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Resumen

El glioblastoma multiforme (GBM) es un tumor de mal prondstico debido a su resistencia a la
quimio y radioterapia. Los genes SOCS1 y SOCS3 se han asociado con la progresién tumoral y la
respuesta al tratamiento en diferentes tipos de canceres, entre ellos el GBM. En este trabajo, se
han obtenido 6 lineas celulares pertenecientes al grupo de GBM IDH-nativo a partir de cultivos
primarios procedentes de aspirados cerebrales de pacientes, sometidos a cirugias de reseccion
en el Hospital General Universitario de Elche. Estas 6 lineas de GBM se caracterizaron segun la
actual clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud de los tumores del Sistema Nervioso
Central, y se determinaron los valores de expresion de SOCS1 y SOCS3 a nivel de ARNm mediante

gRT-PCR, y a nivel de proteina mediante inmunocitoquimica.

Ambos genes se encontraron sobreexpresados en las lineas celulares de GBM comparados con
un pool de ARN de cerebro sano. Su expresion se silencié mediante ensayos de interferencia con
ARNsi, y la disminucidn en la expresidon de SOCS3 produjo una mayor radiorresistencia en las
lineas celulares de GBM establecidas, lo que sugiere que este gen juega un papel importante en
la resistencia a la radioterapia. Ademas, la sobreexpresion enddgenay a través de un promotor
heterdlogo (pCMV) del gen SOCS3 provoco la radiosensibilizacion de la linea celular mas
resistente, reforzando la hipdtesis de la implicacion de SOCS3 en la adquisicion de

radiorresistencia en GBM.

Por otro lado, se estudiaron los niveles de expresién de los genes PTK6, MSK1, y NFR2,
relacionados con SOCS3, en dichas lineas celulares establecidas. Los resultados mostraron que
el gen PTK6 se encuentra sobreexpresado, el gen MSK1 infraexpresado y el gen NRF2 mantiene
sus valores en las lineas celulares de GBM con respecto al pool de ARN de cerebro sano. Ademas,
la inhibicién de la expresidn de estos genes produjo un aumento en la radiorresistencia de las
lineas celulares de GBM, indicando que es posible que dichos genes estén implicados en la
respuesta a la radioterapia en GBM. También se estudiaron las relaciones existentes entre los
genes SOCS3, PTK6, NRF2 y MSK1 en las lineas celulares de GBM. En este caso, se comprobd que

el silenciamiento de los genes SOCS3 y NRF2 traia consigo la inhibicién de la expresidon de MSK1.

Por ultimo, se potencid el efecto de la radioterapia en la linea celular mas resistente mediante
el pre-tratamiento con tricostatina A. Esta potenciacion fue debida al aumento en la expresion
de SOCS3, lo que pone de manifiesto el posible uso de SOCS3 y de la via de transduccién de seiial
JAK/STAT como nueva fuente de dianas terapéuticas contra la resistencia a la radioterapia en
GBM. Las interacciones entre SOCS3, NRF2 y MSK1, y su relacién con la radiorresistencia,

sugieren la existencia de un mecanismo de resistencia a la radioterapia en GBM mediado por



MKS1. Esta tesis constituye el punto de partida de futuras investigaciones dirigidas a
comprender la naturaleza de las relaciones entre estos genes y su implicacién en la respuesta a

la radioterapia.



Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is a poor prognosis type of tumour due to its resistance to
chemo and radiotherapy. SOCS1 and SOCS3 have been associated with tumour progression and
response to treatments in different kinds of cancers, including GBM. In this study, cell lines of
IDH-wildtype GBMs from primary cultures were obtained, and the role of SOCS1 and SOCS3 in
the response to radiotherapy was analysed. Fifty-two brain aspirates from GBM patients were
processed, and six new cell lines of IDH-wildtype GBM were established. These were
characterised according to the WHO classification of CNS tumours. SOCS1 and SOCS3 expression
levels were determined, at the mRNA level by gRT-PCR, and at the protein level by
immunocytochemistry. The results obtained showed that SOCS1 and SOCS3 are overexpressed
in GBM, as compared to a non-tumoral brain RNA pool. SOCS1 and SOCS3 expression were
reduced by siRNA treatment, and it was found that SOCS3 inhibition increased radioresistance
in GBM cell lines, suggesting a key role of SOCS3 in the response to radiotherapy. Furthermore,
overexpression of SOCS3 under a heterologous promoter (pCMV), in a radiotherapy resistant
GBM cell line increased its radiosensitivity, supporting an important implication of SOCS3 in
radiotherapy resistance acquisition.

Additionally, the expression levels of several genes related to SOCS3 were analysed in these new
cell lines. We found that the PTK6 gene was overexpressed and the MSK1 gene was repressed
in these cell lines as compared to a non-tumoral brain RNA pool, whereas the NRF2 gene kept
their expression levels similar to those found in the non-tumoral brain RNA pool. Moreover, the
downregulation of these genes by specific siRNA rendered the new cell lines of GBM more
radioresistant, indicating that these genes are probably related to the radiotherapy response.
Besides, the relationship between these genes were analysed, and the results showed that
inhibition of SOCS3 and NRF2 caused a downregulation of MSK1.

Finally, the radiotherapy response was potentiated in the most radioresistant cell line by
thricostatin A treatment due to an increase of SOCS3 level expression. Thus, SOCS3 and its signal
transduction pathway (JAK/STAT) could be useful to unmask new putative target in order to
improve radiotherapy response in GBM. Also, it would be interesting to address the interactions
between NRF2, SOCS3 and MSK1 in GBM cells, because they could be involved in a new

radioresistance mechanism mediated by MKS1 expression.
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Introduccidn

1.1 La patologia del cancer

El término “cancer” fue utilizado por primera vez por Hipdcrates para definir unas
lesiones que aparecian en la piel o el estémago de algunos pacientes, y que se extendian
a lo largo del cuerpo asemejando a las patas de un cangrejo, por ello lo denomind
karkinos (palabra que en griego significa cangrejo). A partir de la cual, derivo el término

que hoy en dia utilizamos para dar nombre a esta patologia [1] .

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera “Cancer” como un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo. Ademas, sefala que una caracteristica que define al cancer es la
multiplicacién rapida de células anormales, que se extienden mas alla de sus limites
habituales invadiendo partes adyacentes del cuerpo o propagandose a otros érganos,
un proceso que se denomina metdstasis, y que es la principal causa de muerte por
cancer. Profundizando un poco mas en la biologia del cancer, se puede considerar como
una enfermedad del genoma, puesto que todos los tipos de tumores portan mutaciones
en su material genético que provocan profundos efectos en la biologia de las células
cancerosas, y que conducen al crecimiento tumoral. La mayoria de estas mutaciones
suelen conllevar la inactivacion de genes supresores de tumores, o la activacion de

proto-oncogenes [2].
1.1.1 El cadncer como un problema de salud mundial

En la actualidad, el cancer es la patologia con mayores tasas de incidencia (numero de
casos nuevos), morbilidad (numero de afectados) y mortalidad (numero de
fallecimientos). Se estima que de forma global, se diagnostican 14 millones de nuevos
casos, y ocurren 8 millones de muertes relacionadas con esta patologia al afo. En
Europa, el nUmero de casos nuevos de cancer es aproximadamente de 3,5 millones cada
afo, y el numero de muertes asociadas es superior a 1,5 millones [3-5]. En Espafia,
segun el Instituto Nacional de Estadistica, en el afio 2016 fallecieron 113.000 personas
por causa de un proceso tumoral siendo la segunda causa de muerte, solo superada por
las enfermedades del sistema circulatorio que causaron un total de 120.000 muertes.
Los tumores responsables del mayor numero de fallecimientos fueron el cancer de

pulmédn y el cancer colorrectal, seguidos a una gran distancia del cancer de pancreas,
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mama y prdstata. La supervivencia de los pacientes con cdncer en nuestro pais es similar
a la del resto de los paises de nuestro entorno, situdndose en Espana en un 53% a los 5

afios (Red Espafiola de Registros de Cancer).

En la Figura 1.1 se muestra la incidencia y mortalidad de los 15 tipos de canceres mas
habituales, separados por sexo. En varones, los canceres mas comunes son los de
pulmodn, prostata y colorrectal. En mujeres, en cambio, los mas frecuentes son el de
mama, el colorrectal y el de cuello uterino. Los canceres que presentan una mayor tasa
de mortalidad son los canceres de pancreas e higado siendo superior al 90% en ambos
sexos, y no coincidiendo con los tipos de cancer que tienen una mayor incidencia (Figura
1.1). Los procesos neoplasicos que afectan al sistema nervioso central (SNC) ocupan
posiciones muy bajas en cuanto a incidencia. No obstante, poseen tasas de mortalidad
muy altas, superiores al 70% en ambos sexos. Por lo tanto, aunque son tumores poco

frecuentes, son muy agresivos y suelen conllevar la muerte del paciente [7,8].

Las cifras econdmicas relativas a esta patologia también generan preocupacion en los
diferentes dérganos gubernamentales a nivel global, puesto que el diagndstico y
tratamiento de los pacientes con cancer supone un importante gasto sanitario que
continuard aumentando. En el afio 2010, el impacto econdmico anual del cancer se

estimd en aproximadamente 90.000 millones de euros [2].

Por ultimo, es necesario sefialar que entre el 30% y el 50% de los canceres actuales se
podria evitar limitando la exposicion a los principales factores de riesgo, e
implementando estrategias de prevencion. El consumo de tabaco y alcohol, asi como el
sobrepeso causado por una mala dieta, la falta de actividad fisica o la contaminacién
ambiental son factores que aumentan el riesgo de padecer cancer. También, es
importante tener en cuenta que un 15% de los nuevos casos de cancer son causados por
infecciones viricas. Por ello, un programa de vacunacion adecuado contra el Virus del
Papiloma Humano vy el Virus de la Hepatitis B, podria reducir en 1 millén los nuevos

pacientes con cancer cada afio [9].
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Figura 1.1: Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en hombres (A)
y mujeres (B). Se muestran los 15 tipos de neoplasias mas frecuentes a nivel mundial

[5].

1.1.2 Alteraciones genéticas, metabolicas y fisiologicas asociadas al
proceso tumoral

Las células tumorales se desarrollan a partir de células propias de nuestro organismo.
Este cambio progresivo implica una serie de alteraciones génicas, fisioldgicas vy

metabdlicas que van adquiriendo de forma progresiva las células de origen, y que

culminan con la aparicion de células tumorales. Es necesario identificar y conocer estas
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alteraciones para poder entender el mecanismo a partir del cual se desarrollan los
procesos tumorales, y poder dirigir los esfuerzos cientificos al desarrollo de farmacos
que eviten estas modificaciones. Hanahan y Weinberg publicaron en el afio 2000 un
articulo cientifico en el que establecieron las caracteristicas distintivas que mostraban
las células tumorales con respecto a las células propias de nuestro organismo[10].
Posteriormente, se realizaron actualizaciones en las que se afiadieron nuevos rasgos que

definian a las células tumorales [11,12].

Inicialmente, se establecid que los procesos tumorales se caracterizaban por ser capaces
de mantener su capacidad proliferativa, evadir los factores supresores del crecimiento,
resistir la muerte celular, conseguir la inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis,

y activar su capacidad invasiva y metastasica (Figura 1.2).

Mantenimiento de la
capacidad proliferativa

Evasion de la muerte ! Evasion de los supresores
celular del crecimiento

Induccion de la Activacion de la invasion y
angiogénesis metastasis

Consecucién de la
inmortalidad replicativa

Figura 1.2: Marcas identificativas de las células tumorales. Se esquematizan los 6
rasgos que diferencian las células tumorales de las células sanas [11].

En un estado de homeostasis normal, la proliferacién celular esta bajo un estricto
control, en el que intervienen sefales que promueven la divisién celular, y a su vez
procesos de autorregulacion negativa que la limitan. En cambio, las células tumorales
pierden estos mecanismos de control, y adquieren una capacidad proliferativa
ilimitada. Para ello, son capaces de producir sus propios factores de crecimiento, que
activan de forma autocrina la proliferacion celular. Estas proteinas, a su vez pueden
estimular la secrecion de otros factores de crecimiento por las células normales
adyacentes al estroma tumoral, lo que amplifica las sefales que inducen la

multiplicacién celular [13,14]. Para conseguir este estado de divisidn ilimitada, las
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células cancerosas también han de inactivar los genes supresores de tumores, como son
los que codifican la proteina retinoblastoma (Rb) y la proteina p53, ampliamente

conocidas por su papel en la regulacién del ciclo celular y en la apoptosis [15,16].

Otra de las caracteristicas que poseen las células tumorales, es su capacidad de resistir
a los mecanismos de muerte celular que se inducen como respuesta al estrés, o al dano
excesivo en el acido desoxirribonucleico (ADN) causado por la progresiéon tumoral. Uno
de los mas importante es la apoptosis, que principalmente estd controlada por factores
pro y anti-apoptoticos pertenecientes a la familia de proteinas de Bcl-2, y por el gen
supresor de tumores TP53, que codifica el factor supresor de tumores p53. Las células
cancerigenas han establecido una serie de estrategias para evadir la muerte celular, que
pasan por la inactivacidon de TP53, eliminando asi un sensor critico a la hora de inducir
la apoptosis, y por la sobreexpresion de factores anti-apoptdticos como son las
proteinas de la familia Bcl-2, o las proteinas inhibidoras de la apoptosis [17,18]. Los dos
mecanismos restantes son la autofagia y la necrosis, que aparentemente también
deberian ser dos procesos que evitar para conseguir la progresion del tumor.
Paraddjicamente, que ambos mecanismos afecten negativamente a la tumorigénesis no
estd del todo claro, ya que existen diferentes estudios que postulan que ambos procesos
podrian favorecer el progreso tumoral. Por una parte, sugieren que la autofagia podria
estar estrechamente relacionada con la metastasis, la respuesta al tratamiento, y la
recurrencia en algunos tumores [19,20]. Por otra parte, sefialan que la necrosis, al estar
relacionada con el sistema inmune, podria estar favoreciendo que las células tumorales

activasen la angiogénesis, lo que también beneficia la carcinogénesis [21].

Sin embargo, estos mecanismos no tendrian sentido si los tumores no hubieran
adquirido la capacidad de replicarse de forma indefinida, ya que las células sanas
disponen de un numero definido de ciclos de divisién tras los cuales entran en
senescencia y mueren. Este nUmero esta determinado por una serie de repeticiones de
secuencias de nucledtidos que se encuentran al final de los cromosomas y que se
denominan telédmeros, los cuales se van acortando con cada division celular [22]. En el
90% de las células cancerosas se reactiva un tipo de polimerasa denominada telomerasa,
gue se encarga de reparar el ADN telomérico. Esta enzima estd compuesta por dos

componentes: uno de ellos es la subunidad proteica con actividad retrotranscriptasa
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denominada telomerasa retrotranscriptasa inversa (TERT), y el otro es el componente
ribonucleotidico que sirve como molde para realizar la reparacion del teldmero.
Ademas, se han descrito nuevas funciones de esta proteina relacionadas con su
subunidad enzimatica, como son la induccion de la proliferacion celular o la implicacién

en el mecanismo de reparacion del ADN [23,24].

Por otro lado, las células tumorales al igual que las células normales, tienen la necesidad
de recibir nutrientes y oxigeno, asi como de eliminar los desechos producidos por el
metabolismo. Este intercambio se realiza mediante la neovascularizacion generada a
través del proceso de angiogénesis. En los tejidos normales este proceso se activa de
forma transitoria, cuando se produce una herida o en el ciclo menstrual de la mujer. En
cambio, la mayoria de los tipos tumorales presentan una activacion constitutiva de la
angiogénesis, que puede observarse ya en las fases tempranas de la tumorigénesis

[25,26].

El dltimo rasgo identificativo de las células tumorales propuesto por Hanahan y
Weinberg en el afio 2000, fue la activacidn de la invasidn y la metdastasis, las cuales son
necesarias para la diseminacion de las células tumorales a los tejidos circundantes. En
términos generales, la invasidn tumoral se consigue disminuyendo la expresion de las
proteinas que median las uniones de las células entre si, y de las células con la matriz
extracelular, y aumentando de forma paralela la expresion de aquellas moléculas
asociadas con la migracion celular, como pueden ser las que se encuentran presentes

en el desarrollo embrionario y en el proceso inflamatorio [27].

Estos rasgos identificativos son obtenidos por las células tumorales a través de dos
caracteristicas habilitantes: la inestabilidad gendmica causada por la aparicion de
diversas mutaciones durante el proceso tumoral, y el proceso inflamatorio promovido
por el tumor. Conjuntamente, se establecieron dos nuevos rasgos distintivos
emergentes, uno de ellos relacionado con los reajustes metabdlicos que deben llevar a
cabo las células cancerosas para poder proveerse de suficiente energia con la que
mantener sus procesos metabdlicos, y el otro asociado con impedir la destruccién

tumoral por parte del sistema inmune [11] (Figura 1.3).
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Sefiales emergentes
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[11].

Caracteristicas habilitantes

Recientemente, se han afiadido lo que podrian denominarse “sefiales génicas del
cancer”, en las que se han establecido las alteraciones genéticas y epigenéticas
relacionadas con la carcinogénesis. Estas modificaciones se han asociado principalmente
con tres vias celulares, las cuales estan relacionadas con el desarrollo de los tumores
malignos. Estas tres vias se han clasificado como: a) “destino celular”, la cual engloba
alteraciones que afectan a genes relacionados con la modificacion de la cromatina o la
regulacion transcripcional; b) “supervivencia celular” que incluye genes que pertenecen
a rutas que regulan el ciclo y la muerte celular; y c) “mantenimiento génico” que
concierne a aquellos genes involucrados en los mecanismos responsables del control del

dafio en el ADN [12,28].

1.2 Tumores cerebrales o del SNC

Los canceres cerebrales o del SNC son un grupo heterogéneo de tumores que pueden
surgir a partir de las propias células del cerebro, y se les denomina tumores primarios;
o bien desarrollarse en otros drganos y metastatizar en el cerebro, los cuales reciben el
nombre de tumores secundarios. Los tumores primarios mas frecuentes son el
meningioma vy el glioblastoma multiforme (GBM), y las metdstasis mas frecuentes son

de cancer pulmonar, de mama y piel [29,30].
1.2.1 Epidemiologia y clasificacion

Los tumores del SNC mas comunes son los de tipo primario, siendo su incidencia de 22

habitantes por cada 100.000. Los tumores secundarios presentan una incidencia de 10
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habitantes por cada 100.000, siendo mas frecuentes en pacientes de edad avanzada (82
de cada 100.000 con una edad por encima de los 85 afos), la mayoria de ellos son
benignos (un 66%). En el caso de los tumores del SNC malignos, los mds frecuentes son
el GBM (3 por cada 100.000), el astrocitoma de grado Il (1 por cada 100.000) y el linfoma
(1 por cada 100.000). Por el contrario, los tumores benignos con una mayor incidencia
son el meningioma (8 por cada 100.000), el adenoma hipofisiario (4 por cada 100.000),
y el schwannoma (2 por cada 100.000), segun datos del afio 2016 [31].

En la poblacién pediatrica los tumores cerebrales representan la segunda causa de
mortalidad por cancer, por detras de la leucemia. En la poblacion adulta, el GBM es el
tumor de alto grado mads frecuente, con una supervivencia al ano del 39% de los

diagnosticados, y a los cinco anos del 5% [29].

La supervivencia de los pacientes con este tipo de tumores esta muy relacionada con el
grado tumoral. La OMS ha establecido 4 grados distintos de tumores del SNC
clasificandolos segun sus caracteristicas histoldgicas, y marcando una gradacién en su

malignidad y prondstico:

Los tumores de grado | presentan un bajo potencial proliferativo, y una alta tasa de
supervivencia tras la reseccion quirurgica. Los englobados dentro del grado Il, aunque
siguen manteniendo un bajo nivel de actividad mitdtica, suelen ser infiltrantes y
presentar altas tasas de recurrencia. Las lesiones tumorales de grado Ill se caracterizan
por nucleos atipicos, y una alta actividad proliferativa. Por ultimo, el grupo de tumores
de grado IV estd formado por lesiones mitéticamente muy activas, con una extensa
capacidad infiltrante, y en las cuales pueden apreciarse zonas necréticas. Por ello, se

asocian a una rapida evolucion tumoral, mal prondstico y una baja esperanza de vida.

Por otro lado, la OMS también ha definido grandes grupos dentro de los tumores del
SNC atendiendo al tejido del que provienen y/o al lugar donde se originan. Estos grupos
estan constituidos por los tumores del tejido neuroepitelial, dentro del cual se engloban
los gliomas, los tumores de los nervios craneales y paraespinales, los tumores de las
meninges, los linfomas y las neoplasias hematopoyéticas, los tumores de las células

germinales, los tumores de la regidn selar, y los tumores metastasicos [32—34].
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1.2.2 Factores de riesgo

Existen numerosos estudios sobre la relacion de diversos factores de riesgo con la
aparicion de tumores cerebrales. Sin embargo, hasta la fecha solo la radiacion ionizante,
ciertas caracteristicas genéticas, y enfermedades relacionadas con el sistema inmune

han podido relacionarse de forma significativa con el desarrollo de estos tumores.

En cuanto a la radiacidn ionizante, existe una relacidén causal bien descrita. Estudios de
seguimiento realizados en poblaciones expuestas a radiacién por motivos médicos
durante la niflez, han demostrado que dicha exposicidn esta relacionada con la posterior
aparicion de tumores cerebrales en estos pacientes. Los tumores radio-inducidos mas
frecuentes son los meningiomas, gliomas y schwannomas [35—38]. Estos estudios, han
contribuido a que la Agencia Internacional para la Investigacion contra el Cancer
considere la radiacion ionizante como el Unico factor ambiental asociado a la aparicidon

de tumores del SNC [39].

La susceptibilidad genética también puede asociarse con la apariciéon de tumores
cerebrales, aunque es importante sefialar que la mayoria de estos tumores son
esporadicos, y no hereditarios. En este sentido, existen varios sindromes que
predisponen el desarrollo de un tumor del SNC. Entre ellos, podemos citar los sindromes
de la neurofibromatosis de tipo | y ll, que se relacionan con la aparicion de gliomas en el
nervio dptico y de meningiomas, respectivamente, y varias patologias con herencia
monogénica como el sindrome de Gorlin , que estda asociado a la aparicion de
meduloblastomas, y los sindromes de Li-Fraumeni, Turcot e Hippel-Lindau, relacionados

con el desarrollo de gliomas [40-43].

Por el contrario, las alergias y algunas enfermedades relacionadas con el sistema inmune
estdn inversamente relacionadas con el riesgo de aparicién de gliomas. Por ejemplo, se
ha demostrado que pacientes con asma, dermatitis atdpica vy rinitis alérgica presentan

una incidencia menor de este tipo de tumores que la poblacién general [44-47].

1.3 Tumores neuroepiteliales: GBM

El grupo de los tumores neuroepiteliales se subdivide a su vez en tres grandes grupos

segun el tipo de células que los originan: los tumores gliales o gliomas, surgidos a partir
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de células gliales, los tumores neuronales y neurogliales mixtos, y los tumores

neuroepiteliales no gliales [32].

Los gliomas son los tumores primarios del SNC mas frecuentes en adultos, y representan
un 81% de los tumores cerebrales malignos. A nivel global, estos tumores no tienen una
incidencia muy alta, y aproximadamente se estima que pueden desarrollarse 5-6 casos
por cada 100.000 personas al afio. Sin embargo, como ya se ha comentado
anteriormente, presentan unas tasas de mortalidad y morbilidad casi iguales a las tasas

de incidencia [48].

Los gliomas, a su vez, se clasifican en astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas
y oligoastrocitomas, los cuales también engloban diferentes categorias de tumores. En
este caso, nos centraremos en el grupo de los astrocitomas, ya que en él se encuentra

incluido el GBM (Figura 1.4).

Tumores del tejido Tumores neuronales
neuroepitelial y neurogliales mixtos

Tumores
neuroepiteliales no
gliales

Tumores de los
nervios craneales

] Oligodendrogliomas
y paraespinales

Tumores Gliales o Gliomas £
G G Ependimomas

Tumores de las Oligoastrocitomas
meninges Astrocitomas
Astracitoma pilécitico (Grado 1)
Tumores Linfomas y Astrocitoma difuso (Grado II)
CEI‘EbI‘a'eS neoplasias Astrocitoma anaplasico (Grado Iil)

hematopoyéticas Glioblastoma multiforme (Grado IV)

Tumores de las
células germinales

Tumores de la
region selar

Tumores
metastasicos

Figura 1.4: Clasificacion de los tumores cerebrales y del SNC. Esquema de los
principales grupos de tumores cerebrales, y sus diferentes subdivisiones en grupos,
subgrupos, tipos y subtipos.

El GBM constituye un 12-15% de todos los tumores cerebrales, y alrededor del 50% de

los gliomas. Esta considerado como el tumor cerebral mas agresivo y maligno, con una
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incidencia anual de 2-3 personas por cada 100.000 en Estados Unidos y Europa. Su
prevalencia es mayor en individuos varones adultos, y la tasa de supervivencia media se

situa alrededor de los 15 meses, siendo hasta la fecha una patologia incurable [49].

A este tipo de tumor se le denomina “multiforme” debido a su amplia heterogeneidad
intra e intertumoral a nivel celular, molecular, clinico e histopatoldgico. Son altamente
infiltrantes e invasivos, de patrén difuso (no definido y disperso), con proliferacion
celular incontrolada, propensos a la necrosis y angiogénesis, resistentes a la apoptosis y
de elevada inestabilidad genética [50,51]. Desde el punto de vista citolégico, los GBMs
son gliomas celulares anaplasicos compuestos por astrocitos tumorales escasamente
diferenciados, generalmente pleomarficos (de diferentes tamafos y formas), con atipia
nuclear marcada (ndcleos anormales), y alta actividad mitdtica [52]. A nivel
macroscopico, el GBM se caracteriza por presentar un alto grado de vascularizacion,
areas necroticas y edema perifocal (acumulacién de liquido alrededor del foco de la

lesion) [53].

1.3.1 Clasificacion del GBM

Se distinguen dos tipos de GBM segun su origen: los GBMs primarios o de novo y los
GBMs secundarios. Los GBMs primarios se generan sin que haya evidencias clinicas de
un tumor anterior menos maligno y son los mas frecuentes, representando el 95% de
los GBMs [40]. Los GBMs secundarios son poco frecuentes, y proceden de astrocitomas
difusos o anaplasicos. Estos dos subtipos de GBMs presentan diferentes alteraciones
moleculares y afectan a pacientes de diferentes edades, siendo los GBMs primarios
propios de pacientes de mayor edad (media de 62 afios), y los GBMs secundarios propios
de pacientes mas jévenes (media de 45 afios). Los GBMs primarios y secundarios son
histolégicamente indistinguibles, pero clinicamente tienen un mejor prondstico los
GBMs secundarios [54]. Por ello, se ha intentado establecer una clasificacién del GBM a
través de perfiles moleculares, que permita distinguir entre los diferentes tipos de

GBMs. Hasta la fecha se han propuesto dos formas de realizar esta distincidn:

La primera de ellas fue propuesta por Verhaak y colaboradores [55] en el afio 2.010
como resultado de un estudio expresidon génica en el que se incluyeron 1.740 genes, y a

partir de los cuales se consiguid clasificar los GBMs en 4 categorias diferentes. Esta
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clasificacién también tiene en cuenta la respuesta a las terapias y subdivide a los GBMs

en clasicos, mesenquimales, proneurales y neurales, como se esquematiza en la Figura

1.5.
- Sobreexpresién/mutacién EGFR
- Pérdida/mutacion PTEN
- Delecién CDKN2A
Clasico - Sobreexpresién Nestin
- Activacion vias Notch y Sony Hedgehod
Figura 1.5: Clasificacion
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- Activacion vias de TNF Y NFkB ernaak. aracteristicas
moleculares  principales
S”bé'gl‘\’: o que definen los subtipos
Sobreexpresion de PDGFRA 7 . .
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| - Genética de cerebro sano
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Los GBMs clasicos se definen como tumores que presentan intacta la respuesta al dafio
en el ADN mediada por la proteina p53. Ademads, presentan frecuentemente
sobreexpresion del gen EGFR (97 %), y pérdida de los genes supresores de tumores PTEN
(gen que codifica una fosfatasa homadloga a la tensina), y CDKN2A (gen que codifica la
proteina supresora de tumores p16). Los GBMs clasicos se caracterizan también por la
sobreexpresiéon del marcador nestina de células madre neurales y por presentar
activacion de las rutas de sefalizacion celular de Notch y Sonic Hedgehog, las cuales
desempeiian un papel fundamental durante el desarrollo embrionario. Este subtipo de
GBM desarrolla cierta respuesta a la radioterapia y quimioterapia, probablemente por

el hecho de que mantiene funcional el mecanismo de respuesta al dafio en el ADN [55].

El subtipo mesenquimal presenta un perfil de expresién asociado con el mesénquimay
con la angiogénesis. Este tipo de GBM se caracteriza principalmente por una alta
expresion de los genes CHI3L1 (que codifica la glicoproteina 39 de respuesta a cambios
en el ambiente celular), MET (proto-oncogén que codifica el receptor de factores de

crecimiento de hepatocitos), y de genes de las rutas de sefializacion celular de NFKB
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(factor nuclear kappa B) y TNF (factor de necrosis tumoral). También, se caracteriza por
la presencia de mutaciones o deleciones en el gen NF1 (gen que codifica la
neurofibromina 1, un regulador negativo de la ruta de Ras). En lo que se refiere a la
respuesta a los tratamientos, estos tumores responden a terapias agresivas y se postula

que podrian ser susceptibles a agentes inhibidores de la angiogénesis [55].

El subtipo proneural conserva una expresion génica similar a la que se da durante el
desarrollo neuronal. Los GBMs proneurales se caracterizan por presentar
sobreexpresién del gen PDGFRA (gen que codifica el receptor a de los factores de
crecimiento derivados de plaquetas o PDGFs), y mutaciones en los genes IDH1 e IDH2
(genes que codifican la enzima isocitrato deshidrogenasa | y Il), y TP53. El perfil
molecular de estos tumores se asemeja al de los GBMs catalogados como secundarios.
Los pacientes que presentan GBMs proneurales son mas jévenes que los afectados por
tumores del resto de subtipos, y su supervivencia es ligeramente superior, ya que son

los que mejor responden a las terapias clasicas [55].

El subtipo neural presenta un perfil de expresion génica propio de células con fenotipo
diferenciado, y similar al del tejido cerebral normal. Estos tumores presentan bajos
niveles de infiltracion, y expresan marcadores neuronales como NEFL (gen que codifica
una proteina del citoesqueleto axonal), GABRA1 (gen que codifica un receptor del
neurotransmisor GABA), y SYT1 (gen que codifica la sinaptotagmina 1, proteina

transductora de la sefial de Ca?* en la exocitosis) [55].

Recientemente, la OMS ha actualizado su clasificacion de los tumores del SNC del afio
2.007 [34], introduciendo rasgos moleculares que permiten distinguir entre los
diferentes gliomas, asi como entre dos tipos de GBM: aquellos que con mutaciones en
los genes IDH1 e IDH2, los cuales presentan un mejor prondstico y que se denominan
GBMs secundarios; y los que no poseen mutacion en los genes IDH1 e IDH2 cuyo
prondstico es peor, y que corresponden con GBMs primarios (Tabla 1.1). La
supervivencia media de los pacientes con GBM primario se encuentra entre los 10y 15
meses desde el diagndstico. El 72% de estos GBMs suelen presentar mutaciones en el
promotor del gen TERT y, el 27% en TP53. En cambio, la tasa de supervivencia en los
GBMs secundarios oscila entre los 24 y 31 meses. Estos GBMs no suelen tener

mutaciones en el promotor de TERT (26%), y suelen encontrarse mutaciones en el gen
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TP53 (81%). Tanto los GBMs primarios como los secundarios suelen conservar la
expresion del gen PTEN, aunque se ha observado que las alteraciones en la expresion de

este gen son mas frecuentes en los GBMs primarios (24%) [56].

Ademas, existen alteraciones que son comunes a todos los GBMs. Por ejemplo un 74 %
de los GBMs presentan afectadas las rutas de sefializaciéon de Rb y los receptores
celulares de tipo tirosina quinasa [57]. Sin embargo, a pesar de que muchos GBMs
comparten entre si algunas anomalias, cada tumor individual presenta un patrén Unico
de alteraciones, y este hecho supone serias dificultades a la hora de establecer

estrategias terapéuticas comunes y efectivas para todos ellos [58].

Por ello, se han establecido diversos marcadores moleculares que se detectan de forma
sistematica en la mayoria de los GBMs, y que ayudan al diagndstico y tratamiento de los
pacientes, ya que dependiendo de su presencia se puede interpretar el prondstico

asociado a cada tumor.

Tabla 1.1: Principales caracteristicas identificativas del GBM de tipo primario y

secundario.
GBM IDH nativo GBM IDH mutado
Sinénimo GBM primario GBM secundario
No identificada/ Astrocitoma difuso
Lesidn precursora
originado de novo /anaplasico
Proporcion de GBM =90% =10%
Edad media de diagnostico 62 afios 44 afos
Cirugia +
9.9 meses 24 meses
radioterapia
Tasa media de
Cirugia +
supervivencia
radioterapia + 15 meses 31 meses
quimioterapia
Mutaciones en el promotor de TERT |72 % 26 %
Mutaciones en TP53 27 % 81%
Mutaciones en PTEN 24 % Excepcional
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1.3.2 Principales marcadores moleculares asociados al diagndstico y/o

pronostico en GBM

1.3.2.1 Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2

El gen IDH1 se encuentra en la regidon 34 del brazo largo del cromosoma 2 (2qg34), vy
codifica la proteina IDH1 (Isocitrato deshidrogenasa 1), la cual estad formada por 414
aminodcidos (aa), y su masa molecular es de 46 kilodalton (kDa). Su forma activa es un
homodimero que se encuentra en el citoplasma y en los peroxisomas. La mutacién mas
frecuente en su secuencia codificante es un cambio de una guanina (G) por una adenina
(A) en la posicion 395, que implica un cambio de la arginina 132 por una histidina

(R132H). Este cambio ocurre en su centro activo y conlleva una ganancia de funcion [59].

El gen IDH2 se localiza en la regién 26.1 del brazo largo del cromosoma 15 (15¢26.1), y
la proteina que codifica es IDH2 (Isocitrato deshidrogenasa 2), constituida por 452 aa, y
su masa molecular es de 50 kDa. Al igual que la proteina IDH1, en su estado activo
conforma un homodimero, pero en este caso su localizacidn celular es mitocondrial en
vez de citosdélica. También se han encontrado diversas mutaciones en su secuencia
codificante, aunque la mas comun es el cambio de una guanina (G) por una adenina (A)
en la posiciédn 515. Dicha mutacién conlleva el cambio de una arginina por una lisina
(R172K). Esta mutacién también ocurre en el centro activo del enzima, concretamente
en el residuo homologo al cambio en IDH1, y por lo tanto se produce una ganancia de

funcion [60].

La funcién de ambas proteinas se desarrolla dentro del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA, por sus siglas en inglés), y consiste en catalizar el paso de isocitrato a
o-cetoglutarato (a-KG), mediante la reduccion del NADP a NADPH. Las mutaciones en
estas proteinas producen una pérdida de su funcién nativa, y la adquisicion de la
capacidad de catalizar la conversion del a-KG en D-2-hidroxiglutarato (2-HG),
consumiendo para ello el NADPH formado y convirtiéndolo de nuevo en NADP (Figura
1.6). El 2-HG esta considerado un oncometabolito, puesto que sdlo se produce cuando
las proteinas IDH1 e IDH2 se encuentran mutadas [61,62]. Esta nueva funcién tiene un
efecto directo sobre la actividad del TCA, provocando la disminucién del metabolismo

oxidativo de la célula. También, se ven alterados diversos mecanismos relacionados con
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la regulacién epigenética, los estados de oxido-reduccién, y la reparacion del ADN, en

los que las proteinas IDH1 e IDH2 juegan un papel fundamental [63,64].

_— | Acidos grasos
} |

| Lactato |4—>| Piruvato |

| Citrato |<—>| Isocitrato |

<. | — NADP

1DH1 o IDH2

Figura 1.6: Esquema de las reacciones asociadas al TCA, especificando las nuevas
funciones las proteinas de IDH1 e IDH2 mutadas. En su forma nativa IDH1 e IDH2 (en
amarillo) convierten el Isocitrato en a-KG produciendo NADPH a partir de NADP. IDH1 e
IDH2 mutadas (en naranja) utilizan ese NADPH producido para convertir el a-KG en 2-HG
[61].

Las mutaciones en estos dos genes se utilizan como marcador prondstico en tumores
gliales, ya que numerosos estudios han confirmado que la supervivencia de los pacientes

con tumores que presentan mutaciones en los genes IDH1 o IDH2 es superior a la de los

pacientes que presentan estos genes en su estado nativo [60,65-70].

1.3.2.2 Mutaciones en el promotor del gen TERT

El gen TERT se encuentra localizado en la region 15.33 del brazo corto del cromosoma 5
(5p15.33), y codifica la subunidad enzimatica de la telomerasa denominada TERT, que
esta formada por 1.132 aa y tiene un peso molecular de 127 kDa. Como ya se ha
indicado, los teldmeros se acortan con cada divisién celular, y la telomerasa es la
encargada de mantener su longitud a lo largo de las sucesivas divisiones. La actividad de
la telomerasa va decayendo con la edad, y con ello se ve disminuida la longitud de los
teldmeros. La actividad de esta enzima se ve reducida en la edad adulta, y normalmente

el gen TERT suele estar silenciado por mecanismos epigéneticos [71].

Sin embargo, se ha demostrado que el silenciamiento de TERT se encuentra alterado en

multiples canceres, lo que provoca una mayor presencia de esta proteina en las células
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tumorales y permite que sus teldmeros mantengan su longitud [72,73]. La activacién
transcripcional de TERT suele realizarse a través de mutaciones en su region promotora,
las cuales se han descrito en canceres como GBM, melanoma, hepatico y de vejiga [74—
77]. Las mutaciones mas ampliamente detectadas son el cambio de una citosina (C) por

una timina (T) en las posiciones —228 o —250 de su promotor [78,79].

En los GBMs, la presencia de las mutaciones anteriormente descritas se correlaciona con
una menor tasa de supervivencia [80]. Ademas, las mutaciones en el promotor de TERT
se han asociado con GBMs sin mutaciones en los genes IDH1 e IDH2, reforzandose asi

su relacion con los tumores de mal prondstico [77].

