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Introduccion

I.1. Glioblastoma multiforme (GBM)

El glioblastoma multiforme es un tipo de tumor maligno que se localiza en el

cerebro.

I.1.1.  Caracteristicas de los tumores cerebrales malignos

Los tumores cerebrales primarios consisten en un grupo de neoplasias que
derivan de varios linajes celulares diferentes. Historicamente, los tumores del sistema
nerviosos central (SNC) se han clasificado basandose en sus caracteristicas
morfoldgicas y, mas recientemente, por sus propiedades inmunohistoquimicas,. Sin
embargo, en las dos ultimas décadas se han producido avances sorprendentes en el
estudio de la biologia basica de los tumores cerebrales, especialmente respecto a los
gliomas malignos y el meduloblastoma (MB), que son los cénceres cerebrales mas

comunes en adultos y nifos, respectivamente.

1.1.1.1. Clasificacion morfologica de los tumores del SNC

Las descripciones microscopicas de los tumores cerebrales comenzaron a
principios del siglo diecinueve. En 1926 Bailey y Cushing (Bailey & Cushing, 1926)
desarrollaron un esquema de clasificacién que sent6 las bases sobre las que todavia se
apoya el diagnostico patologico actual. Su sistema proponia que las neoplasias del SNC
provenian de precursores gliales (pertenecientes a la glia, las células no neuronales de
soporte en el SNC) o neuronales (pertenecientes a las neuronas, las unidades
funcionales primarias del sistema nervioso) bloqueados en estadios de desarrollo
concretos, y de ese modo surgieron conceptos como histogénesis (origen tisular o

tumoral en referencia a su desarrollo y formacién) y célula de origen. Mejoras
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Introduccion

posteriores, realizadas principalmente por Kernohan (Kernohan & Mabon, 1949) y
Ringertz (Ringertz, 1950) llevaron a la clasificacién de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), que se formaliz6 por primera vez en 1979 (Ziilch, 1979) y fue renovada

en 2007 (Louis et al., 2007).

Ademas de la agrupacion morfoldgica de los tumores cerebrales respecto a su
presunta histogénesis, los esquemas de la OMS destacan por su gradacion de clases
tumorales individuales (I, I, III y IV) que reflejan el comportamiento bioldgico de estos
tumores. Los grados mas altos (grados III y IV) suelen seguir un desarrollo clinico mas
agresivo en ausencia de tratamiento que sus homodlogos de menor grado (grados I y II).
Asimismo, aunque la clasificacion de la OMS sigue basandose firmemente en los
criterios morfoldgicos, se ha ido integrando informacion molecular relevante a lo largo

del tiempo.

La mayoria de los gliomas (supuestamente derivados bien de glia madura o bien
de precursores menos diferenciados) se infiltran de forma difusa en el tejido cerebral
circundante (Figura I.1). Estos tumores conforman un amplio grupo diagndstico, que la
OMS divide en categorias astrociticas, oligodendrogliales y mixtas (oligoastrociticas)

(Louis et al., 2007), dando lugar a la siguiente clasificacion:
1. Tumores astrociticos
* Astrocitoma difuso (grado II)
* Astrocitoma anaplasico (grado III)
* Glioblastoma multiforme (GBM, grado IV)
2. Oligodendrogliales

* Oligodendroglioma
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3. Gliomas mixtos

* Oligoastrocitoma

4. Tumores ependimarios

* Ependimoma

5. Tumores neuronales y mixtos

* Gangliocitoma

6. Tumores gliales / neuronales

*  Tumor neuroepitelial disembrioplasico

* Ganglioglioma

7. Tumores embrionarios

*  Meduloepitelioma

* Ependimoblastoma

e Neuroblastoma

8. Tumores neuroectodérmicos primitivos

* Meduloblastoma (MB)
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Figura I.1. Morfologia de los gliomas astrociticos y oligodendrogliales. Micrografias
representativas de cada clase tumoral. Se indican las caracteristicas histologicas distintivas del GBM,
como la proliferacion microvascular (punta de flecha negra) y la necrosis en pseudoempalizada (flecha

negra) (Huse & Holland, 2010).

La presencia de caracteristicas histologicas como la atipia nuclear, el aumento de
proliferacion, la proliferacion microvascular y la necrosis, dan como resultado una

clasificacion de alto grado, correspondiente a astrocitoma anaplasico o glioblastoma.

1.1.1.2. Epidemiologia de los tumores cerebrales

La incidencia de tumores cerebrales malignos en nifios y adultos ha aumentado
progresivamente en los ultimos 25 afios (Jukich et al., 2001; Deorah et al., 2006;
Deltour et al., 2009; Pirouzmand & Sadanand, 2007; Smith et al., 1998; Hess et al.,
2004). Aunque parte de este incremento podria ser resultado de una mejora de las
técnicas de neuro-imagen y el acceso a la atencion médica (Schwartzbaum et al., 2006),
los estudios epidemioldgicos y la variabilidad geografica de los casos sugieren que la
etiologia de los tumores cerebrales podria estar asociada con factores ambientales y la
exposicion a carcinégenos. Por otra parte, las mutaciones genéticas familiares,

enfermedades del sistema inmune y la irradiacion de alta dosis son causas conocidas de
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los tumores cerebrales, aunque probablemente sélo sean responsables de un bajo
porcentaje de los casos (Schwartzbaum et al., 2006; Wrensch et al., 2002; Fisher et al.,

2007).

Pese a que los tumores cerebrales representan una minoria de los casos de
cancer, con una incidencia de 14,8 tumores cerebrales por cada 100.000 personas al afio
en Estados Unidos, y practicamente la mitad de ellos son diagnosticados como
benignos, las formas malignas de tumor cerebral presentan una perspectiva devastadora
en cuanto a morbilidad y mortalidad (Buckner et al., 2007). Los tumores cerebrales mas
malignos son los gliomas, y dentro de los gliomas, el glioblastoma multiforme (GBM)
es el mas comun, representando el 40% de todos los tumores malignos primarios del
sistema nervioso central (Miller & Perry, 2007). Este tumor se presenta principalmente
en adultos, mientras que en nifios son mas frecuentes los meduloblastomas y los

astrocitomas (Vescovi et al., 2006).

I.1.2.  Caracteristicas del glioblastoma multiforme (GBM)

El glioblastoma es la variante més maligna de glioma difuso, con una mediana
de supervivencia global de alrededor de 12-15 meses (Daumas-Duport et al., 1988). En
la mayoria de los casos surge de novo (glioblastoma primario), pero también puede
evolucionar a partir de neoplasias astrociticas de grado bajo (glioblastoma secundario)
(Behin et al, 2003). El término "multiforme" hace referencia a la naturaleza
heterogénea de este tipo de tumor y a su variada composicion histologica (Burger &
Kleihues, 1989). Esta heterogeneidad celular incluye tipos celulares diferenciados con
morfologia estrellada y expresion de marcadores como GFAP y S100, asi como otros
tipos celulares indiferenciados, mas pequefios y redondeados, mezclados con elementos

del estroma tales como proliferacion celular microvascular, astrocitos reactivos,
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microglia y otros infiltrados del sistema inmune (Hadjipanayis & Van Meir, 2009). Una
de las caracteristicas mas importantes del glioblastoma multiforme es su patrén de
distribucion difusa por el tejido, que resulta en una extensa diseminacion de las células
tumorales dentro del cerebro, lo que dificulta su reseccidn quirurgica completa
(Holland, 2000). Actualmente el tratamiento estandar para el GBM consiste en la
reseccion quirdrgica del tumor, seguida de una combinacién de radioterapia y
quimioterapia para eliminar las células tumorales que hayan podido quedar infiltradas
en el parénquima cerebral (Stupp et al., 2005). Debido a la dificultad de eliminar todas
las células tumorales y a la agresividad de estos tumores, el GBM tiene mal pronostico
y la mediana de supervivencia tratando al paciente con una combinacion de quimio
(temozolamida, TMZ) y radioterapia tras la reseccion quirtrgica es de 15 meses (Stupp
et al., 2005; Wen & Kesari, 2008). La supervivencia a 5 anos de estos pacientes es del
9,8% (Stupp et al, 2009). A causa de estos prondsticos tan pobres, el objetivo
fundamental de las investigaciones en este tumor se basa en desentrafiar las bases
bioldgicas para desarrollar nuevos tratamientos mdas efectivos. Asi, es fundamental
entender las rutas moleculares esenciales en la proliferacion, supervivencia e invasion
tumoral para disefiar terapias efectivas. Otro campo emergente de investigacion es el del
desarrollo de modelos precisos de las poblaciones celulares y procesos morfogénicos
que dan lugar a las poblaciones heterogéneas de células dentro del tumor. En ambos
campos de estudio, las células madre del tumor cerebral representan un concepto central

(Laks et al., 2010) como se detalla en el apartado 1.3.2.

1.1.2.1. Patologia molecular del GBM v otros gliomas malignos

Existen numerosas alteraciones moleculares que se han relacionado con la
biologia subyacente al glioma difuso y que afectan a vias de transduccion de sefales que

regulan la proliferacion celular (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Esquema de las rutas moleculares mas importantes en la patogénesis del glioma.
Las vias de sefializacion PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK son muy importantes en la biologia de los
gliomas. Las alteraciones a nivel genémico que pueden aparecer en tres proteinas que participan en las
vias PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK: EGFR, PDGFR y NF1, permiten caracterizar distintos subtipos de
GBM (ver 1.1.2.2). También son comunes los fallos en las rutas de los supresores tumorales RB y p53

(Huse & Holland, 2010).

Resultan de especial interés las vias de senalizacion PI3K-AKT-mTOR y Ras-
MAPK, que propagan la sefial recibida por receptores tirosin-quinasa (RTKs), tales
como el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) y el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Las alteraciones que provocan la
activacion constitutiva de estas vias tienen un papel importante en el desarrollo de los
gliomas, asi como de otros canceres. Se han estudiado extensamente las alteraciones en
el receptor de crecimiento epidérmico EGFR, ya que en estudios iniciales el GBM
primario se asocid con amplificaciones gendmicas y mutaciones de la secuencia génica
activadoras de EGFR (Libermann et al., 1985; Libermann et al., 1984; Wong et al.,
1992), siendo la mas frecuente la delecion variante III (VIII) que se hallo en el 20-30%

de GBM primarios y en el 50-60% de los casos con amplificacion de EGFR (Frederick
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et al., 2000; Sugawa et al., 1990). También se ha demostrado la implicacién de otros
RTKs en la gliomagénesis, incluyendo el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas-o (PDGFRa), cuya senalizacion aumentada se observa en los tumores
astrociticos de bajo grado y oligodendrogliales, asi como en un subconjunto
significativo de GBMs (Di Rocco et al., 1998; Westermark et al., 1995). Aunque las
mutaciones activadoras en PDGFRA no son comunes (Clarke & Dirks, 2003), si que es
frecuente la co-expresion del receptor y su ligando, habitualmente PDGFB, que
desencadena bucles autocrinos o paracrinos que promueven el crecimiento celular.
Ademas es frecuente encontrar la desregulacion de otros componentes moleculares de
las rutas PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK en los gliomas malignos (Guha et al., 1997,
Wang et al., 2004). De entre estas alteraciones, la mas comun es la pérdida funcional
del supresor tumoral PTEN (Li et al., 1997), un regulador negativo primario de la
sefializacion PI3K-AKT-mTOR (Cairncross et al., 1998; James et al., 1988). Se ha
demostrado que la pérdida de PTEN facilita la formacion de gliomas (Dai ef al., 2001;
Hu et al., 2005; Xiao et al., 2005; Wei et al., 2006; Kwon et al., 2008). Varios modelos
murinos han reforzado el papel central de otras proteinas implicadas en la transduccién
de sefales de los receptores RTK en la patogénesis del glioma maligno, tanto si la
senalizacion estd alterada a nivel del propio RTK (Dai et al., 2001; Hu et al., 2005; Wei
et al., 2006; Ding et al., 2003; Shih et al., 2004; Uhrbom et al., 2002; Uhrbom et al.,
1998; Zhu et al., 2009) o de sus proteinas efectoras (como KRAS y/o AKT) (Ding et
al., 2003; Ding et al., 2001; Holland et al., 2000). Por ejemplo, se ha demostrado que
deleciones del supresor tumoral asociado a la neurofibromatosis tipo 1, neurofibromina
1 (NFI), un regulador negativo de la senalizaciéon RAS, son capaces de inducir la
gliomagénesis en raton (Kwon et al., 2008; Reilly et al., 2000; Zhu et al., 2005;

Alcantara Llaguno et al., 2009).
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Otros supresores tumorales también se encuentran alterados en la gliomagénesis,
particularmente componentes de las rutas de P53 y Retinoblastoma (RB). Las
mutaciones en el gen 7P53 se relacionaron por primera vez con la gliomagénesis hace
20 afios, debido al aumento de desarrollo de gliomas (astrocitomas en la mayoria de los
casos) en pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, un raro desorden hereditario causado
por mutaciones en 7P53 (Malkin et al., 1990; Srivastava et al., 1990). Investigaciones
posteriores descubrieron que las mutaciones de 7P53 eran una caracteristica frecuente
en los tumores astrociticos esporadicos de grado bajo y glioblastomas secundarios
(Louis, 1994). Asimismo se ha demostrado que la ruta supresora tumoral de RB se
encuentra defectuosa en un 78% de GBM primarios (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2008), bien por mutaciones inactivadoras del propio gen RBI/ o por
amplificaciones de sus reguladores negativos CDK4 (quinasa dependiente de ciclina 4)
o, menos habitualmente, CDK6 (quinasa dependiente de ciclina 6) (Costello et al.,
1997; Henson et al., 1994; Reifenberger et al., 1994; Watanabe et al., 2001). De forma
andloga, se ha descrito la amplificacion de los antagonistas de P53, MDM2 y MDM4 en
distintos subconjuntos de GBMs con 7P353 intacto, asi como mutaciones inactivadoras
y/o deleciones en el locus de CDKN2A que codifica para dos proteinas, INK4A y ARF,
que son reguladores positivos de RB y P53, respectivamente. También se han
identificado recientemente, mediante andlisis de la secuencia del genoma completo,
polimorfismos de un unico nucledtido (SNPs) que suponen factores de riesgo para la
gliomagénesis en CDKN2A y en el gen adyacente CDKN2B (Shete et al., 2009;
Wrensch et al., 2009). Estos estudios también han relacionado SNPs en otros genes con
una mayor incidencia de gliomas, como por ejemplo en el gen de la helicasa 1
reguladora de la elongacion de los telomeros (RTELI) y en el de la retrotranscriptasa

telomerasa (TERT).
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Diversos modelos murinos han proporcionado mas evidencias respecto a la
importancia de las alteraciones de P53 y RB en la gliomagénesis, demostrando que la
pérdida de cualquiera de estos supresores tumorales puede iniciar directamente la
formacion de glioma, disminuir la latencia libre de enfermedad y/o aumentar el grado
tumoral, en varios contextos experimentales (Dai et al., 2001; Hu et al., 2005; Xiao et
al., 2005; Reilly et al., 2000; Zhu et al., 2005; Marino et al., 2000; Weiss et al., 2003;

Xiao et al., 2002; Zheng et al., 2008).

1.1.2.2. Subclases moleculares de glioma

En estos ultimos afios, el estudio de los perfiles transcripcionales de los tumores
ha permitido descifrar las relaciones entre la biologia de los gliomas y los estadios de
desarrollo neuroglial (Phillips et al., 2006; Brennan et al., 2009; Verhaak et al., 2010)
(Tabla I.1). De esta forma, se ha podido clasificar los gliomas malignos grados Il y IV
en 3 subtipos: proneural, proliferativo y mesenquimal, segun su semejanza de firmas de
expresion génica con cerebro fetal y adulto (proneural), células madre hematopoyéticas
(proliferativo) y varios tejidos blandos (mesenquimal), tales como hueso, tejido
sinovial, musculo liso y astrocitos fetales. En estos estudios se halld6 que practicamente
todos los tumores de grado III de la OMS pertenecen a la categoria proneural, junto con
un subgrupo de GBM de pacientes jovenes con cursos clinicos prolongados. Por otro
lado, los tumores recurrentes parecen cambiar su firma de mRNA inicial hacia un perfil

mesenquimal.

En otro estudio que utilizé los datos de la asociacion The Cancer Genome Atlas
(TCGA) se obtuvieron patrones similares en GBM primarios (Verhaak et al., 2010).
Ademas de confirmar las firmas proneural y mesenquimal, se identificaron dos patrones

adicionales denominados cladsico y neural (Tabla 1.1). Cabe destacar que al integrar
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estos resultados con los datos de nimero de copia, transcripcionales, de secuenciacion y
proteomicos, los subgrupos de GBM se correlacionan de forma efectiva con las
alteraciones caracteristicas de las redes de sefializacion centrales (Brennan et al., 2009;
Verhaak et al., 2010). Las diferentes categorias estdn fuertemente asociadas a las
alteraciones gendmicas distintivas. La categoria clasica, con alteraciones de EGFR (25-
30%); la categoria proneural, con lesiones de PDGFR e IDH1 o IDH2 (25-30%); y el
subgrupo mesenquimal con alteraciones de NF1 (30-40%) (Tabla I.1 y Figura 1.2). Este
hecho sugiere que a pesar de la heterogeneidad gendmica los gliomas que expresan
perfiles de expresion similares presentan principalmente alteraciones en las mismas
rutas de sefializacién y por lo tanto podrian ser susceptibles al mismo tipo de terapia

dirigida (Huse & Holland, 2010).

Analysis of WHO  Analysis Analysis of primary glioblastomas, Canonical Relevant mouse
grade lll and IV of primary some WHO grade Il and lll gliomas genomic model
glioma variants® glioblastomas®' and secondary glioblastomas*® aberration
Proneural Proneural PDGF * PDGFR Localized PDGFB
amplification  expression
or mutation combined with
*IDH1orIDH2 genetically
mutation engineered
tumour
suppression
loss'™
Mesenchymal* Mesenchymal NF1 NF1 deletionor Localized
mutation deletion of Nf1
and Trp53 in the
mouse SVZ%
Classical EGFR EGFR Localized EGFR
amplification vlll expression
or mutation combined with
genetically
engineered
tumour
suppressor loss*
Subclass not Neural Unclassified Unknown None

defined in this study

Tabla I.1 Subclases moleculares de glioma maligno definidas a partir de diferentes

estudios. *La relacion entre los clusters mesenquimales definido por Phillips ef al. y estudios posteriores,

no esta definida tan claramente como en el cluster proneural (Huse & Holland, 2010).
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I.2. Células madre en el Sistema Nervioso Central (SNC)

adulto:

Durante mucho tiempo se asumi6 que el SNC carecia de renovacion celular
significativa, sugiriendo que a partir de la edad adulta no se generaban apenas nuevas
neuronas, y defendiendo el que no existian células madre en el cerebro en la edad

adulta.

Ya en la década de 1960 se encontraron indicios de que esta idea podia ser
erronea, a raiz de la descripcion de la génesis de nuevas células cerebrales funcionales
(neurogénesis) en el SNC mamifero adulto (Altman & Das, 1965; Altman, 1966; Dacey
& Wallace, 1974). A principios de la década de 1990, siguiendo el trabajo pionero del
laboratorio de Fernando Nottebohm que demostr6 la relevancia funcional de la
neurogénesis adulta en ruisenores (Nottebohm, 2004), Reynolds y Weiss describieron el
aislamiento de células madre neurales a partir del cerebro de ratones adultos (Reynolds
& Weiss, 1992). Varios estudios posteriores confirmaron la neurogénesis persistente en
el cerebro adulto de roedores, musarafas (Gould et al., 1997), monos (Gould et al.,
1998) y humanos (Eriksson et al., 1998) (revisado en (Lie et al., 2004)). Finalmente se
demostr6 que la neogénesis de células maduras persiste durante la vida adulta dentro de
regiones cerebrales concretas, principalmente en la circunvolucion dentada del
hipocampo y la zona subventricular de los ventriculos laterales del prosencéfalo (Figura
1.3). Este es el proceso mas importante para la generacion e integracion de nuevas
neuronas en el circuito neuronal pre-existente, y es crucial para el mantenimiento de la

integridad, plasticidad y funcion 6ptima del cerebro (Ming & Song, 2005).

