
menos estos genes de lo que se expresan en cerebro normal. En los analisis realizados en los cultivos
primarios, esta pérdida de expresidn en glioblastoma se observa de nuevo (Figuras 04, 05, 06) y
especialmente con RAP2A se observa una practica pérdida de expresidn en los cultivos comparados
con el cerebro normal. Estos datos de expresidn podrian indicar que TRIM2 en menor medida, pero
especialmente RAP2A podria actuar como gen supresor en glioblastomas, este papel de gen supresor

de RAP2A ha sido previamente observado en otro tipo de tumores [19].

31
Area de Bioquimica y Biologia Molecular



Una vez observada la diferencia de expresion que existe de estos genes frente al cerebro normal,
se procedié al estudio del efecto de la radioterapia sobre la expresién de los mismos. Se pudo
comprobar que los niveles de expresidn génica de TRIM2 y MLLT4, aumentan cuando los cultivos son
irradiados secuencialmente, asi no hay un aumento significativo tras una Unica irradiacion de 7Gy,
pero si las células supervivientes son irradiadas de nuevo en multiplos de 7Gy se observa cémo la
expresion de TRIM2 y MLLT4 aumenta significativamente (Figuras 09, 10). Este dato puede ser
relevante, ya que la irradiacién secuencia es un método de seleccién de las células tumorales que van
adquiriendo resistencia al tratamiento radioterdpico. Esta seleccién, si tenemos en cuenta la teoria
de las células madre tumorales y su hipotetizada participacion en la adquisicién de la resistencia a los
tratamientos de los tumores, conllevaria un aumento en las células madre tumorales presentes y un
aumento en las divisiones asimétricas en el cultivo. El aumento de la expresidn de genes relacionados
con la division asimétrica de células madre en este contexto seria légico. Sin embargo, en el caso de
RAP2A no se pudo establecer una relacién entre la diferencia de expresidén génica y el efecto a la

radioterapia porque no se observaron diferencias significativas en ella.

Una vez se caracterizd la expresion de estos genes tanto en cultivos primarios de glioblastoma
como en respuesta a la radiacion, se procedié a determinar la expresion de los genes SOCS1 y SOCS3,
qgue han sido relacionados con la adquisicion de resistencia a la radioterapia [5,6], tanto en cultivo
primario como en modelos de resistencia que se generaron para poder estudiar posteriormente la

expresion génica de SOCS1 y SOCS3 y su posible relacién con la resistencia a radioterapia.

En primer lugar y partiendo del cultivo primario HGUE-GB-39 se llevé a cabo la obtencién de
poblaciones clonales del mismo resistentes a la radioterapia y en todas ellas se observé una valor de
expresion génica de SOCS1 y SOCS3 menor que en el cultivo parental o wild type a partir del cual se
generaron (Figura 11, 12). La resistencia a la radioterapia de estos clones fue determinada por
citometria de flujo para estudiar los efectos de la radioterapia sobre el ciclo celular de estas

poblaciones (Figura 13, 14).

En base a estos resultados que indicaban que la adquisicion de radiorresistencia se asociaba con
una disminucién en la expresion de SOCS1 y SOCS3, decidimos inhibir la expresion de estos genes
artificialmente con siRNAs en el cultivo parental HGUE-GB-39 y determinar si la simple disminucién
de la expresidn de estos genes era condicidn necesaria y suficiente para obtener radiorresistencia en
el cultivo. La transfeccidon con siRNA contra los genes SOCS1 y SOCS3, en HGUE-GB-39 consiguid
disminuir la expresién de SOCS1 en un alto porcentaje (67.3%), sin embargo en el caso de SOCS3
dicha bajada de expresion solo se consiguidé parcialmente. Por ultimo, para comprobar que esta

modificacion de la expresidn resultaba en la resistencia a la radioterapia, se realizé un analisis de
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estas muestras mediante citometria de flujo (Figura 13, 14), obteniendo que la disminucién de SOCS1
producia una adquisicidn de resistencia a radioterapia similar a la obtenida en los experimentos de
aislamiento de los clones resistentes antes mencionados. Interesantemente y aunque el siRNA de
SOCS3 solo funciond parcialmente, se observé que esta disminucion fue suficiente para que el cultivo

HGUE-GB-39 adquiriera un cierto grado de resistencia a la radioterapia.