1.3.2.3 Metilacion de promotor del gen MGMT

El gen MGMT se situa en la region 26.3 del brazo largo del cromosoma 10 (10g26.3). La
proteina que codifica se denomina O-6 metilguanina ADN metiltransferasa, con un
tamafio de 207 aa y su masa molecular de 22 kDa. Su funcidn consiste en reparar el dafo
génico causado por los grupos alquilo. Ello hace que esté estrechamente relacionada
con el mal prondstico y la resistencia a la quimioterapia en GBM, puesto que la mayoria
de los farmacos utilizados en quimioterapia son agentes alquilantes [81,82]. Estos, son
capaces de generar metilaciones aberrantes en el ADN que pueden derivar en muerte
celular. Por ello, dentro del sistema de reparacién del ADN existen proteinas, como

MGMT, encargadas de reparar el dafio causado por estos agentes [83] (Figura 1.7).
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Las células tumorales aprovechan este mecanismo fisioldgico de reparacion celular para
adquirir resistencia a farmacos quimioterapéuticos como la temozolomida (TMZ) y la
carmustina (bis-cloroetylnitrosourea - BCNU) ambos utilizados en el tratamiento del
GBM!. El dafio causado por estos farmacos es neutralizado por la proteina MGMT en los
tumores que no tienen su promotor metilado, y por lo tanto conservan la expresién de
este gen. Este hecho conlleva que aquellos GBMs que poseen metilado el promotor del
gen MGMT respondan mejor al tratamiento quimioterapéutico y, como consecuencia,
qgue los pacientes con este tipo de tumores presenten un mejor prondstico [84—-86].
Recientemente se ha postulado que la metilacion en el promotor de MGMT puede estar
asociada a la metilacion en el promotor del gen SOCS1, y que la combinacidon de ambos
puede diferenciar un subconjunto de GBMs que presenten una mejor respuesta al

tratamiento quimioterapéutico [87].

1.3.2.4 Mutaciones en los genes TP53y PTEN

El gen TP53 se localiza en la region cromosdémica 13.1 del brazo corto de cromosoma 17
(17p13.1), y codifica la proteina denominada p53, que esta formada por 393 aa y cuya
masa molecular es de 44 kDa. La proteina p53 ejerce un papel como proteina supresora
de tumores, y responde a diversas situaciones de estrés dirigiendo diferentes respuestas
celulares, que van desde el arresto en la fase G; del ciclo celular, induccién del sistema

de reparacion del ADN, la senescencia celular y la apoptosis [88] (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Mecanismos inducidos por la activacion de la proteina p53. La activacién de
la proteina p53 conlleva el inicio de varios mecanismos de respuesta a estrés que se
esquematizan en la figura [88].
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Se han descrito mutaciones del gen TP53 en numerosos tipos de cdnceres entre los que
se incluyen cancer de mama y cervical, leucemia, sarcoma y tumores del SNC [89-91].
En GBM también se han identificado mutaciones en este gen, y su presencia se
correlaciona con la transicién de un glioma de bajo grado a la formacién de un GBM.
Ademas, los pacientes que desarrollan GBMs en los que p53 no es funcional tienen
menores tasas de supervivencia, puesto que la proteina p53 nativa limita la expansién

del tumor induciendo apoptosis, lo que se traduce en tumores menos agresivos [92].

Las mutaciones en el gen TP53 muy frecuentemente estdn relacionadas con mutaciones
en el gen PTEN, que también actia como supresor de tumores. El gen PTEN se localiza
en la region cromosdémica 23.31 del brazo largo del cromosoma 10 (10g23.31). Este gen
codifica la proteina PTEN, cuya masa molecular es de 47 kDa y su tamafio de 403 aa [93].
La proteina PTEN se expresa normalmente en el tejido cerebral y en los astrocitomas de
bajo grado. Sin embargo, aproximadamente un 24% de los GBM primarios portan
mutaciones que conllevan la inactivacion de este gen [56]. Las alteraciones mas
habituales que inducen el silenciamiento del gen PTEN son las deleciones en el
cromosoma 10 (muy frecuentes en GBM), la metilacidon de su promotor, o la presencia
de mutaciones en su regién codificante [94]. Hasta la fecha las alteraciones en PTEN se

han relacionado con una mayor progresion tumoral [95].

1.3.3 Diagnostico y tratamiento

Las primeras manifestaciones clinicas de la presencia de un GBM suelen ser dolores de
cabeza sin un patrdn definido que a menudo suelen asociarse a un tipo de patologias de
menor gravedad. La progresion del tumor conlleva el desarrollo de otros sintomas como
trastornos cognitivos, cambios de personalidad y otras alteraciones psiquidtricas como
la demencia. A los sintomas neuroldgicos le acompafian paralisis faciales o pérdidas
auditivas y visuales, que suelen estar directamente relacionadas con la localizacion del

tumor [96].

El método estandar de diagndstico es la deteccidn del tumor mediante la resonancia
magnética, en la que se obtienen imagenes de los tejidos blandos del paciente. Para
llevar a cabo esta exploracion se le administra al paciente un medio de contraste que

permite mejorar la visualizacion de los diferentes tejidos, e identificar y localizar el
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tumor (Figura 1.9). El medio de contraste mds utilizado es el que contiene Gadolinio,
dada su buena tolerancia y ausencia de efectos adversos. En el caso de que no se pueda
realizar una resonancia magnética, también se puede detectar el GBM mediante
tomografia axial computerizada (TAC), aunque este método es menos recomendable

puesto que conlleva la exposicion del paciente a rayos X [97-99].

Figura 1.9: Imagenes de un GBM obtenidas mediante resonancia magnética. En la
figura A se muestra el mismo tumor desde los diferentes planos cerebrales (horizontal,
coronal y sagital), esta imagen esta realizada sin medio de contraste. En la imagen B se
observa también un GBM, en este caso la resonancia magnética se realizd con medio de
contraste [97].

Una vez detectado el GBM mediante técnicas de imagen, es necesario obtener una
biopsia del tumor para realizar un examen histopatolégico, en el que se establece la
estadificacion del tumor (Grado I-IV) en base a los criterios establecidos por la OMS
(anaplasia, necrosis, vascularizacién, actividad mitética). Ademas, mediante técnicas
inmunohistoquimicas se determinan las principales caracteristicas genéticas del tumor
como son el indice de proliferacion celular, calculado a través del marcador ki67, y las
alteraciones en p53 [100] (Figura 1.10). Posteriormente, se realiza el estudio genético,
en el que se analizan la metilacién del promotor de MGMT, y la presencia de mutaciones
en IDH1 o IDH2 para completar su diagndstico, y establecer un prondstico aproximado

del tumor [69,84,101].

El tratamiento completo del GBM engloba tres etapas. La primera de ellas consiste en
una reseccion de la mayor parte del tejido tumoral posible, ya que se ha comprobado
que la eliminacién completa del tumor incrementa la supervivencia del paciente. En la
mayoria de los casos, la reseccién total del tejido tumoral resulta complicada, puesto
que los GBMs generalmente son altamente infiltrativos, y ademas tienen partes difusas

dificiles de extirpar [102]. Para mejorar las cirugias de reseccion se estan aplicando
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nuevas técnicas, como el mapeo de ciertas dreas del cerebro durante la operacion por
resonancia magnética y, el uso de la terapia fotodinamica para la deteccion de
compuestos fluorescentes, como el dcido 5-aminolevulinico, que son captados en mayor
medida por la células malignas, y ayudan a localizar mejor el tumor [103-105].
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Flgura 1. 10 Secciones histolégicas de un GBM con dlferentes tmcwnes (A) T|nC|on
eosina-hematoxilina, a través de la cual se pueden observar caracteristicas distintivas
del GBM, como la anaplasia o la presencia de células mitdticas. (B) Inmunotincion con
un anticuerpo especifico de la proteina ki67, que se utiliza como marcador de
proliferacion celular. (C) Analisis de las alteraciones en p53, la proteina mutada se
acumula en el nucleo celular, y se detecta su presencia a través de un anticuerpo
especifico contra p53 [100,106].

A continuacion, se pauta un tratamiento de quimio y radioterapia, puesto que se ha
demostrado que el tratamiento combinado implica mayores tasas de supervivencia
[107-109]. En el tratamiento quimioterapéutico se administran agentes alquilantes
como la TMZ, y algunas nitrosoureas como el BCNU o la lomustina. La dificultad de este
tratamiento radica en que Unicamente pueden utilizarse fdrmacos que atraviesen la
barrera hematoencefalica, y consigan llegar en altas concentraciones a la masa tumoral
[110]. Por ello, se estan desarrollando nuevas estrategias que permitan aplicar estos
farmacos directamente en la localizacion del tumor. Una de las mas estudiadas, es la
aplicacion de discos cargados con BCNU directamente en el lugar del tumor cuando se
realiza la cirugia de reseccidn. Actualmente existen resultados provenientes de ensayos
clinicos en fases lll y IV en los que se ha visto incrementada la supervivencia de los

pacientes que han sido tratados con este tipo de terapia [111].

El tratamiento radioterapico que mejores tasas de supervivencia ha aportado, y que por
ello se utiliza de forma sistematica en el tratamiento del GBM, es la administracion de
un total de 60 Grays (Gy) en fracciones de 2 Gy a lo largo de 30 sesiones, distribuidas

durante 5 dias consecutivos realizando un descanso de dos dias entre ellas. El aumento

23



Introduccidn

de la dosis total de radioterapia no conlleva un incremento en la supervivencia del

paciente, y si causa un empeoramiento en su calidad de vida [112].

1.3.4 Resistencia al tratamiento quimio y radioterapico en GBM

La administracidn del tratamiento quimio y radioterapico logra aumentar algunos meses
la esperanza de vida de estos pacientes, aunque no siempre se consigue la erradicacion
completa del tumor, y en numerosas ocasiones meses después de haber completado el
tratamiento el paciente sufre una recidiva y vuelve a desarrollar el GBM [113,114]

(Figura 1.11).
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Figura 1.11: Imagenes de resonancia magnética de la progresion de un GBM. En la
primera imagen se muestra el GBM inicial, en la siguiente se pude ver la cicatriz dejada
por la cirugia de reseccion. Por ultimo, se muestra la reaparicion del GBM varios meses
después del tratamiento quimio y radioterdpico [113].

La resistencia a la quimioterapia, como se ha descrito anteriormente, estda ampliamente
estudiada, y en su mayor parte esta causada por la activacidén de los mecanismos de
reparacion del ADN, a través de los cuales el tumor consigue evitar el efecto alquilante

de los fdrmacos quimioterapéuticos [115].

En cambio, alin no se ha conseguido establecer el proceso por el cual los GBMs resisten
al tratamiento radioterdpico. El mecanismo de accién de la radioterapia consiste en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como resultado de la radiacidon
ionizante aplicada. Estas ROS inducen a la célula a un estado de estrés que conlleva dafio
en el ADN, arresto del ciclo celular, entrada en senescencia y activacion de la apoptosis
celular [116]. Por ello, una de las principales causas de radiorresistencia es la activacién
de los sistemas de proteccién frente a estrés oxidativo, que se encargan de eliminar
estas moléculas, devolviendo a la célula a su estado basal [117]. De hecho, se ha

demostrado la relacion directa entre la activacion constitutiva de uno de estos sistemas,
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el regulado por el factor de transcripcién NRF2 (Factor nuclear derivado de eritrocito 2),
y la resistencia a la radiacién en canceres como el de pulmén [118,119], mama [120],

prdstata [121], ovario [122] o cancer colorrectal [123].

El factor de transcripcion NRF2 regula la expresidn de numerosos genes relacionados
con enzimas detoxificantes y antioxidantes. Su activacion se encuentra
constitutivamente reprimida debido a su unién a una proteina citopldsmica llamada
KEAP1 (del inglés, Kelch-like ECH associated protein 1) y al citoesqueleto. En el momento
en que se produce una situacion de estrés oxidativo, NRF2, promovido por la presencia
de ROS, se escapa de la inactivacion producida por KEAP1, y desencadena la respuesta

de proteccién frente al dafio celular [124,125](Figura 1.12).
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Figura 1.12: Mecanismo de represion y liberacion del factor transcripcional NRF2. Se
esquematiza en su estado basal, en el que su activacién se encuentra reprimida por el
dimero formado por las proteinas KEAP1; y en su estado de activacion bajo la presencia
de estrés oxidativo en el que se libera de la accidn de KEAP1, se estabiliza y se transloca
al nucleo [124].

Debido a esto, el silenciamiento de la expresion del gen NRF2 se ha postulado como una
estrategia para reducir la resistencia a la radioterapia, puesto que al inhibir su expresion
se favorece la acumulacién de las ROS que se producen como resultado de la radiacion
[126—128]. Sin embargo, la alta concentracion de ROS en el tejido canceroso también se
ha relacionado con la progresidon del tumor. Por lo tanto, la inhibicidn de este
mecanismo podria desencadenar al mismo tiempo el efecto contrario al promover la

activacion de la metastasis tumoral [129] (Figura 1.13).
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Figura 1.13: Papel dual de la proteina NRF2 en la carcinogénesis. Esquema de los
mecanismos mediante los cuales NRF2 participa en la tumorigénesis, las diferentes
estrategias terapéuticas en las que puede usarse, y las respuestas producidas a
consecuencia de su modulacion [129]

Ademas de la resistencia a la radioterapia mediada por NRF2, se han postulado diversas
hipdtesis sobre la adquisicion de radiorresistencia de las células tumorales. Entre ellas,
la teoria de la existencia de células madres tumorales, que se encuentran formando
parte del tumor, y se encargan de regenerar las células cancerigenas que mueren como
consecuencia del tratamiento [113]. Por otro lado, se ha sefialado la posible
contribucién de la hiperactivacion de la ruta de transduccion de senal de la
Fosfoinositol-3 quinasa/AKT (PI3K/AKT), y de la ruta de activacion transcripcional

JAK/STAT en la adquisicidn de esta resistencia [130-133].

1.4 Rutas de transduccion alteradas en GBM

1.4.1 Ruta PI3K-AKT

La ruta PI3K/AKT participa en el control de la apoptosis, la migracion y la invasion celular
[134]. Esta cascada de sefializacidon celular se inicia con la activacion de la enzima PI3K
por parte de los receptores tirosina quinasa (TRK) activados. PI3K fosforila el
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;), produciendo fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3), el cual media la activacion de la quinasa AKT promoviendo el anclaje de ésta a la
cara citosélica de la membrana plasmatica. Aqui, las proteinas piruvato deshidrogenasa

quinasa 1y 2 (PDK-1 y PDK-2) la activan a través de la fosforilacion de sus residuos de
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treonina 308 y serina 473, respectivamente (Figura 1.14). Una vez fosforilada, la quinasa
AKT desarrolla su actividad fosforilando multitud de sustratos, entre los que se
encuentran proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular, la apoptosis y la
sintesis de proteinas, entre otras [134,135]. La pérdida de expresion de PTEN, que ocurre
en algunos GBMs primarios, afecta directamente a la regulacion de esta ruta, puesto
gue este gen codifica una fosfatasa que cataliza la desfosforilacion de PIP3 y, por lo tanto,
su pérdida conlleva una hiperactivacién de AKT. Esta activacién constitutiva se ha
relacionado con un aumento de la resistencia a la hipoxia y de la proliferacién celular

[136].
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Figura 1.14: Via de transduccion PTEN/P3IK/AKT. La enzima P3IK fosforila el PIP,,
generando PIP; que actia como activador de AKT. A su vez, la principal funcién de PTEN
consiste en desfosforilar PIP3 para inactivar la via [137].

1.4.2 Ruta JAK/STAT

La ruta JAK/STAT participa en la diferenciacién, la migracién y la proliferacion celular, asi
como en la apoptosis. La activacion intracelular de esta ruta se desencadena por la
activacion de los receptores de membrana a los cuales estan asociadas las proteinas
Janus quinasa (JAK). Cuando uno de sus ligandos extracelulares, como por ejemplo las
citoquinas, se une a estos receptores se induce la dimerizacién de las proteinas JAK. Una
vez activadas, estas enzimas se encargan de fosforilar un residuo de tirosina localizado
en el dominio C-terminal de los factores de transcripcion STAT. Esta fosforilacion

conlleva la dimerizacién de las proteinas STAT, que al ser activadas se translocan al
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nlcleo para unirse a las secuencias reguladoras especificas y activar o reprimir la
expresion de sus genes diana [138,139] (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Ruta JAK/STAT. La activacion de esta ruta se produce por uno de sus
ligandos extracelulares, en este caso una citoquina que se une a su receptor y
desencadena la dimerizacién de las proteinas JAK. Estas proteinas activan los factores
de transcripcién STAT encargados de regular la expresion génica de sus genes diana
[138].

En un principio, se establecié que la fosforilacion de los factores de transcripcion STAT
Unicamente podia ocurrir a través de la accion de las proteinas JAK. De hecho, en el caso
de STAT2 y STAT6 todavia se mantiene esta teoria. Sin embargo, se ha descubierto que
STAT1 y STAT3 poseen también en su extremo C-terminal un residuo de serina
susceptible de ser fosforilado (la serina 727) por enzimas como las quinasas activadas
por mitdégenos y estrés (MSKs) [140,141]. Aunque se desconoce qué desencadena este
tipo de fosforilacion, se ha comprobado que MSK1 es capaz de fosforilar el residuo 727

de serina de STAT3 como respuesta a la exposicidn a la radiacion ultravioleta en células

epiteliales de raton [142].

La activacion constitutiva de la ruta JAK/STAT se asocid por primera vez con un rasgo de
malignidad tumoral por primera vez en la década de 1990s [143], y desde entonces se
han encontrado alteraciones que promueven la hiperactivacion de las proteinas JAK, o
de los factores de transcripcion STAT en diferentes tipos de canceres, sobre todo
hematopoyéticos como leucemias o linfomas [144], pero también en algunos tumores

solidos como el carcinoma hepatico y los tumores del SNC [133].
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El mecanismo principal a través del cual se produce la inhibicidn de esta via es mediante
accion de las proteinas supresoras de la sefializacion por citoquinas (SOCS), en concreto
SOCS1 y SOCS3. Las proteinas inhibidoras de STATs (PIAS), y las proteinas
tirosina-fosfatasas (PTPs) también son capaces de inhibir la ruta JAK/STAT [138].

1.4.2.1 Familia de proteinas SOCS

En mamiferos existen 8 proteinas SOCS, cuatro de las cuales (SOCS1, SOCS2, SOCS3 y
CISH: citoquina inducible con un dominio SH2) se encargan principalmente de la
regulacion de la sefializacidon por citoquinas en la ruta de transduccion de sefial JAK/STAT
y, el resto (SOCS4, SOCS5, SOCS6 y SOCS7) suelen estar relacionadas con el control de la

via de transduccion de los receptores tirosina-quinasa [145].

Todas las proteinas SOCS contienen 3 dominios comunes: un dominio N-terminal
escasamente conservado, y cuyo tamano es variable; un dominio central denominado
dominio homologo de Src 2 (SH2), que presenta una mayor conservacion; y un dominio

C-terminal que esta fuertemente conservado que se denomina caja SOCS [145].

Las proteinas SOCS se pueden agrupar en parejas atendiendo a la homologia de su
dominio N-terminal. En este sentido, CISH y SOCS2 poseen una extension de su dominio
SH2 denominado secuencia extendida de SH2 (ESS), cuya funcién esta relacionada con
la unién a su sustrato. Asi, SOCS1 y SOCS3 comparten un dominio N-terminal similar
denominado regidn inhibidora de quinasa (KIR), a través del cual son capaces de inhibir
la activacion de proteinas JAK. SOCS4 y SOCS5 presentan un dominio N-terminal del cual
aun no se ha determinado su funcion y, SOCS6 y SOCS7 que en su extremo N-terminal
contienen una secuencia de traslocacién al nucleo. El dominio SH2 es el responsable de
la union especifica de estas enzimas con sus proteinas diana. Por ultimo, la caja SOCS
contiene dos subdominios funcionales: BC, que recluta a las proteinas elonginaByC, y
Cul, que permite la union ala Culina 5. El resultado de estas interacciones es la formacion
de un complejo capaz de reclutar a una ubicuitina ligasa E3, que se encarga de marcar a

las proteinas para dirigirlas al proteasoma [145] (Figura 1.16).
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Las proteinas de esta familia mas frecuentemente asociadas con diferentes patologias,
asi como con el proceso tumoral, son SOCS1 y SOCS3, codificadas por los genes

igualmente denominados SOCS1 y SOCS3 [145-147].
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Figura 1.16: Estructura y funcion de las proteinas SOCS. Se muestran los tres dominios
que comparten todas las proteinas de la familia SOCS, asi como las diferentes funciones
atribuidas a cada uno de ellos [145].

1.4.2.2 Expresion génica y funcion de las proteinas SOCS1y SOCS3

El gen SOCS1 se encuentra localizado en la regidén 13 del brazo corto del cromosoma 16
(16p13) y contiene Unicamente dos exones, localizdndose su ORF (marco de lectura
abierto) en el segundo de ellos (Figura 1.17-A). Su transcripcidn da lugar a un ARNm de
1.775 pares de bases (pb), de cuya traduccion se obtiene la proteina SOCS1, que posee
211 aa y tiene una masa molecular de 23,5 kDa [148]. El gen SOCS3 se encuentra en la
region 25.3 del brazo largo del cromosoma 17 (17g23.5), contiene dos exones, y su ORF
se encuentra en el exdn 2. Su transcrito tiene un tamafio de 3.302 pb, que se traduce en

la proteina SOCS3 de 225 aa, y cuya masa molecular es de 24.7 kDa (Figura 1.17-B).
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Figura 1.17: Esquematizacion de la estructura de los genes SOCS1 (A) y SOCS3 (B). Se
muestran los dos exones que forman cada uno de los genes con su tamafo en pb, asi
como el intrén que se encuentra entre ellos, y su ORF. También, se indica el codén de
terminacion.

Ambos genes se expresan de forma ubicua en el organismo, aunque su nivel basal de
expresidn es bajo, lo que implica que existe una escasa cantidad de las proteinas SOCS1
y SOCS3 en el interior celular. La activacion de la ruta JAK/STAT como consecuencia de
la accién de las citoquinas, conlleva que los factores de transcripcion STAT se
transloquen al nucleo, y activen la expresién de estos genes. Con ello se inicia la sintesis
de las proteinas SOCS1 y SOCS3, que regulan negativamente la ruta JAK/STAT. Por lo
tanto, se crea un bucle de retroalimentacién negativa que inactiva la ruta, y a su vez su
propia expresion. La accién inhibidora de las proteinas SOCS1 y SOCS3 puede llevarse a
cabo de tres formas distintas: la primera de ellas ocurre mediante su unién directa a la
region fosforilada de las proteinas JAK, impidiendo su union con los factores de
transcripcion STAT; la segunda estd mediada por la regidén KIR que poseen las proteinas
SOCS1 y SOCS3, que les permite unirse a las proteinas JAK y anular su actividad quinasa.
Por ultimo, gracias a la formacion del complejo BCy el reclutamiento de una ubicuitina
ligasa 3, son capaces de inducir la degradacién de las proteinas JAK y STAT [149] (Figura
1.18).
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Figura 1.18: Inhibicion de la ruta JAK/STAT por las proteinas SOCS1 y SOCS3. Se
esquematizan los tres mecanismos a través de los cuales las proteinas SOCS inhiben la
ruta de transduccién de sefiales JAK/STAT [150].

Tanto SOCS1 como SOCS3 forman parte de la regulacion de la misma ruta, y aunque su
expresion es inducible por la mayoria de las citoquinas, se ha comprobado que la
activacion de la expresién de estos genes responde a la intervencidon de unos estimulos
determinados. En el caso de SOCS1, la activacidon de su expresion esta principalmente
desencadenada por el mecanismo de respuesta a interferdn, y a su vez mediada por la
accion del factor de transcripcion STAT1. En el caso del gen SOCS3, existen evidencias
gue demuestran que su expresion se activa como respuesta a la estimulacidon por
interleuquinas, como por ejemplo la interleuquina 6 (IL-6), y a través de la accién de
STAT3. Por ello, aunque en un principio parece que la accién de ambos genes regula la
activacion de los mismos procesos celulares, no siempre es asi, puesto que sus
activadores transcripcionales son distintos, y por lo tanto cada uno de ellos es capaz de

desencadenar diferentes cascadas de transduccién de sefiales [151].
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1.4.2.3 Implicacion de los genes SOCS1 y SOCS3 en la carcinogénesis vy el

proceso tumoral

Los cambios en la expresion de los genes SOCS1 y SOCS3 se han relacionado con la
carcinogénesis y el desarrollo tumoral [152]. Ademds, los niveles de expresidon de ambos

genes se han visto alterados en canceres como el gastrico, de mama y GBM [153-155].

El promotor del gen SOCS1 se encuentra silenciado, normalmente por metilacién, en
carcinoma hepatico, carcinoma de pdancreas, leucemia mieloide y mieloma multiple,
entre otros tipos de cancer [156,157]. En cambio, se han detectado niveles de expresiéon
elevados de SOCS1 en melanoma, cancer de mama, cancer colorrectal, y cancer
neuroendocrino [156,158,159]. Esta controversia ha llevado a considerar que el gen
SOCS1 ejerce una funcidn dual en la carcinogénesis, pudiendo actuar como un gen
supresor de tumores a través de sus interacciones con la proteina p53, y con proteinas
propias de las rutas de transduccion de seial de PTEN/PI3K y RTK; y a la vez como un
oncogén que promueve la capacidad proliferativa y metastasica en ciertos tipos de
canceres, como por ejemplo el cancer colorrectal [160]. Ademas, se han encontrado
mutaciones somaticas en la secuencia codificante del gen SOCS1 que se asocian con una

menor supervivencia en pacientes con linfoma de Hodking [148].

En cambio, los estudios realizados sobre la funcion del gen SOCS3 en el proceso tumoral,
apuntan a que, a través de sus interacciones con las proteinas p53 y PTEN, y de su accién
inhibidora sobre la ruta JAK/STAT, desarrolla una funcion como gen supresor de
tumores. El silenciamiento de SOCS3 o la bajada en su expresién se ha asociado con la
progresion tumoral y la metastasis en modelos animales de cancer de préstata y de
mama triple negativo, asi como en modelos celulares de cancer pancreatico, y en

pacientes con cancer colorrectal [161-164].

Por otra parte, el silenciamiento epigenético de estos genes, también se ha relacionado
con la resistencia al tratamiento tanto quimio como radioterapico, y con una menor tasa
de supervivencia en pacientes con GBM, cancer pulmonar, y cancer de prostata entre
otros [165—167]. Estas evidencias sugieren la posible utilizacion de los genes SOCS1 y
SOCS3 como biomarcadores y/o dianas terapéuticas en algunos canceres, asi como su

implicacion en la resistencia a los tratamientos desarrollada en los tumores mas
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agresivos. En este sentido, nuestro grupo de investigacién ha obtenido resultados que
relacionan la proteina quinasa 6 (PTK6), cuya expresion es inhibida por SOCS3, con la
respuesta al tratamiento quimioterapéutico en lineas celulares de cancer de pancreas
[168]. Ademas, PTK6 también estd relacionada con la activacion de la ruta JAK/STAT

puesto que es capaz de fosforilar al factor transcripcional STAT3 [169,170].

Todas estas evidencias establecen el punto de partida de este trabajo, en el que se
determina la expresion de los genes MGMT, SOCS1 y SOCS3 en lineas celulares de GBM
establecidas a partir de cultivos primarios obtenidos de aspirados cerebrales
procedentes de pacientes con GBM, sometidos a cirugias de reseccion en el Hospital
General Universitario de Elche (HGUE). Ademas, se estudia la utilidad de los genes SOCS1
y SOCS3 como biomarcadores o dianas terapéuticas, su implicacion en |la
radiorresistencia presente en GBM, y sus relaciones con otros genes, que también se

han asociado con la respuesta al tratamiento en otros tipos de canceres.
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Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es la busqueda de nuevos
biomarcadores y/o dianas terapéuticas en cultivos primarios de GBM, que puedan

relacionarse con la respuesta a la quimio y/o radioterapia

Este objetivo general se centra en el estudio del gen MGMT por su relacién con la
resistencia a la quimioterapia, y de los genes SOCS1 y SOCS3 debido a su asociacidén con

la carcinogénesis y la progresion tumoral.

2.2 Objetivos especificos

Para la consecucién del objetivo general se han propuesto los siguientes objetivos

especificos:

1. Establecer cultivos primarios de GBM a partir de aspirados cerebrales de
pacientes sometidos a cirugias de reseccion en el HGUE.

2. Caracterizar las lineas celulares obtenidas a partir de dichos cultivos primarios,
segun los criterios de la nueva clasificacion de los tumores del SNC de la OMS, y
de su grado de quimio y radiorresistencia.

3. Definir el perfil de metilacidn y expresion de los genes MGMT, SOCS1 y SOCS3, y
estudiar la correlacion entre la metilacién de sus promotores y su expresion a
nivel de ARNm en las lineas celulares de GBM.

4. Confirmar la relacién causa-efecto entre la metilacidn o expresién del gen MGMT
y el nivel de quimiorresistencia desarrollada por las lineas celulares de GBM.

5. Valorar la implicacion de los genes SOCS1 y SOCS3 en la respuesta a la
radioterapia.

6. Evaluar la posible utilizacidon de los genes SOCS1 y SOCS3 como biomarcadores
y/o posibles dianas terapéuticas en GBM.

7. Estudiar la implicacion de otros genes relacionados con los genes SOCS1 y SOCS3
en la radiorresistencia de las lineas celulares de GBM establecidas.

8. Evaluar diferentes estrategias experimentales para potenciar el efecto de la

radioterapia en GBM
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Materiales y métodos

3.1 Cultivo celular

3.1.1 Establecimiento y mantenimiento de cultivos primarios de GBM

Los cultivos primarios de GBM se obtuvieron a partir de aspirados tumorales
procedentes de pacientes que se sometieron a cirugias de reseccion en el HGUE.
Previamente, los pacientes habian firmado un consentimiento informado para donar el
material tumoral excedente de los procedimientos clinicos al Biobanco del HGUE, para
su uso en investigacion. El establecimiento de dichos cultivos se desarrollé bajo el
amparo del Comité Etico de investigacién Clinica (CEIC) del HGUE, y su obtencién conté

con la colaboracion de los servicios de Neurocirugia, Anatomia Patolégica y Biobanco.

La cirugia de reseccion se llevé a cabo mediante un dispositivo denominado Cavitron,
gue mediante ultrasonidos fragmenta el tejido tumoral causando una minima afectacion
en las estructuras vecinas. Simultaneamente se realiza una irrigacion con suero
fisioldgico, y se aspiran los fragmentos de tumor hacia un recipiente estéril. El aspirado
tumoral resultante fue estudiado y seleccionado por el servicio de Anatomia Patolégica
para determinar la naturaleza y el estadio del tumor cerebral. El tejido celular sobrante
se vehiculizé a través del Biobanco y se recepciond en la Unidad de Investigacion del
HGUE, donde en un plazo maximo de 24 h se realizé el procesamiento del material

celular para el establecimiento del cultivo primario.

El aspirado tumoral inicial se alicuotd en tubos Falcon de 50 ml, y se realizé una primera
centrifugacién a 1.000 rpm durante 10 min, con el fin de separar las fracciones sélidas y
la fraccion liquida. Tras la centrifugacidon de descart6 el sobrenadante, y el precipitado
se resuspendid en 3 volumenes de tampdn de lisis de eritrocitos (EL; QIAGEN). Esta
suspension se incubd durante 30 min a 4 °C, tras lo cual se volvid a centrifugar a 1.000
rom durante 10 min, descartdndose de nuevo el sobrenadante. Si el precipitado
resultante aun presentaba coloracidn rojiza, indicacién de que no se habian lisado todos
los eritrocitos, se realizaba una segunda incubacion con 3 volimenes de tampén EL, a
1.000 rpm, durante 15 min, a 4°C, seguida de una centrifugacion durante a 1.000 rpm,
10 min. El precipitado obtenido tras el proceso de lisado de los eritrocitos se resuspendid
en 10 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco y suplementado con la mezcla de

nutrientes F-12 (DMEM/F12; GIBCO), suplementado suero fetal bovino (FBS; GIBCO) al
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10% v/v, y una mezcla de los antibiéticos estreptomicina y penicilina (Biowest) al 1% v/v.
La solucién formada por el medio DMEM/F12 completo y el material celular se disgregd
manualmente empleando un tamiz y un mortero de vidrio (Sieve tissue grinder; Sigma

Aldrich) (Figura 3.1).

BT

Z

% Figura 3.1: Herramientas para la
obtencion de cultivos primarios.

Sieve tissue grinder de Sigma-Aldrich.

El tamizado se transfirié a un nuevo tubo Falcon de 50 ml, y se centrifugd a 1.000 rpm,
5 min. En los casos en los que el precipitado presentaba fragmentos sélidos sin disgregar,
se procedid a la digestion enzimatica con hialuronidasa a una concentracién final de 4,5
U/ml, y colagenasa Il a una concentracion final de 0,09 mg/ml. La digestidn se realizd
durante 30 min a 37°C y en agitacion. Tras la incubacidon se realizd una nueva
centrifugacién a 1.000 rpm, durante 5 min. Se descarté el sobrenadante, y el precipitado
se resuspendid en 25 ml de medio DMEM/F12 completo. De esta ultima suspension
celular se transfirieron 5 ml a un frasco de cultivo denominado frasco T25, obteniendo
finalmente 5 frascos T25 de cada aspirado tumoral de partida. Estos frascos se
mantuvieron en un incubador a 37°C, y con una atmosfera del 5% de CO,. Pasadas 24 h,
y no mas de 48 h, se procedid a realizar un cambio de medio a los frascos del cultivo
primario recién establecido, con el fin de eliminar las células muertas que no se hubieran
adherido al frasco, dejando Unicamente aquellas células que continuarian el proceso de
desarrollo del cultivo celular. Para ello, se retiré el medio antiguo, y se transfirieron al
frasco 5 ml de medio DMEM/F12 completo fresco. Todos los cultivos primarios
establecidos se mantuvieron a 37°C/5% CO, realizando pases consecutivos al alcanzar

el cultivo una confluencia del 90-100%.

Para realizar el pase al cultivo celular, se retiré el medio DMEM/F12 completo, y se lavd
el frasco con 5 ml de tampdn fosfato salino 1x (DPBS; Gibco). A continuacidn, se procedio
alaretirada del DPBS 1x y adiciéon de 1 ml de Tripsina-EDTA 0.01% (GIBCO) para despegar

las células de la superficie del frasco. Las células se incubaron con Tripsina-EDTA 0,01%
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durante 1-2 min a 37°C/5% CO,, hasta que adquirieron una morfologia redondeada, y se
despegaron de la superficie. Si transcurrido este tiempo las células no se habian
despegado, se golped el frasco suavemente. A continuacidn, se anadieron 4 ml de medio
DMEM/F12 completo con el fin de neutralizar la tripsina, y se transfirié el volumen total
(5 ml) a un tubo corning de 15 ml, que se centrifugé a 1.000 rpm, durante 5 min, a
temperatura ambiente (Ta) (23°C). Posteriormente, se retiré el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en un 1ml de medio DMEM/F12 para realizar el contaje de
las células mediante una camara de Neubauer. Una vez determinada la cantidad total
de células por ml, se sembraron entre 100.000 y 200.000 células, dependiendo del

cultivo primario, en un nuevo frasco, con 4,5 ml de medio.

En cada pase, la utilizacion de los frascos se distribuyo sistematicamente de la siguiente
forma: dos se emplearon para criopreservar el cultivo, y dos se utilizaron para aislar
acidos nucleicos (uno para ADN, y otro para el acido ribononucleico (ARN)) segun los

protocolos descritos en el apartado 3.1, seccidén 3.1.2 El dltimo se dividié en 5 frascos,

para volver a iniciar el proceso en el pase siguiente (Figura 3.2).

Este sistema se mantuvo hasta que los cultivos primarios alcanzaron el pase 15,
momento en el cual se consider6 que se comportaban como una linea celular
inmortalizada, y sélo se hacian dos réplicas de cada cultivo. Ademas, periédicamente, se

seguian criopreservando, y aislando ADN y ARN.

Todos los pasos de manipulacién del cultivo celular, excepto las centrifugaciones e
incubaciones, se realizaron en una cabina de seguridad bioldgica clase II, y con

materiales estériles y desechables.

3.1.2 Recogida y almacenamiento de muestras de los cultivos primarios

de GBM

3.1.2.1 Criopreservacion

Los frascos destinados a criopreservar el cultivo, se procesaron de la misma forma en la
gue se realizaron los pases del cultivo celular. Sin embargo, en este caso, el precipitado
obtenido se resuspendié en 1 ml de medio de congelacion (FBS al 50% v/v, medio

DMEM/F12 completo al 40% v/v, y dimetilsulféxido (DMSO) al 10% v/v (Sigma Aldrich)),
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en lugar de en medio de cultivo DMEM/F12 completo, y se transfirié a un criotubo
sumergido en hielo. Este criotubo se mantuvo 2 h a -20°C para que se llevase a cabo una

congelacion lenta, y después de almacend a -80°C.

Aspirado quirtrgico de glioma

|15
Cultivo primario Cultivo primario  Cultivo primario Cultivo primario Cultivo primario
(Pase 0) {Pase 0) (Pase 0) (Pase 0) (Pase 0)
ADN ARN Mantenimiento Criopreservar Criopreservar
1:5|
Cultivo primario Cultivo primario  Cultivo primario Cultivo primario Cultivo primario
(Pase 1) {Pase 1) (Pase 1) (Pase 1) (Pase 1)
ADN ARN Mantenimiento Criopreservar Criopreservar
|15
Cultivo primario Cultivo primario  Cultivo primario Cultivo primario Cultivo primario
(Pase n} (Pase n}) (Pase n) (Pase n)

(Pase n)

Figura 3.2: Sistematizacion del mantenimiento de los cultivos primarios. Se
esquematizan los pasos de criopreservacion, obtencién de acidos nucleicos, y
mantenimiento realizados a partir del aspirado quirurgico de GBM.

3.1.2.2 Muestras de acidos nucleicos

El procesado del frasco para la obtencion de las muestras celulares para aislar ADN, se
realizé siguiendo el mismo protocolo que para un pase celular. Sin embargo, después de
la centrifugacion se descartd el sobrenadante, y el precipitado celular se almacené seco

a-20°C.

El protocolo seguido para la obtencidon de muestras celulares para aislar ARN se llevd a
cabo afiadiendo directamente al frasco 350 microlitros (pl) de tampdn de lisis RNeasy
(RLT; QIAGEN), suplementado con B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich) al 1% v/v. Esta

solucidn se recogid en un eppendorf de 1,5 ml que se almacend a -80°C.