La consecuencia mdas importante de la neurogénesis adulta continua es la

presencia de células madre y progenitoras, indiferenciadas y mitdticamente activas,
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dentro de regiones concretas del cerebro maduro. La estructura general del proceso
neogénico celular en el cerebro humano adulto, su compartimentacion celular y su
organizacion fundamental en una jerarquia de linajes dentro de las areas neogénicas, son

comparables a las de otros tejidos renovables (Vescovi et al., 2006) (Figura 1.4.a).

Las células madre neurales presentan las caracteristicas propias de otras células
madre responsables de renovar diferentes tejidos en un organismo: son células
altamente indiferenciadas, dotadas de un extenso potencial proliferativo que les permite
encargarse del proceso de homeostasia celular en el tejido a lo largo de la vida del
organismo. A menudo las células madre producen todo el abanico de tipos celulares
maduros que se encuentran en el tejido de origen (multipotencia). De manera destacada,
poseen capacidad de autorrenovacion (habilidad de mantener su ntimero a un nivel
constante en los tejidos adultos a lo largo de la vida). Las células madre pueden llevar a
cabo la autorrenovaciéon mediante divisiones asimétricas, en las cuales se genera una
copia de la célula madre inicial, junto con un progenitor mas maduro. Se alcanza este
mismo resultado cuando, dentro de un conjunto (pool) dado de células madre, ocurre el
mismo numero de ciclos celulares simétricos equivalentes, dando lugar a dos células
madre o a dos progenitores mas maduros (Loeffler, 1997). La capacidad de
autorrenovacion sirve para distinguir las células madre somaticas de sus descendientes
inmediatos, los cuales constituyen el compartimento de progenitores con capacidad
transitoria de division y una capacidad de autorrenovacion limitada. Estos descendientes
finalmente producen el conjunto de células diferenciadas del compartimento celular
maduro. La interrupcion de los mecanismos de regulacion que controlan la
autorrenovacion es uno de los mecanismos principales en la génesis de las células stem-

like iniciadoras del cancer (Reya et al., 2001; Passegue et al., 2003).
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I.2.1.  Neurogénesis en el SNC maduro

Durante la vida adulta de un ser humano, el proceso de neurogénesis continua
tiene lugar en dos zonas localizadas del cerebro, la zona subventricular (SVZ) y la zona
subgranular (SGZ) de la circunvolucion dentada del hipocampo (Figura 1.3). La SVZ es
la mayor region neurogenética en el cerebro adulto de los mamiferos y esta localizada

entre el ventriculo lateral y el parénquima del estriado (Figura 1.3.a).
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Figura 1.3. Anatomia y localizaciéon de la zona subventricular y zona subgranular en
roedores y humanos. a) Seccion sagital a lo largo del ventriculo lateral que muestra el area mas
importante de neurogénesis adulta, la zona subventricular (SVZ) y las células que la componen. Esta
region bordea los ventriculos laterales del prosencéfalo. b) Una zona adicional de neurogénesis adulta se
encuentra en la zona subgranular (SGZ), localizada dentro de la circunvolucion dentada del hipocampo.
¢) Localizacion de la region SVZ en el cerebro humano. d) La zona germinal del hipocampo adulto

humano se localiza dentro de la circunvoluciéon dentada (Vescovi et al., 2006).
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A pesar de controversias previas sobre su identidad, se ha identificado un
subconjunto de células de la SVZ que expresan la proteina acida fibrilar de la glia
(GFAP), un marcador astroglial, como las células madre neurales putativas en esta
region (Doetsch ef al., 1999) (Figura 1.4.b). Estas células, denominadas células de tipo
B, representan un subconjunto pequeiio dentro de la poblacion astrocitaria total en la
SVZ, pero son capaces de reconstruir la estructura de neurogénesis completa cuando se
eliminan el resto de células con actividad mitética. Comparadas con células madre de
otros tejidos, estas células madre neurales son relativamente quiescentes, con un periodo
de ciclo celular estimado en 28 dias. Las células madre neurales (NSCs) adultas generan
células progenitoras transitoriamente en division, que se caracterizan por tener un ciclo
celular de 12 horas (Morshead et al., 1994). Estos progenitores se llaman células de tipo
C, mantienen la capacidad multipotencial y dan lugar a progenitores mas maduros, con
linaje restringido a neuronas, que se denominan células de tipo A (Figura 1.4.b). En
ratones, estas células de tipo A migran en haces a través de la extension rostral de la
SVZ hasta el bulbo olfatorio, donde se integran como nuevas interneuronas en las capas
corticales. En humanos, las nuevas células generadas no migran en haces hacia el bulbo
olfatorio, sino que abandonan la region periventricular de manera individual, hacia un
destino atn por determinar (Sanai et al., 2004; Sanai et al., 2005; Quinones-Hinojosa et

al., 2006).
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Figura I.4. Organizacion jerarquica de los compartimentos funcionales en la region SVZ.
a) Descripcion del compartimento de célula madre (morado), compartimento de progenitores tempranos
de division transitoria (naranja), compartimento de progenitores tardios de division transitoria (rojo) y
compartimento de células diferenciadas (verde). b) La region SVZ esta compuesta por tres tipos celulares
principales: los astrocitos tipo B multipotentes han sido identificados como las células madre de la SVZ,
dan lugar a células precursoras transitoriamente proliferativas con un ciclo celular rapido, denominadas
precursores tipo C, que finalmente generan neuroblastos tipo A que siguen presentando mitosis activa.
Dichas células tipo A se dividen, migran y son capaces de integrarse como nuevas interneuronas. c)
Estructura de la zona subventricular, que muestra como se organizan los distintos precursores en el
neuroepitelio germinal de la mayor region neurogenética del cerebro adulto. GABA, acido y-

aminobutirico; GFAP, proteina acida fibrilar de la glia; HSA, antigeno estable al calor; MAP2, proteina 2
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asociada a microtiibulos; NCAM-1, molécula de adhesién de célula neural 1; PSA, acido polisialico,

RMS, corriente migratoria rostral (Vescovi et al., 2006).

Existe otro sistema de neurogénesis jerarquica similar en la SGZ de roedores
(Seri et al., 2001; Seri et al., 2004) (Figura 1.3.b) y humanos (Eriksson et al., 1998; Roy
et al., 2000) (Figura 1.3.d). La SGZ se localiza entre la capa granular del hipocampo y el
hilus, y contiene astrocitos que forman focos de células en proliferacion asociados
intimamente con vasos sanguineos. De forma similar a la SVZ, los astrocitos de la SGZ
actian como células madre neurales y dan lugar a progenitores en divisiéon temporal,
que se denominan células tipo D, a partir de las cuales se generan nuevos precursores
neuronales que migran una corta distancia para integrarse funcionalmente a la capa de

células granulares (revisado en (Ming & Song, 2005)).

El hecho de que perduren regiones germinales con compartimentos de células
madre neurales y progenitores en division temporal en el SNC adulto apoya la idea de
que las células neurales maduras no son la Unica fuente posible de células tumorales en
el cerebro adulto de los mamiferos (Vescovi et al., 2006), sugiriendo que estas células

madre/progenitoras podrian transformarse dando lugar a las células madre tumorales.

1.3. Células madre tumorales de cancer cerebral (BTSCs)

A raiz del descubrimiento de la existencia de las células madre neurales, se
comenzd a hipotetizar con la posible presencia de células con caracteristicas similares

que formen parte de la masa de los tumores.

1.3.1. Introduccion a la hipotesis de la célula madre de cancer

El nuevo concepto de que un pequefio subconjunto de células dentro de los

tumores pueden poseer la capacidad de producir todas las subpoblaciones celulares que
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forman parte del tumor y de regenerar nuevos tumores se ha denominado la hipotesis de
las células madre de cancer (Reya ef al., 2001). Este postulado implica que la mayoria
de células dentro de un tumor sélido son progenie de estas células madre, no poseen
capacidad de autorrenovacion y su capacidad proliferativa es limitada, de manera que

son incapaces de generar nuevos tumores.

Los términos células propagadoras de cancer (CPCs), células madre de cancer
(CSCs, por sus siglas en inglés), células tumorales similares a célula madre o células
iniciadoras de tumor (TICs, por sus siglas en inglés) se han utilizado indistintamente
para describir a las células tumorales con propiedades similares a las de las células
madre (Reilly et al., 2008). En los gliomas malignos y otros tumores cerebrales se
suelen denominar “células madre tumorales de cancer cerebral” (BTSCs, por sus siglas

en inglés), término que emplearemos en el presente trabajo.

Aunque las BTSCs se encarguen de regenerar todas las células de un tumor, eso
no significa que el origen de dicho tumor sea siempre una célula madre neural que ha
sufrido una transformacion tumoral. También es posible que otras células sean las
iniciadoras del tumor y que sufran una acumulacion de mutaciones que les confieran la
capacidad de autorrenovacidon necesaria para convertirse en BTSCs (Hadjipanayis &
Van Meir, 2009). En este sentido, se admite que existen células iniciadoras de un tumor
que se identifican en los estadios tempranos del desarrollo tumoral y que no han
adquirido la capacidad tumorigénica completa, mientras que las BTSCs se aislan de
tumores malignos terminales y son células altamente tumorigénicas en ensayos de
xenotransplante. Las propiedades méas malignas de las BTSCs se deben a sus numerosas
mutaciones, mientras que las células iniciadoras del tumor representan una poblacion

celular temprana en el proceso de transformacion (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

_44 -



Introduccion

1.3.2. Diferentes modelos de formacion tumoral

Diferentes células del SNC podrian ser potencialmente células de origen para el

inicio del desarrollo tumoral (Figura 1.5).

Medulloblastoma
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Figura LS. Posibles células de inicio del tumor situadas en el arbol de linaje neuroglial. Se
cree que distintos tumores del SNC pueden originarse a partir de progenitores gliales y neuronales
restringidos. Aunque se desconoce la célula de origen concreta para las diferentes variantes de glioma
difuso y meduloblastoma, se indica una seleccion de posibles candidatos (flechas punteadas) (Huse &

Holland, 2010).

Como se ha comentado, una secuencia de alteraciones genéticas y/o epigenéticas
conlleva al desarrollo de una poblacion de células tumorales tempranas llamadas células
iniciadoras de tumor. Mutaciones estocasticas transformadoras posteriores producen
poblaciones celulares progresivamente mas malignas a través de un "ecosistema

neoplasico" en evolucion. Se han propuesto varios modelos para explicar como estas
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células transformadas pueden propagarse y generar la masa tumoral (Figura 1.6). No es
preciso aplicar un s6lo modelo a cada tipo tumoral, sino que diferentes modelos pueden
tomar parte en distintos estadios de la progresion maligna de un tumor (Hadjipanayis &

Van Meir, 2009).
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Figura 1.6. Representacién esquematica de los distintos modelos de generacion de tumores

a partir de la célula de inicio. (TIC,célula iniciadora de tumor, del inglés fumour initiating cell)

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).
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1.3.2.1. Modelo "estocastico"

En el modelo estocastico, la masa tumoral se genera a partir de clones de células
tumorales indiferenciadas que han ido acumulando secuencialmente un nimero de
mutaciones estocasticas transformadoras, dando lugar a una Unica diana terapeutica. En
este modelo se asume que virtualmente cada célula del tumor es capaz de regenerar el

tumor. (Figura 1.6)

1.3.2.2. Modelo "reina"

En el modelo "reina", las BTSCs son las responsables de la generacion completa
del tumor (hipotesis de las células madre de cancer). Las BTSCs pueden generar células
tumorales indiferenciadas y células tumorales diferenciadas terminalmente (TDCs,
células con prolongaciones cortas en la Figura 1.6). De esta forma, terapias dirigidas
contra las BTSCs podrian eliminar toda la masa tumoral. En este modelo, las BTSCs
pueden ser células stem-like, células transitoriamente amplificadoras (TAC)-like o
progenitor-like. La naturaleza toti-, multi- o mono-potente de las células reina influird
sobre la heterogeneidad y el tipo de marcadores de linaje expresados por el tumor. El
potencial de diferenciacion de las BTSCs no necesariamente refleja el de la célula de
origen, es decir, un comportamiento stem-/ike no significa que el origen sea una célula
madre, sino que la célula puede haber adquirido las caracteristicas de célula madre

tumoral debido a la acumulacidén de mutaciones.

1.3.2.3. Modelo "jerarquico'

El modelo jerarquico introduce el concepto de que los tumores consisten en una
jerarquia de células tumorales diversas, con potencial de generaciéon tumoral o

mantenimiento tumoral, incluyendo BTSCs (con caracteristicas stem-like, TAC-like, y/o

_48 -



Introduccion

progenitor-like), células tumorales indiferenciadas y TDCs (Figura 1.6.). Las terapias
dirigidas en este modelo requieren dirigirse a varios tipos de células (BTSCs y células

tumorales indiferenciadas).

1.3.2.4. Modelo "de plasticidad"

En el modelo "de plasticidad" existe una jerarquia de diversas células tumorales,
y todas ellas podrian desdiferenciarse para dar lugar a la propagacion tumoral (Figura
1.6). Las estrategias terapéuticas en este modelo son similares a las del modelo
jerarquico, excepto que la terapia deberia dirigirse a cada célula tumoral, incluyendo las
TDCs, ya que todas poseen el potencial de desdiferenciarse y crear nuevas células

tumorales propagadoras del tumor.

1.3.3. Definicion de célula madre de tumor cerebral (BTSC)

La definicion de células madre de tumor cerebral se aplica a menudo de manera
laxa, incluyendo frecuentemente células con capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion desconocida o limitada, en ausencia de una comprobacion de su
capacidad iniciadora de cancer. Esta falta de rigor en la caracterizacion de las células
madre de tumor cerebral crea confusion, agrupando células con caracteristicas de tumor
cerebral auténticas junto con células que no satisfacen estos criterios. La consecuencia
de esta situacion es la asignacion de propiedades divergentes y contradictorias a células
con diferentes naturalezas e identidades que son denominadas conjuntamente células
madre de tumor cerebral. El desarrollo de una definicion rigurosa y su aplicacion a
través del campo estandarizaria y guiaria el trabajo futuro, permitiendo a los grupos
comparar y contrastar sus hallazgos, basandose en un criterio razonable y aceptado por

la mayoria. Con este objetivo, Vescovi y colaboradores propusieron en 2006 que el
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término célula madre de tumor cerebral s6lo se aplicara a las células con las

caracteristicas cardinales que se mencionan a continuacion (Vescovi et al., 2006).

1. Capacidad de iniciacion tumoral al implantarse de manera ortotopica (los

tumores deberian ser una fenocopia del tumor de origen).

2. Capacidad de autorrenovacidon extensiva, demostrada bien ex vivo
(mostrando analisis de clonogenicidad secuencial y cinética de
poblaciones (Gritti et al., 1996; Galli et al., 2004)) o bien in vivo
(mediante transplante ortotopico seriado) (Galli et al., 2004; Singh et al.,

2004)).
3. Alteraciones genéticas o cariotipicas.
4. Propiedades de diferenciacion aberrantes.
5. Capacidad de generar células terminales no tumorales.

6. Capacidad de diferenciacion multilinaje (no es una caracteristica

definitoria en todas las circunstancias).

Las BTSCs se han aislado de diferentes tipos tumorales, incluyendo tumores
cerebrales primarios como el GBM, el MB y el ependimoma (Singh et al., 2004; Taylor
et al., 2005; Hemmati et al., 2003), localizados en diferentes puntos del SNC (Figura

L.7).
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Figura L.7. Localizacion de GBM, MB y ependimomas en el sistema nervioso central.

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

Estas células constituyen una fraccion variable de la poblacion celular total
dentro de los tumores cerebrales que pueden potencialmente regenerar el tumor
completo. Comparten caracteristicas semejantes a las de las NSCs no transformadas,
como son la autorrenovacion (pueden dividirse y generar células madre con capacidades
idénticas a la célula parental) y la capacidad de proliferacion para generar una extensa
progenie. La multipotencia (capacidad de diferenciacion a multiples tipos celulares) no
es un requerimiento para las BTSCs porque algunos tipos tumorales pueden presentar
un Unico estadio de diferenciacion (Ver modelo "Reina" en la Figura 1.6). El ensayo de
referencia para la evaluacion funcional de la autorrenovacion y la propagacion tumoral
de las BTSCs es la capacidad de propagarse seriadamente en un estadio indiferenciado y
generar tumores en animales al transplantarlas (Clarke et al., 2006). Las BTSCs se
aislan a partir de tumores mediante disociacidon y propagacion como neuroesferas en un
medio especifico (ver 1.3.4). En muchos casos expresan marcadores de superficie de

NSCs como Nestina y CD133 (Bao et al., 2006a) (ver 1.3.5).
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1.3.4. Aislamiento de células madre neurales y células madre

tumorales mediante cultivo de neuroesferas

Una caracteristica de las NSCs adultas y BTSCs es su gran capacidad para
expandirse cuando se cultivan en presencia de los factores de crecimiento adecuados,
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Reynolds & Weiss, 1992; Doetsch et
al., 1999; Doetsch et al., 2002) y el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) (Gritti
et al., 1996; Gritti et al., 1999). Reynolds y Weiss consiguieron cultivar células madre
neurales adultas por primera vez en 1992, aislando una pequena poblacion de células (<
0,1 % de células totales) a partir del estriado adulto. Para ello utilizaron un sistema de
cultivo liquido selectivo, libre de suero, en el que la mayoria de células en
diferenciacion o diferenciadas mueren rapidamente debido a la falta de suero y la baja
densidad celular, mientras que las NSCs responden a los mitogenos EGF y FGF2, se
dividen y generan clones multipotentes de células in vitro en forma de agregados
celulares en suspension, denominados neuroesferas (Reynolds & Weiss, 1992) que
pueden ser disociadas de nuevo consiguiendo una suspension de células individuales y
replaqueadas con medio fresco formando asi neuroesferas secundarias. Este proceso
puede repetirse en forma de subcultivo seriado, lo que da como resultado un aumento
exponencial del niimero total de células madre (Reynolds & Rietze, 2005). En estas
condiciones, los precursores que responden a EGF y FGF2 pueden ser expandidos
indefinidamente con escaso cambio en su crecimiento o en sus caracteristicas de
diferenciacion (Gritti et al., 1996; Gritti et al., 1999; Reynolds & Weiss, 1996; Vescovi
et al., 1999). En el momento en que se eliminan los mitégenos del medio, la progenie de
precursores en proliferacion puede ser diferenciada hacia neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos, los cuales representan los tres tipos celulares primarios que se

encuentran en el SNC de los mamiferos adultos. Asi, los cultivos de neuroesferas
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confirmaron la existencia de la célula madre neural adulta, ya que estas células poseen
las caracteristicas fundamentales de las células madre: autorrenovacion, generacion de
una extensa progenie y capacidad de dar lugar a los tipos celulares primarios del tejido
del que se obtienen (Reynolds & Weiss, 1992; Gritti et al., 1999; Galli et al., 2002;
Parras et al., 2004; Soria et al., 2004). Este mismo proceso se puede llevar a cabo a
partir de muestras de tumores cerebrales para dar lugar a cultivos de neuroesferas de

BTSCs (Figura 1.8)
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Figura L1.8. Aislamiento y perpetuacion de células madre de tumor cerebral en cultivo. Se
detallan los distintos pasos que conlleva el aislamiento de BTSCs mediante el cultivo de neuroesferas. El
contenido de células madre que se obtiene con este sistema es variable y depende del estado del cultivo.
El titulo de células madre es extremadamente alto (aunque nunca llega a la pureza absoluta) después de la
disociacion y el re-plaqueo (que selecciona negativamente otras células en favor de las células madre
neurales), pero tiende a descender progresivamente hasta que se realiza el siguiente pase de subcultivo.
Este hecho se debe a la produccion de precursores mas maduros que ocurre espontaneamente durante la

proliferacion celular y la formacion de neuroesferas (Vescovi et al., 2006).