Una vez se conoce el comportamiento de estos cinco genes, tres de ellos implicados en la
division asimétrica de células madre y los otros dos restantes con un papel en la resistencia a
radioterapia en casos de glioblastoma multiforme, se procedié al analisis de la expresidn de los genes
implicados en la divisidon asimétrica en los modelos de resistencia generados para poder estudiar el

efecto que poseen SOCS1 y SOCS3 sobre la expresidn de los genes RAP2A, TRIM2 y MLLTA4.

Se ha podido comprobar que tanto en el caso de RAP2A como de TRIM2 y MLLT4, la expresidon de
éstos sufre un aumento pronunciado en el caso de los clones resistentes, de tal manera que una
bajada en la expresidon de SOCS1 y SOCS3 podria implicar un aumento de RAP2A, TRIM2 y MLLTA4.
Esto se confirma por segunda vez con los resultados obtenidos en las muestras transfectadas con
siRNAs para SOCS1 y SOCS3, en las que se baja la expresion de ambos y, de nuevo, la expresién de
RAP2A, TRIM2 y MLLT4 aumenta. Ademas, se observa que segun disminuya mds o menos la
expresion de SOCS1 y SOCS3, la expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4 aumenta en un grado
proporcional. Estos datos sugieren que genes relacionados con la radiorresistencia, como son SOCS1
y SOCS3 pueden regular la expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4 y que esta regulacion podria estar
relacionada con la participacion de células madre tumorales de glioblastoma en la adquisicién de la

radiorresistencia.
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8.

CONCLUSIONES

Las conclusiones que se han podido obtener a partir del andlisis de los resultados obtenidos y

comentados con anterioridad son:

1.

La expresidon de MLLT4 en los cultivos primarios es variable, siendo mayor que en cerebro
normal en algunos de los cultivos y menor o igual en otros.

La expresién de RAP2A es mucho menor en los cultivos primarios analizados que en
cerebro normal y la expresidon de éste no se ve afectada por el mantenimiento en el
tiempo de los cultivos primarios.

La expresion de TRIM2 es menor en la mayoria de cultivos primarios analizados que en
cerebro normal y la expresién de éste va disminuyendo con los pases aunque al
comparar con el nivel de expresion en cerebro normal, esta disminucidn no es
significativa.

La expresion génica de RAP2A no se ve afectada por su exposicidon a radioterapia. Sin
embargo en el caso de TRIM2 y MLLT4, la radiacion produce un aumento de la expresion
génica de éstos. Ademads, las células que se han irradiado semanalmente y que han
sobrevivido, presentan mayor aumento de la expresién génica tanto en el caso de TRIM2
como de MLLT4.

Se ha conseguido establecer una relaciéon causa-efecto entre la expresiéon de SOCS1 vy
SOCS3 y la resistencia a radioterapia: una menor expresion de estos genes supone una
mayor resistencia a radioterapia.

Se ha estudiado el nivel de expresidn de los genes RAP2A, TRIM2 y MLLT4 en los modelos
resistentes a radioterapia generados (clones resistentes y muestras transfectadas con
siRNA) obteniendo en los tres casos un aumento de expresidon génica proporcional a la
bajada de expresién de SOCS1 y SOCS3 en estos modelos, respecto al wild type (HGUE-
GB-39).
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9. PROYECCIONES FUTURAS

1. Realizar ensayos de transfeccién de siRNAs dirigidos a modificar la expresién de RAP2A,
MLLT4 y TRIM2 y estudiar qué ocurre con la expresién de SOCS1 y SOCS3 y el grado de
resistencia a radioterapia.

2. Determinar la expresion de RAP2A, TRIM2 y MLLT4 en los cultivos primarios y en los clones
resistentes tras aislar las células madre tumorales mediante nanoparticulas magnéticas
unidas al anticuerpo contra CD-133.

3. Determinar si la irradiacion de los cultivos primarios y/o la inhibicién de la expresidén de
SOCS1y SOCS3 con siRNAs, conlleva un aumento en los cultivos primarios de células madre
tumorales aislables con las nanoparticulas CD-133.

4. Generar cultivos de neuroesferas con las células aisladas con las nanoparticulas CD-133 y
estudiar la participacién de estos genes en las divisiones celulares asimétricas (Objetivo en
colaboracion con la Dra. Ana Carmena).

5. Ampliar los estudios a otros genes de los que participan distintos de RAP2A, TRIM2 y MLLTA4.
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