3.1.3 Siembra de las lineas celulares establecidas a partir de los cultivos
primarios de GBM para la realizacion de los ensayos posteriores
El niumero de células que contiene un frasco T25 no siempre es suficiente para realizar

experimentos posteriores en los que se requiere un elevado nimero de células. Por ello,

para llevar a cabo los ensayos de viabilidad, ciclo celular e inmunocitoquimicos, se
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procedia a sembrar una réplica de cada linea celular en un frasco T75, que se mantenia

a 37°C/5%C0; hasta que alcanzaba el 90-100% de confluencia.

Las células de estos frascos se despegaron siguiendo el mismo protocolo de pase celular,
y se sembraron 250.000 células para estudios de viabilidad y ciclo celular en placas de 6

pocillos, o 75.000 células para estudios inmunocitoquimicos en placas de 24 pocillos.

3.2 Extraccion de acidos nucleicos

3.2.1 Extraccion de ADN total

La extraccion de ADN total se llevo a cabo a partir de los precipitados guardados a -20°C,
utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). El precipitado se resuspendié en 200
ul de DPBS, se le afiadieron 20 pl de proteinasa K junto con 200 pl de tampdn AL, y se
incubo 10 min, a 56°C, con agitacién intermitente, para conseguir el lisado total de las
células. Tras la incubacidn, se le afiadieron 200 ul de etanol al 100%, y se transfirié toda
la mezcla a la columna proporcionada en el kit. Esta columna contiene una membrana
de silica-gel en la cual el ADN, tras una centrifugacion a 8.000 rpm, 1 min, queda
retenido. Posteriormente se realizaron dos lavados, el primero con tampon AW1
seguido de una centrifugacion de a 8.000 rpm, 1 min, y el segundo con tampon AW2,
centrifugando la columna a 14.000 rpm, durante 3 min. Por ultimo, se eluyd el ADN
afiadiendo 50 pl de tampdn AE a la membrana y centrifugandola a 8.000 rpm, 1 min.

(Figura 3.3).

La cuantificacion del ADN se realizd mediante la medida de la absorbancia a 260
nanomeétros (nm), y la estimacion de la pureza a través del cociente entre la absorbancia
a 260 nm y 280 nm en un espectrofotdmetro NANODROP 1000 (ThermoFisher
Scientific), descartando aquellas muestras que tenian una muy baja concentracion de
ADN y/o un valor del cociente 260/280 por debajo de 1,8 o por encima de 2,2. Las
muestras de ADN se almacenaron a -20°C hasta su uso para estudios de secuenciacion,

y metilacién de promotores.
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3.2.2 Extraccion de ARN total

El ARN total de las muestras almacenadas a -80°C se aislé empleando el kit RNeasy Plus
(QIAGEN). El lisado de las células se produjo al recoger la muestra y adicionarle el
tampon RLT + B-mercaptoetanol al 1% v/v. Este lisado se transfirié a una columna
destinada a la eliminacion de ADN gendmico y se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 s.
Al sobrenadante se le anadié un volumen de etanol al 70%, y se transfirid todo el
volumen a una columna proporcionada por el kit, que contiene una membrana de
silica-gel en la que, tras una centrifugacion a 13.000 rpm durante 5 min, el ARN quedd
adsorbido. A continuacién, se lavd la membrana tres veces, con los tampones del kit, en
el siguiente orden: tampon RW1, tampdn RPE y de nuevo tampon RPE. Después de
afladir cada tampon se centrifugd la columna a 10.000 rpm 15 s, 15 s y 2 min
respectivamente. Antes de la elucién, se realizé una nueva centrifugacion, sin la adiciéon
de ningln tampodn, a maxima velocidad durante 1 min para secar completamente la
membrana. Finalmente, se eluyd el ARN con 25 ul de agua libre de ARNasas mediante
una nueva centrifugacion a 10.000 rpm, 1 min, tras esta ultima centrifugacion se

mantuvieron siempre los tubos en hielo. (Figura 3.4).
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La pureza y concentracion (ng/ul) del ARN obtenido se determiné siguiendo el mismo
protocolo descrito para las muestras de ADN (Seccidén 3.2.1). Una vez cuantificadas, se

almacenaron a —-80° C para el posterior analisis de la expresidn génica.

3.3 Ensayos inmunocitoquimicos

3.3.1 Microscopia optica

La deteccion de la expresidn a nivel de proteina de p53 y PTEN se realizé mediante
técnicas inmunocitoquimicas sobre secciones de Tissue Microarray (TMA) en
colaboracién con el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital General Universitario

de Alicante (HGUA).

Para ello, se utilizaron precipitados celulares de las lineas celulares establecidas fijados
en formol al 100% (Sigma Aldrich). Estos precipitados se incluyeron en parafina para su
posterior corte en secciones y construccién del TMA utilizando el dispositivo manual
tissue arrayer (Beecher Instruments). La utilizacion de este soporte permite estudiar de
forma simultdnea todas las lineas celulares, minimizando el coste en reactivos, y
proporcionando una reacciéon inmucitoquimica uniforme. Una vez construido el TMA,
las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas e incubadas con los anticuerpos
primarios anti-p53 (D0-7) o anti-PTEN (6H2.1) ambos suministrados por la casa
comercial DakoCytomation. Como anticuerpo secundario, se utilizé en ambos casos un

anticuerpo biotinilado. Posteriormente se afadid la enzima estreptavidina conjugada
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con peroxidasa, y se incubaron las secciones del TMA con diaminobencidina para revelar
la tincion. En el HGUA, este procedimiento se realiza de forma automatizada con el

equipo Techmate-500 (DakoCytomation).

La valoracion de las tinciones se llevé a cabo mediante microscopia 6ptica. En el caso de
p53, la tincidon positiva de los nucleos significa que existen alteraciones en dicha
proteina, ya que en su estado nativo tiene una vida corta, y no se produce su
acumulacién. Para PTEN, se considera andmalo la ausencia de tincidn, puesto que indica

la pérdida de expresidn de dicho gen al no detectarse la proteina que codifica.

3.3.2 Microscopia confocal de inmunofluorescencia

Los experimentos de inmunocitoquimica, y la observacién de los mismos mediante
microscopia confocal, se realizaron en colaboracion con el Grupo de Investigacién de
Genética Humana y de Mamiferos, perteneciente al Departamento de Fisiologia,

Genética y Microbiologia de la Universidad de Alicante.

3.3.2.1 Fijacion e inmunotincion de las muestras

Se sembraron 75.000 células por pocillo de las lineas celulares de GBM en placas de

cultivo de 24 pocillos (apartado 3.1, seccidn 3.1.3), cada uno de los cuales contenia 1 ml

de medio de cultivo y un cubreobjetos redondo estéril en su base, y se incubaron

durante 24 h, a 37°C/5% CO..

Cuando las células adheridas a los cubreobjetos alcanzaron la confluencia deseada, se
lavaron 2 veces con DPBS a pH 7,4 suplementado con CaCl, 1 mMy MgCl, 0,5 mM, y se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en DPBS durante 10 min a T,. Después se
lavaron 3 veces con DPBS, durante 5 min cada vez, a T, y con agitacidon suave. A
continuacion, las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% en DPBS durante
10 min a Ta y con agitacion suave. Posteriormente, se realizaron 3 nuevos lavados con
DPBS, y se llevd a cabo el bloqueo de sitios de unidn inespecificos con una solucién de
BSA al 1% en DPBS durante 1 h en las mismas condiciones. Tras lavar nuevamente 3
veces con DPBS, las células se incubaron en presencia de los anticuerpos primarios
correspondientes, a las diluciones indicadas en la Tabla 3.1 en solucién de bloqueo, en
una cdmara humidificada durante una noche, a 4°C. Los cubreobjetos se lavaron

nuevamente 3 veces con DPBS, y las células se incubaron en oscuridad en presencia de
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los anticuerpos secundarios correspondientes (todos ellos desarrollados en asno por la
compafiia Molecular Probes) a las diluciones detalladas en la Tabla 3.2, en solucién de
blogqueo durante 1 h a T, ambiente en camara humidificada. Con el fin de visualizar los
nucleos de las células al microscopio, se afadié 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a una

concentraciéon de 10 pug/ml a la mezcla de anticuerpos secundarios.

Finalmente, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con DPBS y, se colocaron sobre un
portaobjetos afiadiéndose una gota de medio de montaje de fluorescencia compuesto
por glicerol y DPBS (Citifluor AF1; Monocamp). El exceso de medio se elimind con papel

de filtro, y los cubreobjetos se sellaron empleando laca de uiias.

Las preparaciones se guardaron en oscuridad a 4°C hasta su observacién al microscopio
confocal. Con el fin de comprobar si la inmunorreactividad observada en los
experimentos era atribuible a los anticuerpos primarios, se incubaron de forma paralela

los cubreobjetos sin anticuerpos primarios como controles negativos.

Tabla 3.1. Anticuerpos primarios utilizados para el andlisis de proteinas mediante

microscopia confocal de inmunofluorescencia.

Antigeno Especie Compaiiia (N2 | Origen* Dilucién en
catalogo) inmunocitoquimica
SOCS1 Humano Abcam Cabra (p) 1/250
(ab9870)
SOCS3 Humano Abcam Conejo (p) 1/250
(ab16030)
GFAP Humano Milipore Conejo (m) | 1/500
(AB5804)

* (p) policlonal, (m) monoclonal

Tabla 3.2. Anticuerpos secundarios utilizados para el analisis de proteinas mediante

microscopia confocal de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Etiqueta A emision Dilucidn
Anti-lgG de cabra Alexa Fluor 546 590 nm (rojo) 1/100
Anti-lgG de conejo | Alexa Fluor 488 515 nm (verde) 1/100
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3.3.2.2 Observacidon de las muestras mediante microscopia confocal

La fluorescencia de las muestras se detectd mediante un microscopio confocal espectral
invertido Leica TCS SP2 utilizando dos fuentes de ldser éptico: 1) laser azul de Ar, con
una longitud de onda (A) de excitacién de 450-490 nm, utilizado para los ensayos en que
se emplearon anticuerpos secundarios marcados con el fluoréforo Alexa Fluor (AF) 488,
el cual emite fluorescencia a una A de 515 nm (verde); 2) laser verde de He-Ne, con una
A de excitacién de 515-560 nm, utilizado en los ensayos con anticuerpos secundarios

marcados con AF 546 o AF 555, los cuales emiten fluorescencia a una A de 590 nm (rojo).

Para la visualizacién del colorante DAPI, se utilizé un diodo ultravioleta (UV) con una A
de emisidn de 405 nm (azul). En los casos en que se visualizaron dos o mas fluordforos
sobre la misma muestra, éstos fueron excitados secuencialmente para evitar

interferencias entre los canales de emision.

Se utilizd un objetivo Leitz Plan-apocromatico de inmersién en aceite mineral de 63x.
La platina del microscopio era galvanométrica de alta precisién y alta velocidad para
controlar el eje Z. Las fotografias, obtenidas a una resolucion 300 dpi, se almacenaron
en formato TIFF. El analisis y procesado de las fotografias se llevo a cabo con el programa

Photoshop CS5 extended.

3.4 Ensayos moleculares

La secuenciacién Sanger, y parte del estudio del grado de metilacién de los promotores,
se realizd durante mi estancia en el Laboratorio de Apoyo de la Investigacién del

Instituto de Investigacion Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL).

3.4.1 Secuenciacion Sanger

El material genético de partida fue el ADN previamente extraido de las lineas celulares
establecidas de GBM. El primer paso, consistido en amplificar mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) las regiones especificas de los genes IDH1, IDH2 y TERT.
En los genes IDH1 e IDH2 se amplifico la region que codifica el dominio catalitico de la
proteina, situada en el exdn 4. Para ello, se utilizaron los cebadores especificos descritos

en la Tabla 3.3 [171]. En esta regidn se han encontrado mutaciones somaticas (IDH1-
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R132/ IDH2-R172) que se relacionan con la reduccion de la actividad enzimatica de las
proteinas codificadas por dichos genes [60]. En el caso de TERT, se amplifico la regién
promotora utilizando los cebadores que se encuentran en la Tabla 3.3 [79], para
detectar dos mutaciones descritas en esta regidn (C228Ty C250T), y que estan presentes

en el 70-80% de los GBMs primarios y oligodendrogliomas [77].

Tabla 3.3: Cebadores utilizados para la reaccidn de amplificacion de IDH1, IDH2, y TERT,

y el tamafio del fragmento amplificado con cada pareja de cebadores.

Cebador directo Cebador inverso Fragmento
IDH1 5'CTCCTGATGAGAAGAGGGTTG3' 5'TGGAAATTTCTGGGCCATG3' 248 pb
IDH2 5'TGGAACTATCCGGAACATCC3' 5'AGTCTGTGGCCTTGTACTGC3' 187 pb

TERT 5'CACCCGTCCTGCCCCTTCACCTT3' 5'GGCTTCCCACGTGCGCAGCAGGA3' 193 pb

La amplificacidn por PCR de los tres genes se llevé a cabo en un volumen final de 20 pl,
conteniendo 10 pl de AmpliTaqg Gold 2x (ThermoFisher Scientific), 1 pl de la mezcla de
los cebadores especificos para cada gen (directo e inverso; Integrated DNA
technologies), con una concentracion de 20 uM, 4 pl de glicerol al 50% v/v (Sigma
Aldrich), 250 ng de ADN, y agua destilada hasta llegar al volumen final. La reaccién de
amplificaciéon se llevdé a cabo en un termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(ThermoFisher Scientific), cuyo termobloque permite fijar diferentes temperaturas de
hibridacién de los cebadores, por lo que se pudieron llevar a cabo las amplificaciones
por PCR de los 3 genes a la vez. La temperatura de hibridacion de los cebadores fue de
57°C para IDH1, 56°C para IDH2, y de 60°C para TERT. El protocolo del termociclador
para la PCR se detalla en |a Figura 3.5.

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo 1 ciclo

5 min 30s
95 °C 95 °C

45s 10 min

45 s 72°C, 72°C
57 °C- IDH1 oo
56 °C- IDH2 T
60 °C- TERT

Figura 3.5: Esquema del protocolo de PCR para los tres genes estudiados. La
temperatura de hibridacion fue de 57 °C para IDH1, DE 56°C para IDH2 y de 60°C para
TERT.

51



Materiales y métodos

El producto de PCR se purificd con el reactivo ExoSAP-IT™ (ThermoFisher Scientific),
siguiendo el protocolo especificado por el fabricante, para eliminar los reactivos
excedentes de la reaccion de PCR (desoxinucledtidos trifosfato y cebadores no

utilizados).

Después de la purificacion, se llevé a cabo la reaccidn de secuenciacién utilizando para
ello el kit BigDye™ Terminator v1.1 (ThermoFisher Scientific). La reaccién se realizé
afiadiendo 4 ul de BigDye™ Terminator Ready Reaction Mix, 1 ul de cebador directo o
inverso a una concentracidon de 5 uM, 5 ng del producto purificado de PCR, y H,O
destilada hasta alcanzar un volumen final de 10 pl. Para esta reaccion se utilizé el mismo
termociclador que para la reaccién de PCR, y el protocolo usado se describe en la Figura

3.6.

1 ciclo 25 ciclos 1 ciclo
1 min 10s
96 °C 96°C .
4min
b J/& 60°C

50°C

10°C

Figura 3.6: Reaccion de secuencia. Esquema del protocolo del termociclador para la
reaccion de secuenciacién (ThermoFisher Scientific).

Finalmente, se realiz6 una nueva purificacion del producto obtenido en la reaccién de
secuenciacion, mediante las columnas de purificacién DTR Gel Filtration Cartridges
(EdgeBio) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto purificado se
desnaturalizé incubandolo con 20 pl de formamida (ThermoFisher Scientific) durante 5
min a 95°C. Después, se cargo todo el producto en una placa de 96 pocillos, y se resolvié
mediante electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI-PRISM 3500
(Applied Biosystem). La visualizacion se llevé a cabo mediante el programa Sequencing
Analysis v5.4 (Applied Biosystem). El limite deteccién de una mutacién somdtica
mediante esta técnica es aproximadamente del 10%. Por lo tanto, si el niumero células
qgue poseen el alelo mutado esta por debajo de ese limite, la técnica no serd capaz de

resolverlos, y se produciran falsos negativos.
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3.4.2 Metilaciéon de promotores

Actualmente, existen dos técnicas para estudiar el estado de metilacion del promotor
de un gen, la técnica denominada amplificacion de sondas dependiente de ligandos
multiples especifica de metilacién (MS-MLPA), y la PCR especifica de metilacién (MS-
PCR). Ambas interrogan las distintas islas CpG del gen estudiado, y mediante métodos

diferentes (explicados en la secciéon 3.4.2.1 y 3.4.2.2 respectivamente), consiguen

determinar si dicha isla estd o no metilada en la muestra analizada.

En este trabajo se han utilizado las dos técnicas descritas, en funcion de la disponibilidad
de kits comerciales. Para estudiar la metilacidon del promotor de MGMT, se utilizé la
técnica de MS-MLPAy, para el promotor del gen SOCS3 se empled la técnica de MS-PCR,
mientras que el estudio de la metilacion del promotor del gen SOCS1 se realizé mediante

ambas técnicas.

3.4.2.1 MS-MLPA

Esta técnica se basa en el uso de sondas complementarias a las islas CpG del promotor
del gen a estudiar. Las sondas contienen un sitio de corte para una enzima de restriccion
sensible a metilacién (Hhal). Por lo tanto, estas sondas se uniran a las islas CpG del gen
analizado, y si dicha isla no estd metilada sera cortada por la enzima de restriccién,
haciendo posible diferenciar una isla metilada (no digerida), de la isla que no lo esta
(digerida). En este procedimiento la muestra a estudiar se divide en dos alicuotas; en
una de ellas no se lleva a cabo la digestién con Hhal, y sirve de muestra control (ninguna
isla CpG estara digerida); la segunda alicuota, se somete a una reaccion de digestién y
posterior ligacién con la enzima de restriccidn, en la que se eliminan las islas CpG no
metiladas. Después, se realiza una PCR por separado, de ambas alicuotas, en la que se
amplifican Unicamente las islas CpG que no han sido digeridas. Por ultimo, ambas
alicuotas se someten a un analisis de fragmentos y se comparan entre si, pudiendo

identificar claramente que islas son las que estan metiladas (Figura 3.7).
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Isla CpG metilada Isla CpG no metilada 4. Analisis de fragmentos y comparacién
-
1. Desnaturalizacion e hibridacion - i ! . =
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2. Ligacién y digestién { ‘ i ®
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3. PCR con cebadores universales (X e Y)
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Figura 3.7: Esquema de la técnica MS-MLPA. Se detallan los diferentes pasos:
desnaturalizacion e hibridacion, ligacion y digestiéon, PCR, analisis de fragmentos y
comparacion. Las fechas rojas en el electroferograma de la muestra digerida, indican
algunos de los lugares donde se observa la pérdida de sefial para las islas CpG no
metiladas. Imagen modificada del manual de SALSA MS-MLPA kit MEO11 Mismatch
Repair Genes (MRC-Holland).

El estudio de la metilacién del promotor de MGMT se llevé a cabo utilizando el kit SALSA
MS-MLPA MEQ011.B1 Mismatch Repair Genes (MRC-Holland) siguiendo el protocolo
descrito por el fabricante, y partiendo de 200 ng del ADN previamente extraido (Seccién
3.2.1). Este kit contiene 38 sondas, 16 de las cuales carecen de la secuencia reconocida
por la enzima Hhal, y por ello actian como sondas control (nunca digeridas). Las sondas
restantes hibridan con diferentes islas CpG de genes implicados en el sistema de
reparacion de errores, entre ellos MGMT (Figura 3.8). Estas islas CpG poseen la
secuencia diana de la enzima Hhal, por ello las islas no metiladas serdn digeridas y

desaparecera su sefial en el electroferograma.

Los productos de PCR generados al final del protocolo del MS-MLPA (muestra digerida,
y sin digerir) se resolvieron mediante una electroforesis capilar en el secuenciador
automatico ABI-PRISM 3500 (Applied Biosystem). Los electroferogramas se visualizaron
con el programa GeneMapper 5, a partir del cual se extrajeron las alturas de cada una
de las sefales (picos) de ambas alicuotas. Después, estos datos brutos se introdujeron
en una plantilla suministrada por la casa comercial (MRC-Holland) para calcular la ratio

de metilacion de cada sonda. Esta ratio se calculé como el cociente entre la altura

54



Materiales y métodos

normalizada de cada pico de la muestra digerida y la altura normalizada de su pico

correspondiente del control no digerido.

MeMT

GETCTICTIGCTIGETCTGGGGGTCCCT GACTAGGGRAGCGECACCAGGAGGEEAGAGACTCGCGET
CEGECTCAGCETAGCCGOCCCGAGCAGGACCGGEATTC
CCCGOGGRCTATCC
CTGTGRACAGGAARRGGTACGEGCCATTTGGCARACTAAGGCACAGAGCCTCAGGCGERAAGCTGE
GAAG@EEECGCCCGGCTTSTA&CGGCCuAﬁGGGCCHICCGGGTCﬁGGCGCACAGGGCRGCGGCG
CTGCCEEAGEACCAGGGECGGCETGCCEGCGT CCAGCGRAGGATGCGCAGACT GCCTCAGGCCC
GCGCCECCGCACAGGGCATGCGCCEACCCEETCGEEE “GGAACECCCCGCCCCTCCCGGGCTuu
GCCCCAGCTCCGCCCCOGOGOGCCCCGECCCCECCCCCECGOGCTCTCTTGCTITITCTCAGETC
CTCGECTCCGCCCCGCTCTAGE CCCCG"””CACGCC“““ETCCCCSTuCCCC CGGECCCCGECT
CGCGCCCCGQAT%EECTSSEACAGC CGCGCCCCTAGE CGCTTTS:GTCCCGAHGCCCGCAJ
GICCTCGCGET G GCACCOTTTGOGACTTGET GAGT GTCTGGGT CGCCTCGUTCOCOEARAGR
CGG&EC”CTCCCTCGGG&CGGTGGCASCCTCGEGT“GTCC”GCAGGCGCCCT"A@TTCGCCaT
CeEETETIGEEECCECCCTGACCCCCACCCATCCCGGGOGAGCTCCAGGTGCGCCCCARGTGCCT
CCAGGI G TGO CAGCCTTTCCCCGGGCCTGaGGT TCCTGGACTAGGCTGUGCTGCAGTGACT
GIGEACTGGCGTETGECGLGEGTCGT GECAGCCCCTGOCTTACCTCTAGGT GCCAGCCCCAGED
CeGECCCCGEETTCTTCCTACCCI I CCATGCTGCCAGCTTTICCCTCCGCCAGCTGCTCCAGRA
AGCTTCCAGAAGCCCCTGOGCGEECCTTGGCTTGCAGCARCCCTTTAGCATACTTA

CCCG.. Sonda 3

ITGGE.. Sonda 2 ATG codon inicio

Figura 3.8: Extracto de la secuencia del gen MGMT. Se observa parte de su regién
promotora, y el inicio de la regién codificante (A'I:(::). Se muestran tres de las seis sondas
de hibridacion que posee el kit SALSA MS-MLPA MEQ11.B1 Mismatch Repair Genes
(MRC-Holland), ( , TTGG..., CCCG...). Los sitios de corte de la enzima Hhal dentro
de ellas se indican con formato subrayado.

La ratio establecida para discriminar entre el estado metilado y no metilado de cada
sonda se establecié en 0,25 segun lo descrito por Jeuken y colaborares [172]. Siguiendo
las indicaciones del fabricante del kit (MRC-Holland), no se tuvieron en cuenta para el
analisis las sondas cuarta y sexta. MRC-Holland indica que generalmente la 42 sonda no
suele aparece metilada, y en cambio la 62 suele estar metilada en la mayoria de las
muestras. También, se siguieron los criterios propuestos en dicho trabajo para
determinar el estado global de metilacién del promotor de MGMT en cada linea celular

de GBM establecida (Tabla 3.4) [172].

El analisis de la metilacion del promotor del gen SOCS1, se realizé utilizando el kit SALSA
MLPA ME042.B1 CIMP (MRC-Holland), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante,

con una cantidad de partida de 200 ng del ADN previamente extraido (Seccién 3.2.1).
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Este kit contiene 44 sondas, 12 de las cuales no tienen la secuencia de corte de la enzima
Hhal, y por lo tanto se consideran sondas controles (nunca digeridas). Las demas sondas
hibridan con regiones de 8 genes que definen el fenotipo hipermetilador (CIMP) en
cancer de colon, entre ellos se encuentra SOCS1 (Figura 3.9). Todas ellas, poseen la
secuencia reconocida por la enzima Hhal, y por lo tanto serdn digeridas cuando no estén

metiladas.

Tabla 3.4: Criterios para determinar el estado de metilacion global del promotor de

MGMTy SOCS1 [172].

Metilado

3 sondas tienen una ratio > 0,25
1 sonda tiene una ratio entre 0,4 - 0,7, y al menos otra sonda con una ratio > 0,25

1 Unica sonda tiene una ratio > 0,7

Parcialmente metilado

1 0 2 sondas con una ratio ligeramente > 0,25

1 sonda con una ratio entre 0,4 - 0,7

No metilado

Todas las sondas tienen una ratio < 0,25

Los productos de PCR de las dos alicuotas (digerida y no digerida), se resolvieron en el
secuenciador ABI-PRISM 3500 (Applied Biosystem), y los electroferogramas se
visualizaron con el programa GeneMapper 5. A partir de cual, se extrajeron los datos de
la altura de cada pico en cada alicuota, y se transcribieron a una plantilla suministrada
por MRC-Holland para extraer las ratios de metilacién de cada sonda, dicho célculo se
llevé a cabo de la misma forma que en el caso de MGMT. La ratio de discriminacidn entre
isla CpG metilada y no metilada se establecié también en 0,25, y la determinacién de la
metilacion del promotor de SOCS1 se realizd con los criterios descritos en la tabla 3.4.
Se considerd que los cultivos primarios presentaban CIMP positivo cuando al menos 5

de los 8 genes analizados estaban metilados.
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50cCs81

CCCTCRAGRGGOGEETGCI GLEECAGGT GOGRACRGECGEEIAGAGEECCCCEIGOGAGEETCCAGRAAGR
FAGGERAACAGEECCERAGCOETCCTCGUOGRACEICACCEICEARLGRAGARBCCARRLETGGAGCTGLG

GECEEGGCCGECAGEEEECEGGGCCTCCCECCETORCCAGCCCCECCTCCGAGCCEETTTAAAAGACTGE

CGCACCACCCAGGCCECCCCCCGCECECEEEECTCCCECAGCACAGCCT TTCTCCEGCCCTAGCCCARAT

CECCCAGACCAGGCGCGEATCCCARCCT GECCAGCAGECEGCEE6CGCGEGGCGECEAGCCEGGGCCERA
-140pkb-

GCTGRACGEATCCGCGCGRACTIGGTGCTCCGTGCTCGCCCCC
CoGRAGTTGETCCGGICGGCECACACCTGCCCGECCCCRCAGCECCCCAGCTCACCTCTTITGICTCTC
CCGCAGCGCACCCCCGRACGCTATGOCCCACCCCTCCGECTGECCCCTICTGTAGOAT GETAGCACACAR
-21idph-

CGCCTGOGEATTCTAC T GEEGECCCCT GGG TGCACGEEECGCACGAGCGECTGOGCECCGASGCCCGTG
EECACCTTCC TG GG RAC A CaCC A GGAR CTGCTTTITTCGCCCTTAGCGTGARGATGEECTCLG
-21dphb-

CTCGCATCCCCCTCAACCCCGT CCTCCGCGACTACCTGAGCTCCTTCCCCTTCCAGAT TTGACCEECAGT
GG G A A TTAR CToGGA TGO TG I TATTITCTTAT TACTTGCCTGRRACCATETGLG
TACCCTCCCCGECCTGRET TOGAGEOAGUEEATGEET GTAGEELCEAGECGCCTCOCGUCCTCGECTORR

FRCGREGEOCGCLGR

CCAG._. Sonda 3 ATGE Coddon inicio
GEEC.. Sonda 2 CCTT.. Sonda 4 TGEA Coddn Stop

Figura 3.9: Secuencia del gen SOCS1. Se observa parte de su regién promotora, y la
region codificante (parte subrayada). En formato subrayado verde se muestra el codén

de inicio (ATG), y en rojo el de terminacion (TGA). Se indica, también, la localizacion de
las cuatro sondas de hibridacion que posee el kit SALSA MLPA ME042.B1 CIMP (MRC-
Holland), ( , GGGC..., CCAG..., CCTT...).

3.4.2.2 MS-PCR

La técnica de MS-PCR se fundamenta en la conversidn Unica de las citosinas a uracilos a
través de un tratamiento con bisulfito. Dicho tratamiento no afecta a las citosinas
metiladas, que se mantienen como citosinas. Este cambio permite, a través de dos PCR
con cebadores especificos disenados para detectar citosinas o uracilos, determinar el

estado de metilacién de las islas CpG (Figura 3.10).

La localizacion de las regiones con posibles islas CpG, y el disefio de los cebadores
especificos se realizé mediante el programa MethPrimer [173]. En el caso del gen SOCS1,
se encontraron 2 posibles regiones con islas CpG, una de ellas se localizaba aguas arriba
del coddn de iniciacion, y la otra dentro del ORF (Figura 3.11). Los cebadores elegidos
(Tabla 3.5) fueron aquellos que interrogaban a la primera posible isla CpG, puesto que

se encontraba en la region promotora.
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ADN molde N-MCpG-Ny-G-C-N

Después de la

M N -C-l]-
conversidn con bisulfito N-*CpG-Ny-G-U-N

PN

PCR con cebador para detectar metilacion
N-GpC-Ny-C-T-N

1
N-MCpG-Ny-G-U-N

l

Amplificacion

l

Isla CpG interrogada metilada

PCR con cebador para detectar no metilacién

N-TpC-Ny-C-T-N

N-MCpG-Ny-G-U-N

1

Amplificacion

1

Isla CpG interrogada no metilada

Figura 3.10: Esquema de la técnica MS-PCR. Se parte del ADN molde, el cual es tratado
con bisulfito. Posteriormente se realizan dos PCR cada una con cebadores disefiados
para detectar o no metilacion. La amplificacién, o la ausencia de ella indica si la isla
interrogada esta o no metilada.
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GGCAGCTGCACGGCTCCTGGCCCCGGAGCATGCGCGAGAGCCGCCCCGGAGCGCCCCGGAGCCCCCCGLC
GTCCCGCCCGCGGCGTCCCGCGCCCCGCCGCCAGGTGAGCCGGGCCCTGGGCGAGGAGGCGGGAGGGAGG
AGGGAGGGGAGTCCAGGGCAGCCAGGAGTCGGGCGAGCCTC TGCAGAATGGGGTCGCGGCCGCG
ATGCCCCTGACCCTCGCCGGCCCCACCCAGGCCGCCCCCCGCGCGCGGGGCTCCCGCAGCACAGCCTTTIC
TCCGGCCCTAGCCCAAATCGCCCAGACCAGGCGCGGATCCCAGCCTGGCCAGCAGGCGGCGGGCGCGGGE
CGGCGAGCCGGGGCCGGACGGCTGGAGCCAGAACCGGCTGCTCTCCACGCCCCCCTCTICGGTIGCTIGCCCG
GAGGCCGGACTCCGCCTCCACCGAGCCCCCACCCGCCGGGAAGAGCTCCGCGGAGTACAGAGCCCATTTT ¢onislas CpG
CTAGCTGTGTCCACTGAGGCTGAACGGATCCGCGCGGACTTGGTGCTCCGTGCTCGCCCCCTAGGGCCGG
GTCCGCCGGGAGCGCCGCCCTCCGGAGTTGTCCGGCCGGCGCACACCTGCCCGGCCCCGCAGCGCCCCAG Marco de lectura
CTCACCTCTTIGICTCTCCCGCAGCGCACCCCCGGACGCTATGGCCCACCCCTCCGGCTGGCCCCTICTG
TAGGATGGTAGCACACAACCAGGTGGCAGCCGACAATGCAGTCTCCACAGCAGCAGAGCCCCGACGGLGE Codén iniclo
CCAGAACCTTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCGCCCGCGGCCCCCGCGCGCCCGCGGCCGTGCCCCGCGGTICC
CGGCCCCGGCCCCCGGCGACACGCACTTCCGCACATTCCGTTCGCACGCCGATTACCGGCGCATCACGCG
CGCCAGCGCGCTCCTGGACGCCTGCGGATTCTACT CCCTGAGCGTGCACGGGGCGCACGAGCGG _
CTGCGCGCCGAGCCCGTGGGCACCTTCCTGGTGCGCGACAGCCGCCAGCGGAACTGCTTITITTCGCCCTTA
GCGTGAAGATGGCCTCGGGACCCACGAGCATCCGCGTGCACTTTCAGGCCGGCCGCTTTCACCTGGATGG
CAGCCGCGAGAGCTTCGACTGCCTCTTCGAGCTGCTGGAGCACTACGTGGCGGCGCCGCGCCGCATGCTG
GGGGCCCCGCTGCGCCAGCGCCGCGTGCGGCCGCTGCAGGAGCTGTGCCGCCAGCGCATCGTIGGCCACCG
TGGGCCGCGAGAACCTGGCTCGCATCCCCCTCAACCCCGTCCTCCGCGACTACCTGAGCTCCTTCCCCTT
CCAGATT-CCGGCAGCGCCCGCCGTGCACGCAGCATTAACTGGGATGCCGTGIIAITI‘TGITAIIAC‘I

Posible region

Figura 3.11: Representacion de las regiones con posibles Islas CpG (parte superior del
grafico) y extracto de la secuencia de SOCS1 (parte inferior de grafico). La localizacién
de las regiones con posibles islas CpG predichas mediante el programa MethPrimer se
muestra en azul; en amarillo el codén de Inicio (ATG), y en rojo el codén STOP (TGA). El
ORF se indica con formato de texto subrayado.
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Para SOCS3, el programa MethPrimer predijo 5 posibles islas CpG (Figura 3.12), 3 de ellas
aguas arriba del codon de inicio, y 2 de ellas dentro del ORF. En este caso, se
seleccionaron los cebadores complementarios (Tabla 3.5) a la isla CpG predicha numero

3, por ser la mas cercana al coddn de iniciacion.
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AAGGCCTGGGECCGCGCAGCACCAAACTGCCCTCCCCTAGGAGACCCCAGGGCGCCCTCTGGCGGACGCEE
GCCETAGGTIGGGEECATCCTTCCACCTCEAGCTCTCCAGCCCGECCGAGAGCACCTGGCCCARCCCACA
-210pb-
CGGGTCTGACCCCAGCCCCGCTGCCTGECTGTGGGGTAGCCCCACTTCCCTITCEECTGECCCEEECCEE
CTGACCCGCAGTTGGGCCCTCGGEEAGGCCCEEETEECEECEAGGEEETETCCCCGCGGEETCCGGGARR
AGGGGAAGGGGAACCGGGEAGGCTCTCCAGGTCGECCTCCTAGAACTGCCCGCTCTCCCGARGCGGLGCCC — Marco de lectura
CCGCCTCTGCCAGAAATCAGCCTTCTTAGAAGGCAGGEEEETCECEEEAAAGTCTGAATCAGAAGTTGEE
GGCGGAGCGCECEECEEEEAGEEECCECTGCCAGGAACGCECCECCEEEECTEECECCECEGCCCACCEEE
CGCCICGECCGECCTCTCGTCGCGCTTIGTCTCCGCECGCGTCCCTCCCEETCCCTGCCCCTGCTCGCGGE
-840pb-
TGCGCGCCTGEGAAGGGEECTGCCCGEEECCACCCTGCCGECAGGEGCEGEEAGCCGTGCEEGCTCCCTGAG _
GCGCCTGGATCGGAGCGCGEGCCCAGGAGAGGGCCCCCGEEGCAGTGGETGCCCCAGTCGCTCGGCGAAG
GCAGGGGAGCCGGGEGCEEECCGEECECGCTGGAGGETTCCGGECACTCAACGCGCTCGCGCCTICCTCTC
CGCAGCCCCCCGGEATGCGETAGCGECCGCTGTGCEEAGGCCGCGAAGCAGCTGCAGCCECCGCCGCGCA
GATCCACGCTGGCTCCGTGCGCCATGETCACCCACAGCARGTTICCCGCCGCCGGGATGAGCCGCCCCCT
GGACACCAGCCTGCGCCTCAAGACCTICAGCTCCAAGAGCGAGTACCAGCTGGTGGTGARCGCAGTGCGE
BAAGCTGCAGGAGAGCGGCTICTACTGGAGCGCAGTGACCGGCGGCGAGGCGAACCTGCTGCTCAGTIGCCE
AGCCCGCCGGCACCTTICTGATCCGCGACAGCTCGGACCAGCGCCACTTCT TCACGCTCAGCGTCARGAC
CCAGTCTGGGACCAAGAACCTGCGCATCCAGTCTGAGGEEEECAGCTTCTCTCTGCAGAGCGATCCCCEE
AGCACGCAGCCCGTGCCCCGCTTCGACTGCGTGCTCARGCTGGTGCACCACTACATGCCGCCCCCTGGAG
BEECCTCCTTCCCCTCGCCACCTACTGAACCCTCCTCCGAGGTGCCCGAGCAGCCGTCTGCCCAGCCACT
CCCTGGGAGTCCCCCCAGAAGAGCCTATTACATCTACTCCGGGEGCGAGAAGATCCCCCIGGTGITGAGE
CGGCCCCTCTCCTCCAACGTIGGCCACTCTICAGCATCTCTGTCGGAAGACCGTCAACGGCCACCTGGACT
CCTATGAGARAGTCACCCAGCTGCCGGEGCCCATTCEGEAGTTCCTGGACCAGTACGATGCCCCGCTTI
JGGGGTARAGGGCGCARAGGGCATGEGTCEGGAGAGGGGACGCAGGCCCCTCTCCTCCGTGGCACATGGE

Posible isla CpG

Cododn inicio

Figura 3.12: Representacion de las regiones con posibles islas CpG (parte superior del
grafico) y extracto de la secuencia de SOCS3 (parte inferior de grafico). La localizacion
de las regiones con posibles islas CpG predichas con el programa Methprimer se muestra
en azul; en amarillo el codén de Inicio (ATG), y en rojo el codén STOP (TGA). El ORF se
indica con formato de texto subrayado.

Ademas de los cebadores disefiados con MethPrimer, se utilizaron dos parejas de
cebadores descritos anteriormente para estudiar la metilaciéon de los genes SOCS1 y
SOCS3 en cancer de cérvix (Tabla 3.5) [174]. Los cebadores especificos del gen SOCS1 se
localizaron en la segunda isla CpG predicha, y los especificos para SOCS3 no coinciden

con ninguna isla CpG predicha por el programa MethPrimer.