La primera evidencia de la existencia de células con caracteristicas de célula
madre en los tumores cerebrales humanos fue obtenida por el grupo de Steindler
(Ignatova et al., 2002), quienes aislaron precursores clonogénicos formadores de
neuroesferas a partir de muestras de GBM. Estas células expresaban algunos

marcadores propios de NSCs cuando se mantenian como neuroesferas, y marcadores
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neuronales y astrogliales al diferenciarse. Posteriormente dos grupos independientes
ampliaron estos descubrimientos, mostrando que tanto el GBM como el MB contienen
células formadoras de neuroesferas que pueden dar lugar a células similares a neuronas
y astroglia (Hemmati et al., 2003; Singh et al., 2003). Estos hallazgos fueron de enorme
relevancia. En primer lugar, confirmaron que diferentes tumores cerebrales contienen
precursores neurales transformados e indiferenciados que responden a los mismos
mitdgenos que activan a las células madre neurales adultas. En segundo lugar, indicaron
que las células tumorales similares a célula madre poseen algunas de las caracteristicas
de células madre neurales. Sin embargo, estas observaciones no demuestran si las
células similares a célula madre que se derivan de estos tumores poseen capacidad de
iniciacion tumoral como se esperaria de las células madre de tumor cerebral (Vescovi et

al., 2006).

1.3.5. Caracterizacion de las células madre de tumor cerebral

Galli y colaboradores demostraron que los progenitores clonogénicos
formadores de neuroesferas aislados a partir de GBM humano adulto (Galli et al.,
2004), ademas de poseer las caracteristicas esenciales de célula madre in vitro de
autorrenovacion extensiva, multipotencia y generaciéon de abundante progenie, cuando
se derivaban clonalmente eran capaces de iniciar nuevos tumores al transplantarse en el
cuerpo estriado de ratones inmunodeficientes adultos (Galli et al., 2004). Estos tumores
presentaban las caracteristicas cldsicas del GBM in vivo, tales como gran capacidad de
migracion e infiltracion, lo que indicaba que las células madre del tumor cerebral
aisladas podian recapitular las caracteristicas histologicas del GBM in vivo. Por otra
parte, estas células podian ser re-aisladas a partir de estos tumores y podian reestablecer

lineas de células madre secundarias con las mismas caracteristicas funcionales que las
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lineas celulares parentales. Ademas, estas células del tumor cerebral secundarias eran
capaces de dar lugar a nuevos tumores después de transplantarse intracranealmente, lo
que demostro su capacidad de autorrenovacion in vivo (Vescovi et al., 2006). El hecho
de que esta poblacion de células poseyera caracteristicas propias de las células madre,
fue el origen de la hipotesis de la existencia de células madre de tumor cerebral (Galli et
al., 2004). Un estudio llevado a cabo por el grupo de Dirks en 2004, describi6 la
presencia de precursores iniciadores de tumor CD133" (ver 1.3.6.1) con capacidad de
autorrenovacion en los cultivos de neuroesferas a corto plazo que se habian establecido
a partir de GBM y MB (Singh et al., 2004). Se demostr6 que la fraccion CD133" carecia
de capacidad tumorigénica. A pesar de que la identidad real de las células madre
iniciadoras de tumor en los cultivos de neuroesferas, asi como en las poblaciones
CD133", permanece sin establecer de forma concluyente, estos descubrimientos apoyan
la existencia de las células madre de tumor cerebral en el GBM humano. Esta teoria se
expandi6 rapidamente y existen otros estudios que apoyan la vision de que las células
iniciadoras de céncer en el GBM y el MB son las células madre de tumor cerebral

(Tunici et al., 2004; Yuan et al., 2004).

Figura 1.9. Xenotransplante de GBM humano generado en un ratén atimico nu/nu de 8
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semanas tras la implantacién intracraneal de neuroesferas derivadas de un especimen de GBM
resecado. a) Imagen de resonancia magnética (MRI) ponderada en T, que muestra el xenotransplante en
el cerebro murino (sefialado con *). b) Detalle del xenotransplante (sefialado por la flecha) en un corte del
cerebro murino tefiido con hematoxilina/eosina. ¢) Seccion del cerebro murino tefiida con
hematoxilina/eosina en la que se observa la invasion del xenotransplante de GBM humano hacia el

cerebro circundante (sefialado por flechas) (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

La purificacion de BTSCs de gliomas malignos puede asimismo conseguirse
basdndose en su capacidad para expulsar la tincion Hoescht 33342, una técnica
denominada de aislamiento de la poblacion lateral (side population, SP) (Kondo et al.,
2004). Las células de la SP derivadas de GBM o de la linea celular de glioma de rata C6
forman tumores agresivos en ratones inmunodeprimidos y pueden propagarse in vitro
como neuroesferas. Las células de SP expresan varios transportadores ABC (ATP-
binding cassette), 1o que probablemente explica por qué no se tifien con la tincion
Hoescht y su resistencia a los farmacos, ya que estas bombas transportadoras los

expulsan fuera de la célula.

1.3.6. Marcadores antigénicos de células madre de tumor

cerebral

La identificacion y aislamiento de las BSTCs contintia siendo una labor confusa,
debido a que el término "célula madre de tumor cerebral”" se aplica a menudo a células
que se han identificado por diferentes métodos y criterios, y que presentan
caracteristicas varias. Pese a que esto es probablemente una consecuencia de la
identificacion relativamente reciente de estas células, refleja también cambios
constantes en el campo de la neurobiologia al intentar proporcionar una definicion
general de células madre neurales e identificar marcadores especificos de estas células.
Los marcadores de célula madre neural mas comunmente utilizados suelen ser antigenos

intracelulares (Ming & Song, 2005) (ver 1.3.6). Este hecho obstaculiza el
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enriquecimiento y la purificacion de células madre neurales por citometria de flujo.
Actualmente se han identificado antigenos de superficie celular y métodos para
identificar las células madre neurales en roedores (Rietze et al.,, 2001; Capela &
Temple, 2002; Kim & Morshead, 2003) y humanos (Singh et al., 2004). Estos
marcadores de superficie han jugado un papel muy importante en la caracterizacion y
clasificacion del SNC, ademas de servir para evaluar el comportamiento biolégico de
los tumores cerebrales y como marcadores pronosticos (Pilkington & Lantos, 1994). Sin
embargo, y a pesar de las modificaciones que puedan sufrir las células madre tumorales
en cultivo, hasta 2006 todos los estudios que han descrito el aislamiento y
caracterizacion de BTSCs utilizaron el ensayo de neuroesferas. Desafortunadamente, en
estos momentos ningun marcador celular es definitivo en la identificacion de las
BTSCs, ya que no todas las células tumorales que expresan cierto marcador son BTSCs,
y no todas las BTSCs expresan marcadores conocidos (Hadjipanayis & Van Meir,
2009). Entre los anticuerpos validos para detectar poblaciones de células madre y

determinar su linaje, se encuentran: CD133, Nestina, Mushashi-1 y CD44 .

L.3.6.1. CD133

CD133 (Cluster of differentiation 133), también conocido como Prominina-1, es
una glicoproteina de superficie celular de 120 KDa con 5 dominios transmembrana,
localizada en las prolongaciones celulares. Fue descrita originalmente como un
marcador de células madre y progenitoras hematopoyéticas, asi como del neuroepitelio
murino (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997; Weigmann et al., 1997). Esta proteina
sirve como marcadora de los precursores neurales humanos normales (Uchida et al.,
2000; Corbeil et al., 1998; Tamaki et al., 2002) y puede utilizarse para el
enriquecimiento de células tumorales similares a célula madre a partir de tumores

cerebrales (Singh et al., 2004; Singh et al., 2003), siendo el marcador de superficie
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celular mas estudiado para BTSCs (Figura 1.10). Mas recientemente se ha demostrado
que también estd presente en las células madre neurales embrionarias humanas
normales, asi como células adultas ependimarias, células precursoras endoteliales
funcionales y CSCs (del inglés, cancer stem cells) de los tumores de colon (Uchida et

al., 2000; O'Brien et al., 2007; Peichev et al., 2000; Pfenninger et al., 2007).

Se han detectado y aislado BTSCs positivas para CDI133, mediante
inmunohistoquimica y citometria de flujo, a partir de los tumores GBM, MB vy
ependimoma, y se ha demostrado que estas células generan tumores agresivos en el
cerebro murino tras la inoculacion de un bajo numero (Singh et al., 2004; Taylor et al.,
2005; Hemmati et al., 2003). En pacientes con GBM, el porcentaje de células que
expresan CD133 se relaciona con la supervivencia del paciente y el riesgo de recaida

tumoral (Zeppernick et al., 2008).

La utilidad de CD133 en el aislamiento de células con propiedades de BTSC ha
sido confirmada por multiples grupos de investigacion (Bao ef al., 2006a; Piccirillo et
al., 2006; Calabrese et al., 2007). Sin embargo, no estd totalmente aclarado si el
marcador CD133 identifica las BTSCs o si, por el contrario, marca un subconjunto de
células con mayor habilidad para evadir al sistema inmune residual en cepas de ratones
parcialmente inmunodeficientes como la cepa nu/nu (Quintana et al, 2008). La
subpoblacion de células CD133" aislada a partir de los tumores de GBM primarios
puede a su vez formar tumores ortotopicos, pero es menos eficaz en la iniciacion del
tumor (Beier et al., 2007; Sakariassen et al., 2006). Este hecho podria deberse a la
existencia de otros tipos de BTSCs carentes de CD133, o a que la expresion de CD133
en las BTSCs estuviera regulada dindmicamente y se viera afectada por diferentes

parametros, tales como el método de cultivo celular (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).
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Se conoce poco acerca de la regulacion génica de CD133 y si juega un papel importante

en el mantenimiento del fenotipo de célula madre.

Figura 1.10. Imagen confocal de una inica neuroesfera derivada de un especimen de tumor
GBM humano fresco. a) Las células BTSCs se incubaron con un anticuerpo anti-CD133 marcado con
fluorescencia verde, b) tincion nuclear azul con DAPI y ¢) supeposicion de las dos imagenes anteriores

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

1.3.6.2. Nestina (NES)

La Nestina (NES) es una proteina de los filamentos intermedios que se expresa
en las células indiferenciadas del cerebro durante el desarrollo de los mamiferos. Post-
natalmente, su expresion se limita a la zona subventricular y el endotelio vascular. La
proteina Nestina es un marcador reconocido de NSCs y BTSCs (Reynolds & Weiss,
1992; Dahlstrand et al., 1992; Lendahl et al., 1990). Todas las células progenitoras
gliales (PGCs) de linaje restringido en el SNC y los astrocitos expresan Nestina. Se ha
comprobado que la sobreexpresion de oncogenes bajo el control del promotor de
Nestina produce tumores en el cerebro murino (Holland et al., 2000). Con respecto a su
regulacion, la expresion de Nestina aumenta en respuesta a la activacion de la ruta de
senalizacion NOTCH en BTSCs (Fan et al., 2006). Sin embargo, la expresion de
Nestina es variable y no es especifica de las BTSCs (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

También se detecta en las poblaciones de células proliferativas e indiferenciadas de las
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neoplasias tempranas inducidas por N-etil-N-nitrosourea (ENU) (Jang ef al., 2004) y se
ha comprobado su expresion en tumores cerebrales pediatricos (Almqvist et al., 2002),
asi como en cultivos derivados de tumores supratentoriales de neuroectodermo

primitivo (SPNETSs) (Fults ef al., 1992).

1.3.6.3. CD44

CD44 (Cluster of differentiation 44) es una molécula de adhesion celular,
descrita originalmente como receptor del homing de linfocitos, que tiene dos isoformas
con pesos moleculares de 80-90 Kda y 150 Kda respectivamente. La isoforma con bajo
peso molecular media la uniéon al &cido hialurénico (HA), que estd presente a una
concentracion relativamente alta dentro del SNC. CD44 se expresa en los astrocitos
normales, reactivos y neoplasicos y se sobreexpresa en los tumores del SNC (Pilkington
et al., 1993; Rooprai et al., 1999), mediando la adhesion celular e invasion en el glioma
(Merzak et al., 1994). La expresion positiva de CD44, junto con una baja expresion de
CD24, se ha usado como herramienta en la identificacién de células madre de cancer

mediante citometria de flujo (Al-Hajj & Clarke, 2004).

1.3.6.4. Vimentina (VIM)

La Vimentina (VIM) es una proteina de filamento intermedio (IF) de tipo III
expresada por las células mesenquimales. Las proteinas IF se encuentran en todas las
células de los metazoos (Eriksson et al., 2009) asi como en las bacterias (Cabeen &
Jacobs-Wagner, 2010). Las proteinas IF componen el citoesqueleto, junto con los
microtibulos basados en tubulinas y los microfilamentos basados en actinas. Todas las
proteinas IF se expresan de forma altamente regulada durante el desarrollo y la
Vimentina es el componente principal del citoesqueleto de las células mesenquimales.

Por esta razon, la Vimentina se usa habitualmente como marcador de células derivadas
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del mesénquima o células en proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT, por sus
siglas en inglés) durante el desarrollo normal y el proceso metastatico. La Vimentina
apoya la integridad estructural mecénica de las células quiescentes y participa en los
procesos de adhesion, migracidon, supervivencia y sefializacion celular mediante un

ensamblaje/desensamblaje dindmico en células activadas (Lahat et al., 2010).

Se ha utilizado la Vimentina como marcador de tumores de tipo sarcoma, debido
a su origen mesenquimal (Leader ef al., 1987). Con respecto a los tumores cerebrales, se
ha descrito que la co-expresion de Nestina y Vimentina en ausencia de GFAP, sirve
como marcador de un tipo celular del astrocitoma con una motilidad aumentada y

mayor potencial invasivo (Rutka et al., 1999).

1.3.6.5. CD15

Se ha demostrado que CD15 (Cluster of differentiation 15), conocido tambien
como Lewis X (Lex) o antigeno-1 especifico de estadio embrionario (SSEA-1), es un

marcador de células de tipo B y C en la SVZ adulta, células precursoras granulares

normales y células de MB (Capela & Temple, 2002; Read et al., 2009).

1.3.6.6. A2BS5

A2BS5 es un antigeno de tipo gangliosido, se encuentra presente en una poblacion
de BTSCs negativas para CD133 que son capaces de propagar tumores (Ogden et al.,
2008). Sirve como marcador de todas las células precursoras de linaje glial restringido,

tanto en animales en desarrollo como adultos.
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1.3.7. Marcadores moleculares de células madre de tumor

cerebral

Se han identificado diversos marcadores intracelulares en las BTSCs, incluyendo
proteinas de union a RNA, oncogenes, factores de transcripcion, reguladores del ciclo

celular y proteinas de rutas de sefializacion.

1.3.7.1. BMI1

B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog (BMI1I) es un oncogén que se
expresa en MB, GBM vy otros astrocitomas (Tirabosco et al., 2008; Leung et al., 2004),
asi como en BTSCs (Hemmati et al., 2003). BMII es un regulador importante de las
células madre que induce la proliferacion al incrementar la degradacion de RB mediante
la represion de pl6mksa (Molofsky ef al., 2003). pl6mksa es un inhibidor de los
complejos ciclina/CDK, que se encargan de fosforilar RB, inhibiendo su actividad y
permitiendo la progresion del ciclo celular. En ausencia de expresion de BMII,
P16nksa bloquea la progresion del ciclo celular, reduciendo la tasa de proliferacion de
las NSCs. Asi, BMII ejerce un papel importante en el mantenimiento del estado de

replicacion competente de las NSCs fisioldgicas.

1.3.7.2. SOX2

Sex determining region Y-box 2 (SOX2) es un factor de transcripcion que se
expresa en las NSCs y BTSCs (Hemmati et al., 2003; Bao et al., 2006a). Este gen tiene
un papel en el mantenimiento del estado de progenitores neurales. La expresion
constitutiva de Sox2 en NSCs de pollo inhibe la diferenciacion neuronal y tiene como
consecuencia el mantenimiento de las caracteristicas de célula progenitora. Por el

contrario, la inhibicion de la sefializacion de Sox2 promueve la deslaminacion de las
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células progenitoras neurales de la SVZ y hace que salgan del ciclo celular, lo que se
asocia a una pérdida de los marcadores de progenitor y el comienzo de expresion de

marcadores de diferenciacion neuronal temprana (Graham et al., 2003).

1.3.7.3. MELK

Maternal embryonic leucine zipper kinase (MELK) es un regulador del ciclo
celular expresado por las NSCs, y de manera mas intensa por BTSCs (Nakano et al.,
2008). La expresion de MELK es inversamente proporcional a la supervivencia en
pacientes con GBM, y se ha descrito que MELK es un componente fundamental de un
moédulo transcripcional en el que varios genes que regulan la fase M son regulados
conjuntamente (Nakano et al., 2008; Horvath et al., 2006; Badouel et al., 2006). El
silenciamiento in vitro de MELK mediante un RNA de interferencia (siRNA) induce la
apoptosis de las células de GBM stem-like (Nakano et al., 2008). En cambio, el
silenciamiento de MELK en precursores neurales de raton induce la parada de
proliferacion sin provocar un aumento significativo de la apoptosis (Nakano et al.,
2005). Por estos motivos, es probable que MELK constituya un regulador importante de
la supervivencia de las BTSCs pero no de la supervivencia de las NSCs, lo que sugiere

que MELK podria ser una interesante diana terapeutica (Nakano et al., 2011).

1.3.7.4. Proteinas de la ruta NOTCH

Las proteinas de la ruta NOTCH estan implicadas en sefalizacion celular y se
expresan frecuentemente en las BTSCs. La mayoria de los gliomas humanos de
diferentes grados expresan niveles de intermedios a altos de receptores NOTCH
(NOTCH 1-4), sus ligandos (por ejemplo, proteinas DELTA-like y JAGGED) y sus
genes diana downstream. Los receptores NOTCH se escinden y liberan el dominio

intracelular de NOTCH (NICD), que se transloca al nlicleo y se asocia a la proteina de
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union al DNA CSL, que de esta manera se transforma de represor transcripcional a
activador. En lineas celulares de glioma, la sobreexpresion de NCID promueve la
adquisicion de una identidad stem-like. Asi, la ruta NOTCH quizé podria utilizarse
como diana terapettica contra las BTSCs (revisado en (Stockhausen et al., 2010)). Sin
embargo, rara vez se encuentran mutaciones somaticas en esta ruta en las células madre
de los gliomas, aunque los cambios en la expresion de sus componentes se asocian a los
tumores de alto grado (revisado en (Li ef al., 2009d)), sugiriendo que los cambios

epigenéticos en las rutas del desarrollo son impulsores clave en la progresion del GBM.

1.3.7.5. Mushasi-1

Mushashi-1 (Kaneko ef al., 2000) es una proteina neural de unién a RNA que se
expresa en altos niveles en las NSCs tanto fetales como adultas del cerebro de los
mamiferos, asi como en PGCs y BTSCs (Hemmati et al., 2003; Bao et al., 2006a;
Kaneko et al., 2000; Okano et al., 2005). Forma parte de la familia de proteinas de
union a RNA Mushashi, muy conservada durante la evolucion, que se describid
originalmente en Drosophila y contribuye a la autorrenovacion de las células madre en
combinacion con la ruta de sefalizacion NOTCH. Estudios de inmunotincion de
Mushashi-1 sugieren que los tumores pedidtricos humanos del SNC podrian derivar de
la zona subventricular, que es la zona de generaciéon de NSCs en la etapa postnatal

(Uchida et al., 2000).