Finalmente, en el caso del gen SOCS1 se realizé una comparativa entre los lugares de
metilacion interrogados por ambas técnicas, y por cada una de las parejas de cebadores

(Figura 3.13).
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CCCTCGAGAGGCGGGTGCTGGGGCAGGTGCGAACAGGCGGGCAGAGGGCCCCGCGGGAGGGTCCAGAAGA
GAGGGAAACAGGGCCGAAGCGGTCCTCGCCGGACGCCACCGCGGAAAGAGAAACCARARAGTGGAGCTGGG
GGCGGGGCCGGCAGGGGGCGGGGCCTCCCGCCGTCGCCAGCCCCGCCTCCGAGCCGGTTTAAARAGACTGG
CGCAGGGGCGGGCGCCGAACAGAGCGAGCTGCGGCCGTGGCAGCTGCACGGCTCCTGGCCCCGGAGCATG
CGCGAGAGCCGCCCCGGAGCGCCCCGGAGCCCCCCGCCGTCCCGCCCGCGGCGTCCCGCGCCCCGCCGLT
AGGTGAGCCGGGCCCTGGGCGAGGAGGCGGGAGGGAGGAGGGAGGGGAGTCCAGGGCAGCCAGGAGTCGG
GCGAGCCTCGGGGGCTGCAGAATGGGGTCGCGGCCGCGATGCCCCTGACCCTCGCCGGCCCCACCCAGGC
CGCCCCCCGCGCGCGGGGCTCCCGCAGCACAGCCTTTCTCCGGCCCTAGCCCAAATCGCCCAGACCAGGC
GCGGATCCCAGCCTGGCCAGCAGGCGGCGGGCGCGGGGCGGCGAGCCGGGGCCGGACGGCTGGAGCCAGA
ACCGGCTGCTCTCCACGCCCCCCTCTCGGTGCTGCCCGGAGGCCGGACTCCGCCTCCACCGAGCCCCCAC
CCGCCGGGAAGAGCTCCGCGGAGTACAGAGCCCATTTTCTAGCTGTGTCCACTGAGGCTGAACGGATCCG
CGCGGACTTGGTGCTCCGTGCTCGCCCCCT CCGGAGTTGTC
CGGCCGGCGCACACCTGCCCGGCCCCGCAGCGCCCCAGCTCACCTCTTTGTCTCTCCCGCAGCGCACCCC
CGGACGCTATGGCCCACCCCTCCGGCTGGCCCCTTCTGTAGGATGGTAGCACACAACCAGGTGGCAGCCG
ACAATGCAGTCTCCACAGCAGCAGAGCCCCGACGGCGGCCAGAACCTTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCGCC
CGCGGCCCCCGCGCGCCCGCGGCCGTGCCCCGCGGTCCCGGCCCCGGCCCCCGGCGACACGCACTTCCGC
ACATTCCGTTCGCACGCCGATTACCGGCGCATCACGCGCGCCAGCGCGCTCCTGGACGCCTGCGGATTCT
ACTGGGGGCCCCTGAGCGTGCACGGGGCGCACGAGCGGCTGCGCGCCGAGCCCGTGGGCACCTTCCTGGT
GCGCGACAGCCGCCAGCGGAACTGCTTTTTCGCCCTTAGCG GCATC
CGCGTGCACTTTCAGGCCGGCCGCTTTCACCTGGATGGCAGCCGCGAGAGCTTCGACTGCCTCTTCGAGC
TGCTGGAGCACTACGTGGCGGCGCCGCGCCGCATGCTGGGGGCCCCGCTGCGCCAGCGCCGCGTGCGGCC
GCTGCAGGAGCTGTGCCGCCAGCGCATCGTGGCCACCGTGGGCCGCGAGAACCTGGCTCGCATCCCCCTC
AACCCCGTCCTCCGCGACTACCTGAGCTCCTTCCCCTTCCAGATTTGACCGGCAGCGCCCGCCGTGCACG
CAGCATTAACTGGGATGCCGTGTTATTTTGTTATTACTTGCCTGGAACCATGTGGGTACCCTCCCCGGCC
TGGGTTGGAGGGAGCGGATGGGTGTAGGGGCGAGGCGCCTCCCGCCCTCGGCTGGAGACGAGGCCGCAGA
CCCCTTCTCACCTCTTGAGGGGGTCCTCCCCCTCCTGGTGCTCCCTCTGGGTCCCCCTGGTTGTTGTAGC
AGCTTAACTGTATCTGGAGCCAGGACCTGAACTCGCACCTCCTACCTC

GGGC... Sonda 2 (MLPR) CCAG... Sonda 3 (MLPA)
CCTT... Sonda 4 (MLPA) CCCA... MS-PCR
ATG Coddbén inicio TGA Coddn Stop marco de lectura

Figura 3.13: Localizaciéon de las islas CpG interrogadas mediante las dos técnicas
utilizadas: MS-MLPA y MS-PCR en la secuencia del gen SOCS1. Se muestran las sondas
que incluye al kit SALSA MLPA ME042.B1 CIMP, y las islas CpG que interrogan los
cebadores disefiados por Kim y colaboradores (naranja) [174], y los disefiados en este
trabajo (rosa).

El tratamiento con bisulfito del ADN procedente de los cultivos primarios se llevd a cabo
con el kit EpiJET Bisulfite Conversion (ThermoFisher Scientific). Se utiliz6 el ADN
anteriormente extraido (Seccién 3.2.1), y almacenado a -20 °C. La cantidad de ADN de
partida fue de 500 ng a la cual se le afiadieron 120 pl de reactivo de modificacidn. Esta
mezcla se incubd durante 10 min, a 98°C, y después durante 150 min. a 60°C, durante
estas incubaciones tuvo lugar la modificacién de las citosinas no metiladas en uracilos.
La eficiencia de la conversidn es mayor del 99%, segln el fabricante del kit. Después, a
la solucion anterior se le afiadieron 400 pl de Tampdn de unidn, y se traspaso todo el
volumen a una columna de purificacion. Esta columna posee una membrana de silica-gel
en la que, mediante una centrifugacion a 13.000 rpm durante 30 s, queda retenido el
ADN modificado. A continuacidn, se descarté el sobrenadante, se afiadieron 200 pl de

tampodn de desulfonacién sobre la columna, y ésta se incubé 20 min a Ta. Después de la

60



Materiales y métodos

incubacidn, se centrifugd la columna a 12.000 rpm, 30 s, se descarté el sobrenadante y
se le adicionaron 200 ul de tampdn de lavado, para a continuacion volver a centrifugarla
a 12.000 rpm durante 1 min. Este paso se repitié dos veces. Finalmente, se afiadieron
sobre la columna 20 pl de tampdn de elucidn, y se centrifugd la columna a 12.000 rpm,
1 min para eluir el ADN retenido ya purificado. El ADN modificado se conservé a -20 °C

hasta su posterior uso.

Para analizar el estado de metilacion de las islas CpG interrogadas se realizaron cuatro
PCR diferentes para cada linea celular. Cada una de ellas contenia 10 ul de AmpliTag
Gold 2x (ThermoFisher Scientific), 1 pl de la mezcla de los cebadores especificos de
metilacién/no metilacién para cada gen (Tabla 3.5), con una concentracién de 20 uM, 1
pl de ADN modificado, y 4 ul de agua para llegar al volumen final de 20 pl. La reaccién
de amplificacion se llevd a cabo en el termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler

(ThermoFisher Scientific). El protocolo de PCR se detalla en la Figura 3.14.

Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel con una concentracion de
agarosa del 2% en tampdn TBE 1x (Tris-Borato-EDTA), suplementado con el reactivo
para la tincidn de acidos nucleicos RedSafe (Ecogen) a una dilucién 1/20.000. En el gel
se cargaron 8 pl del producto de PCR mezclado con 2 pl de tampdn de carga 5%
(ThermoFisher Scientific). Ademads, se cargaron 3 pl del marcador de masa molecular
comercial 100 pb DNA ladder (Invitrogen) para identificar el tamafio de los fragmentos
amplificados. La separacion se llevd a cabo utilizando un sistema de electroforesis
horizontal, en tampdn TBE 1X, a un voltaje constante de 90V durante 60 min. Pasado
ese tiempo se visualizd mediante un trans-iluminador exponiendo el gel a una A de 312

nm.

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo 1 ciclo

5 min 30s
HaC 935 \\ 45s 10 min
il g VOO0
N ass /S 72°C, 72°C \

\, /
55 °C/58 °C \ -

10°C

Figura 3.14: Protocolo de PCR para los genes SOCS1 y SOCS3. Se indica la temperatura
de hibridacidn de los cebadores especificos de SOCS1 [174], los cebadores especificos
de metilacién de SOCS1, y SOCS3 disefiados con MethPrimer que fue de 58 °C; y la de los

cebadores restantes que en este caso fue de 55 °C.
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Tabla 3.5: Cebadores utilizados en la técnica de MS-PCR para analizar el estado de
metilacién de cada una de las islas CpG analizadas. !Cebadores descritos anteriormente
[174]; 2Cebadores disefiados para este trabajo con el programa MethPrimer. Se marcan
en rojo los nucledtidos que cambian en el cebador especifico de metilacion, y en el de

no metilacion.

Cebador directo Cebador inverso

Metilado?! 5'TGAAGATGGTTTCGGGATTTACGA3' 5'ACAACTCCTACAACGACCGCACG3'

= No Metilado? 5'TGAAGATGGTTTTGGGATTTATGA3' 5'CACAACTCCTACAACAACCACACA3'

Q

8 Metilado? 5'TTTAAATCGTTTAGATTAGGCGC3' 5'AAAAATAAACTCTATACTCCGCGAA3'
No Metilado? 5'TTTAAATTGTTTAGATTAGGTGTGG3'  5'AAAAATAAACTCTATACTCCACAAA3'
Metilado? 5'TGTAGATTTTAGTGTATGAAAGCGT3'  5'GAAAACCGAAAATTAAAAACGTA3'

0 No Metilado? 5'TGTAGATTTTAGTGTATGAAAGTGT3'  5'CCAAAAACCAAAAATTAAAAACATA3'

o

9, Metilado? S TTTTTCGGTTTTTGTTTTTGTTC3' 5'ACCTTCTTATAATATTTAATCACTACTCGC3'
No Metilado? S TTTTTTTTGGTTTTTGTTTTTGTTT3' 5'ACCTTCTTATAATATTTAATCACTACTCAC3'

3.4.3 Estudio de expresion génica mediante qRT-PCR

3.4.3.1 Reaccion de retrotranscripcion

El ARN extraido de los cultivos primarios (Seccidon 3.2.2), se retrotranscribié a ADN
complementario (ADNc) para posteriormente realizar la reaccién de g-PCR. La reaccién
de retrotranscripcion se llevd a cabo utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (ThermoFisher Scientific). El volumen final fue de 20 pl, conteniendo 2 ul
de tampdn de retrotranscripcion, 2 pl de cebadores aleatorios, 0.8 ul de
desoxinucleétidos trifosfato, 1 pl de la enzima retrotranscriptasa, 1 pl de inhibidor de

ARNasas, 1 ug de ARN, y agua libre de ARNasas hasta llegar al volumen final.

La reaccion se realizd en el termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (ThermoFisher
Scientific), y el protocolo consistié en una primera incubacién durante 10 min, a 25°C,

seguida de 120 min a 37°C, y para finalizar una ultima incubacién a 85°C, 5 min.

El producto de la retrotranscripcidon se cuantific6 mediante en el espectrofotémetro
NANODROP 1000 (ThermoFisher Scientific), y se diluyd hasta una concentracion igual a

200 ng/ul. Se almacend a -20 °C hasta la realizacion de la g-PCR.
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3.4.3.2 9-PCR

Las reacciones de g-PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos en un volumen final
de 20 pl. La mezcla de reaccidon estaba formada por un 1 pl de ensayo TagMan
(cebadores + sonda) predisefiado especificamente para cada gen estudiado (TagMan
Gene Expression Assays; ThermoFisher Scientific) (Tabla 3.6), 10 ul de TagMan Gene
Expression Master Mix 2x (ThermoFisher Scientific), 4 ul de cada muestra a estudiar, y
agua de grado molecular hasta alcanzar el volumen final. Como control enddgeno se
utilizé el ensayo GAPDH-VIC (ThermoFisher Scientific) disefiado para amplificar el
mensajero del gen de la proteina gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), ya
gue este gen se expresa de forma constitutiva en las células, y su expresién no varia en
respuesta a los tratamientos empleados. Como muestra normalizadora se utilizé la mas
apropiada en cada estudio: para analizar las expresiones basales de los genes estudiados
se utilizé un pool de ARN de cerebro sano procedente del I6bulo temporal de 5 adultos
(Bionova), y para los estudios comparativos con muestras tratadas se empled el control
sin tratar. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado, asimismo, se realizaron
controles negativos que contenian agua en lugar de ADNc. El equipo empleado fue el
termociclador 7.300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). El protocolo de g-PCR

se detalla en la Figura 3.15.

Tabla 3.6: Referencias de los ensayos predisenados TagMan utilizados para estudiar la

expresion de los genes SOCS1, SOCS3, NRF2, PTK6 y MSK1.

Gen a estudiar Ensayo TagMan

50Cs1 Hs00705164_S1
50Cs3 Hs02330328_S1
NRF2 Hs00975961_G1
PTK6 Hs00178742_M1
MSK1 Hs01046597_M1
MGMT Hs01037698_M1
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1 ciclo 40 ciclos

2 min 10 minj15s

50°C 95°C | 95 °C Figura 3.15: Protocolo de la reaccién de g-PCR. En
amarillo, se senala la fase en la que el sistema

1min

EAE obtiene los datos de fluorescencia de la placa.

Al terminar la g-PCR, el programa utilizado calcula de forma automatica el umbral de
expresion y el nivel de ruido basal, aportando como resultado los datos de threshold
cycle (Ct) para cada una de las muestras estudiadas. Estos datos se transcribieron a una
hoja de calculo del programa Microsoft Excel (2016), en donde se normalizaron los
resultados de expresidn utilizando el control endégeno, y se calculd el valor de expresién
relativa de cada gen con respecto a la muestra normalizadora, denominado AACt (Figura
3.16-A). Una vez obtenido este valor, y dependiendo del tipo de experimento realizado,
se calculd el valor de cuantificacion relativa (RQ) (Figura 3.16-B) o el valor de Fold
Change (FC) (Figura 3.16-C). Ambos valores indican la expresion relativa de cada gen con
respecto a la muestra calibradora, pero en diferentes escalas. El valor de RQ toma
valores entre 0 y 1: si RQ es igual a 1, significa que no existen diferencias de expresion
entre la muestra estudiada y la muestra normalizadora; si RQ es menor de 1, indica que
la muestra estudiada presenta una menor expresién que la normalizadora; y si RQ es
mayor que 1, la muestra estudiada sobreexpresa el gen con respecto a la muestra
normalizadora. En cambio, el valor de FC puede tomar infinitos valores tanto positivos
como negativos, indicando el nimero de veces por encima (valores positivos), o por
debajo (valores negativos) que la muestra estudiada expresa el gen de interés con
respecto a la muestra normalizadora. Después, se realizé el analisis descriptivo de los
datos calculando la media y la desviacion tipica de los valores de expresiodn relativa de
cada muestra estudiada. El analisis de los datos se llevé a cabo mediante los programas
Microsoft Excel (2016), GraphPad Prism 5 (2007), y SPSS Statistics v24 (IBM, 2016). El
criterio seguido fue el propuesto por Schmittgen y colaboradores [175] en el que se
establece que las alteraciones de expresion son significativas cuando el valor de RQ se
encuentra por encima de 2 o por debajo de 0,5, lo que corresponde a valores de FC 12

respectivamente.
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A
AACt:(Ctgen - CtGAPDH) muestra (Ctgen — CtGAPDH )r.?;'jbrador

B
“ 7 T » — DACt C — AACE
Relative quantification (RQ)"= 2 “Fold Change (FC)"= Log, 2 =Log,RQ

Figura 3.16: Ecuaciones para el analisis de los datos de g-PCR. Férmulas para calcular
la expresion relativa, AACt (A), el valor de RQ (B) y de FC (C) de cada gen estudiado en
cada muestra [175].

3.5 Ensayos celulares

3.5.1 Tratamiento quimioterapéutico

En este trabajo se ha utilizado como farmaco quimoterapico BCNU (Sigma Aldrich) cuya
solubilidad es de 20 mg/ml en etanol, y la concentracion inicial de partida es de 93 mM.
Se realizaron estudios previos con TMZ, que es el farmaco quimioterapéutico de primera
linea, pero se descartd su utilizaciéon en esta tesis doctoral por su baja solubilidad en

DMSO (10 mg/ml), y por el interés de probar nuevos farmacos no tan estudiados.

El tratamiento quimioterapéutico se llevd a cabo en placas de 6 pocillos para hacer
estudios de ciclo celular y viabilidad mediante el analizador celular MUSE (Merk

Millipore).

El tratamiento con el farmaco se inicid transcurridas 24 h de la siembra celular inicial, en
este momento se afiadié al medio de cultivo BCNU a concentraciones crecientes desde
25 uM hasta 100 pM. En este tratamiento, el efecto del etanol sobre el ciclo y la
viabilidad celular se descarté mediante controles en los primeros ensayos. Ademas, el
volumen necesario de etanol para conseguir las concentraciones deseadas era
despreciable considerando el volumen total de medio DMEM/F12 en el pocillo, por lo

gue no se incluyeron controles con el mismo volumen de etanol.

Después de la adicion del farmaco, se dejo el tratamiento durante 24 h para estudios de
ciclo y viabilidad celular. Pasado este tiempo se pard el tratamiento, se procesaron y se
almacenaron las células de la forma adecuada dependiendo del tipo de estudio que se

fuese a realizar posteriormente.
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3.5.2 Tratamiento radioterapico

La realizacion de este de tratamiento se realizd6 en colaboraciéon con la Unidad de
Oncologia Radioterapica del HGUE. La dosis de radioterapia elegida se fijo en 7 Gy,
administrada con una tasa de 6 Gy/min. La eleccidn de esta dosis estuvo motivada por
la necesidad de irradiar las lineas celulares a una dosis subletal que nos permitiese
analizar la radiorresistencia de estas lineas, y los efectos de potenciacién o inhibicién

sobre este tratamiento.

Para llevar a cabo la irradiacion de las células, se sembraron las lineas celulares de GBM

en placas de 6 pocillos como se detalla en el apartado 3.1.3. Transcurridas 24 h de la

siembra, se afnadieron a cada pocillo de la placa 13 ml de DPBS, se sellé con Parafilm
(Sigma Aldrich) y se trasladé a la Unidad de Oncologia Radioterapica. Alli, se irradié bajo
la supervision de un radiofisico, con el mismo instrumento utilizado para administrar el
tratamiento radioterapico a los pacientes, el acelerador lineal de electrones VARIAN

2100C.

Después del tratamiento, la placa con las células irradiadas se devolvid a la Unidad de
Investigacion y se descartd el DPBS, siendo reemplazado por 2ml de medio de cultivo
DMEM/F12 completo. La placa se introdujo nuevamente en el incubador a 37°C/5% CO,,
y se mantuvo alli el tiempo determinado para cada estudio. Pasado ese tiempo, se

recogieron, procesaron y almacenaron las células para los analisis posteriores.
3.5.3 Alteracion de la expresion génica

3.5.3.1 ARN de interferencia

Este tipo de ensayo se basa en la disminucidn transitoria de la expresion del gen de
interés utilizando para ello un ARN de interferencia comercial. La presencia de dobles
cadenas de ARN (ARNdc) de gran tamano en el citoplasma de las células eucariotas
provoca la activacidon de la respuesta de interferén, que entre otras cosas conlleva el
silenciamiento no especifico de diversos genes. El procesamiento de estas cadenas pasa
por la activacién de la ARNasa Ill, denominada DICER, que corta estas largas cadenas en
secuencias mas cortas de 21 a 31 nucledtidos. Los ARN interferentes sintéticos de
pequefio tamafio (ARNsi) mimetizan estas secuencias cortas de ARN, sin activar la

respuesta de interferén puesto que no se han creado como procesamiento de las ARNdc
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de gran tamano. Una vez en el interior de la célula, se convierten en funcionales a través
de una quinasa celular que fosforila su extremo 5', y forman el complejo de induccién
de silenciamiento (RISC) que esta compuesto por una helicasa que desenrolla el ARNsi,
y una ribonucleasa que corta la secuencia diana. El reconocimiento de la secuencia diana
se realiza mediante la cadena antisentido desenrollada del ARNsi, que es
complementaria al ARN mensajero (ARNm) del gen a silenciar. Por lo tanto, dicho ARNm
es cortado impidiendo su traduccién a proteina, y produciendo la reduccién de la

expresion del gen deseado [176] (Figura 3.17).

En estos ensayos se utilizaron las células procedentes de las lineas celulares de GBM

sembradas en placas de 6 pocillos (apartado 3.1.3), reduciendo a 100.000 el nimero de

células inicial debido a larga duracidon de este tipo de experimento.

Para llevar a cabo la transfeccién se prepararon dos soluciones; la primera de ellas
contenia 2,5 pl del ARNsi comercial especifico del gen a silenciar (Invitrogen) a una
concentraciéon de 10 uM diluido en 247,5 ul de medio OPTI-MEM (GIBCO®) por pocillo,
a la segunda se le afiadieron 5 pl de lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen) y 245 ul de
OPTI-MEM por pocillo. Estas dos soluciones se incubaron durante 5 min a T,, y después,
se mezclaron en una proporcion 1:1, obteniendo un volumen final de 500 ul. Esta mezcla
se incubd de nuevo 20 min, a Ta. Durante este tiempo, se cambié el medio de las células
por 1,5 ml de medio DMEM/F12 suplementado con FBS AL 10% v/v, pero sin antibidtico
ya que no es compatible con la lipofectamina. Una vez transcurridos los 20 min, se
afiadieron los 500 pl de la mezcla de transfeccion a cada pocillo, gota por gota y
repartiendo la mezcla por toda la superficie del pocillo. Como control negativo se afiadié
a uno de los pocillos la misma solucién, pero realizada con un ARNsi inespecifico

(Invitrogen).

Posteriormente, las placas se incubaron a 37°C/5% CO; por un periodo de 48 h. En este
momento se recogieron las células de los pocillos destinados a extraer ARN (apartado

3.2.2), y analizar la bajada de expresion mediante gRT-PCR (apartado 3.4.3), y

seguidamente se realizo el tratamiento radioterapico segun el protocolo detallado en el

apartado 3.5.2.
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Figura 3.17: Proceso de silenciamiento génico mediante ARNSsi. Se muestra el
procesamiento de las dobles cadenas largas de ARN, mediante la formacion del
complejo RISC, y el punto donde se incorporan los ARNsi para llevar a cabo el
silenciamiento génico especifico sin disparar la respuesta de interferdon. Posteriormente,
se produce la activacion de complejo RISC mediante el desenrollamiento del ARNsi, que
reconoce y recluta el ARNm diana. Este ARNm es cortado por la helicasa incluida en el
complejo y con ello se produce el silenciamiento del gen deseado [176].

3.5.3.2 Plasmido de sobreexpresion

Esta técnica se realizé con el fin de aumentar la expresion del gen SOCS3. Para ello, se
utilizé una construccidn plasmidica comercial (Sinobiological) que contiene la ORF de la
proteina SOCS3 bajo el promotor del citomegalovirus humano y un cassette de
resistencia a higromicina, cuya expresién estd controlada por el promotor del virus SV40.
La transfeccion se llevd a cabo partiendo de lineas celulares de GBM sembradas como
en el apartado anterior en medio DMEM/F12 sin antibidtico. Se prepararon las dos
soluciones de transfeccién, una de ellas con 5 ul de lipofectamina 2.000 (Invitrogen) y
245 ul de OPTI-MEN (GIBCO®) por pocillo; y la otra con 1,5 o 2,5 ul del plasmido de
SOCS3 con una concentracién 10 pg/ml diluido en 247,5 ul de medio OPTI-MEM por
pocillo. Se incubaron 5 min a Ta, se mezclaron en una proporcion 1:1, y se volvieron a
incubar durante 20 min antes de afadir la mezcla gota por gota al cultivo a transfectar.
Se cultivaron durante 48 h a 37°C/5% CO,. Tras las 48 h, se reemplazo el medio por

medio DMEM/F12 completo con higromicina, y se mantuvieron en ese medio durante
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una semana para seleccionar Unicamente las células que habian incorporado el

plasmido. Posteriormente se extrajo ARN (apartado 3.2.2) para evaluar la subida de

expresion del gen SOCS3, y se sometid a las células transfectadas a una sesién de

radioterapia (apartado 3.5.2).

3.5.3.3 Tratamiento con tricostatina A (TSA)

Las deacetilasas de histonas (HDAC) son enzimas involucradas en la regulacion
epigenética de la expresidon génica. Se encargan, principalmente, de eliminar grupos
acetilos de los residuos de lisina de las histonas, lo que conlleva un empaquetamiento
de la cromatinay con ello una reduccidn de la expresidn de determinados genes. Debido
a la cantidad de alteraciones epigenéticas que portan muchos tipo de tumores, se esta
empezando a evaluar el efecto de los inhibidores de HDAC (iHDAC) como una nueva
opcion para el tratamiento de distintos canceres [177,178]. El TSA es un iHDAC que en
altas concentraciones produce un arresto en las fases G1 y GoM del ciclo celular, y
posterior muerte celular [179]. A bajas concentraciones, es capaz de modular los niveles

de expresién de ciertos genes actuando sobre las HDAC [180].

El tratamiento con TSA (Sigma Aldrich) se realizd en la linea celular HGUE GB39, vy
utilizando placas de 6 pocillos. En este ensayo, se aplicaron 5 concentraciones crecientes
de TSA (25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM y 250 nM) 16 h antes de la irradiacién celular.
Transcurrido este pretratamiento, se guardé una muestra de células para la posterior

extraccion de ARN (apartado 3.2.2), y seguidamente se irradiaron los pocillos restantes.

3.6 Evaluacion del efecto de los tratamientos

3.6.1 Estudio de la viabilidad celular

Este ensayo se utilizé para determinar el nUmero de células viables después de cada
tratamiento realizado. Para ello, las células se sembraron en placas de 6 pocillos

(apartado 3.1.3) y se cultivaron durante 24 h a 37°C/5% CO,. Después se realizd el

tratamiento radio o quiomioterdpico, y las células se volvieron a incubar durante 24, 48
0 72 h dependiendo del experimento. Pasado ese tiempo, se recogio el medio de cultivo
en un corning de 15 ml, con el fin de recolectar las células que se habrian despegado del
pocillo por efecto del tratamiento. Para recoger las células restantes, aun adheridas a la

placa de cultivo, se afadieron 500 pl de Tripsina-EDTA 0,01% en el pocillo, y una vez las
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células se hubieron despegado, se afiadié 1 ml de medio DMEM/F12 (GIBCO®) fresco
para neutralizar la tripsina, y todo ello se volvid a recoger e introducir en el corning de
15ml. Este Corning se centrifugd a 1.000 rpm durante 5 min, se descarté el sobrenadante

y el precipitado se resuspendié en 1ml de DPBS 1x.

Seguidamente, se mezclaron 50 pl de esta suspensién celular con 450 pl del reactivo de
viabilidad proporcionado en el kit comercial Muse Count & Viability (Merck Millipore),
se incubd 5 min a T, y se analizé mediante el analizador celular Muse (Merck Millipore)

para obtener los porcentajes de las células viables de cada muestra (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Perfil de viabilidad de una de las
lineas de GBM obtenido a través de analizador
celular Muse (Merck Millipore). A la izquierda se
o muestran las células viables y a la derecha las

células no viables. La parte de abajo en gris

Células nucleadas
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1 define el debris, ruido que no debe considerarse
como material celular.
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3.6.2 Estudio del ciclo celular

Este analisis se utiliza para cuantificar el porcentaje de células presente en cada fase del
ciclo celular en un momento concreto. El contenido de ADN presente en cada célula
varia segun la fase del ciclo celular en la que ésta se encuentre, por ello se utilizo el
porcentaje de células por fase celular para determinar la distribucién del ciclo celular en
cada uno de los ensayos realizados. La técnica que se empled estd basada en el marcaje
del ADN con un agente intercalante fluorescente, en este caso se utilizé yoduro de
propidio (Sigma Aldrich). Este fluoréforo se excita con una A de 480 nm y emite
fluorescencia roja a 620 nm, aproximadamente. El yoduro de propidio se intercala en
los acidos nucleicos de las células, de forma que, tras la digestion del ARN, éstas emiten
mayor o menor fluorescencia, en funcion de su contenido de ADN. Segun esto, las
células que se encuentran en las fases G2 y M del ciclo celular y que, por lo tanto, han
superado la fase de sintesis y han duplicado su material genético (dotacién cromosémica

tetraploide (4n)), dan lugar a una seial de fluorescencia cuya intensidad duplica a la de
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las células que se encuentran en fase G y tienen dotacidon cromosémica diploide (2n).
La sefial fluorescente que emiten las células que se encuentran en la fase S o de sintesis
se encuentra comprendida entre la que emiten las células de las fases G1 y G2/M. Por su
parte, las células muertas presentan el ADN fragmentado y emiten fluorescencia de

menor intensidad que las que tienen el ADN integro (fase SubGi) (Figura 3.19).
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La recoleccion de las células se llevd a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito en el

apartado anterior (apartado 3.6.1), aunque en este caso el precipitado de células

obtenido después de cada tratamiento se resuspendié en etanol frio al 75% en DPBS 1X,

y se mantuvo durante al menos 2 h, a -20°C.

Para llevar a cabo el analisis del ciclo celular, estas células se centrifugaron a 1.000 rpm,
5 min, se descartd el sobrenadante, y el precipitado se disolvié en 500 pl de una solucién
que contenia DPBS-Triton al 0,5% para permeabilizar las células; ARNasa A (Serva) a una
concentracion final de 25 pg/ml para degradar el ARN; y yoduro de propidio (Sigma
Aldrich) a una concentracidn final de 25 pg/ml como agente intercalante. Después, se
incubaron durante 30 minutos a T, en oscuridad, y se analizaron mediante el analizador
celular Muse (Merck Millipore) para obtener los porcentajes de las células en cada fase

del ciclo celular.

3.7 Analisis estadistico

En primer lugar, se realizd una estadistica descriptiva con el programa GraphPad Prism
v5, calculando la media y la desviacion estandar para los valores de expresion de todos
los genes, de viabilidad y ciclo celular en todas las lineas celulares. La normalidad de los
datos se evalué mediante la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, y la homocedasticidad

se comprobé utilizando la prueba estadistica de Levene. Las comparaciones entre dos
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grupos se realizaron mediante la prueba estadistica T-Student en conjuntos de datos
paramétricos y homocedasticos, y utilizando la prueba estadistica no paramétrica
U-Mann Withney para los datos que no cumplian los principios de normalidad vy
homocedasticidad. Para las comparaciones de mas de dos grupos se utilizo el contrate
ANOVA (datos paramétricos y homocedasticos), o el de Kruskal Wallis (datos no
paramétricos ni homocedasticos). En todos los casos, se fijé6 un p-valor < 0,05 para
considerar que las diferencias entre los conjuntos de datos fueran significativas y no
debidas al azar. El programa utilizado para este andlisis estadistico fue SPSS Statistics

v24 (IBM; 2016).

72



Capitulo 4
Resultados



= Biblioteca

N uNIVERSITAS Migwel Hernadndes




Resultados

4.1 Obtencidon y caracterizacion del modelo de estudio: lineas

de celulares procedentes de cultivos primarios de GBM

4.1.1 Caracterizacion celular y morfoldgica

El nimero de aspirados cerebrales recepcionados en la Unidad de Investigacidn durante
la realizacién de este trabajo fue de 15. Sin embargo, el total de aspirados cerebrales
procesados por nuestro grupo de investigacién desde el inicio de este proyecto asciende
a 52. En el laboratorio de Genética Molecular del HGUE se mantienen criopreservadas
muestras celulares de los aspirados procesados, asi como material genético (ADN y ARN)
de todos ellos. Estos aspirados cerebrales fueron estudiados en la Unidad de Anatomia
Patoldgica del HGUE, y diagnosticados como GBMs, segun la clasificacion de tumores

del SNC propuesta por la OMS en 2007 [34].

A partir de los aspirados cerebrales de GBM se realizaron cultivos primarios. Durante los
primeros pases, se observd una mezcla de células con distintas morfologias, y
habitualmente formando agregados (Figura 4.1), que adquiri6 uniformidad
progresivamente durante los pases posteriores. La cinética de crecimiento de los
cultivos primarios durante los 10 primeros pases fue lenta, y se consideré como la fase
critica del establecimiento de los cultivos primarios, ya que no todos los aspirados
cerebrales puestos en cultivo adquirieron la capacidad dividiéndose indefinidamente,

sino que cesaron su crecimiento en pases anteriores.

Fig.ura 4.1: Cultivos primarios de GBM en pases tempranos. Se muestra'n los cultivos
primarios HGUE GB 37 (A), HGUE GB 39 (B), y HGUE GB 42 (C) durante la primera fase
de su desarrollo como cultivos primarios de GBM. Se observa la baja densidad celular,
las diferencias morfoldgicas entre las distintas células, y la formaciéon de agregados

(marcados con flechas negras). Barra de escala: 20 um.
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A partir del pase 10, el cultivo primario crecié6 formando una monocapa de células
morfoldgicamente uniformes, con forma de huso y con ramificaciones. La cinética de
crecimiento en estos pases se caracterizé por ser rapida. Los cultivos celulares
mantenidos a 37°C/5% CO,, duplicaron su cantidad de células en 24 h, y alcanzaron el
90% de confluencia requerida para realizar un nuevo pase a los 4 o 5 dias. Una vez
alcanzada esta fase, los cultivos primarios mantuvieron la tasa de crecimiento y sus
caracteristicas moleculares estables durante un nimero indeterminado de pases. Por
ello, se considerd que los cultivos habian conservado la capacidad de reproducirse de
forma ilimitada, conformando nuevas lineas celulares que pueden ser utilizadas como

modelo para estudiar el GBM.

De los 15 aspirados cerebrales recepcionados durante este trabajo, 5 formaron nuevas
lineas celulares, y fueron los utilizados en este trabajo, junto con uno que ya se habia
establecido anteriormente en el grupo de investigacion. Analizandose finalmente un
total de 6 lineas celulares establecidas. La nomenclatura empleada para identificar los
cultivos primarios estaba compuesta por la abreviatura del hospital (HGUE); seguida del
tipo de tumor, en este caso glioblastoma (GB); y del nimero de recepcién. Asi, las 6
lineas celulares de GBM elegidas como modelo de estudio fueron: HGUE GB 16, HGUE
GB 37, HGUE GB 39, HGUE GB 40, HGUE GB 42 y HGUE GB 48 (Figura 4.2).

Con el fin de confirmar el caracter glial de las lineas celulares establecidas, se realizdé un
ensayo inmunocitoquimico acoplado a microscopia confocal dirigido a detectar la
expresion de la proteina fibrilar acidica glial (GFAP), la cual se considera un marcador de
células gliales, y en particular de astrocitos [181]. Para ello, se realizé una inmunotincién
con un anticuerpo especifico contra la proteina GFAP, que mediante microscopia
confocal. Todas las lineas celulares de GBM establecidas mostraron una inmunotincién
positiva para el anticuerpo anti-GFAP, y por lo tanto se confirmo la preservacion de la
naturaleza glial durante el proceso de establecimiento de dichas lineas. La proteina
GFAP se localizaba dispersa por el citoplasma de todas las células de las lineas celulares

de GBM establecidas (Figura 4.3).
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Figura 4.2: Lineas celulares de GBM. Imagenes de las lineas celulares de GBM
establecidas en la Unidad de Investigacion del HGUE. HGUE GB 16 (A), HGUE GB 37 (B),
HGUE GB 39 (C), HGUE GB 40 (D), HGUE GB 42 (E), HGUE GB 48 (F). Barra de escala: 20
micras (um).

Figura 4.3: Inmunodeteccion de la proteina GFAP, utilizada como marcador de
astrocitos. Las micografias corresponden a la inmunotincién realizada sobre las lineas
celulares de GBM: HGUE GB 16 (A), HGUE GB 37 (B), HGUE GB 39 (C), HGUE GB 40 (D),
HGUE GB 42 (E), HGUE GB 48 (F). En verde se muestra la proteina GFAP, y en azul los
nucleos tefiidos con DAPI. GFAP se muestra distribuida por el citoplasma de las células.
Barras de escala: 20 um.
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4.1.2 Caracterizacion segun la clasificacidon actual de los tumores del SNC

de la OMS

La caracterizacion de las lineas celulares de GBM establecidas se realizé mediante la
deteccion de mutaciones puntuales en los genes IDH1, IDH2 y TERT a nivel gendmico, y

de alteraciones en los genes TP53 y PTEN a nivel proteico.

La busqueda de mutaciones puntuales se llevé a cabo mediante la secuenciacién directa
de las regiones hotspot de los genes IDH1, IDH2, y TERT, y después se analizaron los

electroferogramas en busca de las mutaciones descritas en el Capitulo 3 - apartado

3.4.1. Como se puede observar en la Figura 4.4, no se encontré ninguna mutacién en los
genes IDH1 e IDH2 en ninguna de las 6 lineas celulares estudiadas, lo que indicé que

todas ellas forman parte del grupo de GBMs IDH-nativos o GBMs primarios.

/\/\., L M,\ A/\ J\A U/\Am \MMW/WM

HGUE GB 37 - IDH1 HGUE GB 37 — IDH2

HGUE GB 40 - IDH1 HGUE GB 40 - IDHZ

/W ml\ o AM Jm ol Moo
HGUE GB 42 — IDH1 HGUE GB 42 — IDH2

/\/LM A“ A/\ M/L/\A W \MNMMVWMM
HGUE GB48—IDH1 HGUE GB48—IDH2 s,

MJ/\MMUM\-J\M MMMM

Figura 4.4: Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los genes IDH1 (a la
izquierda de la imagen) e IDH2 (a la derecha de la imagen). Se observa la ausencia de

mutaciones en las lineas celulares de GBM estudiadas. El recuadro rojo indica los tres
nucledtidos que constituyen el coddn en el que se produce la mutacién.
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En cambio, al estudiar las mutaciones de la regién promotora de TERT, se observé que
las 6 lineas celulares de GBM establecidas habian adquirido una de las dos mutaciones
descritas en esta zona, el cambio de una citosina (C) por una timina (T) en la posicién
-250. Todas las lineas presentaron esta mutacion en homozigosis, excepto HGUE GB 16
que como se puede comprobar en su electroferograma, posee la mutacidon en
heterozigosis (Figura 4.5). La presencia de esta mutacion en el promotor de TERT
permitid completar la clasificacion de las lineas celulares establecidas como GBMs

primarios.