1.3.8. Marcadores de diferenciacion de células BTSCs

Para la mayoria de los casos de GBM, las neuroesferas indiferenciadas en el
medio de proliferacion contienen muchas células que expresan el marcador de

progenitores neurales Nestina (Lendahl et al., 1990), mientras que relativamente pocas
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expresan el marcador neuronal B-III-tubulina y/o el marcador astrocitico GFAP. Estas
caracteristicas persisten incluso en cultivos a largo plazo (10-16 semanas). En
condiciones de cultivo que promueven la diferenciacion, la tasa de division celular baja
dramaticamente en las neuroesferas, que dan lugar a numerosas células semejantes a las
neuronas y astrocitos, con prolongaciones que se adhieren al frasco de cultivo (Hemmati
et al., 2003). Por técnicas inmunocitoquimicas se observa un aumento en la proporcion
de células que expresan p-IlI-tubulina y/o GFAP, entre otros marcadores. Muchos de
los marcadores que se expresan en este proceso de diferenciacion inducido in vitro
también se encuentran en el proceso de diferenciacion normal in vivo de las NSCs a los

distintos tipos celulares del sistema nervioso (Figura [.11).
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Figura 1.11 Diferenciacion celular en el SNC. Estadios de la diferenciacion celular en el SNC
definido por la expresion de marcadores especificos - desde célula madre a astrocito, neurona y
oligodendrocito diferenciados. Los factores de crecimiento que promueven la progresion de un tipo
celular a otro estan presentados en color verde, aquellos que inhiben dicha progresion aparecen en rojo, y
aquellos que inducen la proliferaciéon y mantienen a las células en un estadio de desarrollo determinado
estan representados en azul. Los precursores restringidos a glia dan lugar a precursores restringidos a
astrocitos y también a precursores O2A, que originan oligodendrocitos y astrocitos. La sefializacion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) lleva a las células en estadios tempranos del

desarrollo hacia el tipo celular de progenitor O2A y mantiene a estas células en una estado proliferativo.
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La eliminacién de PDGF vy el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2), y la estimulaciéon con el factor
neurotréfico ciliar (CNTF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), lleva a estas células hacia la
diferenciacion astrocitica y oligodendrocitica. Los astrocitos tipo 1 y tipo 2 difieren en morfologia y
expresion de marcadores. A, A2BS, un antigeno de tipo gangliésido que aparece en los astrocitos tipo 2 y
los progenitores gliales; E, receptor de EGF; F, receptor de FGF; G, GFAP; GalC, galactocerebrosido; M,
proteina basica de la mielina, una proteina especifica componente de la mielina; N, Nestina, un filamento
intermedio expresado predominantemente por los progenitores del SNC; P, receptor de PDGF; PLP,
proteina proteolipida de la mielina, un componente de la mielina limitado a oligodendrocitos y
progenitores gliales; O, O4, un marcador de precursores oligodendrociticos; S, S100, un marcador de

astrocitos; V, vimentina (Holland, 2001).

1.3.8.1. Diferenciacion astrocitica

1.3.8.1.1. GFAP

La proteina fibrilar acida de la glia, también llamada de filamentos gliales o
proteina gliofibrilar 4cida (GFAP), es una de las proteinas fibrosas que forman los
filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular de ciertas células gliales como los
astrocitos y células de Schwann. Descrita por primera vez en 1971, GFAP es una
proteina de tipo III de los filamentos intermedios codificada por un gen que se
encuentra, en humanos, en el cromosoma 17 (concretamente en 17q21) (Fuchs &
Weber, 1994). La cantidad de GFAP que producen las células estd regulada por
numerosos mecanismos, tales como la presencia de citoquinas y hormonas. Durante el
desarrollo, la Vimentina se localiza junto con GFAP en células gliales inmaduras, asi
como en lineas celulares de glioma, pero no en astrocitos maduros (Reeves et al., 1989).
Aunque todavia se desconocen ciertos aspectos de su funcion, se cree que GFAP
proporciona soporte estructural y fuerza de traccion al citoesqueleto de los astrocitos
normales. GFAP se utiliza como marcador fiable de astrocitos y tumores de origen glial
en preparaciones neuropatologicas. De forma interesante, se ha demostrado que existe

una pérdida progresiva de expresion de GFAP conforme aumenta el grado de los
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astrocitomas (Duffy et al., 1982; Dufty et al., 1980; Deck et al., 1978; Peraud et al.,

2003).

1.3.8.2. Diferenciacion neuronal

1.3.8.2.1. MAP2

La proteina asociada a microtiibulos 2 (MAP2) es una proteina codificada por el
gen MAP2 en humanos (Neve et al., 1986; Kalcheva et al., 1995). Las proteinas de la
familia de este gen estdn implicadas en el ensamblaje de microtibulos, que es un
proceso esencial en la neurogénesis. Los microtibulos son tibulos huecos que
participan en varios tipos de movimiento celular, en el trafico de moléculas a través del
citoplasma por medio de las ATPasas tipo dineina y quinesina, en la translocacion de
cromosomas durante la formacion y el desensamblaje del huso mitotico y en el
mantenimiento y cambio de la morfologia celular en la interfase celular (Honore et al.,
2005; Walczak & Heald, 2008). MAP2 sirve para estabilizar el crecimiento de los
microtibulos al entrelazarlos con filamentos intermedios y otros microtubulos. Los
productos de los genes homologos en rata y raton son proteinas del citoesqueleto
especificas de neuronas que estdn enriquecidas en las dendritas, lo cual sugiere su
participacion en la determinacion y estabilizacion de la forma dendritica durante el
desarrollo neuronal (Maglott et al., 2007). Asimismo, se ha descrito que MAP2 se
expresa durante el desarrollo de las dendritas de las neuronas auditivas del tallo cerebral

humano (Moore ef al., 1998).

1.3.8.2.2. III-B-Tubulina (TUBB3/ TuJ1)

La B-tubulina de clase III, también llamada TulJl, se considera una molécula

marcadora especifica de neuronas (Katsetos et al., 2003a). Es una proteina que forma
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parte de los microtibulos, que se componen de dos subunidades de proteinas
estructurales, las tubulinas a y f, codificadas por diferentes genes (Lopata & Cleveland,
1987). Durante la formacion de los microtibulos las tubulinas o y P forman
heterodimeros, que a su vez constituyen los bloques de construccion de los tabulos. En
los humanos existen 7 isotipos de B-tubulina con diferente distribucion tisular (Luduena,
1998). Estos isotipos difieren principalmente en el dominio variable del extremo
carboxi-terminal, compuesto de 15 aminoécidos (Sullivan, 1988; McKean et al., 2001).
La B-tubulina de clase III estd codificada por un gen localizado en el brazo largo del
cromosoma 16 en humanos (Katsetos et al., 2003a). Se ha demostrado que la expresion
de la B-tubulina de clase III es una herramienta 1til para estudiar las fases tempranas de
la diferenciacion neuronal en el desarrollo embrionario humano (Easter et al., 1993;
Katsetos et al., 1993; Katsetos et al., 2003b; Kukharskyy et al., 2004). Ademas, se ha
documentado que la B-tubulina de clase III es un componente de los husos mitdticos de
los precursores neuronales (Memberg & Hall, 1995), aunque también se ha demostrado
que forma parte del huso mitdtico en células no neuronales (Jouhilahti ez al., 2008). La
mayor expresion de TUBB3 ocurre durante los periodos de orientacion y maduracion
axonal, sus niveles disminuyen en el SNC adulto pero permanecen altos en el sistema
nervioso periférico (Jiang & Oblinger, 1992). Asi, las propiedades dindmicas Unicas y el
patron de expresion espacio-temporal de TUBB3 sugieren que podria tener una funcién

especifica en el desarrollo del sistema nervioso y el mantenimiento axonal.

Ademas de en neuronas, la B-tubulina de clase III se ha detectado en
determinados tumores, como el de cancer de mama y otros tumores epiteliales
(Hasegawa et al., 2003; Jirasek et al., 2007). Algunos estudios han relacionado la
expresion de la B-tubulina de clase III con altos grados histologicos en tumores no

neuronales (Katsetos et al., 2003a), y varios estudios han descrito a la B-tubulina de
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clase III como un marcador de resistencia celular del cancer a los taxanos (Hasegawa et

al., 2003; Ferlini et al., 2005; Lee et al., 2007).

1.3.8.3. Diferenciacion oligodendrocitica

Los oligodendrocitos se originan a partir de precursores mitdticos y migratorios,
que pasan por un estadio de progenitores y maduran progresivamente hacia células post-

mitoticas productoras de mielina (Figura 1.12).

o | Axonal and/or l
Astrocytic
signals

Figura 1.12 Representacion esquemitica de los estadios del desarrollo de las células del
linaje oligodendrocitico. Dibujo esquematico de la progresion morfologica y antigénica a partir de las
células precursoras a los oligodendrocitos maduros mielinizantes, a través de progenitores,
preoligodendrocitos, y oligodendrocitos inmaduros no mielinizantes. Se indica la cronologia de la
sefializacion neuronal y astrocitica. Los marcadores especificos aparecen encuadrados. Los RNAs

aparecen en cursiva (Baumann & Pham-Dinh, 2001).
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1.3.8.3.1. Galactocerebrosidasa (GALC)

La enzima lisosomal galactocerebrosidasa (GALC) es responsable de la
hidrolisis de  numerosos  esfingolipidos  monohexdsidos, incluyendo el
galactosilcerebrosido o galactosilceramida (GalCer) y la galactosilesfingosina
(psicosina), entre otros (Luzi et al., 1995; Wenger et al., 1997). GalCer es un glicolipido
cerebrosido anclado a la membrana celular, compuesto de ceramida y galactosa, y es el
principal glicolipido de la mielina central y periférica en el sistema nervioso (Wenger et
al., 1997). GalCer se encuentra abundantemente en la mielina, especialmente durante el
proceso de formacion de la materia blanca (Chen et al., 1993). Se ha demostrado que en
cultivos de células progenitoras de linaje oligodendrocitario, después de 6 dias de
diferenciacion, existe el doble de expresion de la enzima GALC en el estadio maduro de
oligodendrocito respecto a la expresion inicial en las células indiferenciadas (Deng &

Poretz, 2001).

1.3.8.3.2. O4

El anticuerpo monoclonal contra el antigeno de tipo sulfatida O4 (Sommer &
Schachner, 1981) marca un estadio especifico de preoligodendrocito en la maduracion

oligodendrocitica.

1.3.9.  Posible origen de las BTSCs

Las NSCs pueden diferenciarse a progenitores gliales y neuronales. Los
progenitores neuronales se diferencian hacia neuronas, mientras que los progenitores
gliales estdn comprometidos hacia oligodendrocitos, células ependimarias o astrocitos.
Aunque tradicionalmente se ha asumido que el origen de los tumores del SNC ocurre a

partir de la transformacion de células diferenciadas, como neuronas, oligodendrocitos,
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células ependimarias y astrocitos, estos tumores también podrian originarse debido a la
transformacion de NSCs en BTSCs (Figura 1.13). Los progenitores gliales podrian
transformarse en células de céncer cerebral similares a progenitores, que podrian
generar tumores en el SNC (GBM, MB y ependimoma) (Figura 1.13). Por otro lado es
probable que las células del estroma, bien del microambiente cerebral local o reclutadas
de forma sistémica, puedan ser esenciales para el mantenimiento, la progresion y la

recurrencia del tumor.

Normal CNS differentiation CNS tumor formation

Neural Brain cancer
stem cell propagating cell

Neura.l —F /3 - - - - - - -
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Figura 1.13: Diferenciacién normal en el SNC y posibles puntos de transformacién tumoral

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

1.3.9.1. Rutas de seiializacion comunes implicadas en la génesis del

GBM v en NSCs

Ha existido un debate muy prolongado acerca de si la célula de origen

responsable de la formacién del GBM proviene de la transformacion de células madre
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neurales (NSCs) o células progenitoras gliales (PGCs), o bien de la desdiferenciacion de
una célula glial madura en el cerebro (Alcantara Llaguno et al., 2009; Emmenegger &
Wechsler-Reya, 2008). Para comprobar la hipdtesis de que las NSCs y PGCs del
cerebro originan BTSCs, se han utilizado modelos de ratones transgénicos con
alteraciones de rutas de sefializacion comunes en el GBM humano, tales como
p53/mdm2/ARF, PTEN/PI3Kinasa y HIF/IDH1/2, en diversas combinaciones (Receptor
EGF/ pérdida ARF, sobreexpresion PDGF, activacion Akt/ Ras, deleciones NF1/p53 y
deleciones PTEN/p53) (Tabla 1.2), habiéndose demostrado que pueden llevar a la
transformacion tumoral en roedores (Holland et al., 2000; Zhu et al., 2005; Stiles &

Rowitch, 2008).

Tipo tumoral del SNC Ruta(s) de seializacion

Ras, Myc, receptor EGF, receptor
GBM PDGF,Akt, PI(3)-quinasa (pérdida de
PTEN), SHH, TP53, OLIG2, Rb, MELK,
NOTCH
MB SHH, Wnt, MELK, NOTCH
Ependimoma NOTCH

Tabla 1.2 Rutas de sefializacion implicadas en los principales tipos tumorales del SNC

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

Estos modelos confirman que las NSCs y PGCs son capaces de iniciar el proceso
tumorigénico si sufren determinadas alteraciones genéticas. Asimismo, los perfiles de
expresion génica del GBM se asemejan a aquellos de las NSCs y PGCs del prosencéfalo
en desarrollo (Phillips et al., 2006). Por ejemplo, el factor de transcripcion OLIG2, que
es capaz de promover la proliferacion de progenitores neurales mediante la represion del
supresor tumoral P21, presenta efectos similares en cé¢lulas madre del GBM (Zhu et al.,
2005), y MELK, que regula la autorrenovacion de las NSCs, también regula la

proliferacion de las BTSCs (Hemmati et al., 2003; Nakano et al., 2008). Algunas de
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estas rutas de sefializacion comunes a las NSCs y a células madre del GBM tienen
implicaciones importantes para la potencial terapia de diferenciacion (Lee ef al., 2000).
Por ejemplo, el bloqueo de la ruta de sefalizacion Sonic Hedgehog (SHH) elimina la

poblacion de BTSCs en el GBM tanto in vitro como in vivo (Bar et al., 2007).

No existen tantas evidencias de la formacion de gliomas a partir de células
gliales diferenciadas maduras, quizd debido a que los astrocitos u oligodendrocitos
diferenciados maduros son menos propensos a la transformacion tumoral. Se postula
que estas células sean intrinsecamente mas resistentes a la carcinogénesis, y por ese
motivo necesiten mas pasos de transformacion estocastica. La activacion de dos rutas
oncogénicas, tales como Ras y Akt conjuntamente con la inactivacion de P53 y RB y la
expresion de hTERT pueden llevar a la transformacion de los astrocitos in vivo (Pieper,

2009).

1.3.9.2. Papel del nicho de las células madre de tumor cerebral

Las NSCs normales se concentran en regiones del cerebro que son ricas en vasos
sanguineos, llamadas "nichos vasculares", donde estan protegidas de los estimulos
apoptdticos y mantienen un equilibrio adecuado entre autorrenovacion y diferenciacion
(Yang & Wechsler-Reya, 2007; Gilbertson & Rich, 2007). Las células endoteliales
(ECs, por sus siglas en inglés) en el nicho vascular son las que secretan los factores
paracrinos que pueden promover la supervivencia y autorrenovacion de las células
madre. Una caracteristica interesante de los GBM es la alta vascularidad y la
proliferaciéon microvascular que presentan, de modo que pueden constituir un refugio
para las NSCs y BTSCs que requieren factores paracrinos para su mantenimiento y
supervivencia. De hecho, esto podria explicar las exuberantes proliferaciones

microvasculares glomeruloides que se observan en el GBM, las cuales carecen de lumen
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y riego sanguineo. Se ha observado que las células BTSCs se encuentran estrechamente
relacionadas con el nicho vascular en el GBM (Calabrese et al., 2007) y las células
tumorales CD133" aisladas por citometria de flujo se asocian selectivamente en co-
cultivo junto a las ECs, hecho que aumenta su capacidad de autorrenovacion. Las
células tumorales CD133" transplantadas intracranealmente en ratones forman tumores
mas rapidamente cuando son co-transplantadas con ECs, y estos tumores contienen mas
BTSCs CD133". Las células BTSCs quizd puedan mantener reciprocamente el
desarrollo vascular, ya que las células propagadoras de GBM CD133" poseen un mayor
nivel de produccion de factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) que las
células CD133" (Bao et al., 2006b), lo cual es consistente con el hecho de que las células

de GBM CD133" formen tumores altamente vasculares y hemorragicos in vivo.

1.4. Terapia del GBM

1.4.1. Opciones actuales de terapia del GBM

De la misma forma que han progresado nuestros conocimientos sobre la
complejidad de la biologia de los gliomas, también lo ha hecho la esperanza de que
estos avances puedan llevarnos a terapias mas efectivas, menos toxicas y mas
racionales. Aunque los pilares del tratamiento no quirtirgico consisten actualmente en
una combinacion de radiacién y quimioterapia citotdxica, las intensas investigaciones
sobre los determinantes funcionales que promueven la tumorigénesis en el cerebro, que
han llevado a descubrir su gran heterogeneidad celular y molecular, posibilitaran
intervenciones mas personalizadas y dirigidas molecularmente (Huse & Holland, 2010).
De hecho, ya han comenzado los estudios para la estratificacion de los pacientes con
tumores cerebrales basandose en sus caracteristicas moleculares. El descubrimiento de

que la metilacion del promotor y el silenciamiento transcripcional de la metiltransferasa
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de DNA O-6-metilguanina (MGMT) tiene como consecuencia el aumento de la
quimiosensibilidad de los GBM, ha generalizado su uso como indicador pronostico de
los gliomas malignos. Esta enzima repara el dafio en la O-6-metilguanina del DNA
inducido por agentes alquilantes como la temozolamida (TMZ, el tratamiento de
quimioterapia anti-glioma por excelencia en la actualidad), y numerosos estudios
buscan estrategias para superar este mecanismo de resistencia (Bleau et al., 2009; Wick
et al., 2009). Es relevante también el reciente descubrimiento de que los GBM
provocados por EGFR VIII podrian responder preferentemente al inhibidor de EGFR
erlotinib cuando expresan PTEN (Mellinghoff et al., 2005), creando de esta forma un
subgrupo molecular mas susceptible a esta terapia dirigida. Estos dos ejemplos reflejan
un cambio de tendencia en las terapias contra el cancer hacia un modelo en el cual los
pacientes seran estratificados segiin sus caracteristicas moleculares en grupos de
tratamiento antes de iniciar terapias biologicas mas dirigidas. El desafio actual consiste
en descubrir los marcadores bioldgicos necesarios para separar de manera eficiente y

eficaz los tumores en subgrupos relevantes para la terapia (Huse & Holland, 2010).

1.4.2. Las células madre de tumor cerebral como posible diana

terapéutica

Los parametros que caracterizan a los tumores cerebrales primarios
(proliferacion, apoptosis, invasion, angiogénesis, resistencia al sistema inmune, etc.) se
definen a partir de la masa tumoral general o de lineas celulares en cultivo, lo cual, en
vista de la hipdtesis de la BTSCs, podria no representar de forma precisa la poblacion
de células propagadoras del tumor. Estos estudios han resultado utiles para la
identificacion de las rutas oncogénicas contra las que pueden dirigirse las terapias para

tratar la masa global del tumor. Estudios actuales estdn determinando si las BTSCs
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utilizan las mismas rutas, para validar el impacto de las terapias existentes sobre esta
poblacion celular y desarrollar nuevas terapias que puedan ser mas eficientes al dirigirse
contra las BTSCs y asi eliminar la capacidad del tumor para regenerarse (Tabla 1.3).
Probablemente el tratamiento mdas efectivo para eliminar el tumor seria una
combinacion de terapias contra multiples dianas (Figura 1.6) (Hadjipanayis & Van Metir,

2009).

Tipo tumoral del SNC Mecanismo

Aumento de la radiosensibilidad (p.e.
GBM o
inhibidores de Chkl y Chk2)
Bloqueo de las rutas de sefializacion (p.e.
GBM, MB y ependimoma rutas de receptor EGF, AKT, PI(3)-
quinasa, SHH y NOTCH)
GBM Diferenciacion (p.e. BMPs)
GBM Vacunas de células dendriticas
Interrupcion del nicho vascular (p.e.
GBM
bevacizumab, AZD2171)

Tabla 1.3 Dianas terapéuticas para eliminar las BTSCs en los principales tumores del SNC

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

Hasta el momento, las terapias convencionales, tales como la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia, han demostrado una eficacia limitada para combatir los
tumores cerebrales primarios, y existen evidencias recientes que sugieren que las
BTSCs estan implicadas en la radio-quimioresistencia (Rich, 2007; Liu et al., 2006).
Las células de glioma que expresan CDI133 sobreviven a la radiacién ionizante en
proporciones mayores que la mayoria de las células tumorales, que carecen de CD133,
tanto en condiciones in vifro como en experimentos in vivo en ratones nu/nu. Se ha
descrito que estas células reparan el dafio al DNA de forma mas eficiente en respuesta a
la radiacion ionizante que la masa de células tumorales mas diferenciadas, (Bao et al.,

2006a), y que la fosforilacion preferente de las proteinas Checkpoint reparadoras de

- 76 -



Introduccion

DNA CHK1/2 puede ser la responsable de esta resistencia. En este sentido, la terapia
dirigida contra CHKI1 y CHK2 con moléculas pequeiias puede revertir la
radioresistencia de las células madre de GBM CD133" in vitro, proporcionando una

terapia potencial contra las BTSCs (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

La progresion de los tumores cerebrales primarios podria asimismo ser una
consecuencia de la quimioresistencia de las BTSCs. Se ha demostrado recientemente
que las BTSCs de GBM son resistentes a la TMZ (Liu et al., 2006). La elevada
expresion de transportadores de membrana que expulsan los agentes quimioterdpicos
puede ser un importante mecanismo de quimioresistencia (Donnenberg & Donnenberg,
2005). Se ha demostrado que los genes transportadores ABC de farmacos ABCG2 y
ABCA3, se expresan a altos niveles en las células de SP y en lineas celulares de GBM

(Hirschmann-Jax et al., 2004).

Un problema para la aplicacion de terapias dirigidas contra BSTCs es que estas
terapias puedan afectar también a las células que se encargan de la renovacion del SNC.
Se ha descrito recientemente la vulnerabilidad de los PGCs del SNC a los agentes
quimioterapicos y ha surgido la preocupacion sobre su toxicidad a los linajes normales
de células madre del SNC. Se han asociado concentraciones clinicas relevantes de
BCNU (1, 3-bis (2-cloroetil)-1-nitrosourea, llamada también carmustina), cisplatino o
citarabina al aumento de la muerte celular y la disminucién de la division celular en la
SVZ del SNC, la circunvolucion dentada del hipocampo y el cuerpo calloso (Dietrich et
al., 2006). Por tanto, dirigir la terapia contra las BTSCs sin provocar dafios en las NSCs
y sus progenitores es un desafio importante que necesita ser abordado en las nuevas

propuestas terapéuticas (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).
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1.4.2.1. Inhibicion de las rutas de senalizacion de las BTSCs

Se ha demostrado que las rutas de sefializacion (PI(3)-K, OLIG2, SHH, NOTCH
y WNT) juegan un papel importante en el desarrollo y regulacion de las NSCs, estando
activas en las BTSCs de GBM, MB y ependimoma (Taylor et al., 2005; Bar et al., 2007,
Eberhart, 2008) (ver 1.3.9.1), por lo que pueden considerarse como dianas candidatas. El
bloqueo de la ruta de SHH en los tumores cerebrales puede disminuir la formacion de
neuroesferas, eliminar las células CD133", interferir en el crecimiento tumoral de los
xenotransplantes y curar a los ratones con MB (Romer et al., 2004). Asimismo, la
inhibicion de la ruta de sefializacion NOTCH mediante inhibidores de gamma secretasa
(por ejemplo, GSI-18) puede interferir con la funcion de las BTSCs in vitro y la
formacion tumoral de xenotransplantes in vivo (Fan et al., 2006). Ademas, el uso de
inhibidores de AKT vy terapias dirigidas contra la ruta de PI(3)-K inducen apoptosis e
inhibicion de la capacidad de invasion en las BSTCs (Eyler et al., 2008). Por ultimo, la
inhibicion de la ruta de sefializacion PDGF puede inhibir el crecimiento de las

neuroesferas de BTSCs en cultivo (Gal et al., 2008) (Tabla I.1).

1.4.2.2. Diferenciacion de BTSCs

La promocion de la diferenciacion de las BTSCs podria resultar en un nuevo
mecanismo terapéutico contra las BTSCs y los tumores cerebrales primarios. La
induccion de diferenciacion mediante las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs),
especificamente BMP4, puede desencadenar una reduccion significativa de las BTSCs
de GBM in vitro y alarga la supervivencia de los ratones xenotransplantados
disminuyendo el crecimiento tumoral (Piccirillo et al., 2006). Cabe destacar que un

pequefio grupo de animales no respondi6 al tratamiento con BMP y muri6 tres meses

-78 -



Introduccion

después del tratamiento. En los animales que respondieron a la terapia, no pudieron

recuperarse células CD133" a partir de los tumores de los xenotransplantes.

Existen evidencias que confirman que las BMPs provocan la diferenciacion glial
de las BTSCs del GBM (Lee et al., 2008). Sin embargo, en algunos casos las BMPs
pueden causar proliferacion de las BTSCs y tumorigénesis, paradojicamente. En estas
células, las BMPs no inducian la diferenciacion glial dependiente de STAT3 debido al
silenciamiento epigenético de BMPIRB mediante un mecanismo dependiente de EZH2.
De hecho, un niimero significativo (20%) de muestras tumorales de GBMs mostraron
niveles bajos del receptor B de BMP1 (BMPIRB), y la mayoria de estas muestras
presentaban hipermetilacion del promotor del gen BMPIRB. Los mecanismos de
resitencia epigenética a la terapia de diferenciacién sugieren que en pacientes con
silenciamiento de BMPIRB seria recomendable la combinacion terapéutica de BMPs

con reguladores epigenéticos (Hadjipanayis & Van Meir, 2009).

1.4.2.3. Eliminacion del soporte del nicho vascular

Se ha demostrado que el nicho vascular es importante para proporcionar un
entorno nutritivo a las BTSCs, sugiriendo que su eliminacién podria ser terapéutica
(Yang & Wechsler-Reya, 2007; Gilbertson & Rich, 2007). La inhibicion del
crecimiento de vasos sanguineos podria suponer un método efectivo para eliminar las
BTSCs de GBM. El tratamiento de las células BTSCs de GBM CD133" con el
anticuerpo anti-VEGF Bevacizumab puede bloquear su capacidad de inducir la
migracion de las EC y la formacion de vasos en cultivo, y su capacidad para iniciar la
formacion tumoral in vivo. El tratamiento de ratones xenotransplantados que presentan
GBM con bevacizumab puede conducir a una gran reduccion del nimero de BTSCs de

GBM vy del crecimiento tumoral (Calabrese et al., 2007). Es de resaltar que los ensayos
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clinicos con bevacizumab y el inhibidor del receptor tirosin-quinasa pan-VEGF
cediranib (AZD2171) han demostrado su eficacia en pacientes con GBM (Vredenburgh

et al., 2007; Batchelor et al., 2007).

I.5. MicroRNAs

1.5.1. Descubrimiento y caracteristicas de los microRNAs

El descubrimiento de los microRNAs (miRNAs) se produjo en 1993 durante la
caracterizacion de los genes que controlaban la coordinacion del desarrollo larvario en
el gusano Caenorhabditis elegans (C. elegans). Se hallaron dos pequefios RNAs
regulatorios, denominados /in-4 y let-7 (Lee et al., 1993; Reinhart et al., 2000) no
codificantes para ninguna proteina pero con un papel clave en el desarrollo.
Posteriormente se encontraron homologos de /et-7 en otros animales, incluidos los
mamiferos, con patrones de expresion similares a los observados en C. elegans, lo que
sugeria que let-7 y quizas otros pequefios RNAs similares podrian estar desempefiando
papeles ortdlogos en metazoos (Pasquinelli ef al., 2000). Mas adelante, se observo que
lin-4 y let-7 representan a una clase extendida de RNAs endogenos pequenos presentes
en gusanos, moscas y mamiferos que se denominaron microRNAs (miRNAs) (Lagos-
Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee & Ambros, 2001). Desde entonces, se han
encontrado miRNAs en plantas, algas verdes, virus, y animales (Kozomara & Griffiths-

Jones, 2011).

Los miRNAs se caracterizan por ser genes de pequefio tamafo,
aproximadamente 23 nucleo6tidos, que no codifican para ninguna proteina. Estos genes
no codificantes juegan un papel importante en la regulacion de la expresion de muchas

proteinas al emparejarse con sus RNA mensajeros (mRNA) correspondientes e inducir
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su represion post-transcripcional (Bartel, 2009). Para ello, los miRNAs se asocian con el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y lo reclutan a sus sitios de
emparejamiento correspondientes. El reconocimiento de los miRNAs de estos sitios
diana en el mRNA, que suelen estar localizados en la region 3" no traducida (3'-UTR),
estd mediado principalmente por el emparejamiento de bases entre una secuencia de 2 a
8 nucleotidos en el miRNA, que se denomina secuencia semilla (seed), y la secuencia
complementaria del mRNA (revisado en (Bartel, 2009)). Las redes de regulacion génica
mediadas por miRNA son extremadamente complejas debido a que un tnico mRNA
puede estar regulado simultdneamente por multiples miRNAs y un solo miRNA puede
regular distintos mRNAs, a veces de proteinas implicadas en la misma via de
seflalizacion. Estas redes de regulacion tienen papeles claves en el desarrollo, la
diferenciacion y el cancer, entre otros procesos. A lo largo de la ultima década se ha
invertido mucho esfuerzo para descifrar la expresion y funcién de los miRNAs en el
desarrollo animal, incluyendo la diferenciacion y el mantenimiento de las células madre

(revisado en (Bartel, 2009; Ambros, 2004)).

1.5.2.  Biogénesis de miRNASs y su regulacion

Los miRNAs suelen ser transcritos por la RNA polimerasa Il como un transcrito
primario largo de varios cientos de nucleo6tidos (pri-miRNA) (Cai et al., 2004). Este
proceso estd regulado por factores de transcripcion y diversos mecanismos epigenéticos,
por lo que existe una compleja red de regulacion transcripcional que controla la
expresion de miRNAs y es capaz de conferir patrones de expresion de miRNAs
especificos de célula y tejido. En células madre embrionarias, existen reguladores
transcripcionales clave tales como OCT4, SOX2, NANOG y TCF3 que ocupan

promotores de genes miRNA tanto activos como inactivos, para activar o reprimir su
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expresion, respectivamente (Marson ef al., 2008). Conjuntamente a la regulacion
transcripcional, la regulacion post-transcripcional también tiene relevancia en la
produccion de miRNAs. Durante la formacion de los transcritos primarios, las
secuencias flanqueantes del miRNA se pliegan en una estructura de horquilla de unos
70 nucleodtidos, que es procesada secuencialmente, primero por DROSHA con la
colaboracion de la proteina DGCRS en el nucleo para dar lugar a un pre-miRNA, y
seguidamente por DICER en el citoplasma para dar lugar al miRNA maduro. Después
del procesamiento de DICER, el miRNA maduro se embebe directamente con las
proteinas Argonauta para formar el complejo RISC (Figura 1.14) (Kim et al., 2009a;

Krol et al., 2010).
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Figura 1.14 Ruta de biogénesis de los miRNAs en las células de los vertebrados. Los siRNAs

artificiales pueden entrar en esta via como un duplex de siRNA sintético, como shRNAs transcritos por

Pol III o como pri-miRNAs artificiales (shRNA-mir). No se incluyen todos los factores implicados en la
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biogénesis de los miRNAs para mayor facilidad visual. Ago2, Argonauta-2; Exp5, Exportina-5 (Cullen,
2005).

Una vez incorporados al RISC, los miRNAs emparejan con los mRNAs para
dirigir su represion post-transcripcional. En regiones con alta complementariedad de
bases, los miRNAs pueden dirigir el corte de mRNAs catalizado por Argonauta
(Hutvagner & Zamore, 2002; Song et al., 2004; Yekta ef al., 2004), pero lo mas habitual
es que induzcan la represion de la traduccion, la desestabilizacion de los mRNAs, o una

combinacion de ambas (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993; Lim et al., 2005).

En humanos se han identificado alrededor de 1000 miRNAs distintos (Kozomara
& Griffiths-Jones, 2011) y se cree que podrian regular la expresion de alrededor del

30% de los genes codificantes humanos.

1.5.3. miRNAs en el GBM

Muchos miRNAs de mamiferos son especificos de tejido y se expresan de forma
regulada temporalmente durante el desarrollo. Se ha descrito que los miRNAs son
reguladores importantes de procesos de desarrollo, como la diferenciacion celular, la
proliferacion y la apoptosis, procesos frecuentemente alterados en tumores.
Consecuentemente, se ha demostrado que los miRNAs estan desregulados en una
amplia variedad de canceres, incluyendo los tumores cerebrales como el GBM, vy las
alteraciones de su expresion se han asociado con el inicio y la progresion tumoral (Lu et
al., 2005). La expresion de algunos miRNAs estd inhibida en tumores (actuando como
genes supresores tumorales) mientras que otros se encuentran sobreexpresados

(actuando como oncogenes, tambien llamados onco-miRs) (Hammond, 2006).
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1.5.3.1. Estudios de perfiles de expresion de miRNAs en GBM

Dado que la alteracion de la expresion de los miRNAs parece ser una
caracteristica general del cancer, varios estudios han investigado si los miRNAs estan
diferencialmente expresados en los tumores del SNC. Aunque algunos estudios han
elegido las técnicas de Northern blot, clonado directo, y RT-qPCR para analizar los
patrones de expresion de miRNAs, la mayoria de los estudios en gliomas se han llevado
a cabo utilizando microarrays de expresion. Aproximadamente el 30% de los miRNAs
evaluados se hallan desregulados en dos o mas estudios independientes (por ejemplo, el
miR-9/9* miR-21, miR-124, miR-128 y miR-137). Estos perfiles podrian ser utiles en
la determinacion de firmas especificas de miRNAs para clasificar los tumores cerebrales
y para definir algunos miRNAs como biomarcadores prondstico y evolucion clinica
(revisado en (Barbarotto et al., 2008; Calin, 2009)). Ademas, las firmas de miRNAs
podrian ser utiles para comprender el origen de los tumores. A este respecto, los perfiles
de expresion de miRNAs obtenidos recientemente por la asociacion TCGA han
permitido la identificacion de 5 subgrupos de GBM que refinan clasificaciones previas
y presentan perfiles de expresion de miRNAs similares a los de precursores neurales en
diferentes estadios de diferenciacion. De acuerdo con esta clasificacion novel, los
subgrupos de GBM se correlacionan con las firmas de precursores multipotentes / de
glia radial, precursores oligodendrogliales, precursores neuronales, precursores
neuroepiteliales / de cresta neural o precursores astrociticos. Este descubrimiento apunta
a las posibles células de origen de los tumores cerebrales y revela una gran
heterogeneidad dentro de las clasificaciones previas, que se basaban exclusivamente en
alteraciones genéticas o perfiles de mRNA, poniendo de relieve el enorme potencial del

andlisis de la expresion y funcion de los miRNAs en el GBM (Kim et al., 2011).
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1.5.3.2. Regulacion mediante miRNAs de las rutas genéticas clasicas

alteradas en GBM

Aunque los distintos perfiles de expresion de miRNAs observados en glioma
subrayan la importancia de los miRNAs en la patogénesis del GBM, son escasos los
estudios funcionales dirigidos a entender su papel en la gliomagénesis. Hasta el
momento se han llevado a cabo algunos analisis funcionales, sobre todo in vitro,
mediante la manipulacion de los niveles de miRNAs utilizando precursores sintéticos de
miRNAs u oligonucledtidos modificados que antagonizan a los miRNAs (antagomiRs).
Sin embargo, existe poca informaciéon sobre su papel in vivo. Algunos miRNAs
relacionados con el GBM pueden situarse en el esquema de las alteraciones genéticas
implicadas en la gliomagénesis de acuerdo con sus dianas predichas y / o validadas

(Figura I.15).
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Figura I.15 MicroRNAs que regulan genes alterados en GBM primario y secundario. Los

onco-miRs participan en la inhibiciéon de genes supresores tumorales junto con otros mecanismos
conocidos, tales como la pérdida de heterocigosidad (LOH), mutaciones o metilacion de promotores. Los
miRNAs "supresores tumorales" (TS-miRs) inhiben oncogenes en condiciones sanas y serian inactivados
en el GBM, permitiendo la expresion patologica de los oncogenes diana. Amp, amplificacion. Mut,

mutacion, OF, sobreexpresion (Gonzalez-Gomez ef al., 2011).

1.5.3.2.1. miRNAs sobreexpresados en GBM

Es evidente que los miRNAs actiian como reguladores a diferentes niveles en la
gliomagénesis. Regulan la proliferacion (miR-7, miR-124, miR-128, miR-137, miR-
221), la apoptosis (miR-7 y miR-21), la angiogénesis (miR-296), la invasion tumoral
(miR-7 y miR-21) y la resistencia a la quimio y radioterapia (miR-21, miR-181a). Entre

las dianas de varios miRNAs sobreexpresados en GBM (onco-miRs putativos), se
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encuentran de genes que sufren pérdida de funciéon en GBM, lo que sugiere que estos
miRNAs contribuyen a la represion de ciertas rutas de sefializacién. Por ejemplo, los
genes PTEN y TP53 se encuentran mutados o silenciados epigenéticamente de forma
habitual en GBM y miR-21 y miR-26, que se encuentran sobreexpresados en GBM, se

dirigen contra el mRNA de estos genes, reforzando el silenciamiento funcional.

[.53.2.1.1. miR-21

MiR-21 es uno de los miRNAs con mayor sobreexpresion en tejido de glioma
respecto a tejido normal, lo cual sugiere un posible papel oncogénico. Ademas, la alta
expresion de este miRNA se asocia con una menor supervivencia de los pacientes con
GBM (Zhi et al., 2010). De acuerdo con la reciente clasificacion de GBM basada en la
expresion de miRNAs, la sobreexpresion de miR-21 se correlacionaria preferentemente
con la firma astrocitaria (Kim et al., 2011). La mayoria de los resultados sugieren que
miR-21 actia como un oncogén que regula multiples pardmetros de malignidad en el
GBM, ya que la inhibicion de miR-21 aumenta la apoptosis, disminuye el crecimiento e
invasion y podria reducir la quimiorresistencia. Se ha demostrado que la inhibicion de
miR-21 (por locked nucleic acid (LNA) o 2-O-Me-miR-21 antagomirs) en lineas
celulares de glioma induce un aumento de la apoptosis dependiente de caspasa 3 y
caspasa 9 (Chan et al., 2005; Zhou et al., 2010). Chen et al. (Chen et al., 2008)
describieron que la inhibicion de miR-21 en varias lineas celulares de GBM aumenta los
niveles endogenos de PDCD4 (muerte celular programada 4, del inglés, programmed
cell death 4) y promueve asi también la apoptosis dependiente de PDCD4. El
silenciamiento de miR-21 también inhibe la progresion del ciclo celular en GBM,
mediante la disminucion de la sefializacion EGFR (Zhou et al., 2010), posiblemente a
través de la inhibicion de STAT3 (Ren et al., 2010b). Utilizando el analisis de rutas a

partir de las dianas de miR-21 obtenidas por prediccion bioinformatica
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(Papagiannakopoulos et al., 2008), Papagiannakopoulos et al. identificaron que algunos
genes regulados por miR-21 participaban en tres de las rutas supresoras tumorales clave
implicadas en GBM: P53, TGF-B y la apoptosis mitocondrial. MiR-21 también
contribuye a la invasividad de las células de glioma al dirigirse contra inhibidores de
metaloproteasas de matriz como TIMP3 y RECK (Gabriely et al., 2008) o al interrumpir
el circuito de retroalimentacion negativo de la ruta RAS/MAPK mediante SPRY?2
(Kwak et al., 2011). Conjuntamente, estos datos apoyan el importante papel que ejerce
miR-21 en la patogénesis del GBM y sugieren su posible valor como diana terapéutica.
Corsten et al. (Corsten et al., 2007) revelaron que la delecion de miR-21 en un modelo
de ratéon in vivo de glioma interrumpia el crecimiento tumoral y mostraba una
citotoxicidad sinérgica con S-TRAIL en los gliomas humanos. Ren ef al. (Ren et al.,
2010b; Ren et al., 2010a) hallaron un aumento de la actividad del 5-fluorouracilo (5-
FU) combinado con oligonucleo6tidos antisentido anti-miR-21. En un estudio similar, el
mismo grupo observo que un inhibidor de miR-21 aumenta la quimiosensibilidad de las
células tumorales al taxol. De forma similar, la inhibiciéon de miR-21 en la linea celular
U373 aument¢ la citotoxicidad de otro agente quimioterapico, VM-26 (Li et al., 2009c),
quiza a través de la regulacion de una nueva diana de miR-21, LRRFIPI1, un inhibidor
de la ruta de NF-KB. También se ha propuesto la implicacion de miR-21 en la
quimioresistencia adquirida a la TMZ, ya que la sobreexpresion de miR-21 protege la
linea celular U87 de la TMZ mediante la disminucion del cociente BAX/BCL-2 y la

actividad Caspasa-3 (Shi et al., 2010a).