HGUE GB 16 — TERT HGUE GB 37 - TERT

HGUE GB 40 — TERT HGUE GB 39 - TERT
:: G ‘: G 1 cc G Gcccyac r»::|r c © .:(f 6GGTCCCCG GCCCRACC :l p

)

Figura 4.5: Electroferogramas obtenidos de la secuenciaciéon del promotor del gen
TERT. Se observa que todas las lineas celulares de GBM tienen la mutacién C250T en el
promotor de TERT. Los rectangulos rojos indican los nucleétidos que forman los codones
en los que se producen las 2 mutaciones mas frecuentes. La flecha roja sefiala el
nucledtido mutado.

Adicionalmente, la clasificacion de los tumores del SNC propuesta por la OMS en el
2016, establece ademds una caracteristica que permite complementar la identificacion
de los GBMs como primarios o secundarios: la presencia de mutaciones en los genes
TP53y PTEN [56]. Por ello, se decidid estudiar las alteraciones de ambos de genes en las
lineas celulares de GBM establecidas. El analisis se llevd a cabo utilizando las técnicas

inmunocitoquimicas validadas para la rutina clinica en el HGUA.

En el caso del estudio de la presencia de alteraciones en el gen TP53, las 6 lineas
celulares establecidas mostraron una acumulacion anormal de la proteina p53 en el

nucleo de todas sus células (Figura 4.6). Por otro lado, las 6 lineas conservaron la
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expresion del gen PTEN, ya que en todas ellas se detectd la presencia de la proteina
PTEN dispersa por el citoplasma celular. Es importante sefialar que las lineas celulares
HGUE GB 16 y HGUE GB 37 presentaron una tincidn con mayor intensidad para esta

proteina (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Inmunodeteccion de las proteinas p53 y PTEN mediante la técnica
inmunocitoquimica de Estreptavidina-Biotina. Se muestran las imagenes obtenidas
mediante microscopia Optica de las inmunotinciones de las secciones del TMA de las 6
lineas celulares de GBM establecidas. Las imagenes fueron tomadas a un aumento de
40x.

4.2 Quimioterapia y su relacion con el gen MGMT

Una vez realizada la caracterizacion morfoldgica y molecular del modelo de estudio, se
llevd a cabo el analisis del efecto de la quimioterapia sobre las lineas celulares
establecidas de GBM, y la relacién de la quimiorresistencia con la metilaciéon del
promotor del gen MGMT y la expresion de dicho gen. En este estudio se utilizd BCNU,
un farmaco quimioterapéutico de segunda linea que posee el mismo mecanismo de

accién de accién que la TMZ. La eleccién del BCNU se debié a la baja solubilidad que

80



Resultados

presenta la TMZ en DMSO, y los problemas de enmascaramiento de efecto que ello

plantea al interferir este compuesto en el ciclo celular.

4.2.1 Efecto del BCNU sobre los cultivos primarios de GBM

Se realizé una Unica administracion de BCNU a una concentracién de 50 uM y se valord
el efecto sobre la viabilidad celular en todas las lineas celulares 24 h post-tratamiento.
Las 6 lineas celulares de GBM estudiadas presentaron diferentes grados de afectacion
tras el tratamiento. La linea celular mas sensible fue HGUE GB 42 en la que el porcentaje
de muerte celular ascendié hasta un 49,9% * 3,7 (Figura 4.7). Las lineas celulares HGUE
GB 37, HGUE GB 39, HGUE GB 40 y HGUE GB 48 mostraron un aumento del porcentaje
de muerte celular intermedio, que se mantuvo entre el 20 y el 35%.(Figura 4.7) La mayor
tasa de supervivencia la presentd la linea celular HGUE GB 16, en la que solamente se
produjo la muerte de un 12,6% + 2,3 de sus células (Figura 4.7), y por lo tanto se

establecio como la linea celular mas resistente a la quimioterapia.

% Muerte celular
8
1

N
d

HGUEGB 16 HGUEGB 37 HGUEGB39 HGUEGB40 HGUEGB42 HGUEGB 48

Figura 4.7: Respuesta de las lineas celulares de GBM al BCNU. Se muestran los
porcentajes de muerte celular de cada uno de los cultivos tras 24 h de tratamiento con
BCNU. Los segmentos negros indican la desviacion estandar (n = 3).

4.2.2 Metilacion del promotor del gen MGMT
El grado de metilacién del promotor de MGMT en los cultivos primarios de GBM, se

obtuvo mediante el andlisis de los electroferogramas resultantes de la aplicacién de la

técnica de MS-MLPA.

Los valores de metilacion de cada isla CpG se muestran en la Figura 4.8. En base a ellos,

y siguiendo los criterios establecidos en el Capitulo 3 - apartado 3.4.2, se definid la

metilacion de cada una de las lineas celulares. Los resultados mostraron que las lineas
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celulares HGUE GB 37, HGUE GB 39, HGUE GB 40, HGUE GB 42 y HGUE GB 48 tenian el
promotor de MGMT metilado, ya que presentaron mas de tres islas CpG con un valor
por encima de 0,25 (Tabla 4.1, Figura 4.8). La linea celular HGUE GB 16, no presenté
ninguna isla CpG con un valor superior a 0,25, y por lo tanto fue la Unica linea de GBM

establecida que no tuvo metilado el promotor del gen MGMT (Tabla 4.1, Figura 4.8).

Tabla 4.1: Valores de metilacidn obtenidos para cada linea celular mediante la técnica
MS-MLPA. Se marcan en gris las dos sondas que no se incluyeron en el analisis global de
metilacion debido a las recomendaciones del fabricante. En formato subrayado se

senalan los valores por encima de 0,25 de las sondas incluidas en el andlisis.

Linea celular Sonda 1 Sonda2 Sonda3 Sonda4 Sonda5 Sonda 6

HGUEGB 16 0,05 0,00 0,00 0,00 0,14 0,19
HGUEGB37 0,08 0,28 0,74 0,65 0,47 0,88
HGUEGB39 0,00 0,95 0,53 0,81 1,42 0,55
HGUEGB40 0,35 0,47 0,03 0,17 041 0,38
HGUEGB42 0,32 0,15 0,57 0,76 0,61 1,52
HGUEGB 48 0,06 1,11 0,08 0,60 1,10 0,00

2.0+
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g 1.2 @8 Sonda4
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[/}
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HGUEGB16 HGUEGB37 HGUEGB39 HGUEGB40 HGUEGB42 HGUEGB48

Figura 4.8: Estado de metilacidon del promotor del gen MGMT a partir de los valores
obtenidos mediante la técnica MS-MLPA en las lineas celulares de GBM establecidas.
Cada una de las barras representa el valor de metilacion de las sondas del kit SALSA MS-
MLPA MEO011.B1 Mismatch Repair Genes, que interrogan las distintas islas CpG, en cada
una de las lineas celulares. Aunque en la grafica se muestran las 6 sondas para el andlisis
de la metilacién, no se tuvieron en cuenta las sondas 4 y 6 por indicaciones del
fabricante. La linea horizontal negra indica el valor umbral por encima del cual se
considera metilada la isla (0,25).
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4.2.3 Expresion del gen MGMT a nivel de ARNm, y correlacion con el grado

de metilacion de su promotor

Una vez conocido el estado de metilacion del promotor del gen MGMT, se llevd a cabo
el estudio la expresion de este gen a nivel de ARNm mediante qRT-PCR para establecer
si existia relacién entre el estado de metilacion y la expresion del mismo. Para ello, se
utilizo el ensayo comercializado por la empresa Thermofisher Scientific, especifico para
MGMT. Como control enddgeno se empled un ensayo que detectaba la expresiéon del
gen GAPDH, que es un gen de expresion constitutiva y estable en humanos, y como
muestra normalizadora se hizo uso de un pool comercial de ARN humano obtenido de

cerebros sanos.

En este caso, la expresion del gen MGMT fue indetectable en todas las lineas celulares
de GBM establecidas, excepto en la linea HGUE GB 16, que tuvo un valor de RQ igual a
2,7+0,15. Es decir, se encontro sobreexpresado con respecto al pool de ARN de cerebro
sano. Teniendo en cuenta que de forma fisioldgica existe expresion de MGMT en el
tejido cerebral, se pudo considerar que los cultivos primarios restantes tenian silenciado

este gen.

Al comparar los datos de expresion de MGMT a nivel de ARNm con los datos de
metilacion del promotor de dicho gen, se comprobd que todas las lineas celulares cuya
expresiéon de MGMT era indetectable tenian metilado el promotor este gen. En cambio,
la linea HGUE GB 16 presentd el promotor de MGMT no metilado, y fue la Unica en la
que se detectd expresion de MGMT. Por lo tanto, se pudo correlacionar la expresion a
nivel de ARNm con la metilacion del promotor del gen MGMT. Ademas, esta linea fue la
mas resistente al tratamiento de quimioterapia (Figura 4.7), por lo que también se pudo

asociar la expresién de MGMT con una mayor quimiorresistencia.

4.3 Radioterapia y su relacion con los genes SOCS1y SOCS3

En primer lugar, se determind el efecto de la radioterapia sobre las lineas celulares de
GBM, y se establecié una clasificacion de las mismas segun su radiorresistencia.
Seguidamente, se estudio el estado de metilacidn de los promotores de SOCS1 y SOCS3,

asi como sus niveles de expresion a nivel de ARNm, y de proteina. Finalmente, se valoré
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el efecto de la radioterapia sobre la expresion de los genes SOCS1 y SOCS3, y su

implicacion en la radiorresistencia presentada por las lineas de GBM.

4.3.1 Efecto de la radioterapia en las lineas celulares de GBM

Las lineas celulares de GBM se sometieron a tratamientos de radioterapia en la Unidad
de Oncologia Radioterapica del HGUE. En primer lugar, se realizd un estudio de

viabilidad como se describe en el Capitulo 3 - apartado 3.6.1 administrando a las lineas

celulares distintas dosis de radioterapia, con el fin de determinar la mas adecuada para
este trabajo. Las dosis administradas se eligieron en funcién de la dosis maxima por dia
que reciben los pacientes con GBM en tratamiento radioterapico, y fueron 2 Gy (dosis
pautada en clinica), 5 Gy, 7 Gy, y 10 Gy, utilizando siempre una tasa de 6 Gy/min. La
viabilidad se determind 72 h post-irradiacion. La Figura 4.9 muestra los valores de
vialidad resultantes para cada linea celular de GBM, después de normalizar los
resultados tomando la muestra sin tratar como el 100% de viabilidad. Se observa que la
dosis mas baja (2 Gy ) tenia un efecto casi nulo sobre la viabilidad de las lineas celulares
estudiadas, las dosis intermedias (5-7 Gy) presentaron un efecto similar en todos los
cultivos, y la dosis mas alta (10 Gy) fue la que origind menores tasas de viabilidad,

matando aproximadamente un 60% de las células.
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Figura 4.9: Graficas de viabilidad de las lineas celulares de GBM después 72 h de
tratamiento radioterapico. Las barras naranjas indican los porcentajes de viabilidad
celular normalizados de cada una de las lineas celulares de GBM. Los segmentos negros
indican la desviacion estandar (n = 3).
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Considerando estos datos, se decidio utilizar la tasa de 7 Gy en todos los experimentos
de este trabajo, puesto que presentaba un efecto intermedio que permitiria analizar los
fendmenos de potenciacion y/o proteccién frente a la radioterapia que se contemplan

en los objetivos.

A continuacién, se estudido la viabilidad celular de los cultivos primarios 24 h
post-irradiacion, con objeto de determinar si el porcentaje de viabilidad celular era
suficiente para establecer una clasificacion de los cultivos primarios segun su
radiorresistencia. Los datos obtenidos mostraron que la viabilidad celular se mantenia
cercana al 100% tras el tratamiento en todas las lineas celulares de GBM, lo que indicd
que el valor de viabilidad celular a las 24 h no era el adecuado para realizar la

clasificacion de los cultivos.

Por ello, se realizd un ensayo para analizar el efecto de la radioterapia sobre el ciclo
celular. Se trataron las lineas celulares con 7 Gy, y a las 24 h se tomaron muestras para
analizar la distribucion del ciclo celular en las muestras control (CTR) y tratadas (IR). En
primer lugar, se compararon las distintas fases del ciclo celular de las muestras CTR e IR
mediante la prueba estadistica U de Mann-Withney, y se observd que 24 h
post-irradiacion todas lineas celulares de GBM sufrian cambios significativos en las fases
Gi1, S, y G2/M del ciclo celular, viéndose reducidas las dos primeras, y aumentada la
tercera en las muestras IR con respecto a las muestras CTR. Sin embargo, la fase SubGa,
asociada con muerte celular, no experimentd cambios significativos causados por el
tratamiento radioterdpico (Figura 4.10), lo que también se habia comprobado

anteriormente mediante los estudios de viabilidad.

Una vez determinada la influencia de la radioterapia sobre el ciclo celular, se establecié
el efecto de la radioterapia calculando la diferencia existente entre los porcentajes
celulares de las muestras irradiadas, y las muestras sin irradiar en cada fase del ciclo (Ajr-
ctr). Ademas, tras la realizacidon de dicho célculo, se comprobd que el sumatorio de las
fases G1y S, era igual que el sumatorio de las fases SubG: y G2/M, aunque con distinto
signo. Por ello, la clasificacidon de las lineas celulares de GBM segun su radiorresistencia
se llevd a cabo comparando el valor de SubG1+G2/M de las muestras IR con respecto a

las muestras CTR (Figura 4.11).
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Figura 4.10: Efecto del tratamiento radioterdpico sobre las distintas fases del ciclo
celular en las lineas de GBM: HGUE GB 16 (A), HGUE GB 37 (B), HGUE GB 39 (C), HGUE
GB 40 (D), HGUE GB 42 (E) y HGUE GB 48 (F). En el eje de ordenadas se representa el
porcentaje de células en cada fase del ciclo, y en el eje de abscisas las fases SubGi, G1, S
y G2/M. Las barras verdes representan la media de las muestras CTR, y las barras rojas
la media de las muestras IR. Los segmentos negros representan la desviacidon estandar
(n >10). ** indica valores de p-valor < 0,01; *** indica un p-valor< 0,001.

Efecto IR = (SubG1 + G2/,,)IR — (SubG1 + G2/, )CTR

Figura 4.11: Ecuacion para el calculo del efecto de la radioterapia.

Los datos obtenidos eran homocedasticos, y se ajustaron a una distribucion normal,
segun las pruebas estadisticas de Levene, y Shapiro-Wilk respectivamente, excepto los

de la linea celular HGUE GB 37, que se excluyeron de este primer analisis. Los

86



Resultados

porcentajes medios de SubG1+G2/M de cada cultivo (Tabla 4.1) se analizaron mediante
el test estadistico ANOVA de un factor, arrojando éste un p-valor < 0,001, lo que indicd
que existian diferencias significativas entre los valores de SubGi + G2/M de las lineas
celulares de GBM. Para establecer entre qué cultivos existian estas variaciones, se
realizé el test de contraste post-hoc de Bonferroni. Teniendo en cuenta los de p-valores
de los contrastes de Bonferroni, y los valores medios de SubG1+G,/M de cada cultivo, se
clasificaron las lineas celulares de GBM en 3 categorias segun su resistencia a la
radioterapia: Resistente-HGUE GB 39; Intermedio-HGUE GB 40 y HGUE GB48; Sensible:
HGUE GB 16 y HGUE GB 42 (Tabla 4.2). Los datos de la linea HGUE GB 37 se compararon
dos a dos con los de las demas lineas mediante la prueba U de Mann Withney, con el fin
de incluirla en uno de estos grupos. Todos los p-valores resultantes fueron menores de
0,05, excepto el obtenido para la comparacion de dicha linea con la linea HGUE GB 42.
Por lo tanto, se clasifico esta linea celular como sensible. Asi mismo, se determind el
valor relativo de sensibilidad de cada linea, fijando como 100% el valor de SubG1+G,/M
de la linea celular mas resistente, y calculando los demas valores con respecto a este

(Tabla 4.2).

Por ultimo y con el fin de validar esta clasificacion, se procedid a calcular lo que se
denominod “efecto neto de la radioterapia”, basandonos en la diferente sensibilidad que
presentan las células dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se encuentren.
Se sabe, que la mayoria de las células que se ven afectadas por la radioterapia son las
que se encuentran en las fases Sy G2/M, ya que estan en proceso de divisidn, y por lo
tanto su material genético esta expuesto al efecto de la radiacién ionizante [182]. Por
esta razon, se realizd un ensayo en el que se tomaron muestras de las lineas celulares
justo antes de administrar el tratamiento radioterapico, y a las 24 h post-irradiacion.
Después se analizd la distribucion del ciclo celular de cada linea en ambas muestras, y
se comparo el sumatorio de las fases S y G2/M (células susceptibles) de las muestras
obtenidas antes de la irradiacion, con el sumatorio de las fases SubGi y G2/M (células
afectadas) de las muestras obtenidas post-irradiacion. Asi, se calculd el indice de las
células afectadas, con respecto a las células que en el momento del tratamiento eran

mas susceptibles al mismo.
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Tabla 4.2: Clasificacion de las lineas celulares de GBM segun su sensibilidad a la
radioterapia. Se marca en rojo la linea celular mas resistente, en naranja las lineas que

presentaron una resistencia intermedia, y en verde las lineas celulares mas sensibles.

Cultivo Grupo Ar-ctr(SUbG1+G2/M) Valor sensibilidad
HGUE GB 16  Sensible 49,8+2,0 2,4

HGUE GB 37* Sensible 40,2+1,0 2

HGUE GB 39 Resistente 21,2+1,6 1

HGUE GB 40 Intermedio 32,7+2,5 1,5

HGUE GB 42  Sensible 44,6%1,2 2,1

HGUE GB 48 Intermedio 31,5+2,4 1,5

*Se excluyd del analisis estadistico porque no se ajustaba a una distribucién normal.

Los resultados de este analisis corroboraron la clasificacion anterior, ya que como refleja
la Figura 4.12, la linea HGUE GB 39, que habia sido clasificada como la mas resistente,
mostro un porcentaje de células afectadas claramente inferior al porcentaje de células
susceptibles. Las lineas celulares que fueron clasificadas como sensibles, HGUE GB 16,
HGUE GB 37 y HGUE GB 42, mostraron porcentajes similares de células afectadas y
células susceptibles. Finalmente, las lineas celulares HGUE GB 40 y HGUE GB 48
presentaron un niumero de células susceptibles superior al nUmero de células afectadas,
pero la diferencia entre ambos grupos no fue tan elevada como en el caso del cultivo
HGUE GB 39, asi que de nuevo se volvié a establecer un grupo de lineas celulares con
una resistencia intermedia a la radioterapia.
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Figura 4.12: Efecto neto de la radioterapia sobre las lineas celulares de GBM
establecidas. Las barras verdes representan el sumatorio del porcentaje de células en
las fases S y G2/M del ciclo de celular de las muestras antes del tratamiento. Las barras
rojas indican el sumatorio del porcentaje de células en las fases SubG: y G2/M del ciclo
de celular de las muestras 24 h post-irradiacion. Lo segmentos negros indican la
desviacidn estandar (n = 3).
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4.3.2 Estudio de los genes SOCS1 y SOCS3 en las lineas celulares de GBM

establecidas y su relacion en la radiorresistencia

4.3.2.1 Metilacion de los promotores de los genes SOCS1y SOCS3

El andlisis de los electroferogramas mostrd que las lineas celulares de GBM establecidas
no presentaban metilado el promotor del gen SOCS1, siguiendo los criterios descritos en

el Capitulo 3 - apartado 3.4.2, a excepcién de la linea HGUE GB 42 que presento el

promotor de dicho gen parcialmente metilado (Figura 4.13).

A continuacidn, se procedio a estudiar el estado de metilacién de las islas CpG indicadas

en el Capitulo 3 - apartado 3.4.2 en los genes SOCS1 y SOCS3 mediante la técnica de MS-

PCR.

En el caso del gen SOCS1, los cebadores que interrogaban la isla CpG localizada dentro
del ORF [174] mostraron que las lineas celulares HGUE GB 16, HGUE GB 40, HGUE GB 42
y HGUE GB 37 presentaban hemimetilada esta isla CpG, ya que para ambos productos
de PCR se obtuvo banda en el gel. Las lineas celulares HGUE GB 39 y HGUE GB 48, no
tenian metilada dicha isla, porque en ellas Unicamente se observé banda para el
producto de PCR proveniente de la reaccion llevada a cabo con los cebadores especificos
de no metilacién (Figura 4.14-parte superior). Los resultados obtenidos con los
cebadores disefiados por nuestro grupo de investigacién indicaron que ninguna de las
lineas celulares de GBM establecidas poseian metilada la isla CpG interrogada, ya que
como se muestra en la parte inferior de la Figura 4.14, solo se obtuvo banda cuando se
realizé la reaccion de PCR con los cebadores que hibridaban con la isla CpG no metilada.
Estos cebadores estaban disefiados para interrogar una isla CpG situada en la regién

promotora del gen.

El analisis de la metilaciéon del gen SOCS3 con los cebadores disefiados por Kim vy
colaboradores en al afio 2015 [170], indicd que las lineas celulares de GBM HGUE GB 39,
HGUE GB 40, HGUE GB 42 y HGUE GB 48 tenian hemimetilada la isla CpG interrogada,
ya que los productos de las reacciones de PCR realizadas con ambos cebadores
mostraron banda en el gel de agarosa. En cambio, para las lineas celulares HGUE GB 16
y HGUE GB 37 solo se obtuvo banda en las reacciones de PCR realizadas con los

cebadores especificos de no metilacion, lo que indicé que la ausencia de metilacién en

89



Resultados

esta isla (Figura 4.15-parte superior). Sin embargo, como se puede ver en la parte
inferior de la Figura 4.15, todas las lineas de GBM estudiadas carecian de metilacion en
laisla CpG interrogada con los cebadores de disefio propio, ya que no se obtuvo banda
en ningun caso para los productos de PCR de las reacciones llevadas a cabo con los
cebadores especificos de metilacidn.
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Figura 4.13: Grafico que representa los valores de metilacion del promotor del gen
SOCS1 obtenidos mediante la técnica MS-MLPA en las lineas celulares de GBM
establecidas. Cada una de las barras representa el valor de metilacion las 4 sondas del
kit SALSA MLPA ME042.B1 CIMP. La linea horizontal negra indica el valor umbral por
encima del cual se considera la isla metilada (0,25).
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Figura 4.14: Analisis de la metilacion de dos islas CpG del gen SOCS1 mediante MS-PCR
seguida de electroforesis en gel de agarosa. La imagen corresponde a las bandas

obtenidas tras resolver los productos de las reacciones de PCR realizadas con los
cebadores disefiados por Kim y colaboradores [174] (parte superior), y con los
cebadores disefiados en este estudio (parte inferior) en el gel de agarosa. Las reacciones
de PCR para cada uno de los cultivos celulares no se llevaron a cabo de forma
simultanea. Por ello, la figura es el resultado de la union de los diferentes geles
realizados.
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Figura 4.15: Andlisis de la metilacidn de dos islas CpG del gen SOCS3 mediante MS-PCR
seguida de electroforesis en gel de agarosa. La imagen corresponde a las bandas
obtenidas tras resolver los productos de las reacciones de PCR realizadas con los
cebadores disefiados por Kim y colaboradores (parte superior), y con y con los
cebadores disefiados en este estudio (parte inferior) en el gel de agarosa. Las reacciones
de PCR para cada uno de los cultivos celulares no se llevaron a cabo de forma
simultanea. Por ello, la figura es el resultado de la union de los diferentes geles
realizados.

4.3.2.2 Expresion basal a nivel de mRNA de los genes SOCS1, SOCS3

Tras establecer que los promotores de los genes SOCS1 y SOCS3 se encontraban no
metilados, se estudiaron los valores de expresion de estos genes a nivel de ARNm
mediante qRT-PCR, con el objeto de establecer si existia relacion entre el estado de
metilacion de su promotor y la expresion de los mismos. El estudio de expresidon basal
de SOCS1 y SOCS3 en las lineas celulares de GBM establecidas, se llevd a cabo siguiendo
el mismo protocolo utilizado para el gen MGMT. En el caso de la expresidon a nivel de
ARNm del gen SOCS1, los resultados mostraron que las lineas celulares de GBM
sobreexpresaban el gen a nivel de ARNm entre 2 y 5 veces con respecto al poo/ de ARN
de cerebro sano. La linea celular que presentd una menor expresion de SOCS1 fue HGUE
GB 16 (FC=2). Los valores de FC de las demas lineas se mantuvieron entre 4 y 5 (Figura
4.16-A). El analisis de la expresion a nivel de ARNm del gen SOCS3, mostro que todas las
lineas celulares de GBM sobreexpresaban entre 3,0 y 4,5 veces este gen con respecto al
pool de ARN de cerebro sano. La linea celular HGUE GB 42 fue la que mayor expresion
mostré de SOCS3 (FC=4,5), y el resto de las lineas mostraron valores de FC alrededor de

3 (Figura 4.16-B).
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Figura 4.16: Estudio de la expresion del gen SOCS1 (A) y SOCS3 (B) a nivel de ARNm en
las lineas celulares establecidas de GBM. Las barras verdes y naranjas representan los
valores de FC de SOCS1 y SOCS3 respectivamente para cada cultivo. Los segmentos
negros indican la desviacién estandar (n > 10).

De nuevo, se pudo establecer una correlacion directa entre la ausencia de metilacidn en
los promotores de los genes SOCS1 y SOCS3 y su expresion a nivel de ARNm, ya que las
seis lineas celulares de GBM estudiadas expresaban ambos genes y no presentaron
metilados sus promotores. No obstante, al no haber encontrado ninguna linea celular
totalmente metilada, y que no expresase los genes a nivel de ARNm, no se pudo
confirmar que la metilacién de SOCS1 o SOCS3 estuviese implicada en la regulacion de

la expresién de estos genes.

4.3.2.3 Expresion basal a nivel de proteina de los genes SOCS1, SOCS3

Con el fin de completar el estudio de los genes SOCS1 y SOCS3 en las lineas celulares de
GBM establecidas, se analizd su expresién a nivel de proteina, con el fin de confirmar
que los datos obtenidos a nivel de ARNm se correspondian con la presencia de estas

proteinas a nivel celular.

La expresion, la distribucion y la posible colocalizacién de las proteinas SOCS1 y SOCS3
se analizdé mediante técnicas inmunocitoquimicas acopladas a microcopia confocal. Para
ello, se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes combinando los anticuerpos especificos

contra las proteinas SOCS1 y SOCS3. Los resultados se muestran en la Figura 4.17.
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Figura 4.17: Inmunolocalizacion de las proteinas SOCS1 y SOCS3 en las lineas celulares
establecidas de GBM. Las micrografias corresponden a las tinciones realizadas sobre las
células de GBM. En rojo se muestra la proteina SOCS1 en las lineas celulares HGUE GB
16 (A), HGUE GB 37 (D), HGUE GB 39 (G), HGUE GB 40 (J), HGUE GB 42 (M), HGUE GB 48
(P). En verde la proteina SOCS3 en las lineas de GBM siguiendo el mismo orden que en
la proteina anterior (B, E, H, K, N, y Q). Los nucleos tefiidos con DAPI se muestran en
azul. Las colocalizaciones de ambas proteinas se muestran en los paneles (C, F, I, L,0Oy
R) dispuestos nuevamente respetando el orden de cada linea celular establecido para la
proteina SOCS1. Barras de escala 20 um.
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Todas las lineas celulares de GBM establecidas presentaron inmunotinciones positivas
para ambas proteinas, lo que coincidid con la expresion obtenida a nivel de ARNm en
dichas lineas. Las proteinas SOCS1 y SOCS3 se encontraron dispersas por el citoplasma,
sin asociarse aparentemente a ningun organulo especifico, ninguna de las dos presentd
una localizacidn nuclear. Los dobles inmunomarcajes revelaron que no existia

colocalizacidn entre ambas proteinas en el interior citoplasmatico.

4.3.2.4 Correlacion de los niveles basales de expresion de los genes SOCS1

y SOCS3 con el grado de radiorresistencia observado en las lineas celulares

de GBM establecidas

En los apartados anteriores se comprobé que las 6 lineas celulares de GBM establecidas
mostraron niveles similares de expresion a nivel de ARNm de los genes SOCS1 y SOCS3.
Asi mismo, en el estudio inmunocitoquimico de ambas proteinas se observé que todas
las lineas celulares presentaban la misma distribucién celular de las proteinas SOCS1 y
SOCS3. Al no encontrarse resultados diferenciales entre las distintas lineas celulares
establecidas, no se pudo establecer una correlacidn entre el nivel de expresidn basal de
los genes SOCS1 y SOCS3 a nivel de ARNm, ni de proteina con los distintos grados de

radiorresistencia observados en las lineas celulares de GBM establecidas.

La ausencia de correlacidn entre los niveles basales de expresion de estos genes a nivel
de ARNm, y el grado de radiorresistencia de las lineas celulares se confirmo
estadisticamente mediante el test de correlacidn de Spearman. Para ello, se categorizd
el nivel de resistencia radioterapica en una escala de 1 a 3, dando el valor de 1 a la linea
mas resistente, el valor 2 a las que presentaron una resistencia intermedia, y el valor 3
a las lineas mas sensibles. Después, se calcularon los coeficientes de Spearman para la
radiorresistencia y la expresiéon basal de cada gen, y los valores de p-valor para
identificar la existencia de relacién entre ambas variables. En ambos genes el resultado
de p-valor fue superior a 0,05: siendo de 0,107 para SOCS1, y 0,274 para SOCS3. Por lo
tanto, no se pudieron asociar los niveles de expresion basal de los genes SOCS1 o SOCS3
con los grados de resistencia a la radioterapia presentada por las lineas celulares de

GBM.
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4.3.3 Efecto de la radioterapia sobre la expresion de SOCS1 y SOCS3

Al no establecerse una relacion entre la expresion basal de los genes SOCS1 y SOCS3 con
la resistencia a la radioterapia, se abordd el efecto de esto ultimo sobre la expresion a
nivel de ARNm de los genes SOCS1 y SOCS3. Para ello se siguieron dos estrategias
distintas. La primera de ellas consistio en llevar a cabo experimentos de dosis respuesta
y ciclos temporales estudiando los cambios de expresion en los genes SOCS1 y SOCS3.
La segunda se baso en la obtencién de clones resistentes a la radioterapia mediante

exposicién continuada a la irradiacidn.

4.3.3.1 Estudio del efecto de la radioterapia a diferentes tiempos y dosis

sobre la expresion de los genes SOCS1y SOCS3

Los estudios de expresiéon en este ensayo se realizaron utilizando como muestra
normalizadora el ARN extraido de la linea celular correspondiente no irradiada. En el
caso de los ciclos temporales, se recogieron células tanto irradiadas como sin irradiar a
los mismos tiempos, y el ARN de las células sin irradiar se utilizdé como muestra

normalizadora.

En primer lugar, se evalud el efecto de la radioterapia sobre la expresion de los genes
SOCS1 y SOCS3 a las 24 h de haber sometido a las lineas celulares al tratamiento
radioterdpico. En este caso, la expresidn de ambos genes no se vio alterada en ninguna

de las lineas celulares de GBM establecidas (Figura 4.18).

RQ SOCS1 (IR-CTRy4p)
RQ SOCS3 (IR-CTRy4p)

GB16 GB37 GB39 GB40 GB42 GB48 GB16 GB37 GB39 GB40 GB42 GB48

Figura 4.18: Valores de expresion de los genes SOCS1 y SOCS3 24 h post-irradiacion en
las lineas celulares de GBM. Las barras verdes representan los valores de RQ del gen
SOCS1, y las barras naranjas los valores de RQ del gen SOCS3. Los segmentos negros
indican la desviacion estandar (n = 6).

Tras este resultado, se realizaron ciclos temporales post-irradiacién en la linea celular
mas radiorresistente (HGUE GB 39) y mas radiosensible (HGUE GB 42), para comprobar

la existencia de cambios de expresidn en los genes SOCS1 y SOCS3 a tiempos mas cortos.
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Asimismo, estas dos lineas celulares se sometieron a diferentes dosis de radioterapia, y
se tomaron muestras de células para extraer ARN a las 24 h de la exposicion a la

radiacion.

La expresidon de los genes SOCS1 y SOCS3 a nivel de ARNm no varidé en las células
irradiadas con respecto a las células control en la linea celular HGUE GB 39 (Figura 4.19-
Ay 4.19-B), ni en la linea celular HGUE GB 42 (Figura 4.19-C y 4.19-D) a ninguno de los
5 tiempos ensayados. En el caso del estudio dosis-respuesta, la expresion del gen SOCS1
no se modificd significativamente en ninguna de las lineas celulares tras el tratamiento
con diferentes dosis de radioterapia. No obstante, la linea celular HGUE GB 39 mostro
una tendencia a disminuir la expresion de SOCS1 a las dosis mas altas, y en el caso de la
linea HGUE GB 42 se observd la tendencia contraria (Figura 4.19-E y 4.19-G). La
expresion del gen SOCS3 a nivel de ARNm disminuyd significativamente (RQ < 0,5) en la

linea celular HGUE GB 39 cuando fue tratada con la dosis de 10 Gy (Figura 4.19-F).
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Figura 4.19: Valores de RQ de los genes SOCS1 y SOCS3 obtenidos a partir de los ciclos
temporales post-irradiacion (A) y de los estudios de exposicion a diferentes dosis de
radioterapia (B) en las lineas celulares HGUE GB 39 y HGUE GB 42. Las barras verdes
indican los valores de expresidon del gen SOCS1, y las naranjas los valores de expresion
del gen SOCS3. Los segmentos negros indican la desviacion estandar (n > 3). ¢ indica
valoresde RQ>20<0,5.

4.3.3.2 Creacion de un modelo de radiorresistencia para estudiar el efecto

la radioterapia sobre la expresion de los genes SOCS1y SOCS3

Para este estudio se sembrd la linea celular HGUE GB 39 en una placa de cultivo celular,
y fue sometida a una sesidon semanal de radioterapia en la que se le aplicd una dosis de

5 Gy durante 9 semanas. Se eligio la linea celular mas radiorresistente y una dosis menor
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a la habitual para intentar conseguir que algunas células fuesen capaces de adaptarse a
la radioterapia, y adquirir resistencia a la misma. El tratamiento se concluyd a las 9
semanas, porque que en este momento la densidad celular era minima, y Unicamente
guedaban células aisladas y dispersas por toda la placa. La dosis total que habian
recibido dichas células fue de 45 Gy. Las células que habian sobrevivido al tratamiento
continuado se mantuvieron en la misma placa de cultivo, realizdndose cambios de
medio de forma periddica, para comprobar si eran capaces de reponerse, dividirse y
formar una poblacién clonal. A los 10 dias de haber cesado las sesiones de radioterapia,
empezo a visualizarse el inicio de pequenas poblaciones clonales que habian surgido a
partir de estas células sobreexpuestas a la irradiacion (Figura 4.20). En total se
obtuvieron 10 comunidades clonales que se aislaron de la placa utilizando cilindros de
clonacion, y se sembraron en placas de 24 pocillos para favorecer su crecimiento.
Cuando la confluencia celular en esta placa llegd al 90%, se duplicaron en una placa de
6 pocillos, y de nuevo al llegar a una confluencia del 90% estos duplicados se sembraron
en frascos T25, donde se mantuvieron de la forma habitual. Unicamente, consiguieron

completar todo el proceso 5 poblaciones de las 10 iniciales.

A ; B e

Figura 4.20: Poblaciones clonales obtenidas de la linea celular de GBM HGUE GB 39.
Imagenes de las poblaciones clonales del HGUE GB 39 obtenidas tras el tratamiento
radioterapico. Poblacion clonal 3 (A), Poblacion clonal 4 (B), Poblacion clonal 6 (C). Las
circunferencias rojas delimitan los margenes de la poblacidn. Barra de escala: 20 um.

A continuacion, se sometieron estas 6 poblaciones clonales al tratamiento habitual de
radioterapia para evaluar su radiorresistencia, y compararla con la linea celular de GBM
de partida (HGUE GB 39). Los datos obtenidos de las poblaciones clonales y de la linea
celular de partida fueron no paramétricos, por lo que las comparaciones se llevaron a
cabo mediante la prueba estadistica U de Mann Whitney. Todos los contrastes

realizados entre las poblaciones clonales y la linea celular de la que provenian arrojaron
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un p-valor < 0,05, indicando que existian diferencias significativas en el porcentaje de
células acumuladas en las fases SubGi y G2/M tras el tratamiento radioterapico entre las
poblaciones clonales y la linea celular HGUE GB 39. Como se puede observar en la Figura
4.21, este porcentaje fue menor en las poblaciones clonales con respecto a la linea
celular de partida, por lo que se considerd que todas ellas habian adquirido un mayor
grado de radiorresistencia como consecuencia de la exposicion prolongada a la

irradiacion.
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Figura 4.21: Efecto de la radioterapia sobre la linea celular HGUE GB 39 y las 5
poblaciones clonales obtenidas a partir de ella. Las barras rojas indican los porcentajes
de células en las fases SubGi y G2/M de la linea celular HGUE GB 39, y de las poblaciones
clonales 3, 4, 6, 7 y 10. Los segmentos negros indican la desviacion estandar (n > 3). **
indica valores de p-valor < 0,01; *** indica valores de p-valor < 0,001.

Tras los resultados obtenidos, se evalud la expresidn de los genes SOCS1 y SOCS3 a nivel
de ARNm en estos 5 clones, con el fin de comprobar si la adquisicion de radiorresistencia
conseguida estaba relacionada con sus niveles de expresién. En este caso, se calcularon
los valores de RQ para la expresién de SOCS1 y SOCS3 en los clones utilizando como
muestra normalizadora el cultivo HGUE GB 39. La expresion a nivel de ARNm del gen
SOCS1 se mantuvo en niveles similares a los observados en la linea celular HGUE GB 39
en todas las subpoblaciones clonales (Figura 4.22-A). En cuanto a la expresién del gen
S0CS3, se redujo significativamente con respecto a la linea celular de origen en todas las

poblaciones clonales (Figura 4.22-B).