[.53.2.1.2. miR-221/222

Los miRNAs miR-221 y miR-222 forman un cluster y se hallan sobreexpresados

en GBM. MiR-221 presenta elevada expresion génica Gnicamente en astrocitomas de
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alto grado (grados Il y IV de la OMS) (Conti et al., 2009). La funciéon de miR-221 y
miR-222 se ha explorado de forma conjunta, ya que su expresion estd co-regulada y
tienen la mismas dianas. Se ha descrito que los miR-221/222 reprimen la expresion del
regulador de ciclo celular P27, (Gillies & Lorimer, 2007; Zhang et al., 2009; Medina
et al., 2008). Esta proteina es un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclina (por
sus siglas en inglés, CDK) y provoca la parada del ciclo celular en la fase G1 (le Sage et
al., 2007). Le Sage et al. (le Sage et al., 2007) descubrieron que las células de glioma
US87 requerian una alta actividad de estos dos microRNAs para mantener los niveles
bajos de P27,ip1 y para permanecer en un estado proliferativo. Zhang et al. (Zhang et al.,
2010) realizaron un analisis bioinformatico y describieron que 16 posibles genes diana
de miR-221/222 podrian regular coordinadamente la ruta de AKT. Ademas observaron
que la sobreexpresion de miR-221 y miR-222 aumentaba la proliferacion celular y la
invasion in vitro del glioma, e inducia el crecimiento tumoral en un modelo murino de
xenotransplante. De forma relevante, estos efectos se correlacionan con el aumento de

fosforilacion de AKT, que indica la activacion de esta via (Zhang et al., 2010).

[.5.3.2.1.3.  miR-26

Huse et al. (Huse et al., 2009) describieron que miR-26a es un regulador de la
expresion de PTEN. La fosfatasa PTEN es un antagonista molecular de la ruta de AKT
y tiene un papel central en la biologia del glioma. Se han hallado mutaciones en el gen
PTEN en un 40% de GBM primarios y un 10% de GBM secundarios. MiR-26 presenta

frecuentemente amplificacion gendémica y sobreexpresion en GBM.
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1.5.3.2.2. miRNAs infra-expresados en GBM

Los miRNAs miR-7, miR-128, miR-124, miR-137 y miR-181 presentan
expresion génica disminuda en GBM (Gonzalez-Gomez et al., 2011). Entre las dianas
de estos miRNAs, que actuarian como supresores tumorales, se encuentran genes diana
que estan amplificados gendmicamente, o sufren ganancia de funcion en GBM. Este es
el caso de miR-7 y su gen diana, EGFR, que es un receptor cominmente alterado en el
GBM. El resto de estos miRNAs tienen papeles mas importantes en la proliferacion y
diferenciacion de las BTSCs de GBM (GBM-BTSCs) que en las vias clasicas de

gliomaggénesis.

1.5.3.3. Papel de los miRNASs en la proliferacion v diferenciacion de

GBM-BTSCs

El paralelismo existente entre las células BTSCs y las NSCs sugiere que podrian
compartir redes de regulacion moduladas por miRNAs. Se ha descrito que las NSCs, asi
como otros tipos de células madre, expresan ciertos miRNAs que estan implicados en el
mantenimiento del estado indiferenciado y la autorrenovacion. Algunos de estos
miRNAs podrian ejercer un papel similar en la regulacion de las propiedades stem-like

de las BTSCs (Figura 1.16).
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Figura 1.16 Regulacion de las GBM-BTSCs y NSCs mediante miRNAs. Debido a que
comparten un estado indiferenciado multipotente y la capacidad de autorrenovacion, se ha sugerido que
las NSCs y las BTSCs comparten redes de regulacion comunes. De esta forma, se postula que debe haber
un conjunto de miRNAs expresados en ambos tipos celulares. La diferenciacion estaria caracterizada por
una firma de miRNAs concreta que reflejaria la inhibicion de Stem-miRNAs y Onco-miRs y la sobre-
expresion de miRNAs de pro-diferenciacion y miRNAs supresores tumorales (Gonzalez-Gomez et al.,

2011).

Como se muestra en la figura 1.16 este modelo predeciria una disminucion de la
expresion de onco-miRs y un aumento de la expresion de los miRNAs supresores
tumorales en la diferenciacion. Chen et al. describieron que las células madre presentan
un perfil de miRNA menos complejo que los tejidos maduros, sugiriendo que el grado
de diferenciacion celular puede caracterizarse por un firma concreta de miRNAs (Chen
et al., 2007; Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004). En mamiferos, varios miRNAs
como miR-124, miR-125 y miR-137 estan enriquecidos especificamente en el SNC, y
los cambios en sus patrones de expresion durante el desarrollo del SNC sugieren que
ejercen un papel en la diferenciacion neural (Krichevsky et al., 2003; Miska et al.,

2004). Los cambios mas significativos en la expresion de miRNAs ocurren en la
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transicion de célula madre/precursor neural a neuronas diferenciadas. Algunos miRNAs
como miR-124, miR-9, miR-125 y miR-22 estan ausentes en las células indiferenciadas,
pero su expresion se induce notablemente conforme avanza la diferenciacion. Con
respecto al GBM, un estudio hallé 71 miRNAs con un patron de expresion diferente en
glioma respecto al cerebro normal, siendo dicho patron de miRNAs similar al perfil de
expresion observado en células madre embrionarias y precursores neurales (Lavon et
al., 2010). Alrededor de la mitad de ellos estaban agrupados en clusters en 7 regiones
genomicas: miR-17/92, miR-106b/25, miR-106a/363, miR-183/96/182, miR-367/302,
miR-371/373 y la region DIlk1-Dio3 (Lavon ef al., 2010). Algunos miembros de estos
clusters estan enriquecidos en la subclase de precursores oligoneurales de GBM

definida por Kim et al. (Kim et al., 2011).

1.5.3.3.1. Cluster miR-17/92

En diferentes tumores, el oncogen MYC, el cual presenta amplificacion
gendmica en la subclase de precursores oligoneurales de GBM, induce la expresion del
cluster oncogénico miR-17/92 (Kim et al., 2011). Estos datos sugieren que miR-17/92
podria funcionar como un componente del programa oncogénico de MYC en GBM. Los
miRNAs incluidos en este cluster tienen efectos que promueven la proliferacion celular
e inhiben la apoptosis. Entre sus dianas validadas podemos encontrar a PTEN, E2F1 y

BIM (Malumbres & Lossos, 2010).
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1.5.3.3.2. miR-124

MiR-124 parece tener un papel en la inhibicion post-transcripcional de ciertos
genes progenitor-like como LAMININ, GAMMA 1 (LAMCI) e INTEGRIN, BETA 1
(ITGBI) en las neuronas murinas (Cao et al., 2007). Ademas, miR-124 podria promover
la transicion hacia la diferenciacion neuronal dirigiéndose contra PTBP1, una proteina
implicada en los patrones de splicing alternativo relacionados con el desarrollo neuronal
(Makeyev et al., 2007). La capacidad de inhibir a Sox-9 en las NSCs adultas de la SVZ
de raton, también apoya el papel de miR-124 en la diferenciacion de precursores en
division hacia neuronas (Cheng et al., 2009). Notablemente, miR-124 es uno de los
miRNAs mds abundantes en el cerebro adulto, representando mas del 25% del
contenido de miRNAs total del cerebro (Lagos-Quintana et al., 2002). Su expresion
disminuida en gliomas de alto grado asi como en MB (Li ef al., 2009a) sugiere que la
induccion de la expresion de miR-124 podria causar la inhibicion de la proliferacion de
BTSCs al promover su diferenciacion. En este sentido, Silber ef al. hallaron que miR-
124 (y también miR-137) promueve la parada de ciclo celular en GO/G1 e induce la
diferenciacion neuronal-like de las GBM-BTSCs en ausencia de la sefializacion de

factores de crecimiento (Silber et al., 2008).

1.5.3.3.3. miR-125b

MiR-125b es otro miRNA que promueve la diferenciacién neuronal (Le et al.,
2009). Se ha descrito que miR-125b presenta expresion variable en diferentes estudios
independientes, lo que sugiere que podria funcionar como un oncogén u anti-oncogén
en subconjuntos de tumores. Shi et al. han descrito recientemente que miR-125b se
encuentra infra-expresado en las células madre de glioma humanas U251. La induccién

de su expresion in vitro lleva a la inhibicion del crecimiento por disminucion de los
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reguladores de ciclo celular CDK6 y CDC25A (Shi et al., 2010b). Sin embargo, otro
estudio parece indicar que este miRNA también puede tener efectos anti-apoptoticos e
inducir proliferacion en otro contexto, ya que describe que la sobreexpresion de miR-
125b es capaz de reprimir la apoptosis inducida por ATRA (é4cido retinoico all-trans) en
las células humanas de glioma, y que una baja expresion de miR-125b disminuye la
proliferaciéon y aumenta la sensibilidad de las células al ATRA. Este efecto anti-
apoptotico de miR-125b se deberia al bloqueo de la traduccion del mRNA que codifica
para el factor de modificacion de BCL-2 (BMF), proteina relacionada con la apoptosis

(Xia et al., 2009).

1.5.3.3.4. miR-451

Gal et al. (Gal et al., 2008) demostraron que la transfeccion de GBM-BTSCs
con miR-451 inhibia su crecimiento y su capacidad para formar agregados
clonales/esferas in vitro. Pero como ocurre con miR-125b, los resultados in vitro para
miR-451 son controvertidos. Godlewski et al. (Godlewski et al., 2010) hallaron que los
niveles elevados de miR-451 en los pacientes con GBM se asocian con peor
supervivencia. Por otra parte, Nan et al. (Nan et al., 2010) han publicado que miR-451
juega un papel como supresor tumoral en tres lineas humanas de GBM, ya que el
aumento de expresion de este miRNA inhibe el crecimiento celular, induciendo la
parada del ciclo celular en la fase GO/G1, aumenta la apoptosis celular y disminuye la
capacidad de invasion a través de matrigel. Teniendo en cuenta que la expresion de
miR-451 se correlaciona con el subgrupo neuromesenquimal de GBM en la
clasificacion propuesta por Kim et al. a partir de perfiles de expresion de miRNAs (Kim
et al., 2011), es posible que el papel de miR-451 en la gliomagénesis varie en virtud del

subtipo de GBM en el que se exprese.
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1.5.3.3.5. miR-9/9*

MiR-9/9* esta sobreexpresado especificamente en los tumores cerebrales
primarios comparado con los tumores de otros tejidos y las metéstasis cerebrales, y se
ha propuesto como un posible biomarcador (Nass et al., 2009). Sin embargo, informes
previos hallaron que la sobreexpresion de miR-9 promueve la diferenciacion prematura
de las células progenitoras neurales, asi que podria actuar como promotor de la
diferenciacion en vez de como oncogén. Una de las dianas de miR-9 es TLX, un
receptor nuclear implicado en la autorrenovacion de las NSCs (revisado por Fineberg et
al. (Fineberg et al., 2009)). Més recientemente, Kim et al. han descrito que miR-9 esta
enriquecido en la subclase de GBM relacionada con los precursores oligoneurales. En
sus experimentos, miR-9 inhibe las quinasas JAK e inhibe la activacion de STAT3,
desciende la expresion de marcadores astrociticos/mesenquimales, promueve la
expresion de marcadores neuronales y aumenta la proliferacion de las GBM-BTSCs
CD133" (Kim et al., 2011). Sin embargo, queda por investigar si la expresién de miR-9
se encuentra enriquecida en la masa de células tumorales, que podrian representar la
progenie diferenciada de las BTSCs, pero permanece inhibida en la subpoblacion de

BTSCs.
1.5.3.3.6. miR-128

Otro miRNA interesante que regula las BTSCs es miR-128, que reprime al
oncogén BMII, un importante factor de autorrenovacidon para varios tipos de células
madre, y de este modo es capaz de inhibir la proliferacion del glioma (Godlewski et al.,
2008). Al sobreexpresar miR-128, se reducen los niveles de BMI1 y disminuye el
nimero y el volumen de las esferas de glioma observadas (Godlewski et al., 2008).

Recientemente, Cui ef al. han hallado otra diana de miR-128, ARPS5, un supresor de la

-95.



Introduccion

transcripcion que promueve la auto-renovacion de las células madre e inhibe la
expresion de genes supresores tumorales implicados en senescencia y diferenciacion
(Cui et al., 2010). Finalmente, la sobreexpresion de miR-128 es también capaz de
limitar el crecimiento de los gliomas de los xenotransplantes in vivo (Fasano et al.,

2009).

1.5.3.3.7. miR-34a

MiR-34a se considera un supresor tumoral en células de glioma por ser una
diana directa de P53 (Luan et al., 2010) y encontrarse su expresion inhibida en muestras
de glioma humano. Ademas, su sobreexpresion conlleva la inhibicion de la proliferacion
y la migracion celular, y al mismo tiempo promueve la diferenciacion de las BTSCs de
glioma. MiR-34a actta dirigiéndose contra multiples dianas, tales como c-MET, CDKS6,
NOTCH-1 y NOTCH-2 (Guessous et al., 2010; Li et al., 2009b). La expresion ectopica
de NOTCH1/2 rescata parcialmente los efectos de miR-34a sobre la muerte celular en
las BTSCs de glioma, lo cual confirma a miR-34a como un regulador importante de la

via de sefializacion NOTCH.

1.5.3.3.8. miR-326

MiR-326 es un miRNA expresado en las neuronas que se encuentra también
inhibido en muestras de glioma y estd relacionado con la via NOTCH, regulando
negativamente su expresion. A su vez, este miRNA inhibe la actividad de las proteinas
NOTCH, estableciendo un bucle regulatorio de retroalimentacion negativa en esta

importante ruta del glioma (Kefas et al., 2009).
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Hipotesis

El glioblastoma multiforme es un tumor cerebral con muy mal prondstico,
incluso con los tratamientos actuales mas avanzados. Esta pobre respuesta terapéutica
podria deberse a la presencia de células especialmente resistentes a los tratamientos de
quimioterapia y radioterapia que son capaces de renovar el tumor en su totalidad. Estas
células, denominadas BTSCs (células madre de tumor cerebral) pueden aislarse de los
tumores de los pacientes de GBM mediante su cultivo como neuroesferas, lo cual
permite su estudio molecular y funcional in vitro. Una aproximacion para disminuir la
tumorigenicidad de estas células podria ser la induccidon de su diferenciacion en los
tumores. Por ello, hemos validado un sistema de cultivo in vitro en el que mediante
determinadas condiciones es posible inducir la diferenciacion de las BTSCs hacia los
tres linajes principales del SNC. El papel de la expresion global de genes codificantes
en la puesta en marcha de esta diferenciacion inducida se conoce parcialmente. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha estudiado si los cambios en el perfil de expresion
global de los miRNAs podrian jugar un papel similar al de los genes codificantes en el

proceso de diferenciacion de las BTSCs.

En base a estos datos, nuestra hipotesis de trabajo propone que la expresion de
determinados miRNAs podria tener un papel en el proceso de diferenciacion inducida
de las BTSCs. Estos miRNAs podrian identificarse mediante el estudio de sus cambios
a nivel transcripcional durante este proceso de diferenciacion mediante el andlisis con
microarrays de expresion. Por ultimo, estos miRNAs podrian ejercer sus funciones
mediante la regulacion de genes y vias moleculares implicadas en diferenciacion y otros

procesos relacionados con la gliomagénesis.
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Objetivos

1 - Establecimiento de cultivos de neuroesferas a partir de muestras quirargicas de

pacientes con GBM.
a) Analisis de su capacidad de autorrenovacion.

b) Estudio de su capacidad de desarrollo tumoral en un modelo de
xenotransplante en ratones inmunodeficientes mediante inyeccidon estereotdctica

intracraneal.

¢) Analisis de su capacidad de diferenciacion a los principales linajes neurales

presentes en el SNC.

2 - Validacion de un modelo de induccion de la diferenciacidon in vitro de las

neuroesferas (o BTSCs) en presencia de factores de crecimiento.

3 - Andlisis de la expresion global de miRNAs durante el proceso de

diferenciacion in vitro de las BTSCs de GBM mediante microarrays de miRNAs.

4 - Estudio de la implicacion funcional de los miRNAs validados y seleccionados

en la diferenciacion in vitro de las BTSCs de GBM.

a) Analisis del papel de estos miRNAs en la induccion de cambios de expresion

de los marcadores de diferenciacion neural.

b) Estudio de otras posibles funciones de estos miRNAs en la biologia de las

BTSCs.

5 - Anélisis de la expresion génica de las dianas potenciales de los miRNAs
seleccionados y de su implicacion en las rutas alteradas mas relevantes de la

diferenciacion de las BTSCs.

a) Examen de las rutas moleculares alteradas durante la diferenciacion in vitro

de las BTSCs.
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b) Busqueda de posibles dianas de los miRNAs seleccionados entre los genes

cuya expresion varia durante el proceso de diferenciacion de las BTSCs.
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Material y Métodos

M.1. Cultivo de neuroesferas de tumores primarios

La obtencion de muestras de pacientes de GBM se realizd en colaboracion con
el laboratorio del Dr. José Luis Fernandez Luna, en el Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla (HUMYV), de Santander, Espafia. Las muestras tumorales se obtuvieron de
pacientes con GBM atendidos en los Servicios de Neurocirugia del HUMV y de la
Clinica Universidad de Navarra (CUN), que previamente habian dado su
consentimiento informado, tal y como esta aprobado por los correspondientes Comités
Eticos y de Investigacion. Inmediatamente tras la reseccién quirirgica de la masa
tumoral, el tejido fue procesado por disgregacion mecénica seguida de una digestion
enzimatica durante 90 minutos a 37°C con colagenasa Ia (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) a una concentracion de 12,5 mg/ml de medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ) y una actividad enzimatica de 394
unidades/mg. Posteriormente, las células tumorales se resuspendieron en medio
completo de proliferacion para células indiferenciadas (denominado MC a partir de este
momento) compuesto por DMEM/F12 (Gibco) complementado con EGF recombinante
humano (20 ng/ml; Sigma-Aldrich), FGF2 (20 ng/ml; BioVision, Lyon, Francia), B-27
(20 ml/l de medio; Gibco), heparina (2 ug/ml; Sigma-Aldrich) y antibidticos
(Penicilina-estreptomicina-anfotericina B; BioWhittaker, Lonza, Basel, Suiza) al 1%, y
se plaquearon a una densidad celular de 3x10° células vivas/placa de 60 mm (Corning
Inc., Corning, NY, USA). El cultivo celular se realizé en incubadores con atmdsfera
humeda al 5% de CO, y 37°C. Las neuroesferas primarias se detectaron en las dos
primeras semanas de cultivo y se disociaron seguidamente cada 3-4 dias para facilitar el

crecimiento celular.
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Para la disociacion de las neuroesferas, se centrifugaron las células a 1800
revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 5 minutos, se resuspendieron en 500 ul de
solucidon enzimdtica Accutase (Sigma-Aldrich), se incubaron a 37°C y 5% de CO;
durante 5 minutos. Posteriormente se disociaron mecéanicamente utilizando una
micropipeta de 1000 ul (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), se filtraron por filtros cell
strainer con poros de 70 um de didmetro (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) y se

resuspendieron en medio fresco como suspensiones de células individuales.

La induccién de diferenciacion se llevo a cabo cultivando las neuroesferas en el
mismo medio pero afadiendo de suero de ternera fetal (STF) (Gibco) al 10%
(denominado medio de diferenciaciéon, MD, a partir de este momento) segin los
intervalos de tiempo indicados, en diferentes formatos de frascos de cultivo (Nunc,
Roskilde, Dinamarca). Para el mantenimiento de estos cultivos de células adherentes, se
recolectaron las células cuando la confluencia alcanzaba un 80-90% utilizando tripsina-

EDTA (BioWhittaker) para despegarlas de la superficie del frasco de cultivo.