Dado que en las poblaciones clonales obtenidas a partir de la exposicidon continuada a la
irradiacion habia aumentado su radiorresistencia y, reducido significativamente la
expresion del gen SOCS3, se realizd este mismo proceso en la linea celular mas sensible,

HGUE GB 42, con el fin de corroborar estos resultados. En este caso, se obtuvo una
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poblacién clonal, en la que también se vio aumentada de forma significativa su
radiorresistencia (Figura 4.23-A), y a su vez reducida la expresion del gen SOCS3 (Figura
4.23-B) con respecto a la linea celular HGUE GB 42. La expresién del gen SOCS1, de nuevo

no sufrié variaciones por la exposiciéon radioterdpica (Figura 4.23-C).
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Figura 4.22: Expresion basal a nivel de ARNm de los genes SOCS1(A) y SOCS3 (B), en la
linea celular HGUE GB 39, y en las poblaciones clonales. Las barras verdes representan
los valores de RQ del gen SOCS1, las naranjas los valores de RQ del gen SOCS3. Los
segmentos negros indican la desviacion estandar (n > 3). ¢ indica valoresde RQ>2 o0 <
0,5. ** indica valores de p-valor < 0,01; *** indica valores de p- valor < 0,001.
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Figura 4.23: Efecto de la radioterapia y niveles de expresidon de los genes SOCS1 y
S0CS3 en la linea celular HGUE GB 42 y la poblacion clonal 4B. Las barras rojas indican
los porcentajes de células en las fases SubG1/G2M en la linea celular HGUE GB 42 y en el
clon 4B tras el tratamiento (A). Las barras naranjas muestran los valores de RQ de SOCS3
(B), y barras las verdes los valores de RQ del gen SOCS1 (C) para linea celular HGUE GB
42 y la poblacién clonal 4B. Los segmentos negros indican la desviacién estandar (n 2 3).

¢ indica valores de RQ 22 0<0,5. ** indica valores de p-valor < 0,01; *** indica valores
de p-valor < 0,001.

Por ultimo, se analizd la estabilidad de los cambios observados en las poblaciones
clonales con respecto a su respuesta frente a la radioterapia, con el objetivo de

comprobar si la radiorresistencia que habian adquirido los clones se mantenia en el
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tiempo, sin aplicar de forma periddica el tratamiento radioterapico. Para ello, se
mantuvieron las subpoblaciones clonales de la misma forma que el resto de las lineas
celulares, y no se sometieron a sesiones radioterapicas. Transcurridos 15 dias desde el
cese del tratamiento radioterapico, se irradiaron los subcultivos clonales y la linea
celular de origen de la forma habitual. Después, se determind la distribucién del ciclo
celular en cada uno de ellos, y el nivel de expresién del gen SOCS3. El porcentaje de
células en las fases SubGiy G2/M tras la irradiacion de los clones fue similar a la de la
linea celular de origen (Figura 4.24-A), al igual que los niveles de expresion del gen
SOCS3, que no presentaron diferencias significativas entre las poblaciones clonales y la
linea celular HGUA GB 39 (Figura 4.24-B). Por lo tanto, se comprobd que la exposicién
prolongada y sistematica a la irradiacion aumenté la resistencia a la radioterapia en las
lineas celulares de GBM, y disminuyé su expresion del gen SOCS3. Sin embargo, la
radiorresistencia adquirida, asi como las modificaciones de expresion génica

observadas, no fueron estables en el tiempo y se perdieron tras el cese del tratamiento.
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Figura 4.24: Efecto de la radioterapia sobre el ciclo celular (A) y la expresion del gen
S0OCS3 (B) en la linea celular HGUE GB 39 y las poblaciones clonales. Las barras rojas
indican los porcentajes de células en las fases SubG1 y G2/M de las muestras del cultivo
primario HGUE GB 39, y de las poblaciones clonales 4, 6, 7, 8 y 10 irradiadas menos las
muestras de los mismos cultivos sin irradiar. Las barras naranjas representan los niveles
de expresidn del gen SOCS3 a nivel de ARNm en la linea celular de GBM y en los clones
obtenidos a partir de ella. Los segmentos negros indican la desviacion estandar (n > 3).

4.3.4 Efecto de la alteracion de la expresion de los genes SOCS1 y SOCS3
sobre la radiorresistencia de las lineas celulares de GBM
Las tendencias de expresidon en los genes SOCS1 y SOCS3 observadas en las lineas

celulares HGUE GB 39 y HGUE GB 42 tras las dosis de radioterapia mas altas, y la

disminucion en la expresion de SOCS3 en las poblaciones clonales, llevé a plantear la
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hipdtesis de la relacion entre la expresién de los genes SOCS1 y SOCS3 vy la
radiorresistencia en las lineas celulares de GBM. Para confirmar esta teoria se llevaron
a cabo transfecciones con ARNsi en todas las lineas celulares de GBM, dirigidas a
disminuir la expresion de ambos genes, y evaluar los cambios en la respuesta a la

radioterapia de las diferentes lineas celulares.

4.3.4.1 Reduccion de la expresion de SOCS1 y SOCS3 mediante ARNSi

El primer paso fue comparar una muestra de las células transfectadas con el ARNSsi
inespecifico (ARNsi.NS) frente a una muestra de las células control, con el fin de
comprobar si la transfeccidon conllevaba un efecto bioldgico per se. Los resultados
obtenidos mostraron que no existian diferencias significativas entre ambas muestras
(CTR VS ARNSiI.NS) en la distribucién del ciclo celular, y tampoco a nivel de expresién del
gen estudiado, ya que los p-valores obtenidos para ambos genes fueron mayores que

0,05.

Tras esta comprobacion, se continud con los estudios de transfeccidn en las lineas
celulares de GBM. Se analizd la expresion de ambos genes antes del tratamiento
radioterapico, y los cambios en el ciclo celular tras la irradiacidn. En estos experimentos,
se comparo la expresion a nivel de ARNm entre la muestra transfectada con el ARNsi.NS
y con el ARNSsi del gen de interés, para comprobar que habia disminuido la expresién.
Ademas, se valoré el efecto de la radioterapia mediante estudio del ciclo celular en las
dos muestras, con el fin de detectar cambios en la radiorresistencia de las lineas

celulares debidos a la bajada de expresién producida.

La expresion a nivel de ARNm del gen SOCS1 en las muestras transfectadas con el ARNsi
especifico del gen SOCS1 (ARNsi.SOCS1) se redujo en un 70 % con respecto a las
muestras transfectadas con el ARNsi.NS (Figura 4.25-A). El tratamiento radioterdpico
produjo el mismo efecto sobre el ciclo celular en ambas muestras (Figura 4.25-B y
4.25-C). Por lo tanto, no se pudo asociar la disminucidn en la expresion del gen SOCS1 a
nivel de ARNm con un cambio en el efecto de la radioterapia sobre las lineas celulares

de GBM.

La transfeccion con el ARNSsi especifico del gen SOCS3 (ARNsi.SOCS3) consiguié disminuir

la expresion de dicho gen a nivel de ARNm en un 72% (Figura 4.26-A). El analisis de la
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distribucién del ciclo celular mostréd diferencias significativas en el efecto de Ia
radioterapia sobre la linea celular transfectada con el ARNsi.SOCS3 con respecto a la
linea transfectada con el ARNsi.NS. Las células en las que se habia reducido la expresién
del gen SOCS3 a nivel de ARNm presentaron una mayor radiorresistencia que aquellas
en las que se habian mantenido sus niveles (transfectadas con ARNsi.NS) (Figura 4.26-B
y 4.26-C). Por lo tanto, se comprobd que al disminuir la expresion del gen SOCS3 a nivel

de ARNm, las lineas celulares aumentaban su resistencia a la radioterapia.
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Figura 4.25: Efecto de la transfeccion del ARNsi.SOCS1 a nivel de ARNm (A), y sobre la
distribucion del ciclo celular (B y C). Las barras verdes muestran el porcentaje del valor
de RQ de SOCS1 en las muestras transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS1
(A). Las barras rojas muestran el porcentaje de células en las fases SubG; y Go/M de las
lineas celulares transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS1 (B). Se muestra el
intervalo de confianza obtenido para la comparacion entre las células transfectadas con
el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS1 (C). ¢ indica valores de RQ > 2 0 £0,5. Los segmentos
negros indican la desviacion estandar (n>18). *** indica valores de p-valor < 0,001.
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Figura 4.26: Efecto de la transfeccion del ARNsi.SOCS3 a nivel de ARNm (A), y sobre la
distribucion del ciclo celular (B y C). Las barras naranjas muestran el porcentaje del valor
de RQ de SOCS3 en las muestras transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS3
(A). Las barras rojas muestran el porcentaje de células en las fases SubGi y G2/M de las
lineas celulares transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS3 (B). Se muestra el
intervalo de confianza obtenido para la comparacién entre las células transfectadas con
el ARNsi.NS, y con el ARNsi.SOCS3 (C). Los segmentos negros indican la desviacion
estandar (n > 18). ¢ indica valores de RQ>2 0<0,5. *** indica valores de p-valor < 0,001.
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4.3.4.2 Regulacioén reciproca de la expresion de SOCS1y SOCS3

En el Capitulo 1 se sefiald la controversia existente en la literatura cientifica sobre la
regulacién reciproca de los genes SOCS1 y SOCS3, y su implicacién en la resistencia a las
radiaciones ionizantes [154]. Por ello, una vez realizados los experimentos de
transfeccidon con los ARNSsi especificos para ambos genes, se estudid si la bajada de
expresion en uno de ellos afectaba al nivel de expresion del otro. En nuestro caso, no se
pudo demostrar que la diminuciéon de la expresion de cada uno de ellos tuviera efecto
sobre la expresidn del otro, puesto que no se obtuvieron valores medios de RQ

diferentes de 1 al reducir de cada uno de ellos (Figura 4.27).

0.0-

siARN.SOCS1 siARN.SOCS3

Figura 4.27: Resultado del estudio de relacidn entre los genes SOCS1 y SOCS3. Valores
medios de RQ de los genes SOCS1 (verde) y SOCS3 (naranja) para las muestras
transfectadas con ARNsi.SOCS1 (A), y ARNsi.SOCS3 (B). Los segmentos negros
representan los valores de desviacion estandar (n > 18).

4.3.4.3 Efecto de la sobreexpresion del gen SOCS3 sobre la radioterapia

La implicacion del gen SOCS3 en la adquisicion de resistencia a la radioterapia en las
lineas celulares de GBM, hizo que se plantease la hipdtesis de que la sobreexpresion de
este gen podria contribuir a sensibilizar los cultivos primarios de GBM frente al
tratamiento radioterapico. Por ello se llevd a cabo una sobreexpresion exégena del gen
SOCS3 en la linea celular de GBM HGUE GB 39, elegida en base a su mayor
radiorresistencia. Esta linea celular se transfectéd con 15 ng o 25 ng de un plasmido
sintético que contenia la ORF del gen SOCS3 bajo el promotor del citomegalovirus
humano, con un doble objetivo: determinar si la utilizacién de una mayor cantidad de

plasmido sintético conllevaba un mayor aumento en la expresién del gen a SOCS3 a nivel
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de ARNm, y establecer si el efecto de sensibilizacidon buscado se correlacionaba con el

aumento de expresion de este gen.

Los datos obtenidos a través de la gqRT-PCR mostraron un aumento de 3-4 veces en la
expresion de SOCS3 tras la transfeccidn con el plasmido sintético al compararlas con la
expresion de la muestra transfectada con el plasmido control (Figura 4.28-A). En cuanto
a la distribucién del ciclo celular en las muestras transfectadas control e irradiadas, se
observé un incremento de aproximadamente el doble en el porcentaje de células en las
fases SubGiy G2/M en las muestras transfectadas con el plasmido sintético de SOCS3, al
compararlas con las muestras transfectadas con el plasmido control (Figura 4.28-B). El
aumento observado fue similar tanto en las muestras transfectadas con 15 ng como con
25 ng de plasmido sintético, esto indicé que existia una relacion entre la sobreexpresién
del gen SOCS3, a nivel de ARNm, y el efecto del tratamiento radioterapico en el cultivo

HGUE GB 39.
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Figura 4.28: Efecto de la transfeccion con el plasmido sintético sobre la expresion del
gen SOCS3 a nivel de ARNm (A) y en el ciclo celular (B) en la linea celular HGUE GB 39.
Las barras naranjas representan los valores de RQ, y las barras rojas indican los
porcentajes de células en las fases SubGi y G2/M de las muestras irradiadas menos las
muestras no irradiadas. CTR define a las muestras transfectadas con el plasmido control,
15 ng y 25 ng identifican las muestras transfectadas con 15 ng y 25 ng del plasmido
sintético de SOCS3 respectivamente. Los segmentos negros indican la desviacion
estandar (n = 3). ¢ indica valores de RQ > 2 0 <£0,5. ** indica valores de p-valor < 0,01.

4.4 Implicacion de otros genes relacionados con SOCS3 o con la

respuesta a la radioterapia en la radiorresistencia de las lineas

células de GBM establecidas
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Dada la implicacién directa de SOCS3 en la adquisicion de radiorresistencia en las lineas
celulares de GBM, se decidié analizar si los genes PTK6, MSK1 y NRF2 estaban
relacionados con la respuesta a la radioterapia y a su vez con SOCS3, ya que
anteriormente en nuestro grupo de investigacion se habian obtenido resultados
preliminares en los que se indicaba que estos genes podian estar influyendo en la

respuesta la quimioterapia.

4.4.1 Expresion basal de los genes PTK6, MSK1 y NRF2 en las lineas

celulares de GBM establecidas

En primer lugar, se comprobd si estos genes se expresaban de forma diferencial en las
lineas celulares de GBM establecidas con respecto al poo/ de ARN de cerebro sano. Para
ello, se extrajo ARN de las lineas celulares establecidas en estado basal, y después se
valoro la expresion de los genes PTK6, MSK1 y NRF2 a nivel de ARNm mediante g-PCR.
La expresion del gen PTK6 fue superior en las lineas celulares de GBM con respecto al
pool de ARN de cerebro sano. El cultivo HGUE GB 40 fue el que presentd una menor
expresion a nivel de ARNm del gen PTK6 (FC=3), los demas cultivos mostraron

sobreexpresiones similares de dicho gen con valores de FC entre 4 y 5 (Figura 4.29).

Figura 4.29: Estudio de Ia
expresion del gen PTK6 a nivel de
ARNm en las lineas celulares de
GBM establecidas. Las barras
rosas representan los valores de
FC del gen PTK6 para cada linea

celular. Los segmentos negros

© A ) o ® L L .
OQ," & Oq,"’ QQ,"‘ OQ,‘Q' oq,"‘ indican la desviacién estdndar
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Los niveles de expresién del gen NRF2 presentaron valores de FC cercanos a 0 en todas
las lineas celulares de GBM establecidas, obteniéndose la mayor diferencia de expresién
con la linea celular HGUE GB 40 que alcanzd un valor negativo de FC igual a -1. Sin
embargo, estos valores de FC no fueron suficientes para considerar la existencia de

diferencias significativas entre la expresién de NRF2 en las lineas celulares de GBM vy el
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pool de ARN de cerebro sano (Figura 4.30-A). En cambio, el gen MSK1 se encontré
infraexpresado en las 6 lineas de GBM establecidas, puesto que todas ellas presentaron
valores negativos de FC al compararlas con el ARN de cerebro sano. La linea celular que
mostré un menor nivel de expresion de este gen fue HGUE GB 40, cuyo valor de FC fue

de -4,5, el resto presentd valores negativos de FC cercanos a -3 (Figura 4.30-B).
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Figura 4.30: Estudio de la expresion de los genes NRF2 (A) y MSK1 (B) a nivel de ARNm
en las lineas celulares de GBM. Las barras moradas representan los valores de FC del
gen NRF2 para cada linea celular (A), y las barras amarillas los valores de FC del gen
MSK1 (B). Los segmentos negros indican la desviacién estandar (n = 3).

4.4.2 Asociacion de los genes PTK6, NRF2 y MSK1 con la resistencia a la

radioterapia

Las diferencias de expresion de los genes estudiados en las seis lineas celulares de GBM
con respecto al pool de ARN de cerebro sano, indicaron que su expresion se encuentra
alterada en este tipo de tumores. Ademas, se observé que la expresion de alguno de
estos genes no era uniforme en todas lineas celulares estudiadas, al igual que no lo habia
sido su grado de resistencia a la radioterapia. Por ello, nos planteamos la hipdtesis de

que la expresidon basal de estos genes pudiese estar relacionada con la radiorresistencia.

El grado de asociacidn entre los niveles basales de expresidon de los genes PTK6, NRF2 y
MSK1 y el grado de radiorresistencia de los cultivos primarios establecidos se analiz6 a
través del calculo del coeficiente de correlacién de Spearman, siguiendo el mismo
proceso que se empled para los genes SOCS1 y SOCS3. El p-valor de la correlacidén entre

la resistencia a la radioterapia y PTK6 fue igual a 0,926, en el caso de NRF2 fue de 0,789,
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y para MSK1 fue de 0,333. Por lo tanto, al no obtener ningun p-valor significativo no se
pudo asociar la expresion basal de ninguno de los genes estudiados con la

radiorresistencia presentada por los cultivos primarios de GBM.

4.4.3 Efecto de la reduccion de la expresion a nivel de ARNm de los genes

PTK6, NRF2 y MSK1 en la resistencia a la radioterapia

Al no encontrar una asociacion entre la expresion basal a nivel de ARNm de estos genes
con la radiorresistencia presentada por las lineas celulares de GBM, se realizaron
experimentos de interferencia dirigidos a disminuir la expresion de dichos genes para

determinar su implicacion en la resistencia a la radioterapia.

Se siguio el mismo protocolo que se habia llevado a cabo en el caso de las transfecciones
con los ARNsi de SOCS1 y SOCS3, aunque en este caso se utilizaron ARNsi especificos de
PTK6, NRF2 y MSK1. De nuevo, se comparo la muestra transfectada con el ARNsi.NS,
frente a la muestra CTR, y tampoco se obtuvieron diferencias significativas a nivel de
expresion ni de ciclo celular entre ambas muestras. Por lo tanto, se prosiguié con los

estudios de transfeccion en las lineas celulares de GBM.

La reduccion de la expresion del gen PTK6 a nivel de ARNm, como resultado de la
transfeccion con el ARNsi especifico del gen PTK6 (ARNsi.PTK6) fue de un 89 % en todas
las muestras con respecto a las muestras transfectadas con el ARNsi.NS (Figura 4.31-A).
Esta bajada de expresion conllevd una disminucién significativa del porcentaje de células
en las fases SubGi y G»/M tras el tratamiento radioterdpico en las muestras
transfectadas con ARNsi.PTK6, que no se produjo en las muestras transfectadas con el
ARNsi.NS. Por lo tanto, la bajada en la expresién de PTK6, a nivel de ARNm, supuso un

aumento en la radiorresistencia de las lineas celulares de GBM (Figura 4.31-B y 4.31-C).

En el caso del gen NRF2, la transfeccion con el ARNsi especifico de este gen (ARNsi.NRF2)
consiguié disminuir su expresion en un 92% con respecto a las muestras transfectadas
con el ARNsi.NS en todas las lineas celulares de GBM (Figura 4.32-A). Las muestras
transfectadas con el ARNsi.NRF2 de los cultivos irradiados, presentaron un porcentaje
significativamente menor de células en las fases SubGi y G2/M al compararlas con el
mismo porcentaje de células de las muestras transfectadas con el ARNsi.NS en los

cultivos igualmente irradiados (Figura 4.32-B y 4.32-C). Esto permitié asociar la
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disminucion en la expresion del gen NRF2 con la adquisicidon de radiorresistencia por

parte de las lineas celulares de GBM.
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Figura 4.31: Efecto de la transfeccion del ARNsi.PTK6 a nivel de ARNm, y sobre la
distribucion del ciclo celular. Las barras rosas muestran el porcentaje del valor de RQ
de PTK6 en las muestras transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.PTK6 (A). Las
barras rojas muestran el porcentaje de células en las fases SubG; y G2/M de las lineas
celulares transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.PTK6 (B). Se muestra el intervalo
de confianza obtenido para la comparacidon entre las células transfectadas con el
ARNSiI.NS, y con el ARNsi.PTK6 (C). Los segmentos negros indican la desviacidon estandar
(n 2 3). ¢ indica valores de RQ > 2 0 <£0,5. * indica valores de p-valor < 0,05; *** indica
valores de p-valor < 0,001.
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Figura 4.32: Efecto de la transfeccion del ARNsi.NRF2 a nivel de ARNm, y sobre la
distribucion del ciclo celular. Las barras moradas muestran el porcentaje del valor de
RQ de NRF2 en las muestras transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.NRF2 (A). Las
barras rojas muestran el porcentaje de células en las fases SubGi y G2/M de las lineas
celulares transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.NRF2 (B). Se muestra el intervalo
de confianza obtenido para la comparacidon entre las células transfectadas con el
ARNSsi.NS, y con el ARNsi.NRF2 (C). Los segmentos negros indican la desviacion estandar
(n 2 3). ¢ indica valores de RQ 22 0 £0,5. * indica valores de p-valor < 0,05; *** indica
valores de p-valor < 0,001.

Por ultimo, la disminucion de expresiéon del gen MSK1 que se produjo como resultado

de la transfeccion de las muestras de las lineas celulares de GBM con el ARNsi especifico
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del gen MSK1 (ARNsi.MSK1) fue de un 89% con respecto a las muestras transfectadas
con el ARNSsi.NS (Figura 4.33-A). Esta disminucién provocd una reduccion significativa
del porcentaje de células en las fases SubGi y G2/M en las muestras transfectadas con
el ARNsi.MSK1 e irradiadas, con respecto a las muestras transfectadas con el ARNsi.NS
(Figura 4.33-B y 4.323C), lo que indic6 que la baja de expresién del gen MSK1 a nivel de
ARNm estuvo relacionada con la resistencia a la radioterapia en las lineas celulares de

GBM.

A B C

——

SIARN.NS SIARN.MSK1 SIARN.MSK1 SIARN.NS sk

% %k %k

150 o

50

'
£=)

100 I

w
°

95% CI (SubG1+G2-M)

% RQ
S

50

-
o

%SubG1+(G2+M) IR - CTR

o

Figura 4.33: Efecto de la transfeccion del ARNsi.MSK1 a nivel de ARNm, y sobre la
distribucion del ciclo celular. Las barras amarillas muestran el valor de RQ, expresado
en porcentaje, de la expresion de MSK1 en las muestras transfectadas con el ARNsi.NS,
y con el ARNsi.MSK1 (A). Las barras rojas muestran el porcentaje de células en las fases
SubGi y G2/M de las lineas celulares transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.MSK1
(B). Se muestra el intervalo de confianza obtenido para la comparacion entre las células
transfectadas con el ARNsi.NS, y con el ARNsi.MSK1 (C). Los segmentos negros indican
la desviacion estandar (n > 3). ¢ indica valores de RQ = 2 o0 £ 0,5. * indica valores de
p-valor < 0,05; *** indica valores de p-valor < 0,001.

4.4.4 Asociacion entre los niveles de expresion a nivel de ARNm de los

genes SOCS3, PTK6, NRF2 y MSK1

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores demostraron que SOCS3, PTK6,
NRF2 y MSK1 influyeron en la adquisicidn de radiorresistencia en las lineas celulares de
GBM. Por ello, se estudiaron los efectos en la expresion de estos genes al disminuir la
expresion de cada uno de ellos a través de los estudios de transfeccion de ARNsi llevados

a cabo.

Para realizar este estudio, se calcularon los valores de RQ de estos genes en las muestras
obtenidas en cada uno de los ensayos de interferencia. Por ejemplo, se hallé la expresidn

de PTK6, NRF2, y MSK1 en las muestras de ARN tomadas a partir de las lineas celulares
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transfectadas con el ARNsi.SOCS3. Después estos valores de RQ se compararon con el
valor 1, ya que segun la férmula utilizada para el calculo de RQ, este valor indica que no
hay diferencias en la expresion. Por lo tanto, si al transfectar las muestras de los cultivos
con ARNsi.SOCS3 los valores de expresion de los demas genes no difieren de 1, se puede
decir que la disminucién de la expresidon de SOCS3, a nivel de ARNm, no afecta a la
expresion del resto de genes. En este caso, se considerd que existian diferencias
significativas cuando los valores de RQ fueron 21,5 o <0,75, ya que 2 de los 4 genes
estudiados codifican proteinas de tipo quinasa (PTK6 y MSK1), y ligeras modificaciones
en su expresion pueden desencadenar un efecto bioldgico muy significativo. En las
muestras transfectadas con ARNsi.SOCS1 no se realizo el estudio de la expresidn de los
demads genes, porque la bajada en su expresidon no se correspondid con un efecto

bioldgico a nivel de ciclo celular tras el tratamiento radioterapico.

La bajada de la expresidon del gen SOCS3, a nivel de ARNm, a través del ensayo de
transfeccion conllevd una subida de la expresion del gen PTK6 (RQ=1,5), y una
disminucion del gen MSK1 (RQ=0,65). Los demas genes estudiados no se vieron
afectados (Figura 4.34-A). La transfeccion con el ARNsi.PTK6 no produjo alteraciones a
nivel de ARNm en ninguno de los genes estudiados (Figura 4.34-B). La expresioén a nivel
de ARNm del gen MSK1 disminuyd de forma significativa (RQ=0,5) al transfectar los
cultivos con ARNsi.NRF2, y no se observaron cambios en los demas genes (Figura 4.34-
C). Finalmente, la transfeccion de los cultivos con el ARNsi.MSK1 no originé diferencias
de expresion en el resto de los genes estudiados (Figura 4.34-D). Estos resultados
mostraron que SOCS3 influye en la expresion de los genes PTK6 y MKS1, y que el gen

NRF2 también esta relacionado con la expresion del gen MSK1.

0.0 0.0 0.0 0.0

SiARN.SOCS3 SiARN.PTK6 SiARN.NRF2 SiARN.MSK1

Figura 4.34: Relaciones de expresion entre los genes SOCS3, PTK6, NRF2 y MSK1. Las
barras indican los valores de RQ de los genes SOCS3 (naranja), PTK6 (rosa), NRF2
(morado) y MSK1 (amarillo) en las muestras transfectadas con ARNsi.SOCS3 (A),
ARNSsi.PTK6 (B), ARNsi.NRF2 (C), ARNsi.MSK1 (D). Los segmentos negros indican la
desviacion estandar (n =2 6). ¢ indica valores de RQ>1,50<0,75.
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4.5 Uso del TSA como posible potenciador de la radioterapia

El TSA es un inhibidor de las HDAC, por lo que la administracion de este compuesto,
entre otros efectos, conlleva una acetilacion constante de las histonas que conforman
la cromatina. Esto puede implicar la activacién de genes que se encuentren regulados
por este mecanismo. El estudio de metilacion de los promotores de SOCS1 y SOCS3
realizado en este trabajo, revelé que los cultivos primarios establecidos no poseian los
promotores de estos genes metilados. Este hecho, unido al papel que juega el gen SOCS3
en la resistencia a la radioterapia, hizo que se plantease el tratamiento del cultivo HGUE
GB 39 con TSA con el fin de comprobar si ello implicaba un incremento enddgeno en la
expresion de SOCS3 a nivel de ARNm, que ademas pudiera correlacionarse con una

disminucion en la radiorresistencia de dicho cultivo.

Para este estudio se llevaron a cabo pretratamientos de 16 h de la linea celular HGUE
GG 39 con diferentes concentraciones de TSA. Transcurrido el tiempo de pre-tatamiento
se extrajo el ARN de las muestras correspondientes para comprobar la subida de
expresion del gen SOCS3 a nivel de ARNm, e inmediatamente se sometid al resto de
células al tratamiento radioterapico habitual. Pasadas 24 h de la irradiacién, se
recogieron las muestras irradiadas y control para realizar el analisis del ciclo celular

mediante citometria de flujo.

El pretratamiento con TSA produjo una subida de la expresién endégena del gen SOCS3
directamente proporcional a la concentracién utilizada (Figura 4.35-A). Asi mismo, las
células pretratadas con TSA mostraron una sensibilizacion frente al efecto de la
radioterapia, que aumento al aumentar las concentraciones de TSA utilizadas (Figura

4.35-B).

Por ultimo, para determinar si la causa subyacente a la sensibilizacidn a la radioterapia
observada en el cultivo HGUE GB 39 al pretratar con TSA, fue el aumento en la expresiéon
del gen SOCS3 a nivel de ARNm, o el efecto per se del TSA, se realizdé un experimento
conjunto, utilizando de nuevo la linea celular HGUE GB 39, en la que se disminuyd la
expresion del gen SOCS3 con el ARNsi.SOCS3, y a la vez se pretraté dicho cultivo con TSA.

El objetivo fue impedir el aumento de expresion de SOCS3 causada por el TSA mediante
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el ARNsi, y comprobar si el cultivo seguia presentado una mayor radiosensibilidad

independientemente de que no se hubiera elevado la expresion de SOCS3.
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Figura 4.35: Efecto del pretratamiento con TSA sobre la expresion del gen SOCS3 a
nivel de ARNm (A) y sobre el ciclo celular (B). Las barras naranjas representan los
valores de RQ de las muestras CTR y tratadas con TSA. Las barras rojas indican los
porcentajes de células en las fases SubGi y G2/M de las muestras irradiadas menos las
muestras sin irradiar. CTR en el grafico B define a las muestras irradiadas, pero no
tratadas con TSA. Los segmentos negros indican la desviacion estandar (n = 3). ¢ indica
valores de RQ >2 0<0,5. * indica valores de p-valor < 0,05; ** indica valores de p-valor
< 0,01; *** indica valores de p-valor < 0,001.

Los resultados obtenidos confirmaron que al pretratar con TSA se aumentaba la
expresion de SOCS3, y también la sensibilidad del cultivo a la radioterapia, y que al
disminuir la expresion de dicho gen se disminuia a su vez la sensibilidad de la linea celular
al tratamiento radioterapico, como ya se habia demostrado anteriormente. Ademas, se
comprobd que al impedir la subida de expresion de SOCS3 con el ARNsi en las células
pretratadas con TSA, éstas no mostraban una mayor sensibilidad a la radioterapia
(Figura 4.36-A y 4.36-B). Por lo tanto, se pudo concluir que las concentraciones utilizadas
de TSA no produjeron un efecto per se en el efecto de la radioterapia, si no que la
sensibilizacidn observada en el cultivo fue debida a la subida de la expresién de SOCS3.
Este hecho confirmd que el TSA a concentraciones bajas puede utilizarse como un
potenciador del efecto de la radioterapia, pero ademds puso de manifiesto que la
resistencia a la radioterapia estda estrechamente relacionada con los niveles de

expresion de SOCS3, y por lo tanto con la ruta de transduccion en la que participa.
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Figura 4.36: Modulacion en la expresidon de SOCS3 causada por el pretratamiento con
TSA y el ARNsi.SOCS3 (A). Analisis del ciclo celular de las muestras de la linea celular
HGUE GB 39 (B). Las barras naranjas del representan el porcentaje de los valores de RQ
de SOCS3, las barras rojas indican el porcentaje de células en las fases SubGi1y G2/M del
ciclo celular de las muestras transfectadas con el ARNsi.NS o con el ARNsi.SOCS3 y/o
pretratadas durante 16 h con TSA 100 nM. Los segmentos negros indican la desviacién
estandar (n 2 3). ¢ indica valores de RQ > 2 0 <0,5. ** indica valores de p-valor < 0,01.
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5.1 Establecimiento y caracterizacion de las lineas celulares

obtenidas a partir de los cultivos primarios de GBM

El GBM es un tumor muy agresivo que presenta un desarrollo rapido y dificil de controlar
[31]. Su letalidad se debe, principalmente, a la resistencia que presenta a los
tratamientos convencionales, lo que conlleva que en muchas ocasiones el tratamiento
aplicado fracase, y la esperanza de vida del paciente sea de unos pocos meses [183].
Este hecho hace que sea necesaria la busqueda de nuevos modelos celulares que
permitan conocer mejor este tipo de tumores. En especial, es relevante el estudio del
grupo de los GBMs primarios o GBM IDH-nativos, puesto que son los que presentan un

peor prondstico clinico [56].

Con este propdsito se han obtenido y comercializado numerosas lineas celulares que
mimetizan el comportamiento de los GBMs, como son U87, LN229 y T98 (Coleccién
Americana de Cultivos Tipo, o ATCC por sus siglas en inglés). Sin embargo, en numerosas
ocasiones estas lineas celulares comerciales acumulan alteraciones en su material
genético como consecuencia de su estado replicativo indefinido, y por ello se

encuentran muy alejadas del estado nativo del tumor [184].

Las 6 nuevas lineas celulares de GBM establecidas en este trabajo reproducen fielmente
el tumor desarrollado por el paciente, puesto que derivan directamente del mismo, no
han sido sometidas a un gran nimero de ciclos de replicacion y ademas, como se ha
demostrado, siguen manteniendo su naturaleza glial. Otra ventaja de la utilizacién de
estas nuevas lineas celulares es la posibilidad de recrear su progresiéon desde el cultivo
primario, y estudiar asi de forma retrospectiva su desarrollo, ya que de todas ellas se
mantienen alicuotas, obtenidas en los diferentes pases, de ADN, ARN y células

criopreservadas.

Asimismo, los GBMs conforman un grupo de tumores muy heterogéneo con diferentes
evoluciones clinicas y grados de respuesta frente a los tratamientos aplicados [58]. Por
ello, la OMS en su ultima clasificacion de los tumores del SNC ha dividido los GBMs en
dos grupos claramente diferenciados en base a la presencia o ausencia de mutaciones
en los genes IDH1 e IDH2. De esta forma, se establece el grupo de GBMs IDH-nativos,

que se corresponde con los GBMs primarios, y el grupo de GBMs IDH-mutados, en el
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cual se engloban los GBMs secundarios [56]. Las lineas celulares de GBM establecidas
en este trabajo no presentaron mutaciones en los genes IDH1 e IDH2, y por lo tanto se
clasificaron como GBMs IDH-nativos. La OMS en esta ultima clasificacion también ha
descrito marcadores moleculares adicionales que completan la caracterizacion de los
GBMis. Dichos biomarcadores ayudan a establecer el prondstico en estos pacientes, y
son: a) mutaciones en el promotor del gen TERT, b) alteraciones en el gen TP53 y c)
pérdida de expresion del gen PTEN (Tabla 1.1). El estudio de estos rasgos moleculares
en las lineas de GBM establecidas mostré que todas ellas presentaban mutaciones
puntuales en el promotor de TERT, como se ha demostrado en el 72% de los GBMs IDH-
nativos. También, portaban alteraciones en el gen TP53, como ocurre en un 27% de los
GBMs primarios. Ademas, todas ellas mantuvieron la expresion del gen PTEN a nivel de
proteina, que se conserva en un 76% de este tipo de GBMs [56]. Se ha demostrado que
la presencia de mutaciones en el promotor del gen TERT y en el gen TP53 estan
relacionadas con una peor respuesta a los tratamientos de quimio y radioterapia tanto
en GBM como en otros tipos de canceres [79,90,185-188]. Los resultados obtenidos en
el analisis de las mutaciones del promotor del gen TERT y de las alteraciones de
expresidon a nivel de proteina del gen TP53 corroboraron el mal prondstico que se le
atribuye a los GBM IDH-nativos, y reforzaron la clasificacion de las nuevas lineas
celulares de GBM establecidas dentro de este grupo de tumores. La implicacién de la
pérdida de expresion de la proteina PTEN en el prondstico de los pacientes con cancer
genera cierta controversia, ya que en canceres como el de endometrio se asocia con una
mayor supervivencia [189], y con un peor prondstico en cancer de mamay lengua entre
otros [93,190]. En GBM se ha postulado que las alteraciones en este gen ocurren en las
fases tardias del proceso tumoral e implican una reduccién en la esperanza de vida del
paciente [191,192]. Contradictoriamente, también se ha descrito la ausencia de
correlacién entre la pérdida de expresiéon de PTEN y el prondstico en pacientes con GBM
[193,194]. Como ya se ha indicado, en las lineas de GBM establecidas en este trabajo no
se detectd la pérdida de expresion de la proteina PTEN. Sin embargo, dos de las lineas
celulares mas sensibles a los tratamientos quimio y radioterdpicos mostraron una mayor
intensidad en la tincidon inmunocitoquimica para dicha proteina, sugiriendo que ambas
lineas poseen una mayor expresién de PTEN, lo que les conferiria una mejor respuesta

al tratamiento y con ello un mejor prondstico.
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5.2 Respuesta de las lineas celulares de GBM establecidas a la

quimioterapia y su relacion con la metilacion y expresion del

gen MGMT

Numerosos estudios establecen una clara relacién entre la resistencia a la TMZ, farmaco
guimioterapéutico de primera linea, y la expresién del gen MGMT. Asi como, una
correlacion entre el estado de metilacion del promotor de dicho gen y el buen
prondstico en este tipo de tumores [115,195,196]. En este trabajo, las lineas celulares
de GBM fueron tratadas con BCNU, un farmaco quimioterapéutico de segunda linea que
al igual que la TMZ es un agente alquilante [84]. La razdn de utilizar esta molécula fue
comprobar si el mecanismo establecido de resistencia a la TMZ era valido para otro tipo
de compuestos alquilantes también pautados en el tratamiento quimioterapéutico.
Ademas, de forma preliminar se realizaron ensayos con TMZ, soluble en DMSO. Su baja
solubilidad implica el uso de volimenes muy altos de DMSO para conseguir
concentraciones de TMZ que desencadenen un efecto fisioldgico. Este hecho, conlleva
un enmascaramiento del efecto propio del farmaco por la acciéon del DMSO, ya que se
ha demostrado que este compuesto usado a altas concentraciones produce alteraciones

en el ciclo celular [197-199].

El tratamiento con BCNU 50 uM aplicado a las lineas celulares de GBM, en ningun caso
consiguié superar el 50% de muerte celular en las células tratadas, poniendo de
manifiesto un cierto grado de resistencia a la quimioterapia en estas lineas celulares, y
reforzando asi su clasificacion como GBMs IDH-nativos. La linea celular mas
guimiorresistente fue HGUE GB 16, resultando afectadas Uunicamente el 12,6%+2,3 de
sus células. Los estudios epigenéticos determinaron que dicha linea celular era la Unica
gue no presentaba metilado el promotor del MGMT. Ademas, los analisis de expresiéon
establecieron que sélo esta linea mantenia la expresidén de este gen, incluso con valores
de expresidn superiores a los del pool de ARN de cerebro sano (RQ=2,7+0,15). Estos
datos permitieron establecer una clara relacion entre la ausencia de metilacién del
promotor del gen MGMT y su expresion, con la resistencia al BCNU, validando el
mecanismo de resistencia a la TMZ en otro tipo de farmaco quimioterapéutico. El resto

de las lineas celulares de GBM presentd metilado el promotor de MGMT, y su expresién
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a nivel de ARNm fue indetectable mediante qRT-PCR. Esto confirmd la correlacion que
se habia postulado entre la metilacion y la expresion de este gen en canceres como el
linfoma del SNC [200]. Sin embargo, la baja respuesta al tratamiento obtenida por las
demas lineas celulares sugiere que la resistencia a los agentes alquilantes debe estar
regulada por otros mecanismos celulares. En esta linea, se ha demostrado que existen
células madre tumorales capaces de resistir el efecto de la quimioterapia y reemplazar
las células muertas, aumentando asi la resistencia del tumor al tratamiento aplicado
[201,202]. También, se ha puesto de manifiesto la relacién entre la sobreexpresiéon del
gen BCL3 (Célula B linfoma 3), considerado un proto-oncogén, y la resistencia a la
quimioterapia [203-205], lo cual explicaria la teoria expuesta anteriormente sobre la
implicacion de otros mecanismos celulares en la respuesta a la quimioterapia, diferentes

al mediado por la expresion de la proteina MGMT.