M.2. Estudios de autorrenovacion

M.2.1. Ensavo de autorrenovacion por dilucion clonal

Las células derivadas de la disociacion de neuroesferas se sembraron en placas
de 96 pocillos a una diluciéon clonal (1 célula/pocillo) y se contdé el numero de
neuroesferas secundarias generadas a los 10 dias. Este experimento se llevo a cabo por
triplicado, sembrando 3 placas por linea de neuroesferas, y como control se utiliz6 la
linea celular de GBM U87MG cultivada en medio de proliferacion stem (MC) para
poder comparar su autorrenovacion con la de las lineas de GBM-BTSCs generadas a

partir de las muestras tumorales de los pacientes.
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M.2.2. Ensavo de autorrenovacion por dilucion limite

Se cuantifico la capacidad de autorrenovacion de las células BTSCs usando un
ensayo de dilucion limite, tal y como esta descrito previamente (Singh et al., 2004).
Después de la formacion de esferas primarias, los cultivos de BTSCs se disociaron y se
sembraron en placas de 96 pocillos (200 ul/pocillo). Las diluciones sembradas cubrian
un rango desde 200 células/pocillo hasta 1 célula/pocillo (12 pocillos/dilucion en cada
placa, por triplicado en 3 placas). Se afiadid medio fresco (25 ul/pocillo) a los cultivos
cada dos dias hasta el dia 7, cuando se calculd el porcentaje de pocillos que no
contenian esferas para cada densidad celular de siembra, y se enfrentd al nimero de
células/pocillo para calcular la recta de regresion correspondiente. Se calcularon los
valores de interseccion con el eje x, que representan el numero de células necesarias

para formar al menos una esfera tumoral en cada linea de BTSCs derivadas de tumor.

M.3. Generacion del modelo xenotransplante de BTSCs

Una de las caracteristicas fundamentales que evidencian la existencia de BTSCs
en los cultivos de neuroesferas, es su capacidad de generacion tumoral al ser inyectadas
intracranealmente en ratones inmunodeficientes. Por ese motivo, tuvimos que poner a

punto la técnica de inyeccion intracraneal para el modelo de xenotransplante murino.

M.3.1. Ratones utilizados en el xenotransplante

Para la puesta a punto del modelo de xenotransplante, utilizamos dos cepas
diferentes de ratones inmunodeficientes. La primera cepa utilizada se trat6 de ratones

BALB/c- RAG2™ /y¢™” (C;129S4-Rag2™ ™" 112rg™*™/], Jackson Lab., Bar Harbor, ME,

USA) hembra de entre 6 y 8 semanas de edad. Estos ratones estan modificados
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genéticamente para que no expresen el gen RAG2, que permite el comienzo de la
recombinacion V(D)J durante el desarrollo de los linfocitos B, T y células natural killer
(NK), ni el gen de la cadena y del receptor de la interleuquina 2 (IL-2), por lo que
presentan una inmunodeficiencia combinada severa al carecer de células NK, linfocitos
T o B. Esta caracteristica posibilita una mayor eficiencia de injerto de xenotransplantes
que en otros tipos de ratones inmunodeficientes, lo que facilita la generacion de

modelos humanizados (Traggiai et al., 2004).

Se utilizaron asimismo ratones inmunodeficientes BALB/c nude
(NCI/Hsd/Athymic Nude-Foxnl™) homocigotos hembra de entre 6 y 8 semanas,
obtenidos de “Charles River Laboratories International” y desarrollados por “Charles
River Laboratory Japan” (CRLIJ, 1985). Estos ratones son atimicos, por lo que carecen

de células T funcionales y son deficientes en linfocitos B.

Los animales se estabularon en la zona libre de patogenos especificos (SPF, del inglés
Specific Pathogen Free) del animalario del CIMA, protegidos del exterior en jaulas
ventiladas con presion positiva. Los cambios y manipulaciones de los animales se
realizaron en cabinas de flujo laminar. Todos los experimentos se efectuaron con la

aprobacién del Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Navarra.

M.3.2. Puesta a punto del modelo de xenotransplante tumoral

murino

Se usaron lineas celulares de GBM que historicamente se han utilizado para
generar tumores intracraneales mediante xenotransplante, en la puesta a punto del

modelo.
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M.3.2.1. Lineas celulares

Para la puesta a punto del modelo de xenotransplante tumoral murino se
utilizaron lineas celulares de GBM US87MG (HTB-14, American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, VA, USA) y U251MG (IFO 50288, Japanese Collection
of Research Bioresources (JCRB), Japon). Para conseguir una buena transfeccion
estable de estas lineas uno de los mejores métodos es la infeccion mediante vectores

retrovirales.

Para la produccién de los vectores retrovirales necesarios se utilizo la linea
celular Amphopack 293 (Clontech, Mountain View, CA, USA ) derivada de células
embrionarias de rifion humanas, y para la titulacion de la produccion de virus se empled
la linea NIH-3T3 (ACC 59, DMSZ, Braunschweig, Alemania) derivada de fibroblastos

embrionarios de raton.

Todas las lineas celulares se cultivaron con medio DMEM (Gibco)
suplementado con 10% de STF (Gibco) y 2% de penicilina/estreptomicina (P/E,

BioWhittaker).

M.3.2.2. Plasmido retroviral reportero SFG-nesTGL

Con el proposito de seguir el crecimiento tumoral in vivo, se infectaron las
células US7MG y U251MG con retrovirus que contenian el plasmido reportero triple
HSV1-tk/GFP/luciferasa de Photinus pyralis (SFG-nesTGL) (Ponomarev et al., 2004),
un vector retroviral que contiene la secuencia para la expresion en células eucariotas de
una proteina de fusion de 130 kDa compuesta por proteina verde fluorescente (GFP, del
inglés Green Fluorescent Protein), la luciferasa de Photinus pyralis (Luc) y HSV1-tk
(Del inglés, Herpes simplex virus thymidine kinase) (amablemente cedido por el Dr.

Gelovani, Memorial Sloan Kettering Cancer Center, NY, USA). Este vector contiene el
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dominio NES (sefial de exportacion nuclear, del inglés nuclear exportation signal) que
favorece la salida del nucleo. Ademas contiene la secuencia de Shine-Dalgarno (SD) de
reconocimiento por el ribosoma y la signal-anchor (SA) para promover la orientacion
transmembrana de la proteina. Ademads este vector contiene las secuencias LTR en los
extremos 5" y 3" para favorecer la insercion del plasmido retroviral en el genoma de las
células que se infectan (Figura M.1). La proteina de fusion permite monitorizar las
células que se han transducido con este vector mediante un triple sistema: fluorescencia
(GFP), bioluminiscencia (luciferasa) o mediante tomografia por emision de positrones

(PET; del inglés, Positron Emission Tomography) gracias a la HSV1-tk (Figura M.2).
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Figura M.1. Esquema del vector reportero SFG-nesTGL. GFP, green fluorescent protein;
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HSV1-tk, Herpes simplex virus thymidine kinase, LTR, Long-terminal repeat, Luc, luciferasa de

Photinus pyralis; NES, nuclear exportation signal; SA, signal-anchor; SD, secuencia de Shine-Dalgarno.

Fluorescence Bioluminescence ['241]FIAU PET

Corrputor

Fluorescence Biolumincescence MicroPET

Figura M.2. Ejemplo de imdgenes que ofrece el vector reportero SFG-nesTGL. Muestra las
distintas imagenes que se pueden obtener con el vector reportero in vivo asi como las distintos
instrumentos para la captacion de las mismas (Ponomarev et al., 2004). A, fluorescencia; B,

bioluminiscencia; C, microPET (Tomografia por emision de positrones).

M.3.2.3. Produccion retroviral

Como linea empaquetadora para la produccion de los retrovirus no replicativos
de segunda generacion se utiliz6 la linea celular Amphopack 293 (Clontech), generada a
partir de la linea celular HEK293T a la que se le introdujeron de forma estable los genes
que codifican para las proteinas virales gag-pol y env bajo el promotor del

citomegalovirus (CMV). Ademas esta linea celular se cotransfectd utilizando el reactivo
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FuGENE (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) con el vector reportero SFG-nesTGL vy el
plasmido pMD2.G (Addgene, Cambridge, MA, USA), que contiene la glicoproteina del
virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Figura M.3). La expresion de esta proteina
virica VSV-G favorece la fusion de la membrana endosémica de la envuelta viral con la

membrana de las células infectadas.

.t |4 .
f -~

A
~

pMD2.G &

¥
5824 bp

Addgene plasmid 12253

Figura M.3 Esquema del plasmido pMD?2.G.

Tras incubar las células empaquetadoras transfectadas a 37°C en atmosfera
himeda al 5% de CO,, se recogio el sobrenadante a las 48 y 72 horas y se filtr6 a través
de un filtro de poros de 0,20 um de didmetro (VWR International, Radnor, PA, USA)
para la obtencion de los vectores retrovirales. Con este sistema de produccion retroviral
los virus producidos son retrovirus defectivos de segunda generacion, es decir, no son

capaces de propagarse una vez han infectado a la célula huésped.
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M.3.2.4. Cuantificacion del titulo viral

Se sembro6 la linea celular NIH-3T3 en placas de 60 mm (Corning Inc.) a una
confluencia aproximada del 80% en medio sin antibidtico. Sobre distintas placas se
afiadieron diluciones seriadas de sobrenadante viral procedente de las células
productoras y se suplementd con polibreno (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 8
ug/mL. Tras 24 horas se retir6 el medio de cultivo para eliminar el polibreno, y se
afiadiéo medio suplementado con antibiotico. Las células se dejaron crecer 24 horas mas
y se contaron las células GFP positivas utilizando un microscopio invertido de
fluorescencia Leica DM IRB (Leica Camera AG, Solms, Alemania). Se captaron
imagenes con la camara DC480 (Leica) acoplada al microscopio de fluorescencia,
utilizando el programa Leica DC Twain (Leica) (Figura M.4). Para el calculo de carga
viral se multiplicé el nimero de células GFP positivas (en un campo de visiéon bajo un
objetivo 10X), por la inversa del factor de dilucion del sobrenadante de las células
productoras de retrovirus en el medio de la placa de cultivo correspondiente. El titulo
viral se encontraba alrededor de 10 millones de particulas virales por mililitro en el caso

de aquellos sobrenadantes usados para transducir las lineas celulares.

Figura M.4 Imagen de las células NIH-3T3 infectadas con el retrovirus que contiene el
vector reportero SFG-nesTGL. Se muestra la misma imagen tomada con contraste de fases (izquierda)

y con filtro de fluorescencia para observar GFP (derecha).
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Esta técnica de titulacion viral se utilizd asimismo para verificar la ausencia de
retrovirus en los sobrenadantes de las lineas de GBM infectadas, una vez mantenidas en
cultivo durante un mes después de la infeccion, ya que es un requisito indispensable

para su posterior inyeccion en el modelo de xenotransplante murino.

M.3.2.5. Infeccion retroviral de las lineas celulares de GBM Y BTSCs

Se sembraron 500.000 células de las lineas celulares de GBM U87MG vy
U251MG en placas de 60 mm (Corning Inc.), se infectaron con el volumen necesario de
retrovirus SFG-nesTGL (dependiendo de cada produccion viral) en presencia de 4
ug/mL de polibreno (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37°C en atmosfera humeda al 5
% de CO,. A las 48 horas se procedio al cambio de medio con virus por medio fresco.
Las células se visualizaron en el microscopio invertido de fluorescencia Leica DM IRB
para verificar la infeccion como células positivas para GFP. Una vez confirmada la
transduccion de las células con el vector reportero, se aislaron clones unicelulares con
altos niveles de expresion de GFP, mediante siembra de las células transducidas en
placas de 96 pocillos a dilucion clonal y posterior observacion con el microscopio
invertido de fluorescencia. Se captaron imagenes con la cdmara DC480 (Leica)
acoplada al microscopio de fluorescencia, utilizando el programa Leica DC Twain
(Leica). Los clones seleccionados se denominaron a partir de ese momento: clon X

(nimero por orden cronoldgico) de US7MG-TGL y U251MG-TGL.

Este mismo procedimiento se llevd a cabo para generar clones modificados a
partir de las lineas de BTSCs, con pequenas modificaciones en la técnica, como el uso
de retronectina en la infeccion retroviral debido a que las células BTSCs se encuentran

en suspension, no son adherentes como las anteriores lineas celulares de GBM.
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M.3.2.6. Inveccion estereotactica intracraneal

Todos los experimentos llevados a cabo empleando ratones se han realizado en
las instalaciones del animalario del CIMA con la aprobaciéon del Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Navarra. Para la puesta a punto de las
inyecciones intracraneales, se resuspendieron 0,7x10° células del clon seleccionado de
la linea US87MG-TGL y 1x10° células del clon escogido de U251MG-TGL en 7-10 ul
(0,1x10° células/ul) de DMEM (Gibco) y se implantaron en la region del cuerpo
estriado (Caudate putamen) de ratones inmunodeficientes BALB/c- RAG2  /yc” y
NCI/Hsd/Athymic Nude-Foxnl™ hembra de 6 a 8 semanas de edad, previamente
anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) con una mezcla 3:1 (2 unidades
internacionales U.I. de mezcla /10 g de peso del raton) de Ketamina (Imalgene 500,
Merial, Duluth, GA, USA): Xilacina (Rompun 2%, Bayer HealthCare Pharmaceuticals,
Montville, NJ, USA) y administrados junto con el analgésico Ketoprofeno (5mg/kg de
Ketofen 1%, Merial) por via subcutdnea. Las inyecciones se realizaron utilizando un
marco estereotactico de raton (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Se mantuvo la
humedad de los ojos afiadiendo gotas de suero fisioldgico durante la intervencion. La
piel de la cabeza se desinfectd con alcohol yodado, y se realizé una incision de 1 cm de
longitud en la linea media, posterior a la altura de los ojos. Usando el controlador de los
ejes X e Y, se identifico el punto Bregma (interseccion de la suturas sagital mediana y
coronal anterior) como coordenada (0,0). A partir de ese punto, se fijaron las
coordenadas (+1 mm eje antero-posterior (AP), + 1,5 mm eje medio-lateral (ML) en el
hemisferio izquierdo) y se marcé el punto de inyeccion. Se procedio a la trepanacion del
craneo con un microtaladro. Las células se inyectaron con una jeringa Hamilton
(Hamilton, Reno, NV, USA) de 26s gauge, previamente desinfectada con etanol al 96%

y agua estéril. Sobre el orificio, se fijo el punto 0 del eje Z y se insertd la aguja en el
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cerebro hasta llegar a la coordenada correcta (-3,4 mm en el eje dorso-ventral (DV), a
partir de la dura madre). Las células se inyectaron a una velocidad de 1 ul por minuto.
La aguja se dejo en el interior 10 minutos adicionales para evitar la regurgitacion celular
y, una vez retirada, la piel se cerré6 mediante sutura quirdrgica reabsorbible y se aplico
agua oxigenada en el lugar de la sutura. Los ratones se dejaron en una jaula sobre una
manta eléctrica hasta que recuperaron la consciencia. Se afiadid el antibidtico Alsir
(enrofloxacino) al agua de bebida (2 ml/l de agua) y se mantuvo durante 5 dias. La

inyeccion de andlgesico se repitid los dos dias siguientes.

M.3.2.7. Estudios de bioluminiscencia in vivo

Para controlar la implantacion de las células y el crecimiento tumoral se utilizé
la bioluminiscencia proporcionada por el vector SFG-nesTGL. Los estudios de imagen
de bioluminiscencia se iniciaron 10 dias después de la implantacion celular y se
repitieron una vez por semana. Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente (i.p.,
como se ha descrito previamente en el apartado M.3.2.6) y se les administré i.p. 100 ul
de solucion de D-luciferina (1g en 33 ml de PBS, Promega, Madison, WI, USA). Cinco
minutos después de la inyeccion de luciferina se tomaron imagenes con varios tiempos
de exposicion (60, 180, 300 segundos), utilizando el sistema IVIS Spectrum (Caliper,

Xenogen, Alameda, CA, USA).

M.3.2.8. Medida de la actividad tumoral en los ratones mediante

Tomografia por Emision de Positrones (PET)

También se utilizo la micro-Tomografia por Emision de Positrones (microPET)
para el seguimiento del xenotransplante. El estudio de microPET se realizdo en un
tomografo Philips Mosaic (Cleveland, OH, USA), de 2 mm de resolucion, 11,9 cm de

campo de vision (FOV, del inglés Field of View) axial y 12,8 cm de FOV transaxial.
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Para ello, se inyectd L-[S-metil-''C]metionina (''C-Metionina) por la vena de la cola
(20 MBq £ 11.1 in 80-100uL) a los ratones. Veinte minutos después de la
administracion de este radiotrazador, los animales se colocaron en la cama del scanner
del microPET para llevar a cabo una adquisicidn estatica (sinograma) de 20 minutos,
bajo anestesia inhalatoria continuada con 2% de isofluorano en gas O,. Las imagenes se
reconstruyeron en tres dimensiones usando el algoritmo 3D Ramla con 2 iteraciones y
un parametro de relajacion de 0,024 en una matriz de 128x128 con un tamafno de voxel
de 1 mm y aplicando correcciones de tiempo muerto, decaimiento, aleatorio y de
dispersion. Para el anélisis cuantitativo de la captacion de ''C-Metionina por parte del
tumor, se dibujaron regiones de interés (ROI, del inglés Region of Interest) en iméagenes
coronales de 1 mm de grosor. El valor maximo de captacion estandarizada (SUVmax)
para cada tumor se calculé usando la férmula SUV= concentracién de actividad tisular

(Bg/cc) / dosis inyectada (Bq) x peso corporal (g).

M.3.2.9. Estudios post-mortem

Después de los estudios de microPET, los ratones fueron perfundidos de forma
sistémica por via intracardiaca con ayuda de una bomba de perfusion (Easy-Load 11,
Masterflex, Cole-Parmer Instrument Company, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) para mantener el flujo constante, previa administracion i.p. de heparina
(Heparina Mayne 1%, 1 U.I/ 10 g), con 100 ml de paraformaldehido (PFA) fresco al 4%
en PBS a 4°C, para fijar el tejido cerebral. Tras la extraccion de los cerebros se llevo a
cabo su post-fijacion con PFA al 4% en PBS a 4°C y se mantuvieron en PBS a 4°C hasta
su procesamiento. Dicho procesamiento se llevo a cabo en el servicio de Morfologia del
CIMA. Se obtuvieron bloques de parafina a partir de los cerebros y se realizaron cortes
de 3-5 um de espesor con un microtomo Microm HM 340E y cuchillas de acero. Los

bloques se desbastaron hasta localizar el estriado y se llevaron a cabo tinciones con
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hematoxilina eosina (H-E) segun procedimientos estdndar, para poder realizar las
inspecciones histopatologicas posteriormente. Para la captura de imdgenes de las
preparaciones de H-E se utilizo el microscopio Axioplan 2 imaging (Carl Zeiss Inc.,
Oberkochen, Alemania) equipado con una camara Insight Firewire 2 Spot megasample
(Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI, USA) usando el programa

Metamorph para las capturas.

M.3.3. Xenotransplante de BTSCs

Una vez puesto a punto el modelo de xenotransplante murino mediante
inyeccion intracraneal con las lineas celulares de GBM, se procedid a la inyeccion de
las BTSCs derivadas de pacientes de GBM para comprobar su tumorigenicidad in vivo.
Para ello se utilizd el mismo procedimiento, primero se transdujeron las células con
retrovirus que contenian el vector reportero triple SFG-nesTGL (ver M.3.2.5) y se
aislaron clones GFP". Se probaron diferentes cantidades de células en un rango entre 0,3
y 1x10° células en un volumen de 6-10 ul de DMEM/F12. Finalmente se concluyé que
la mejor implantacion de BTSCs y crecimiento tumoral se producia con una cantidad de

1x10° células en un volumen de 10 ul de DMEM/F12.

M.4. Extraccion acidos nucléicos (DNA v RNA)

Para la obtencion de DNA plasmidico se utilizaron las bacterias competentes
One Shot TOP10 competent cells (Invitrogen). La purificacion de DNA plasmidico se

realizd mediante QIAprep plasmid maxi kit (Qiagen, Hamburgo, Alemania).

La extraccion de RNA se realizd utilizando el método de extraccion de TRIzol

(Invitrogen) para el andlisis de la expresion de genes y mediante el kit miRVANA
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(Ambion, Applied Biosystems (AB), Foster City, CA, USA) para las muestras que se

hibridaron en el microarray de microRNAs de Exiqon.

Los DNA y RNA extraidos se cuantificaron con NanoDrop 1000 (Thermo

Fisher Scientific).