5.3 Genes SOCS1y SOCS3 vy radioterapia

5.3.1 Evaluacidn de la respuesta a la radioterapia en las lineas celulares de

GBM establecidas

En muchas ocasiones, las sesiones de radioterapia pautadas clinicamente para el
tratamiento del GBM no consiguen eliminarlo de forma completa, debido a la
radiorresistencia existente en estos tumores [112]. En este sentido, el tratamiento
radioterapico aplicado a las lineas celulares de GBM tampoco logré eliminar la totalidad
de las células tumorales, alcanzando como maximo una muerte celular del 60% con la
dosis de 10 Gy, a las 72 h de haber sido expuestas a la radiacidn. Este dato vuelve a
reforzar la clasificacidn de las lineas celulares establecidas como parte del grupo de

GBMs mas agresivos.

Los estudios de viabilidad junto con los de ciclo celular mostraron que a las 24 h
post-irradiacion todavia no se habia producido la muerte celular detectada a las 72 h, ya
gue sélo se observaron cambios minimos en la fase SubGs, asociada con muerte celular.
En cambio, el resto de las fases del ciclo celular si sufrieron modificaciones importantes,
reduciéndose las fases G1 y S, y aumentando la fase G/M. Este efecto de la radioterapia
sobre el ciclo celular ya se habia demostrado en lineas celulares de cancer nasofaringeo,

colorrectal y de prdstata, y a la vez la acumulacion de células en las fases SubGi y GoM
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se habia establecido como medida de cuantificacion de la respuesta a la radioterapia
[206,207]. De acuerdo con este parametro, todas las lineas celulares de GBM
establecidas presentaron un cierto grado de resistencia a la radioterapia, puesto que la
acumulacién de células en la fase SubG; y G2/M nunca alcanzé el 50% a las 24 h del
tratamiento. En este caso, la linea celular HGUE GB 39 fue la mas radiorresistente,
seguida de las lineas HGUE GB 40 y HGUE 48 que presentaron una resistencia
intermedia, y por ultimo las lineas celulares HGUE GB 16, HGUE GB 37 y HGUE GB 42

gue se establecieron como las mas radiosensibles.

5.3.2 Correlacion entre la metilacion y expresion de los genes SOCS1 y

SOCS3 y la radiorresistencia en las lineas celulares de GBM

Una vez establecido el grado de respuesta a la radioterapia en las lineas celulares de
GBM, se estudié el grado de metilacién de los promotores de los genes SOCS1 y SOCS3,
y su expresion a nivel de ARNm y proteina, puesto que ambos genes se han relacionado

directamente con la carcinogénesis [147].

El estudio de la metilacion del promotor del gen SOCS1 se llevd a cabo utilizando dos
técnicas distintas: MS-MLPA, en el que se estudian 4 islas CpG mediante un kit comercial
disefiado para analizar la metilacion de SOCS1, y MS-PCR. El resultado del MS-MLPA
indicd que Unicamente la linea celular HGUE GB 42 tenia parcialmente metilado el gen
SOCS1, y el resto no presentaban metilado dicho gen. Los resultados obtenidos
mediante la técnica de MS-PCR variaron en funcion de los cebadores utilizados, debido
a que cada par de cebadores se disefié para que analizaran especificamente una Unica
isla CpG, distinta para cada uno de ellos. Los cebadores disefiados por Kim vy
colaboradores en el afio 2015 [174] mostraron que las lineas celulares HGUE GB 16,
HGUE GB 37, HGUE GB 40 y HGUE GB 42 poseian la isla CpG interrogada hemimetilada,
no mostrando esta hemimetilacion las lineas HGUE GB 39 y HGUEGB 48. En cambio, los
cebadores disefiados en este trabajo, que analizaban una de las islas CpG aguas arriba
del coddn de iniciacidon, no mostraron signos de metilacidon en ninguna de las lineas de
GBM establecidas. Los resultados globales de metilacidon obtenidos mediante MS-MLPA
se ajustaron mas a los obtenidos al realizar la técnica de MS-PCR con los cebadores

disefiados por nuestro equipo, puesto que Unicamente difieren en la metilacién parcial
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detectada en la linea celular HGUE GB 42, coincidiendo la ausencia de metilaciéon en el
resto de las lineas de GBM establecidas. Sin embargo, la técnica de MS-MLPA también
permite realizar un analisis de cada una de las 4 islas CpG por separado, y en este caso
se comprueba que los resultados obtenidos utilizando ambas son similares. En el caso
de los cebadores disefiados para este trabajo, la isla CpG interrogada se correspondio
con la sonda 4 del kit comercial, y no aparecio metilada en ninguna de las lineas de GBM
aplicando cualquiera de las dos técnicas. La diferencia obtenida en las metilaciones
parciales con cada una de las técnicas puede deberse a que la region analizada no es
exactamente la misma, aunque en ambos casos se encuentra dentro de la ORF (Figura
3.13). Las metilaciones parciales se localizaron fuera de la regién promotora, y
Unicamente se detectaron en las lineas mas sensibles a la radioterapia. Esto sugeriria
qgue es la metilacién del promotor de este gen, y no su expresion, lo que podria estar
implicado en la respuesta del GBM a la radioterapia, como ya se ha sefialado en estudios

previos de nuestro grupo de investigacion sobre tumores gliales [87].

Por otro lado, diversos estudios han postulado la metilacidon del gen SOCS3 como un
biomarcador de mal prondstico en GBM [167] y en modelos celulares de cancer de
prdstata [208]. En esta tesis, se llevd a cabo el andlisis de la metilacién del gen SOCS3
mediante la técnica de MS-PCR, ya que no se disponia de kit comercial para estudiar su
metilacion por MS-MLPA. De nuevo, los resultados obtenidos dependieron de los
cebadores utilizados. Los cebadores descritos por Kim y colaboradores [174] detectaron
metilaciones parciales en la linea celular mas radiorresistente (HGUE GB 39), en las dos
con resistencia intermedia (HGUE GB 40 y HGUE GB 48), y en una de las mas sensibles
(HGUE GB 42). El estudio de metilacion llevado a cabo con los cebadores de disefio
propio no detectd metilacién en ninguna de las lineas celulares establecidas. Asi, con
estos resultados no se pudo asociar la metilacién de gen SOCS3 con el prondstico en

GBM.

Respecto a la expresidon de los genes SOCS1 y SOCS3 y su estado en los procesos
tumorales, varios estudios previos han demostrado que se encuentra alterada en cancer
de mama, gastrico y colorrectal [153,155,209]. Las lineas celulares de GBM establecidas
mostraron una mayor expresion tanto SOCS1 como SOCS3 a nivel de ARNm con respecto

al pool de ARN de cerebro sano, apuntando a una posible implicacién de ambos genes
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en la carcinogénesis y la progresion tumoral en GBM, como ya se habia propuesto en la
literatura previa [147,156]. No obstante, los niveles de expresion de SOCS1 y SOCS3
fueron similares en todas las lineas celulares de GBM establecidas, no permitiendo
asociar su nivel de expresion con los distintos grados de radiorresistencia observados.
Es posible que esta ausencia de correlacién se deba a que las diferencias de
radiorresistencia observadas entre las lineas celulares establecidas no fueron muy
pronunciadas, lo que unido al restringido nimero de muestras hace dificil realizar este

tipo de estudios.

Ademas, cabe senalar que la ausencia de metilacion a nivel de promotor en los genes
SOCS1 y SOCS3, se correlaciond con la expresién a nivel de ARNm, y a su vez con la
presencia de ambas proteinas en el citoplasma de las células de las lineas de GBM
establecidas, sin observarse colocalizacion entre ellas. Hasta la fecha, no se han
publicado estudios que determinen la distribucidn celular de estas proteinas, aunque su
localizacion citoplasmatica es acorde con la funcion que desempefian, puesto que
ambas se encargan de inhibir la ruta de transduccidn de sefial JAK/STAT en el citoplasma

[138].

5.3.3 Analisis de las alteraciones ejercidas por la exposicion al tratamiento

radioterapico en los genes SOCS1 y SOCS3

Los cambios de expresidon producidos como respuesta a la radioterapia se han utilizado
en cancer de mama y cervical para establecer patrones génicos que ayuden a
pronosticar la respuesta al tratamiento en estos tumores [210-212]. Como se ha
indicado anteriormente, la expresion basal a nivel de ARNm no se pudo asociar con la
resistencia a la radioterapia en las lineas celulares establecidas. Por ello, se evalud el
efecto de la radioterapia sobre la expresion de los genes SOCS1 y SOCS3, con el fin de
comprobar si sus expresiones a nivel de ARNm se alteraban como consecuencia de la

exposicién a la radiacion.

Los niveles de expresion de ambos genes se mantuvieron constantes a las 24 h del
tratamiento radioterapico en las 6 lineas de GBM establecidas. En un estudio similar
realizado en la linea celular MCF7 de cancer de mama, se comprobd que el dafio en el

ADN causado por la radiacion alcanzaba su maximo en la primera hora tras el
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tratamiento, y a partir de ahi empezaba a disminuir. Ademas, el dafio en el ADN era
mayor cuanto mayores dosis de radioterapia se habian aplicado [213]. Por lo tanto, la
ausencia de alteraciones obtenida en las lineas celulares de GBM pudo deberse a que el
tiempo utilizado fue demasiado largo, o a que se aplicaron dosis de radiacion

insuficientes para desencadenar cambios de expresidn detectables.

Ademas, existen estudios de dosis-respuesta y ciclos temporales realizados en células
de cancer de prostata y colorrectal, que han permitido identificar diversos genes que
modifican su expresién como resultado de la exposicion a radiaciones ionizantes [214].
Todo ello, motivé la realizacion de este tipo ensayos en dos de las lineas de GBM
establecidas: HGUE GB 39 (radiorresistente) y HGUE GB 42 (radiosensible). Los genes
SOCS1 y SOCS3 no mostraron alteraciones en su expresidn a los tiempos establecidos,
en ninguna de las dos lineas celulares. En los estudios de dosis-respuesta, tanto los
niveles de expresiéon a nivel de ARNm de SOCS1 como los de SOCS3 mostraron una
tendencia a aumentar en la linea sensible a las dosis mas altas, y a disminuir en la linea
mas resistente, llegando incluso esta disminucidn a ser significativa con la dosis de 10
Gy en el caso de SOCS3. Estas ligeras variaciones en la expresion de ambos genes podrian
indicar que su expresion esta ligada a la respuesta a la radioterapia como ya se habia

postulado en estudios anteriores realizados en GBM y en cancer cervical [154,174].

Con el fin de corroborar la implicacion de estos dos genes en la resistencia a la
radioterapia, se obtuvieron poblaciones clonales radiorresistentes surgidas a partir de
la exposicion sistematica de las lineas celulares HGUE GB 39 y HGUE GB 42 a sesiones
de irradiacién, y se valoraron los niveles de expresién de los genes SOCS1 y SOCS3 en
dichas subpoblaciones tras haber adquirido su caracter radiorresistente. La expresion
del gen SOCS1 a nivel de ARNm mantuvo valores similares tanto en las lineas celulares
de origen como en los clones obtenidos a partir de ellas. Por el contrario, la expresiéon
del gen SOCS3 a nivel de ARNm disminuyd significativamente en las subpoblaciones
clonales con respecto a las lineas celulares de partida; tanto en las obtenidas a partir de
la linea celular HGUE GB 39, como en los clones procedentes de la linea celular HGUE
GB 42. Este ensayo puso de manifiesto que la radiorresistencia adquirida por los clones
estaba ligada a una disminucion de la expresion del gen SOCS3 a nivel de ARNm,

indicando de nuevo la posible relacién de SOCS3 con la radiorresistencia, y relegando a
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un segundo plano la implicacion de la expresion de SOCS1 en la respuesta a la
radioterapia. Sin embargo, tanto la radiorresistencia adquirida por las sucesivas sesiones
de radioterapia, como la disminucién en la expresidn del gen SOCS3 a nivel de ARNm no
se mantuvieron estables tras dejar de someter a las poblaciones clonales a las dosis
periddicas de irradiacion. Los clones recuperaron los valores de radiorresistencia y de
expresion de SOCS3 mostrados por las lineas celulares de origen, aportando una

evidencia mas de la relacidon del gen SOCS3 con la adquisicion de la radiorresistencia.

5.3.4 Adquisicion de radiorresistencia mediada por los genes SOCS1 y

SOCS3 en las lineas celulares de GBM

La mayoria de los estudios realizados sobre el papel que desarrollan los genes SOCS1 y
SOCS3 en la carcinogénesis postulan que la baja expresiéon de ambos genes promueve la
quimio y radiorresistencia, asi como la progresion tumoral [155,157,166,208]. Este papel
esta estrechamente relacionado con la funcion reguladora que ejercen estos genes

sobre la ruta JAK/STAT [133,152,157].

La disminucién en la expresion a nivel de ARNm de SOCS1 inducida mediante ARNsi no
tuvo efecto sobre la radiorresistencia en las lineas celulares de GBM establecidas. Este
resultado indicaria que la disminucion de la expresién de este gen no conlleva la
adquisicion de radiorresistencia en estas lineas celulares, lo que contradice lo propuesto
en un estudio anterior realizado en GBM [154]. En este caso el estudio se realizd sélo en
una linea celular de GBM (U87), y la proteina SOCS1 fue expresada de forma ectdpica.
Ademas, en este caso no se evalud el aumento en la expresidn del gen SOCS1 mediante
gRT-PCR, sino que detectaron la presencia de la proteina SOCS1 mediante Western

blotting.

Por otro lado, todas las lineas celulares de GBM establecidas aumentaron su
radiorresistencia al interferir la expresion a nivel de ARNm del gen SOCS3, volviendo a
poner de manifiesto el papel de SOCS3 en la radiorresistencia. Estos resultados apoyan
estudios previos en los que se establece la metilacion del promotor del gen SOCS3 o su
expresion como un marcador de mal prondstico en GBM y en otros canceres con el
gastrico y el colorrectal [155,161,163,167]. La adquisicion de esta radiorresistencia

mediada por la inhibiciéon de la expresién de SOCS3, podria establecerse por el
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incremento en la activacion de la ruta JAK/STAT que supone la ausencia de esta proteina,
ya que la hiperactivacion de esta ruta se ha postulado como un rasgo caracteristico de
la agresividad tumoral [133]. La sobreexpresion de SOCS3 bajo un promotor heterdlogo
(pCMVh), confirmé la implicacion de este gen en la adquisicidon de radiorresistencia en
GBM, puesto que el aumento de expresion de este gen conllevo la radiosensibilizacidon

de la linea celular.

Por ultimo, en el estudio realizado por Zhou y colaboradores en el afio 2007 [154] se
sefialaba que la represidon de la expresion de SOCS1 mediante la metilacion de su
promotor podia estar ligada a la expresion constitutiva de SOCS3, lo que sugeria la
existencia de una regulacidn reciproca entre la expresion de ambos genes. Los
resultados obtenidos a través de los experimentos con ARNsi no pusieron de manifiesto
esta co-regulacion, puesto que la expresion de SOCS3 no varid al interferir SOCS1 y
viceversa. De nuevo esta diferencia entre sus resultados y los presentados en esta tesis
puede deberse a que estos estudios se realizaron sobre lineas celulares de GBM que
poseian el promotor de SOCS1 metilado, hecho que no ocurrid en las lineas celulares de
GBM estudiadas. Ademas, en el estudio de Zhou y colaboradores no se moduld
directamente la expresion de ambos genes. La expresion exdogena de SOCS1 se llevo a
cabo mediante una infeccion retroviral con un vector sintético que contenia la ORF de
SOCS1. En el caso de la represion de la expresién de la proteina SOCS3, se consiguid de
forma indirecta, transfectando la linea celular con un vector que codificaba un inhibidor

del factor de transcripcién STAT3.

5.4 Relacion de otros genes con SOCS3 y con la respuesta a la

radioterapia

Los resultados obtenidos que asociaban directamente la expresién del gen SOCS3 con la
adquisicion de radiorresistencia en las lineas celulares de GBM establecidas, fueron el
punto de partida para analizar su relacidon con otros genes que podian estar relacionados
con SOCS3 o con la respuesta al tratamiento. Se seleccionaron los genes PTK6, MSK1 'y
NRF2. La eleccién del gen PTK6 fue motivada por dos razones: una de ellas fue la
existencia de literatura que lo relacionaba directamente con SOCS3 como un

componente esencial de su ruta de autorregulacién negativa [215,216]; y la otra, se baso

126



Discusion

en resultados anteriores que se habian obtenido en nuestro equipo de investigacion, y
gue asociaban la inhibicion de esta proteina con la sensibilidad a farmacos
quimioterapéuticos en carcinoma de pancreas [168]. El analisis de MSK1 se llevd a cabo
por su implicacién indirecta en la ruta JAK/STAT, cuya activacion es inhibida por SOCS3
[140], y por los datos obtenidos en nuestro equipo de investigacion que relacionaban
este gen con la potenciacion del efecto de la quimioterapia mediada por TSA en lineas
celulares de cdncer de pancreas. El gen NRF2 se eligié por su implicacidn en la respuesta
a estrés y a dano oxidativo [217], ya que como resultado del tratamiento radioterdpico
el cultivo celular es sometido a una situacion de estrés, en la que se ve aumentada la

produccién de EOR [218].

5.4.1 Expresion e interferencia del gen PTK6 a nivel de ARNm en GBM

La funcion oncogénica de la proteina PTK6 se ha estudiado fundamentalmente en cancer
de mama, donde ha quedado demostrado que el gen PTK6 se encuentra sobreexpresado
con respecto al epitelio sano [170]. Ademas, sus altos niveles transcripcionales se han
relacionado con un peor prondstico y un aumento de la invasividad tumoral [219,220].
Asimismo, la expresion de este gen se ha asociado a mal prondstico en canceres como
el de vejiga, pancreas y prostata [221-223]. En relacidn con la expresidon de esta proteina
en los tumores del SNC, no existen estudios que aporten datos sobre su funcidn en este
tipo de tumores, y tampoco hay informacién de su papel en GBM. Los resultados
obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto que el gen PTK6 se encuentra
sobreexpresado en las lineas celulares de GBM con respecto al poo/ de ARN de tejido
sano, coincidiendo con los estudios publicados en cdncer de mama [170]. En nuestro
caso no se pudo asociar su expresidn con una mayor radiorresistencia, porque todas las
lineas celulares presentaron niveles de expresién de PTK6 similares. No obstante, las
lineas celulares establecidas forman parte del grupo mas agresivo de GBM, y es posible
gue, si se realizase esta comparacion con GBMs secundarios, o con gliomas de mejor
prondstico, se pudiese establecer una relacién entre la expresién de PTK6 a nivel de
ARNm vy la agresividad tumoral. Por otro lado, los estudios previos de silenciamiento de
este gen realizados en lineas celulares de cadncer de mama triple negativo han
conseguido inhibir de forma significativa el crecimiento tumoral, inducir apoptosis, y

suprimir la metastasis; mientras que los estudios en los que se ha inducido la expresion
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de PTK6 han resultado en un aumento de la proliferacion celular [224-226]. En contraste
con estos datos, las lineas celulares de GBM establecidas aumentaron su
radiorresistencia al reducir la expresion de PTK6, indicando que es posible que este gen
este desarrollando una funcion distinta en GBM. En linea con estos datos, un reciente
estudio desarrollado en lineas celulares de cancer de colon, ha demostrado que el papel
desempefiado por PTK6 en el crecimiento y la invasién tumoral puede no estar
directamente relacionado con su actividad quinasa como se habia postulado, sino que
puede estar asociado a nueva funcidn en la que podria estar actuando como andamio

para otras proteinas asociadas con la tumorigénesis [227].

5.4.2 Expresion e interferencia del gen NRF2 a nivel de ARNm en GBM

El gen NRF2 se ha encontrado sobreexpresado en cancer de pulmoén, cabeza y cuello,
mama y piel [119,120,228,229]. En cambio, el estudio de la expresion basal de este gen
realizado en las lineas celulares de GBM establecidas no mostrd esta sobreexpresion,
sino que sus valores de expresion fueron similares a los del pool de ARN de cerebro sano.
Ademas, en todos los estudios publicados, tanto en gliomas como en otro tipo de
canceres, describen que la inhibicion de NRF2 aumenta el efecto de la radio y la
guimioterapia en las células tumorales, y que su activaciéon protege frente a estos
tratamientos, confiriendo a los tumores una mayor resistencia [230-234]. Sin embargo,
en los estudios de interferencia realizados en las lineas celulares de GBM se observé un
aumento de la radiorresistencia al disminuir la expresidon de NRF2. Este dato, aunque
contradice lo expuesto anteriormente en la literatura, podria deberse al efecto
pro-oncogénico que genera la acumulacidon de ROS en el ambiente tumoral [235]. Al
inhibir la expresién de NRF2, las ROS producidas por la irradiacion no se neutralizarian a
través del sistema de proteccion desencadenado por NRF2, y se acumularian de forma
anormal en las células tumorales. En este sentido, los niveles altos de ROS en células
tumorales se han relacionado con la activacién de diversas rutas de transduccién de
sefiales que promueven la angiogénesis, el crecimiento, la progresion y la supervivencia
tumoral [236] (Figura 5.1). Por otro lado, y apoyando esta hipdtesis, en cancer
colorrectal se ha demostrado que las ROS son capaces de interferir en la regulacion de

la ruta JAK/STAT fosforilando al factor de transcripcion STAT3 [237], lo que conlleva una
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hiperactivaciéon de esta ruta, que como se ha indicado anteriormente es un rasgo

caracteristico de malignidad tumoral.

4
KX,

Metabolismo
y Crecimiento Supervivencia Proliferacion
angiogénesis

Figura 5.1: Interacciones de las EOR con las distintas vias de transduccion de seiial a
través de las cuales promueven la tumorigénesis. Se detallan los procesos que se
encuentran regulados por las EOR en las células tumorales [236].

5.4.3 Expresion e interferencia del gen MSK1 a nivel de ARNm en GBM

La proteina MSK1 se activa como consecuencia de la accion de las proteinas, ERK1, ERK2
y p38, pertenecientes a la ruta de transduccion de senales de las MAP quinasas. Esta
activacion conlleva la fosforilacion de la histona 3, y del factor de transcripcion CREB,
gue a su vez inician la trascripcidon de una serie de genes involucrados en la respuesta a
mitogenos y estrés [238]. Recientemente, se ha postulado que MSK1 puede estar
involucrada en la respuesta inmune, ya que se ha comprobado que es capaz de modular

la expresion de diferentes citoquinas [239].

En las lineas celulares de GBM establecidas y caracterizadas en esta tesis, el gen MSK1
se ha encontrado infraexpresado con respecto con el pool de ARN de cerebro normal.
No existen estudios sobre los niveles de expresion del gen MSK1 en GBM, y su papel en
otros cdnceres genera cierta controversia, ya que su sobreexpresion se ha relacionado
tanto con un buen prondstico en cancer de mama [240], como con menores tasas de
supervivencia en cancer colorrectal [241]. Los valores de expresion de MSK1 a nivel de
ARNm fueron homogéneos en las 6 lineas de GBM establecidas, por lo que no se pudo
correlacionar el grado de radiorresistencia de cada una de ellas con los niveles de

expresidon de dicho gen. Sin embargo, al disminuir la expresién de este gen mediante
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ARNsi, todas las lineas celulares de GBM aumentaron su radiorresistencia, sugiriendo un
posible papel de MSK1 en la resistencia a la radioterapia. Este dato apoya los estudios
realizados en cancer de mama que relacionan los niveles bajos de expresion de este gen

con un peor pronodstico y con el desarrollo de metastasis [240,242].

5.4.4 Relaciones entre los genes SOCS3, PTK6, MSK1 y NRF2

De forma general, la alteracién dirigida de la expresién de un gen no solo produce
cambios en el comportamiento de dicho gen, sino que afecta a la expresion de los genes
gue estan relacionados con él, o con las rutas metabdlicas en las que esta involucrado
[243,244]. Por ello, y al haber realizado ensayos de interferencia con diversos genes, que
a su vez se habian relacionado con la resistencia a la radioterapia, se evalud si la
disminucion de la expresidn de alguno de ellos provocaba cambios en la expresidon de

los demas genes.

La disminucion de la expresion de SOCS3 a nivel de ARNm implicd un aumento
significativo a nivel de ARNm del gen PTK6, resultado que era esperable puesto que
SOCS3 actia como inhibidor de PTK6 [169]. Con este ensayo se confirmd la relacion
existente entre la expresion de ambos genes en las lineas celulares de GBM. Ademas, la
interferencia del gen SOCS3 disminuyé significativamente la expresion a nivel de ARNm
del gen MSK1, sugiriendo que la expresion de ambos estd relacionada. No existen
estudios que describan esta interaccidn, aunque si se ha demostrado que la proteina
MSK1 interfiere en la regulacion de la via JAK/STAT, a la que pertenece la proteina
SOCS3, fosforilando al factor de transcripciéon STAT3 [141]. La regulacién entre la
expresion de SOCS3 y de MSK1 podria llevarse a cabo mediante esta relacion. La
interferencia del gen PTK6, no mostré efecto sobre los niveles de expresion del resto de

genes estudiados.

Finalmente, al disminuir la expresién de NRF2 mediante ARNsi los valores de expresion
de los genes PTK6 y SOCS3 no se vieron afectados. En cambio, la expresion de MSK1
disminuyd de forma significativa. Hay estudios que demuestran que NRF2 es capaz de
fosforilar y activar a la proteina MSK1 [245], por lo que es posible que la disminucion en
los niveles de expresion NRF2 pueda implicar también un reduccion de la expresion de

MSK1 a nivel de ARNm, aunque no existen estudios que apoyen dicha hipédtesis. En
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cambio, el hecho de que la expresion de MKS1 se reduzca al disminuir la expresion de
NRF2, puede contribuir a explicar la radiorresistencia observada en los estudios de
interferencia de NRF2, ya que en el apartado anterior se ha demostrado que la
disminucion de MSK1 aumenta la resistencia a la radioterapia en las lineas celulares de

GBM.

Estos resultados apuntan a una posible regulacion del gen MSK1 a través de la expresidn
de los genes SOCS3 y NRF2, y a su vez a la existencia de un mecanismo de
radiorresistencia en GBM mediado por la bajada de MSK1 mediante la relaciéon con
dichos genes, ya que al disminuir cualquiera de los 3, todas las lineas de GBM
aumentaron su radiorresistencia. Sin embargo, es necesario realizar estudios
complementarios para demostrar estas interacciones a nivel de proteina, y a su vez

identificar otros genes que también formen parte de este posible mecanismo.

5.5 Potenciacion de la radioterapia mediante el TSA

Los dos principales mecanismos epigenéticos a través de los cuales se regula la expresion
génica son la modificacion covalente de las bases del ADN mediante la metilacién, y la
acetilacion de las histonas [246]. Este Ultimo mecanismo esta controlado por dos grupos
de proteinas: las acetiltransferasas de histonas (HATs) y las histonas deacetilasas
(HDACs), y su desregulacion se ha asociado con la carcinogénesis [247]. Por esta razén,
el uso de un iHDAC como el TSA, se ha propuesto como una posible terapia en el

tratamiento del cancer.

El pretratamiento con TSA de la linea celular de GBM con mayor radiorresistencia
conllevdé un aumento en su radiosensibilidad, siendo éste directamente proporcional a
la dosis utilizada. El empleo de los iHDACs como potenciadores de la quimioterapia en
GBM ya ha sido descrito en varios estudios [248,249], por lo que este dato complementa
estos trabajos demostrando que el uso del TSA también consigue potenciar el efecto del

tratamiento radioterapico.

Por otro lado, el analisis de metilacién del promotor del gen SOCS3 realizado en este
trabajo reveld que las lineas celulares de GBM establecidas no poseian metilado el
promotor de dicho gen, indicando que la metilacion no forma parte de la regulaciéon

epigenética de su expresion. Como ya se ha indicado anteriormente, otro de los
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principales mecanismos epigenéticos a través de los cuales se regula la expresion génica
es la acetilacion de histonas. Por ello se evalué también, el efecto del TSA sobre la
expresion de SOCS3, y se comprobd que dicho compuesto aumentaba la expresidon de
SOCS3 a nivel ARNm de forma directamente proporcional a la dosis suministrada. Esto
indicd que la expresidn de SOCS3 puede estar regulada por la acetilacidn de histonas en
las lineas celulares de GBM, como se ha demostrado que ocurre en lineas celulares de

cancer de cérvix [174].

Estos resultados sin embargo, no relacionaban inequivocamente la radiosensibilizacién
de la linea celular con el aumento de expresion de SOCS3, puesto que la potenciacién
de la radioterapia podria estar causada por el efecto intrinseco del TSA. Por ello, se llevd
a cabo un ensayo en el que se realizd un tratamiento con TSA en la linea celular mas
radiorresistente (HGUE GB 39), y a la vez una inhibicién de la expresion de SOCS3 con
ARNsi. Los datos obtenidos confirmaron que el aumento de la sensibilidad a la
radioterapia observado en la linea HGUE GB 39 se debia directamente al incremento
endogeno de la expresion de SOCS3 causado por TSA, puesto que al inhibir la subida de
SOCS3, aun estando presente el TSA, no se produjo la potenciacion del efecto de la

radioterapia.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el TSA aumenta la expresion de
MSK1 a nivel de ARNm, y la sensibilidad a la quimioterapia en lineas celulares de cancer
de coldn y pancreas. El aumento en la expresion de MSK1 podria ser una consecuencia
del aumento en la expresion de SOCS3 provocada por TSA, ya que como se ha
demostrado en este trabajo la disminucién de la expresién de SOCS3 induce una
disminucion en la expresion de MSK1, y este hecho podria ocurrir también de forma
inversa. Ello aportaria una nueva evidencia de la relacién que se postula entre SOCS3,

MKS1 y la adquisicién de radiorresistencia.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo relacionan directamente la expresidon de
SOCS3 con la radiorresistencia en las lineas celulares de GBM establecidas, y lo
proponen, junto a la ruta de traduccion de sefiales en la que participa, como una nueva
diana terapéutica frente a la resistencia a la radioterapia en GBM. Ademas, permiten
postular la existencia de un mecanismo de adquisicion de radiorresistencia mediado por

MSK1, que involucraria también a los genes SOCS3 y NRF2.
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5.6 Proyecciones futuras

La presente tesis doctoral ha puesto de manifiesto el importante papel que desempefa
el gen SOCS3 en la adquisicion de radiorresistencia en GBM. Por ello, el proximo objetivo
de nuestro equipo de investigacién, en el que ya estamos trabajando, es la construccién
de un modelo de radiorresistencia generado a través de la supresion estable de la
expresion de SOCS3 en una de las lineas celulares establecidas en este trabajo, mediante
la técnica de edicidon gendmica CRISPR-Cas. Este modelo permitira profundizar en el
estudio de la radiorresistencia producida por SOCS3, y de los efectos que conlleva su
silenciamiento sobre las diferentes vias de transduccidén sefial alteradas en cdancer.
Ademas, se podra utilizar para ensayar compuestos dirigidos a revertir su resistencia a
la radioterapia, y a identificar posibles genes que puedan ser empleados como dianas

terapéuticas o marcadores de radiorresistencia.

Por otra parte, y con el fin de esclarecer la utilidad de SOCS1 y SOCS3 como
biomarcadores, seria interesante llevar a cabo un estudio de los niveles de expresion de
ambos en una cohorte bien caracterizada de pacientes con GBM IDH-mutado e IDH-
nativo, asi como con gliomas de menor grado. Es importante incluir todos los tipos de
gliomas ya que pueden encontrarse diferencias entre los distintos grados tumorales, que
pongan de manifiesto el posible uso de algunos de estos genes como biomarcadores de

prondstico o diagndstico.

En este trabajo, también se relaciona la expresion de los genes PTK6, MSK1 y NRF2 con
la resistencia a la radioterapia. Aun asi, es necesario seguir estudiando su implicacién en
la respuesta a la radioterapia mediante estudios de sobreexpresién génica, y analisis
dosis-respuesta con el objeto de clarificar cual es exactamente el rol que desempenan
en la radiorresistencia en GBM. Asi mismo, es necesario profundizar en las relaciones
encontradas entre la expresion de SOCS3 y NRF2 con MSK1, que deben ser demostradas
a nivel de proteina, y comprobadas en otro tipo de lineas celulares y en tumores
primarios. Ademas, también seria relevante determinar por qué ocurren y en qué
situaciones tienen lugar, puesto que su estudio podria revelar nuevas funciones ain no
descritas y que podrian estar relacionadas con la resistencia al tratamiento en GBM, o

con la agresividad presentada por este tipo de tumores.
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Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han contribuido a aumentar el
conocimiento sobre el mecanismo mediante el cual los GBMs son capaces de adquirir
resistencia a la radioterapia, y a la vez han abierto nuevas lineas de investigacion, las
cuales contribuiran a seguir investigando este mecanismo. Trabajando asi en el objetivo
de implementar nuevas terapias que ayuden a mejorar el tratamiento de este tipo de
tumores tan agresivos, y con ello conseguir aumentar la esperanza y calidad de vida de

los pacientes.
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1.

Conclusiones

Las 6 lineas celulares de GBM obtenidas en este trabajo representan un modelo
adecuado para estudiar la resistencia a los tratamientos desarrollada por los
GBM IDH-nativos o primarios, ya que conservan tanto su naturaleza glial como
sus rasgos genéticos, y aportan la posibilidad del estudio retrospectivo de
cualquier caracteristica fisiolégica o génica de interés. Las alteraciones
observadas en la proteina p53 podrian considerarse un requisito inicial para el
establecimiento de los cultivos primarios, puesto que estuvieron presentes en

las 6 lineas estudiadas.

La ausencia de metilacién en el promotor de MGMT se relaciona con la expresion
de este gen a nivel de ARNm, y a su vez con la quimiorresistencia. El tratamiento
quimioterapéutico produjo la muerte celular en todas las lineas de GBM
establecidas siendo su efecto menor en la linea celular HGUE GB 16, la cual fue

la Unica que mostré expresion de MGMT.

El tratamiento radioterapico disminuye de forma dosis-dependiente la viabilidad
celular en todas las lineas de GBM establecidas a las 72 h post-irradiacion. El
efecto de la radioterapia a las 24 h tras el tratamiento es un bloqueo en la fase

G2/M del ciclo celular.

Las lineas celulares de GBM no mostraron metilacién en los promotores de los
genes SOCS1 y SOCS3. En cambio, se detectaron metilaciones parciales de
regiones incluidas en la ORF de ambos genes. Todas las lineas celulares expresan

los genes SOCS1 y SOCS3, tanto a nivel ARNm como de proteina.

La radiorresistencia adquirida mediante presion selectiva por las poblaciones
clonales conlleva una bajada en la expresion de SOCS3 a nivel de ARNm,

concomitante con el aumento de la resistencia a la radioterapia.

La radiorresistencia obtenida al inhibir la expresidon de SOCS3 mediante un ARNsi
especifico, y la radiosensibilizacién mostrada por la linea celular HGUE GB 39 al
sobreexpresar dicho gen bajo un promotor heterdlogo, demuestran Ia
implicacion de SOCS3 en la adquisicion de radiorresistencia en las lineas celulares

de GBM.
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7.

138

El gen PTK6 se encontré sobreexpresado en las lineas celulares de GBM con
respecto al pool de ARN de cerebro sano, y su inhibicion mediante un ARNSsi
especifico indujo una mayor radiorresistencia. En las lineas celulares de GBM su
expresion estuvo regulada por el gen SOCS3, sefialando la posible implicacion de

PTK6 en el mecanismo de adquisicidn de radiorresistencia mediado por SOCS3.

Los genes NRF2 y SOCS3 influyeron directamente sobre la expresién de MSK1,
viéndose reducida ésta al interferir la expresion de ambos. La bajada de
expresion a nivel de ARNm de cualquiera de los tres genes indujo
radiorresistencia en las lineas celulares de GBM, sugiriendo la existencia de un
nuevo mecanismo de radiorresistencia en GBM mediado por MSK1 y bajo el

control de los genes NRF2 y SOCS3.

El conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo demuestra que SOCS3, y
la ruta de transduccion de sefial de JAK/STAT en la que participa, pueden
establecerse como nuevas fuentes de dianas terapéuticas para mejorar la

respuesta a la radioterapia en GBM.
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Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is a poor prognosis type of tumour due to its resistance to chemo and radiotherapy. SOCS17 and
SOCS3 have been associated with tumour progression and response to treatments in different kinds of cancers, including GBM. In
this study, cell lines of IDH-wildtype GBM from primary cultures were obtained, and the role of SOCS1 and SOCS3 in the radiotherapy
response was analysed. Fifty-two brain aspirates from GBM patients were processed, and six new cell lines of IDH-wildtype GBM
were established. These new cell lines were characterized according to the WHO classification of CNS tumours. SOCS1 and SOCS3
expression levels were determined, at mRNA level by QPCR, at protein level by immunocytochemistry, and Western blot analysis.
The results showed that SOCS71 and SOCS3 are overexpressed in GBM, as compared to a non-tumoral brain RNA pool. SOCS1
and SOCS3 expression were reduced by siRNA, and it was found that SOCS3 inhibition increases radioresistance in GBM cell lines,
suggesting a key role of SOCS3 in radioresistant acquisition. In addition, radioresistant clonal populations obtained by selective
pressure on these cell cultures also showed a significant decrease in SOCS3 expression, while SOCS7 remained unchanged.
Furthermore, the induction of SOCS3 expression, under a heterologous promoter, in a radiotherapy resistant GBM cell line increased
its radiosensitivity, supporting an important implication of SOCS3 in radiotherapy resistance acquisition. Finally, the treatment with
TSA in the most radioresistant established cell line produced an increase in the effect of radiotherapy, that correlated with an increase
in the expression of SOCS3. These effects of TSA disappeared if the increase in the expression of SOCS3 prevented with an siRNA
against SOCS3. Thus, SOCS3 signal transduction pathway (JAK/STAT) could be useful to unmask new putative targets to improve
radiotherapy response in GBM
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Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common malignant tumour of the
central nervous system (CNS) in the adult population, its incidence being around
2-3 people per 100.000 in USA and Europe. It is considered a very aggressive and
lethal tumour, because there is not an effective therapy to date, thereby, being an
incurable type of cancer [1,2].

GBM is usually divided in two groups, depending on their origin: primary GBM’s
which are developed “de novo”, and low-grade gliomas that become GBM,
denominated secondary GBM. Both are histologically identical, but primary GBM
has worse prognostic than secondary GBM [3,4].

Recently, the World Human Organization (WHO) has updated the classification
of CNS tumours, and has included molecular marks, which enable to identify the
gliomas, and also distinguish between primary and secondary GBM. This
classification has established /DHwildtype GBM and IDH-mutant GBM; IDH-
wildtype GBM has a worse prognosis, with a survival rate around 10 to 15 months,
it often has mutations in the TERT promoter (76%), and sometimes harbours
alterations in TP53 (27%) and PTEN (24%). IDH-mutant GBM has a better prognosis
and the survival rate is increased to 31 months. In this type of tumours, the
mutations of TERT promoter are rare (26%) and TP53 and PTEN alterations are also
present in a low percentage [5].

The current therapy for GBM includes resection surgery, followed by radio and
chemotherapy, frequently given together to obtain a synergistic effect. The
radiotherapy treatment consists of five consecutive sessions of 2Gy at a 6Gy/min
dose rate per week for six weeks, the total treatment being 60Gy [6]. The most
common drug used in chemotherapy in GBM is Temozolomide (TMZ), which is
administered concomitant with radiotherapy [7]. Additionally, sometimes, during
resection surgery, wafers impregnated with Carmustine (BCNU) are implanted in
the environment of the tumour [8].

Despite of these aggressive treatments, the survival rate is only increased in a
few months, because GBM has different ways to acquire resistance to chemo and
radiotherapy, either activating DNA repair system or producing alterations in the
cell cycle and apoptosis regulation [9,10]. Resistance to chemotherapy has been
extensively studied, and it is mainly due to MGMT (0—6 methylguanine-DNA
Methyltransferase) gene expression. MGTM is a protein involved in the DNA repair
system, which is able to avoid DNA damage caused by TMZ or BCNU [11,12].
However, there is no much knowledge about the mechanisms related to
radiotherapy resistance in GBM, and the basic mechanism of its acquisition
remains unclear.

SOCS1 and SOCS3 proteins are members of the Suppressors of Cytokine
Signalling (SOCS) family. Both are implicated in the signal regulation of JAK/STAT
pathway, which is involved in cell proliferation and apoptosis [13].
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Commonly, the constitutive activation of this pathway has been considered a
hallmark of several cancers [14,15]. On the other hand, SOCS proteins alterations
have been associated to different diseases, including cancer [16]. In this sense, the
methylation status of SOCS3 has been proposed as a malignant prognostic
biomarker [17], and the differential expression of SOCS1 and SOCS3 in GBM has
been studied as putative factors involved in radiotherapy resistance [18]. Likewise,
the expression of these genes has been related with radiotherapy response in
other types of cancer, such as a gastric or cervix cancer [19,20].

On the other hand, histone deacetylases inhibitors (iHDACs) have been
proposed as new anti-cancer agents [21], due to their capability to decrease the
tumour progression and to increase the radio and chemosensitivity in different
tumour cell lines [22—-24]. Moreover, the iHDACS have been related to JAK-STAT
pathway and SOCS1 and SOCS3 expression [25].

In this study, six human cell lines of IDH-wildtype GBM, established from
primary cultures of GBM patients, have been obtained and characterized
according to the current WHO classification. In addition, they have been tested for
their chemo and radiotherapy sensitivity. The results showed that SOCS1 and
SOCS3 are overexpressed in primary GBM, and also demonstrate a relationship
between SOCS3 expression and radiotherapy resistance acquisition, suggesting
the utility of SOCS3 and its signal transduction pathway as a new source of
therapeutic targets.

Materials and methods

Cell culture

GBM primary cell cultures were obtained from brain aspirates of patients who
have been diagnosed with GBM. These brain aspirates came from resection
surgery of patients older than 18 years old, which had signed the informed
consent. The procedures for obtaining the tissue samples were developed in
accordance with the national ethical and legal standards, and following the
guidelines established in the Declaration of Helsinki (2000). The research project
was conducted under the written approval of the Ethic Committee of Clinical
Research (CEIC) of the “Hospital General Universitario de Elche (Spain)”, and in
collaboration with the Hospital Biobank, which are included in the Valencian
Network of Biobanks.

The brain aspirates were centrifuged at 1.000 rpm, 10 min. The pellets obtained
were resuspended in 3 volumes of Erythrocyte Lysis buffer (Qiagen), and
incubated for 30 min, at 4°C. Then, they were again centrifuged in the same
conditions, and the final pellets were resuspended in 10 ml of Dulbecco’s modified
Eagle’s medium: Nutrient Mixture F-12 (Gibco) containing 10% Fetal Bovine
Serum, qualified, heat inactivated (Gibco), and 1% of streptomycin and penicillium
mixture (Biowest). This media was denominated completed DMEM F12. These
cellular suspensions were sieved using the Sieve tissue grinder kit (Sigma Aldrich).
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The sieved solution was centrifuged at 1.000 rpm, 5 min. Then, it was performed
an enzymatic digestion with hyaluronidase (4.5 U/ml), and collagenase Il (0.09
mg/ml) for 30 min, at 37°C. Finally, cellular suspensions were centrifuged at 1.000
rpm, 5 min and resuspended with complete DMEM F12 media. The cell suspension
was placed in a T25 flask and kept into an incubator with a controlled atmosphere
(37°C, high humidity and 5% CO,). Maintenance of cell cultures consisted in regular
passes, and media replacement until they reach a growth rate similar to cell lines.

Immunocytochemistry of GFAP, SOCS1 and SOCS3

Cells were plated in a 24 well plates at a density of 75.000 cells per well, and kept
for 24 hours into an incubator with controlled atmosphere. Then, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde in Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)
(Gibco) during 10 min, and they were permeabilized using 0.2% TRITON X-100 in
DPBS for 10 min. In order to avoid unspecific unions blocking was carried out with
a solution of 1% Bovine Serum Albumin in DPBS for 1 hour. At that point, cells were
incubated with antibodies: anti-GFAP (AB5804, Millipore), anti-SOCS1 (ab9870,
Abcam), or anti-SOCS3 (ab6030, Abcam) into a humidify chamber overnight, at
4°C. Primary antibodies were used to a 1/250 dilution. Next day, cells were
incubated with a secondary antibody (Molecular Probes) used to a 1/1.000
dilution, and with DAPI for 2 hours, at room temperature. In parallel, the same
protocol was performed for negative controls, but in this case, these cells were
incubated only with the secondary antibody, without primary antibody. The
immunostained cells were visualized by a Leica TCS SP2 confocal microscope (Leica
Microsystems).

Immunocytochemistry of P53 and PTEN

Cell lines were fixed using neutral formalin and included into paraffin to build TMA
(Tissue Microarrays) sections. Then, sections were deparaffined, rehydrated and
incubated with primary antibodies anti-P53 (DO-7, Dako) or anti-PTEN (6H2.1,
Dako). Subsequently, the immunocytochemistry assay was performed with
streptavidin-biotin technique, using the Immunostainer Techmate 500 (Dako), and
the results were visualized by Envision System (DakoCytomation).

Isolation of nucleic acids
DNA isolation was performed from frozen dry pellets of each cell line, using the
DNAeasy

Blood & Tissue kit (Qiagen). To carry out the ARN isolation, cells were stored in
RNAeasy Lysis Buffer (Qiagen) plus 1% [-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich), then
the kit RNAeasy Plus (Qiagen) was used to isolate RNA, according to the
manufacturer’s instructions.
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Western blot analysis

Protein extracts were obtained and Western blot analysis was performed
following protocols previously describe [26]. For this analysis, 100 ug of proteins
per lane were resolved on 5-20% polyacrylamide-gradient gels. SOCS3 protein
was detected using a 1:500 dilution of the same antibody used in the
immunocytochemistry studies mentioned above (ab6030, Abcam). GAPDH, was
detected using a 1:5.000 dilution of a specific antibody against to this protein
(60004-1-IG. Proteintech). The secondary antibody used was a 1:10.000 dilution
of a peroxidase-conjugated anti-immunoglobulin (anti-IgG). For this study, three
protein extracts pool from non-tumural tissue (P1234051, BioChain; NB820-
59177, Novus Biologicals; 635318, Takara) were used as a control.

Molecular characterization of IDH1, IDH2 and TERT

The single nucleotide polymorphism of IDH1, IDH2 and TERT genes were detected
by PCR, following the protocol previously described [27,28]. In all cases, PCR was
performed using 250 ng of DNA with AmpliTag Gold 360 Master Mix
(ThermoFisher Scientific). PCR products were resolved by capillary electrophoresis
in the ABI-PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Electropherograms
were analysed by Sequencing Analysis V 5.4 Software (Applied Biosystem).

Methylation status of MGMT

The methylation status of MGMT promotor in the cell lines was performed using
SALSA MS-MLPA MEO011.B1 Mismatch Repair Genes kit (MRC-Holland) according
to the protocol provided by the manufacturer. The quantity of DNA used was 200
ng, the PCR products were resolved in ABI-PRISM 3500 Genetic analyser (Applied
Biosystem). The data from the electrophoretic separation were analysed using
GeneScan Software (Applied Biosystems), and Microsoft Excel spreadsheet
templates provided by the manufacture. To determine the methylation status, the
criteria proposed by Jeuken et al [29] have been used.

Expression studies

Retrotranscription of RNA to cDNA was made with 1 pg of RNA, using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (ThermoFisher Scientific), according to
the protocol provided by manufacturer.

Q-PCR was carried out in 96 wells plates, with a master mix containing 1ul of
specific gene assay: MGMT (Hs01037698 _M1), SOCS1 (Hs00705164_s1) or SOCS3
(Hs02330328 s1), 10 pl TagMan Gene Expression Master Mix (all of them from
ThermoFisher Scientific) and 4 pl of cDNA obtained by retrotranscription.
Endogenous control used was GAPDH-VIC (ThermoFisher Scientific). As a
reference sample, an RNA pool from normal brain (temporal lobe) tissue from 5
human adults was used. (BioChain). For all studies, 3 technical replicates were
performed, and negative controls were carried out with water. Q-PCR assays were
performed in the 7.300 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
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Chemo and radiotherapy
The drug used for chemotherapy was BCNU. Cells were plated, treated with 50uM
BCNU for 24 hours and harvested for cellular viabilities studies.

Radiotherapy was performed in the Radiotherapy Oncology Unit of the
“Hospital General Universitario de Elche”, using a VARIANT 2100C linear
accelerator. The dose was 7Gy, with a dose rate of 6Gy/min.

For both assays, cells were plated in 6 well plates and kept into an incubator
with controlled atmosphere, for 24 hours. The radio or chemotherapy treatment
was supplied, and cells were incubated again in the same conditions for an
additional period of 24 hours.

To assess the drug effect, viability studies were performed using the Muse
Count & Viability Assay Kit; radiation effect was determined by Muse Cell Cycle
Assay Kit (MERK). The results were visualized by a MUSE Cell Analyzer (MERK).

Obtain of clonal radioresistant populations

The GB39 and G242 cell lines were plated in 100 mm cell culture plates. Weekly,
they were irradiated with a 5Gy dose until reach an accumulated dose of 45Gy.
Only few isolated cells survived to this process. Each isolated cell was recovered
using the Cloning cylinders glass (Sigma Aldrich) and plated in a 96 wells plate.
When these cells started to proliferate, they were transferred to a 24 wells plate,
and then to a 6 wells plates. Finally, clonal radioresistant populations were
obtained from the isolated cells.

Small interfering RNA assay

SOCS1 and SOCS3 expression inhibition was carried out by transfection with
specific small interfering RNA (siRNA). The transfection was made with specific
siRNA of SOCS1 (siRNA. SOCS1, Invitrogen) and SOCS3 (siRNA.SOCS3, Invitrogen)
to a 10 UM concentration, mixed with 5 pl of Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen)
diluted in OPTI-MEN (Gibco). As a negative control, the same solution was used
with non-specific siRNA (siRNA.NS, Invitrogen). Transfected cells lines were
maintained in this solution plus complete DMEM F12 media without antibiotic for
48 hours at 37°C in a humified 5% CO»/air atmosphere.

Upregulation of SOCS3 mRNA expression

In order to upregulated SOCS3 expression, we used a synthetic plasmid which had
the SOCS3 Open Reading Frame (ORF) and a resistance cassette of Hygromycin
under a heterologous promoter provided by Sinobiological (HG11315-UT).
Transfection with a control plasmid was also performed to assess whether the
transfection has an intrinsic effect. Cells were transfected with 15 ng or 25 ng of
the plasmid using Lipofectamine 2.000 (Invitrogen) diluted in OPTI-MEN (Gibco)
and grown in culture media plus Hygromycin to select only the transfected cells.
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Then, the culture was divided into 3 aliquots, one for the SOCS3 expression
studies, and the other two for cell cycle distribution studies one of them was
irradiated, while the other was not. To induce the increase in the expression of the
endogenous levels of SOCS3, the cells were pre-treated for 16 h with different
doses of TSA (25—-200 nM) before proceeding to irradiation.

Statistical analysis

Mean and SD values were calculated for SOCS1 and SOCS3 expression and cell
cycle distribution data. Normal distribution of the data was tested by Shapiro-Wilk
test and homoscedasticity was tested by Levene Test. Data from cell cycle
distribution and percentages of SubG1/ G2M showed a non-normal distribution.
Data from expression studies showed a normal distribution, and homogeneity of
variances. Parametric and non-parametric comparation test were used as
required.

To paired comparisons between irradiated and non-irradiated phases of cell
cycle, and between the percentages of SubG1/G2M of irradiated and non-
irradiated cells Mann Whitney test was performed.

In the expression analysis, the followed criteria to consider alterations of
expression were the proposed by Schmittgen & colls [30]. They established that
the alterations in expression are significative when the RQ value is over 2, or under
0.5, corresponding to FC +/- 2 values respectively. In the figures, the expression
changes are indicated by a diamond. In order to test the significance level of the
expression changes, T- student test was performed.

P-Values <0.05 were considered to be statistically significant. The software used
to carry out the statistical analysis was SPSS 24.0 (IBM Software).

Results

Generation of six new human cell lines of GBM

Fifty-two brain aspirates were collected during this study. All of them were
diagnosed as GBM by the Anatomy Pathology Unit. The brain aspirates were
processed, and primary cultures were stablished from them. RNA, DNA and
cryopreserved cells were obtained systematically from different passages. Finally,
six of these primary cultures which had a quickly and stable growth rate and kept
their molecular features, were selected for this study. The behaviour of these six
primary cultures was similar to those of a cell line. These new cell lines were
named HGUE (“Hospital General Universitario de Elche”)-GB (Glioblastoma)-
number of culture, for example: HGUE-GB-16. However, for this article they have
been named GB+number of culture; for example, GB16, to facilitate easy
understanding of Figures and Figures legends.
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To confirm whether these six new cell lines had preserved their glial origin,
immunocytochemistry assays were performed to detect the expression of glial
fibrillar acidic protein (GFAP), since this protein is considered a glial marker, and
particularly of astrocytes [31]. Immunolabeling analysis of these cell lines was
carried out using a specific antibody antiGFAP, and subsequently, stained cells
were visualized by confocal microscopy. All cell lines studied showed a positive
immunoreactivity against GFAP antigen (Fig_1), and it was confirmed that all
established cell lines had preserved their glial origin.

The GMB cell lines established belonged to IDH-wildtype GBM

These new GBM cell lines were classified according to the guidelines proposed by
WHO in their 2016 CNS tumours classification [5], the “Hotspot” mutation region
sequences of IDH1, IDH2 and TERT were determined by Sanger sequencing, and
the electropherograms obtained were studied to detect the described mutations:
in IDH1 R132, in IDH2 R172, and the C225T

DAPI
GFAP

GB40

Fig 1. Immunodetection of astrocyte marker (GFAP) in GBM cell lines. Images corresponding to
immunolabeling of GFAP (green) in GBM cell lines. Nuclei stained with DAPI are shown in blue. Each bar equals
20 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581.9001

or C250T TERT promoter region [28,32]. No mutations of IDH1 or IDH2 were found
2AB, respectively). However, all of them harbour a C250T mutation in the TERT
promoter (Fig 2C, 2H, 2M, 2R, 2X and 2AC). The GB16 cell line showed this
mutation in heterozygosis.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581February 27, 2019 8/26
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P53 modifications were also analysed by immunocytochemistry, and all
established GBM cell lines had alterations in this protein, showed by P53 staining
in their nuclei (Fig 2D, 21, 2N, 2S, 2Y _and 2AD). Nevertheless, the cell lines
showed positive immunoreactivity to PTEN antigen (Fig 2E, 2J, 20, 2T, 2Z and
2AE), indicating that PTEN expression was conserved. These results confirm that
the established human cell lines are IDH-wildtype GBM.

Methylation status of MGMT promoter, expression of MGMT mRNA and
chemotherapy response

The methylation status of the MGMT promoter and its expression have been
established as a prognostic and response marker in GBM [33], so both features
were determined in these GBM cell lines. Methylation status was studied by MS-
MLPA, and the results showed that all the cell lines had methylated the MGMT
promoter, except the GB16 cell line, which had unmethylated all its CpG islands
(S1 Fig). Furthermore, the expression of MGMT was studied by Q-PCR to associate
the methylation status with its expression level. As expected, only the GB16 cell
line showed expression of MGMT mRNA by Q-PCR, taking into consideration the
MGMT promoter methylation status. GB16 also exhibited overexpression of
MGMT mRNA, compared to RNA pool from non-tumoral brain tissue (Fold Change
(FC) = 1.7+0.15).

Finally, we characterized the response of these GBM cell lines to BCNU, a drug
used in chemotherapy. The most chemosensitive cell line was GB42, as BCNU
induced a 49.9% + 3.7 cell death, followed by the cell lines GB39, GB40 and GB48,
which were slightly affected, their viability being reduced by 25.2% + 1.8, 19.5% +
1.1and 27.9% + 2.1, respectively. The higher rate
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to 40.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581.9002

of survival was achieved by GB16, as only the 12.6% + 2.3 of its cells were affected
by BCNU, so it was considered a GBM resistant cell line to chemotherapy (S2 Fig).
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Response to radiotherapy in primary GBM cell lines

To evaluate the radiotherapy effect, the cell lines were irradiated to a 7Gy dose
(6Gy/min rate). Then, 24 hours after treatment, the cell cycle distribution of
different cells (control and
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Fig 3. Cell cycle distribution of GB16 (a), GB 37 (b), GB39 (c), GB40 (d), GB 42 (e) and GB48 (f). The
percentage of cells in each phase of the cell cycle is represented as the average of several experiments (mean +
SD), with the Pvalue obtained from the non-parametric Mann the Whitney Test (n10) superimposed ( P-value<
0.01, Pvalue< 0.001). White bars represented control cells, and black bars irradiated cells.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581.9g003

irradiated) were compared to determine the response to radiotherapy.
Significative changes in the G, S and G,/M phases were detected on each cell line
due to irradiation. G;and S phases were reduced, and G,/M was increased, while
SubG; did not show any significant changes (Fig 3), suggesting that the first effect
of radiotherapy is to arrest cell cycle in the Go/M phase of the cell cycle, in GBM
cell lines. To determine the fate of cells blocked in phase G,/M, viability studies
were performed 72h after irradiation. The results showed an increase in the
percentage of dead cells similar to the percentage of cells blocked in phase G,/M,
24h after irradiation, suggesting that the initially blocked cells end up dying later

on (S3 Fig).
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From the data showed above, the effect of radiotherapy was calculated as the
increase of arrested cells in the G,/M phase, due to irradiation, plus the increase
of cells in SubGj, since this phase is associated to cell death (A (SubGi+ G2/M) -
cr). Any cell line reached a radiotherapy response higher than 50%, the most
affected being the GB42 cell line (49.8% + 1.2 affected cells), and the most
radioresistant being the GB39 cell line (21.2% * 1.6 affected cells).

The rest of cell lines showed middle percentages of response.

The radiosensitivity of cell lines was also tested after grew up the cells in serum-
free media, and the value of (A (SubG; + G2/M) rcr) for each cell line was similar
to the percentages indicated above for the same cell line growing with 10% fetal
bovine serum (S4 Fig).

SOCS1 and SOCS3 expression in primary GBM

To study the expression profile of SOCS1 and SOCS3 in GBM cell lines, RNA from
the cell lines in basal state (confluence level 75%, adequate quantity of nutrients
and controlled atmosphere) was isolated. Then, a retrotranscription and Q-PCR
assay were carried out. FC values were calculated to evaluate the expression
differences between GBM and non-tumoral brain tissue.

The GBM cell lines overexpressed SOCS1 and SOCS3, when compared to an RNA
pool from non-tumoral brain tissue. The SOCS1 expression was between 2 and 5
times higher, and the SOCS3 expression increased in GBM cell lines between 3 and
4.5 times (S5A Fig).

Furthermore, a Western blott analysis was carried out to confirm the
overexpression of SOCS3 in the GBM cell lines. In this case, total protein extracts
from the cell lines were obtained, and then a Western blotting was performed
using antibodies to SOCS3 and GAPDH (as endogenous control). All cell lines
overexpressed SOCS3 when compared to a protein pool from non-tumoral brain

tissue (S5B Fig).

Immunocytochemistry studies of SOCS1 and SOCS3 proteins

To confirm the expression data of SOCS1I and SOCS3 obtained by Q-PCR,
immunocytochemistry assays to detect the presence of SOCS1 and SOCS3 proteins
were performed in GBM cell lines. Double immunolabeling was carried out using
anti-SOCS1 and anti-SOCS3 antibodies. The six GBM cell lines showed positive
immunostaining for both proteins, which indicates that mRNA expression was
correlated with protein presence. SOCS1 and SOCS3 proteins appeared in the
cytoplasm, without apparently association to any organelle and no presence in the
nuclei. The double immunolabeling did not show colocalization of these proteins
in the cytoplasm (Fig 4).
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Effect of the radiotherapy exposure on the SOCS1 and SOCS3 expression at mRNA
level

In order to study the effect of radiotherapy on SOCS1 and SOCS3 mRNA
expression, GBM cell lines were exposed to 7Gy, and 24 hours after irradiation
cells were harvested, and total RNA was isolated. In parallel, control non-
irradiated cells were collected to be used as an expression control. No significant
changes were observed in SOCS1 and SOCS3 mRNA levels after irradiation (Fig
SA).

To determine whether SOCS1 and SOCS3 mRNA expression was significative
affected after exposure to radiotherapy, time-course and dose-response
experiments were performed. In this case, the study was carried out in the most
radioresistant cell line (GB39), and in the most radiosensitive one (GB42). Non-
treated cell lines were used as expression control, and RQ values were calculated
from them. Changes in SOCS1 and SOCS3 mRNA expression were not detected in
GB39 nor GB42 at different times (Fig_SB). Moreover, changes on SOCS1 and
S0OCS3 expression were undetected in dose-response experiments (Fig 5C), with
the only exception of the GB39 cell line, where its expression was reduced by half,
in comparison with the control (RQ = 0.5 +0.03) at the highest radiotherapy dose.

Reduction of SOCS1 and SOCS3 mRNA expression by small interfering RNA (siRNA)
and its effect on radiotherapy resistance

To determine whether SOCS1 and/or SOCS3 play a role in GBM radioresistance,
SOCS1 and SOCS3 expression was inhibited using siRNA. First, we studied that
transfection with non-specific siRNA (siRNA.NS) did not altered SOCS1 and SOC3
expression, nor cell cycle

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581February 27, 2019 13/26
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Fig 4. Immunolocalization of SOCS1 and SOCS1 in GBM cell lines. Images show immunolabeling of SOCS1
(red) and SOCS3 (green) of GBM cell lines: GB16 (a, b, ¢), GB37 (d, e, f), GB39 (g, h, i), GB40 (j, k, 1), GB42 (m, n,
0), GB48 (p, q, r). Nuclei stained with DAPI are shown in blue. Each bar equals 20 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581.9q004

distribution. The results did not show significative differences between control
and siRNA.NS transfected cells in any cases (S6 Fig).

Subsequently, parallel assays of expression pre-irradiation and cell cycle post-
irradiation were carried out. In this case, we compared the mRNA expression
between siRNA.NS transfected cells and siRNA.SOCS1 or siRNA.SOCS3 transfected
cells, which demonstrated that expression of SOCS1 and SOCS3 was significative
reduced. Cell cycle distribution was also studied in each sample (siRNA.NS,
siSOCS1, siSOCS3) in order to evaluate the effect of radiotherapy (Fig 6).

The mMRNA expression of SOCS1 was reduced by 70% in siRNA.SOCS1
transfected cells when compared to siRNA.NS (Fig 6A). However, the effect of
irradiation was the same on siRNA.NS and siRNA.SOCS1 cells (Fig 6B _and 6C).
Therefore, the radiotherapy response was not affected by SOCS1 expression
reduction.

The expression of SOCS3 was reduced by 73% in siRNA.SOCS3 transfected cells
(Fig 6D).Furthermore, the irradiation caused a significative differential effect in
siRNA.NS and siRNA. SOCS3 transfected cells (Pvalue < 0.001). The siRNA.SOCS3
transfected cells were more radioresistant than the cells transfected with
siRNA.NS, since their percentage of cells in the SubG; and G,/M phases post-
irradiation was smaller than the number of cells in these phases in the siRNA.NS
transfected cells (Fig 6E and 6F). These data reveal that SOCS3 expression
inhibition provides resistance to radiotherapy in GBM cell lines.
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S0OCS1 and SOCS3 mRNA expression in clonal radioresistant populations

Clonal radioresistant populations were obtained from the most radioresistant cell
line (GB39), and from the most radiosensitive cell line (GB42). After an
accumulated 45Gy (5Gy/week) dose treatment, 10 clonal survival populations
were isolated from GB39, and 6 from GB42.

Finally, 6 clonal survival populations from GB39, and 1 from GB42 were obtained.

As expected, cell cycle analysis showed that the isolated clonal populations
were more radioresistant than their parental cell line (Fig 7A and 7D). The
expression of SOCS1 and SOCS3 at mRNA level was determined in all of them.
While the expression of SOCS1 was unmodified (Fig 7B and 7E), the expression
of SOCS3 was significantly lower in all clonal
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212581.9g007

radioresistant populations in contrast to their parental cell lines (Fig 7C and 7D).
These results reinforce the data obtained by siRNA.

Induction of SOCS3 expression and its role in the radiotherapy response

Induction of SOCS3 expression by a heterologous promoter. The study of
radiotherapy sensitization was performed in the most radioresistant GBM cell line
(GB39). In order to achieve the upregulating of SOCS3, this cell line was transfected
with 15 ng or 25 ng of synthetic plasmid, which contains the SOCS3 ORF under a
heterologous promoter control.
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The increase of SOCS3 mMRNA expression was evaluated by Q-PCR, and the data
obtained confirmed that cells transfected with 15ng and 25 ng of SOCS3 plasmid
increased the expression of SOCS3, when compared to cells transfected with
control plasmid. The cells transfected with 25 ng of plasmid showed four times
increase in SOCS3 mRNA level, and the cells transfected with 15 ng showed three
times increase (Fig 8A), which suggest that the amount of plasmid correlates with
the increase of gene expression.

In relation to the radiotherapy effect, cells with higher SOCS3 mRNA expression
showed a greater response to irradiation, compared to control cells. The
percentage of cells in SubG; and G/M phases was twice as much in cells
transfected with SOCS3 plasmid than in cells transfected with control plasmid (Fig
8B). Therefore, when SOCS3 is upregulating the culture showed a better response
to radiotherapy.

Induction of endogenous SOCS3 expression by TSA treatment.Finally, we
wondered whether increasing endogenous SOCS3 expression by an alternative
treatment, such as the iHDAC named TSA, will be able to sensitize the most
radioresistant established cell line to radiotherapy. To test this hypothesis, the
cells were pre-treated for 16 hours with different doses of TSA, in a range from
25-200 nM. Then, the expression of SOCS3 mRNA was determined just before the
irradiation, and the effect of radiotherapy was determined 24 hours after the
treatment by cell cycle analysis. The SOCS3 mRNA expression was increased by
TSA treatment in a dose-depended manner (Fig 9A), and the radiosensitive of
GB39 cell line also increased in the same way (Fig 9B).

To demonstrate that the TSA-induced increase in radiosensitivity showed in the
radioresistant cell line was due to the increase in SOCS3 expression, a siRNA
experiment blocking SOCS3 expression was performed, with or without TSA pre-
treatment, keeping on this way the SOCS3 mRNA levels downregulated. In these
conditions, the radiosensitization effects of TSA disappeared (Fig 9C and 9D).
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The effect of TSA was also tested in the most radiosensitivity cell line (GB42)
following the same conditions used for GB39. In this case, the endogenous levels
of SOCS3 and the percentages of SubG;+G,/M remained unchanged for all TSA
concentrations tested (S7 Fig).

Discussion

The progression of GBM is fast and difficult to control, due to its chemo and
radioresistance. Hence, it is very important to obtain accurate models to study this
type of cancer. For that purpose, there are many cell lines which mimic GBM, such
as U87MG or LN229 (ATCC collection), but these cell lines are far away from the
patient state and they usually have been modified to achieve an immortalized
status. The six new human GBM cell lines established in this study resemble more
the patient state, because not only they were originated from them but also, they
preserve their glial nature and molecular features of the initial tumour and they
lack any artificially induced modification. Other advantage of using these cell lines
from primary cultures is the possibility to recreate their progression and go back
and forth in their development to study gene expression or physiological
properties, as DNA, RNA and cryopreserved cells have been stored at different
passages.
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The molecular studies of these cell lines have confirmed that they were included
in the IDH-wildtype GBM, which is the most aggressive GBM group, according to
2016 WHO SNC classification. Moreover, they harbour TERT mutations in their
promoters, and alterations in P53, two characteristics that support the fact that
they are indeed primary GBM [5]. To date, the only IDH-wildtype GBM well
characterized according to WHO are these cell lines, so they can be used as a
proper model of primary GBM to study the malignant features of these tumours.

In relation to chemotherapy, all these cell lines showed a middle response to
BCNU treatment, reinforcing their classification as primary GBM. The most
resistant cell line affected only by 12.6% + 2.3, was GB16. Epigenetic results
indicated that this cell line has the MGMT promoter methylated, and unlike the
rest of cell lines, it expresses this gene at the mRNA level. Furthermore, we
demonstrated the relationship between MGMT promoter methylation status and
chemoresistance, which has been postulated in many previous studies [33].
However, the low response obtained by the other cell lines suggest that resistance
to alkylating drugs must be regulated by other mechanisms not confirmed as yet,
such as the presence of tumour stem cells, capable of resisting treatment and
replace dead cells, already described in other types of cancers[34,35].

Moreover, radiotherapy affected the distribution of the cells in the different
phases of the cell cycle, reducing the cellular percentage in the Giand S phases,
and increasing the percentage of cells in Go/M phase. Thus, the statistically
significant increase of arrested cells in the G,/ M phase was stablished as a
hallmark to determine the radiotherapy effect on these cell lines. According to this
value, the GBM cell lines showed a low radiotherapy response, and never reached
more than 50%, indicating again that they belong to the worst prognostic group.

SOCS genes have been associated with carcinogenesis and tumour progression
[36]. Particularly, SOCS1 and SOCS3 have been postulated as candidates to
regulate the radio and chemoresistance acquisition in other types of cancer, such
as prostate cancer [37,38], or cervix cancer[20], but there is a lack of studies
regarding the role of SOCS1 and SOCS3 in radiotherapy resistance in GBM. These
genes inhibit the cytokine response in many cell types, including CNS, and are
involved in the immune response [39]. SOCS proteins also modulate the JAK-STAT
pathway, which is involved in many cellular processes, such as cell migration, cell
proliferation and apoptosis. SOCS1 and SOCS3 have three different ways to inhibit
the JAK/STAT pathway: first, they can bind directly to JAKs proteins, silencing their
activity; second, SOCS can bind and block STAT proteins; and finally, they can
establish connections with the BC complex and Cullin 5, promoting JAK
ubiquitination [14].
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SOCS1 and SOCS3 were overexpressed in the six GBM cell lines analysed. This
increase in mRNA expression has been previously reported in breast cancer where
SOCS family plays a role in tumour proliferation [40]. The expression of these
genes remained constant after different doses and radiotherapy periods, yet there
are no studies in GBM and other cancers related to expression changes of these
genes due to radiotherapy. However, a similar study in sarcoma has identified
several genes implicated in chemoresistance [41]. Therefore, it is relevant to
perform these studies to dilucidate the expression changes involved in
radioresistance. On the other hand, the inhibition of SOCS1 expression by a siRNA
did no change the radiotherapy response in any of the six cell lines, and the
isolated clonal resistant populations did not show any modification in the level of
SOCS1 mRNA expression, indicating that SOCSI is not directly related to
radioresistance acquisition in GBM, as it was postulated by Zhou et al [18]. The
reason for the discrepancy is unknown, but their studies were carried out only in
a GBM cell line (U87) and SOCS1 was ectopically expressed, because it was silenced
in U87 cells by promoter methylation [18]. Meanwhile, our data have been
obtained in six different new established cell lines where the SOCS1 promoter is
not methylated. In contrast, the inhibition of SOCS3 expression by siRNA
significantly increased radioresistance of the six cell lines studied, and also there
was a downregulation of SOCS3 mRNA levels in all the isolated clonal
radioresistant populations, suggesting again that SOCS3 plays a key role in GBM
radioresistance. Zhou et al indicated that the depletion of SOCS3 induced
radiosensitivy, though in their study SOCS3 wasn’t directly silenced, and
radiotherapy response was tested only in U87 cell line which expressed a
phosphorylation-deficient DN STAT3 allele [18], and this mutation could affect the
whole JAK-STAT pathway. Moreover, our results about SOCS3 are in agreement
with previous studies that have hypothesised the relationship between the
methylation of the SOCS3 promoter and poor prognosis in GBM [17], and its low
expression and worse response in other cancers [19,20]. Furthermore, low levels
of SOCS3 could lead to an increase in the JAK/ STAT pathway activation, which
would contribute to acquisition of features of tumour invasion and metastasis
[15].

To further support the implication of SOCS3 in radioresistance acquisition,
SOCS3 expression was induced under a heterologous promoter in the most
radioresistant established cell line (GB39). Upregulation of SOCS3 produced
radiosensitization in this cell line demonstrating again, that SOCS3 participates in
GBM radioresistance. Finally, the endogenous expression of SOCS3 was also
upregulated by TSA treatment, and again the most radioresistant cell line showed
an increase in its radiosensitivity, in a TSA dose-depended way. This effect of TSA
disappeared when the increase in SOCS3 expression induced by TSA was blocked
by SOCS3. siRNA. Previous studies in myeloproliferative neoplasms and colorectal
cancer, indicated that TSA treatment increases the SOCS3 expression, and this
increase repressed the cell growth in both type of cancers [25,42].
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These publications also reveal the increase of SOCS3 expression was associated
to a lower activation of JAK/STAT pathway, reinforcing the key role of SOCS3 and
JAK/STAT pathway in radioresistance acquisition proposed in this work.

The data obtained in this study demonstrate the implication of SOCS3
expression in radiotherapy resistance acquisition in GBM, so the downregulation
of SOCS3 expression by siRNA increased the radiotherapy resistance in all the cell
lines tested. In the same sense, a statistically significant downregulation of SOCS3
mRNA was observed in all the isolated radioresistant clonal population, when
compared with the parental cell line. On the other hand, the induction of SOCS3
expression under a heterologous promoter in the most resistant established cell
line induced its radiosensitization. Finally, the pre-treatment with TSA in the
stablished cell lines produced an increase in SOCS3 expression levels and a parallel
radiosensitization of these cells. Interestingly, the effects of TSA are completely
abrogated when the increase in SOCS3 mRNA produced by this drug is blocked by
SOCS3 siRNA.

Taken together, the results probe that SOCS3 plays a key role in radioresistance
acquisition in GBM, and reveal the possible implication of the JAK/STAT pathway,
which is inhibited by SOCS, in response to radiotherapy. These findings show that
S0CS3 and its signal transduction pathway could be considered as a source of
putative new targets to overcome GBM radioresistance.

Supporting information

S1 Fig. Methylation status of MGMT promoter of GBM cell lines: GB16 (a), GB37
(b), GB39 (c), GB 40 (d), GB42 (e), GB 48 (f). Black bars show control methylated
CpG islands. Yellow lines show the threshold to consider a methylated CpG island,
following the Jeuken et al [29] criteria. Red arrows, on different colours bars,
indicate the CpG islands of MGMT. In the abscissa axis, all promoter of genes
studied by SALSA MS-MLPA MEQO11.B1 Mismatch Repair Genes kit are shown. (TIF)

S2 Fig. BCNU effect. Bars show the percentage + SD of cell death in each cell line.
(TIF)

S3 Fig. Radiotherapy effect 72 hours post-treatment. Bars show the percentage
+ SD of cell death in each cell line. (TIF)

S4 Fig. Radiotherapy effect in cell lines grown in serum-free media. Bars show
the effect of radiotherapy as the (A (SubG; + G2/M) rctr) % SD. (TIF)

S5 Fig. (a) Expression profile of SOCS1 and SOCS3 in primary GBM cell lines. Fold
change. (FC) values + SD of SOCS1 mRNA expression (black bars), and SOCS3
MRNA expression (white bars) are shown for each cell line represented in the X-
axis. (b): Western blot analysis of SOCS3 expression on total protein extracts from
established cell lines. The molecular sizes of the bands are shown to the right.
(TIF)
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S6 Fig. Analysis of siRNA transfection effect by itself. Representation of the 95%
confidence interval of % of cells in the SubG; and G,/M phases (a) and mRNA
expression (b) for control (CTR) and transfected with non-specific siRNA
(siRNA.NS) cells.

(TIF)

S7 Fig. TSA pre-treatment and its effect upon cell cycle and SOCS3 expression.
White bars show mean + SD of SOCS3 mRNA expression in the different
experiments (a). Striped bars represent mean percentages + SD of cells in SubG;
and G,/M phases (b). (n3). (TIF)
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