M.5. RT-PCR cuantitativa

La cuantificaciéon de los niveles de expresion a nivel de RNA mensajero
(mRNA, del inglés messenger RNA) de los marcadores de BTSCs y diferenciacion
neural en las neuroesferas se llevo a cabo mediante RT-PCR cuantitativa. En el caso del
estudio de los niveles de expresion de marcadores neurales en controles fisiologicos, se
utilizaron RNAs comerciales de neuronas humanas, human neuron total RNA (1525,
Science Cell, Carlsbad, CA, USA), astrocitos humanos, human astrocytes total RNA
(1805, Science Cell) y microglia humana, human microglia total RNA (1905, Science
Cell). Para la sintesis de cDNA en la reaccion de retrotranscripcion (RT) se utilizé la
enzima retro-transcriptasa M-MLV (Invitrogen), siguiendo las instrucciones de uso del
fabricante. Para la reaccion de PCR a tiempo real se utilizo FastStart Universal SYBR
Green Master (Rox) (Roche Diagnostics) en el caso de los genes NES, BMI1, SOX2,
VIM, MAP2, GFAP y GALC; en el caso de TUBB3 se utiliz6 la sonda especifica de
Integrated DNA Technologies (61916927, IDT, Coralville, IA, USA). La cantidad de
cDNA utilizado para las reacciones variaba entre los diferentes genes, encontrandose en
un rango entre 1 y 25 ng de cDNA por reaccion. Las reacciones de PCR a tiempo real se
efectuaron en el termociclador AB 7300 Real Time PCR System (AB). Como control
interno se utiliz6 la cuantificacion de GAPDH humano. Los oligonucledtidos cebadores

especificos para cada gen se detallan a continuacion:
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NES Directo: 5'-CTTCCCTCAGCTTTCAGGAC-3'

NES Reverso: 5-TAAGAAAGGCTGGCACAGGT-3'

BMII Directo: 5'-GGAGACCAGCAAGTATTGTC-3'

BMII Reverso: 5'-CATTGCTGCTGGGCATCGTAAG-3'
SOX2 Directo: 5'-TACAGCATGTCCTACTCGCAG-3'

SOX2 Reverso: 5'-GAGGAAGAGGTAACCACAGGG-3'
VIM Directo: 5'-GCAGGAGGAGATGCTTCAGA-3'

VIM Reverso: 5'-CCTCTTCGTGGAGTTTCTTCA-3'

GFAP Directo: 5'-GCAGAGATGATGGAGCTCAATGACC-3'
GFAP Reverso: 5'-GTTTCATCCTGGAGCTTCTGCCTCA-3'
MAP?2 Directo: 5'-CTTCCTCCATTCTCCCTCCT-3'

MAP2 Reverso: 5'-CCTGGGATAGCTAGGGGTTC-3'
TUBB3 Directo: 5'-GGCCTGACAATTTCATCTTTGG-3'
TUBB3 Reverso: 5-TCGCAGTTTTCACACTCCTTC-3'
GALC Directo: 5'-GCCAAGCGTTACCATGATTT-3'

GALC Reverso: 5'-AGGAGCATGGATGCAGAGAT-3'
GAPDH Directo: 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'
GAPDH Reverso: 5'-CCATGTAGTTGAGGTCAATGAA-3'

La reacciéon de PCR a tiempo real consistid en una activacion inicial de la

enzima durante 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de 2 pasos: una
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desnaturalizacion de 15 segundos a 95 °C y un emparejamiento y extension de 60

segundos a 60°C.

El cambio del Ciclo Umbral (ACt o dCt) de cada muestra se calculé como la
diferencia entre el valor Ct del gen de interés menos el valor de Ct de GAPDH (control
endogeno). El AACt de cada muestra se obtuvo restando el valor de ACt del estado
control (en las muestras del array de miRNA, el estado de neuroesfera (NE); en las
muestras de las transfecciones celulares, las células transfectadas con el control
negativo) del valor de ACt del estado objeto de estudio (en las muestras del array de
miRNAs, las células diferenciadas durante 4 o 14 dias; en las transfecciones, las células
transfectadas con los precursores/inhibidores de miRNAs).

-AACt -ddCt
2-AAC p-ddC

El fold change (FC) se calculé como (representado como en las

-AACt
2 C

graficas) para valores mayores que 1. En el caso de valores de menores que 1 se

calculd el valor simétrico -1/2722“. En el estudio de los marcadores neurales en los

-AACt
2 C

controles fisiologicos no se calculd el , ya que no hay una muestra de referencia

. -ACt
con la que poder comparar, por lo que directamente se representaron los valores de 2™¢

(representado como 27" en las graficas) de expresién respecto al control endégeno,

GAPDH. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

M.6. Inmunofluorescencia

Se detectd la expresion y localizacion subcelular de Nestina, GFAP, Tujl
(TUBB3) y O4 mediante microscopia de fluorescencia con el microscopio Axio
Imager.Z1 (Carl Zeiss Inc.), equipado con una ldmpara de fluorescencia y un cubo de
filtros (DAPI, filter set 34; verde, filter set 38; rojo, filter set 20; Carl Zeiss Inc.),
utilizando los objetivos 10x/0.30 Plan-neofluar, 20x/0.5 Plan-neofluar, 40x/0.75 Plan-

neofluar (Carl Zeiss Inc.). Se llevd a cabo la preparacion de las células de dos formas

-123-



Material y Métodos

diferentes, teniendo en cuenta su estado de cultivo. Las neuroesferas en suspension se
centrifugaron sobre portaobjetos cytoslide (Shandon, Thermo Fisher Scientific)
utilizando el aparato Cytospin3 (Shandon, Thermo Fisher Scientific) en posicion Low a
una velocidad de 400 r.p.m. durante un minuto. Las células en medio de diferenciacion
se crecieron sobre portaobjetos con camaras, Lab-Tek chamber slides (Nunc). Las
células se fijaron con paraformaldehido al 4% preparado en tampon fosfato salino
(PBS) y se permeabilizaron en Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,5%. Para Ia
inmunotincion, las células se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpo de conejo
anti-GFAP, o anticuerpos de raton anti-Nestina, anti-Tujl, anti-O4, todos ellos a una
dilucién 1/100 en PBS. Las referencias de los anticuerpos primarios utilizados estan
detalladas en la tabla M.1. Seguidamente, se utilizaron anticuerpos secundarios anti-
ratdbn y anti-conejo conjugados con las tinciones fluorescentes Texas Red y
Fluoresceina-5-Isotiocianato (FITC) (referencias expuestas en la tabla M.2) a una
dilucién 1/150 en PBS, para la deteccion de fluorescencia. Los nucleos de las células se
contrastaron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Abbott Molecular Inc., Des Plaines,
IL, USA). Las imagenes se captaron con la camara 739CCD (Metasystems, North
Royalton, OH, USA) acoplada al microscopio de fluorescencia, utilizando el programa

Isis Imaging System.
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Anticuerpo
Especie Referencia Casa comercial Dilucion
primario
Anti-GFAP ‘ DAKO, Glostrup,
Conejo 70334 ) 1:100
humano Dinamarca
BD Biosciences,
Anti-Nestina
Ratén 611658 Franklin Lakes, 1:100
humana
NJ, USA
Anti-Tujl _ )
Raton T-8660 Sigma-Aldrich 1:100
humano
Millipore,
Anti-O4 humano Raton MAB345 Billerica, MA, 1:100
USA

Tabla M.1 Anticuerpos primarios usados en la técnica de inmunofluorescencia.

Anticuerpo
Especie Referencia Casa comercial Dilucion
secundario
Anti-IgG de Jackson
conejo ImmunoResearch,
Cabra 111-095-003 ' . 1:150
conjungado con Cambridgeshire,
FITC Inglaterra
. Jackson
Anti- IgG de
ImmunoResearch,
raton conjugado Cabra 115-075-003 . . 1:150
Cambridgeshire,
con Texas Red
Inglaterra

Tabla M.2 Anticuerpos secundarios usados en la técnica de inmunofluorescencia.

M.7. Estudio de expresion mediante microrrays de microRNA

M.7.1. Procesado de muestras

Los RNAs de las muestras de BTSCs en estado de neuroesfera y diferenciadas
durante 4 y 14 dias , se extrajeron utilizando el kit miIRVANA (Ambion) y se midio la

concentracion de RNA con el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
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Scientific). A continuacién, se examino la calidad de estos RNAs mediante el
Bioanalyser 2100 (Agilent Technology, Palo Alto, CA, USA). Este aparato lleva a cabo
el andlisis de la calidad del RNA en un chip en el que se separa el RNA por
electroforesis capilar y lo detecta mediante fluorescencia activada por laser (Mueller et
al., 2000). El resultado es un electroferograma donde la cantidad de fluorescencia
medida en cada punto es proporcional a la cantidad de RNA de un tamafio dado. A
partir de las cuantificaciones de RNA ribosomal de 28S y 18S se obtiene el RIN (del
inglés, RNA Integration Number), que indica la calidad de las muestras (RIN>8.0
implica alta calidad). Todas las muestras extraidas presentaron RIN>8.0 procediéndose
a su marcaje usando el miRCURY Hy3/Hy5 Power labeling kit. A continuacion se llevo
a cabo su hibridacion en el array miRCURY LNA (version de 5* generacion, hsa, mmu
y rno) que contiene sondas de captura dirigidas contra 2090 miRNAs (todos los
miRNAs de humano, raton y rata registrados en la version 15.0 de miRBASE del
Instituto Sanger, (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). El andlisis de las imégenes
escaneadas mostrd que el marcaje fue correcto y todas las sondas de captura para los

oligonucledtidos control spike-in produjeron sefiales dentro del rango esperado.

M.7.2. Analisis bioinformatico del microarray de microRNAs

Las sefiales cuantificadas en el array se normalizaron, después de la correccion
de ruido de fondo, usando el algoritmo de regresion Lowess (LOcally WEighted
Scatterplot Smoothing) global, ya que se ha comprobado que realiza la mejor
normalizacion para minimizar las diferencias dependientes de la intensidad en las
hibridaciones de dos colores. Seguidamente, se utilizd el programa LIMMA (LiInear
Models for MicroArray data) para realizar 3 comparaciones (neuroesfera vs

diferenciada 4 dias, neuroesfera vs diferenciada 14 dias y neuroesfera vs diferenciada 4
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y 14 dias). De entre los 2090 miRNAs analizados se seleccionaron aquellos con valores
de B mayores que 0 en cualquiera de las 3 comparaciones realizadas. Ademas se
revisaron los valores crudos de intensidad de Hy3 de estos miRNAs para seleccionar los
que presentaban valores mayores de 200 y se generé una representacion grafica
ordenada de estos datos mediante clustering jerarquico utilizando los programas Cluster
2.11'y Treeview 1.60 (Eisen et al., 1998). Posteriormente se procedi6 a la validacion de
los miRNAs candidatos utilizando los ensayos de MicroRNA de TagMan (AB)

descritos en el apartado siguiente.

M.8. Ensavos de microRNA de TagMan

Estos ensayos se utilizaron tanto para la validacion de los resultados obtenidos
en el microarray de miRNAs de Exiqon, como para la comprobacion de la
sobreexpresion e inhibicion en los estudios funcionales llevados a cabo mediante
transfeccion de las BTSCs. Los ensayos de miRNA de TagMan (AB) se llevan a cabo
en dos pasos (Figura M.5), primero una retrotranscripcion (RT) especifica del miRNA y

después una reaccion de PCR en tiempo real.

RT primer

miRNA 1411 L

Step 1:

tem-l
L A"

cDNA

Step 2:
Real-time PCE

~ Forward primer ¥

TagMan probe

h

Reverse
primer

Figura M.5 Descripcion esquematica de los ensayos de MicroRNA de TaqMan. Se muestra
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la estructura y el disefio del cebador stem-loop de miRNA para la RT. Este se une a la diana especifica de
miRNA, y se extiende durante la reaccion de RT (paso 1). En el paso 2, la estructura stem-loop se abre
durante el emparejamiento y la extension en la reaccion de PCR TaqMan siguiente (Schmittgen et al.,

2008).

Para la RT se utilizaron 10 ng de RNA total, 1,5 pl de tampon de RT-PCR 10X,
1 ul de enzima de RT MultiScribe 50 U/ul, 0,15 pl de mix de dNTP 100X, 0,19 ul de
inhibidor de RNasas 20 U/ul, y 3 ul de cebador de RT especifico 5X (Tabla M.3), el
resto de volumen de reaccion de 15 ul se completd agua libre de nucleasas. Todos los
componentes de la reaccion (excepto el RNA y el cebador de RT) se encuentran en el
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (P/N 4366597, AB). Las reacciones de
RT se incubaron en el termociclador 2720 (AB) a 16°C durante 30 minutos, 42°C

durante 30 minutos y 85°C durante 5 minutos.

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizaron 10 ul de Universal PCR
Master Mix 2X No AmpErase UNG (P/N: 4324018, AB), 4 pl del producto de RT, 1 pul
del ensayo TagMan 20X especifico (Tabla M.3) y 5 ul de agua libre de nucleasas, en
volumen final de 20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos
MicroAmp optical 96-well plate (P/N N801-0560, AB) utilizando el termociclador AB
7300 Real Time PCR System (AB). La reaccion consistid en una activacion inicial de la
enzima durante 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de 2 pasos: una
desnaturalizacion de 15 segundos a 95 °C y un emparejamiento y extension de 60

segundos a 60°C. Las muestras se analizaron por triplicado.
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microRNA TaqMan microRNA assay ID

hsa-miR-9 000583
hsa-miR-10b 000388
hsa-miR-21 000397
hsa-miR-22 000398
hsa-miR-23b 000400
hsa-miR-29a 002112
hsa-miR-29b 000413
hsa-miR-31 002279
hsa-miR-33 000424
hsa-miR-34a 000426
hsa-miR-93 000432
hsa-miR-100 000437
hsa-miR-106a 002169
hsa-miR-106b 000442
hsa-miR-214 000517
hsa-miR-221 000524
hsa-miR-222 002276
hsa-miR-301a 000528
microRNA control: RNU6B 001093

Tabla M.3 Ensayos de miRNA de TaqMan utilizados en este trabajo. Cada ensayo esta
compuesto por el cebador especifico para RT y una mezcla de cebadores y sonda TagMan también

especificos para el miRNA correspondiente.

El cambio del Ciclo Umbral (ACt o dCt, Ciclo threshold) de cada muestra se
calculd como la diferencia entre el valor Ct del miRNA menos el valor de Ct de RNU6B
(control endogeno). El AACt de cada muestra se obtuvo restando el valor de ACt del
estado control del valor de ACt del estado objeto de estudio (en la validacion de
miRNAs, las células diferenciadas durante 4 o 14 dias; en las transfecciones, las células

transfectadas). El estado control en la validacion de miRNAs fue el estado de
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neuroesfera y en los experimentos funcionales, las células transfectadas con el control

-AACt
2 C

negativo. El FC se calculé como para valores mayores que 1, en el caso de

-AACt -AACt
2-AAC pAACL

valores de menores que 1 se calculd el valor simétrico -1/

M.9. Generacion de modelos celulares de sobreexpresion e

inhibicion de microRNAs

M.9.1. Transfeccion de BTSCs

La puesta a punto de la transfeccion de las neuroesferas se llevdo a cabo
utilizando diferentes reactivos de transfeccion y concentraciones de FAM-labeled Pre-
miR Negative Control #1 (AM17121, Ambion, AB), un oligonucle6étido de RNA de
doble cadena marcado con FAM, disenado para poder visualizar la entrada del precursor
de miRNA (pre-miR) mediante microscopia de fluorescencia u otra técnica basada en la
fluorescencia, en este caso mediante citometria de flujo. Las concentraciones para
puesta la punto de la transfeccion con pre-miRNA marcado con FAM fueron: 150, 75,

20, 10,5y 2 nM.
Los reactivos de transfeccion evaluados fueron los siguientes:
- X-tremeGENE siRNA transfection reagent (04476093001, Roche Diagnostics)
- Lipofectamine 2000 transfection reagent (11668-027, Invitrogen)
- sSiPORT NeoFX transfection reagent (AM4510, Ambion, AB)

- Nanojuice transfection kit (71902-3, Novagen, Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania)

Como puede observarse en la tabla M.4, se comprobd que el reactivo mas

eficiente para la transfeccion, asi como menos citotoxico para las células, resultaba ser
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Nanojuice transfection kit. Este kit utiliza una mezcla de reactivos (Core reagent y
Booster reagent) basados en dendrimeros Priostar® junto con una formulacion
liposomal policationica. Para las transfecciones se ha utilizado Opti-MEM I Reduced
Serum Media (Invitrogen) que es un medio modificado del medio minimo esencial de
Eagle (del inglés, Eagle’s modified essential medium, EMEM), tamponado con HEPES
y bicarbonato sodico y suplementado con hipoxantina, timidina, piruvato sédico, L-

glutamina, elementos traza y factores de crecimiento, y que se usa cominmente para las

transfecciones con lipidos cationicos.

Reactivo de transfeccion % transfeccion % muerte celular
X-tremeGENE 17,6 14,6
Lipofectamine 2000 98,1 24,6
SiPORT NeoFX 84 17,2
Nanojuice 97,6 13,9

Tabla M.4 Puesta a punto de la transfeccion de BTSCs mediante diferentes reactivos de

transfeccion comerciales.

Para los experimentos de sobreexpresion e inhibicion de miRNAs se utilizaron
los precursores de miRNA pre-miR y los inhibidores de miRNA anti-miR de Ambion
(AB), respectivamente. Los pre-miRs son moléculas pequefias de RNA de doble cadena
modificadas quimicamente, disefiadas para imitar las moléculas de miRNA maduras
enddgenas, en cambio los anti-miRs son &cidos nucléicos de cadena simple modificados
quimicamente, disefiados para unirse especificamente a su miRNA diana e inhibir las

moléculas de miRNA endogenas.

Las transfecciones se llevaron a cabo en placas de 24 pocillos (BD Falcon), con

una densidad celular en un rango entre 100.00-200.000 células/500 ul de volumen final.
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A continuacion se detallan las condiciones de transfeccion optimizadas para cada linea

celular de BTSCs derivadas de tumor transfectada en el presente trabajo:
- GNI1C: - 100.000 células/pocillo de 24
- 2:1 (Nanojuice core reagent : booster reagent)
- G52: - 200.000 células/pocillo de 24
- 1:1 (Nanojuice core reagent : booster reagent)
- G63: - 100.000 células/pocillo de 24
- 1:1 (Nanojuice core reagent : booster reagent)

En todos los casos, la concentracion final de los pre-miR y anti-miR en las
transfecciones fue de 100 nM. En la tabla M.5 y M.6 expuestas a continuacion se

detallan los precursores (pre-miRs) e inhibidores (anti-miRs) de miRNAs utilizados,

respectivamente.

pre-miR Part number (P/N)
precursor de miRNA
pre-miR negative control #1 -
hsa-miR-21 AM17100 PM10206
hsa-miR-31 AM17100 PM11465
hsa-miR-29a AM17100 PM12499
hsa-miR-29b AM17100 PM10103
hsa-miR-221 AM17100 PM10337
hsa-miR-222 AM17100 PM11376

Tabla M.5 Precursores de miRNAs (pre-miRs, AB) utilizados en los ensayos de

transfeccion de BTSCs.

-132-




Material y Métodos

anti-miR
inhibidor de miRNA Part number (P/N)
anti-miR negative control #1 -
hsa-miR-21 AM17000 AM10206
hsa-miR-31 AM17000 AM11465
hsa-miR-29a AM17000 AM12499
hsa-miR-29b AM17000 AM10103
hsa-miR-221 AM17000 AM10337
hsa-miR-222 AM17000 AM11376

Tabla M.6 Inhibidores de miRNAs (anti-miRs, AB) utilizados en los ensayos de
transfeccion de BTSCs.

M.10. Estudios de viabilidad celular (MTS)

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron utilizando el Cell-Titer 96 One
Solution Aqueous kit (Promega, Fitchburg, WI, USA), basado en la metabolizacion del
MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium] a formazan por parte de las células vivas. Para ello, las células se
recogieron 24 horas después de haber sido transfectadas y se sembraron en placa de 96
pocillos (BD Falcon) a una concentracion de 5-10x10° células (dependiendo de la linea
de BTSCs) en 200 pl de medio de cultivo. Tras 72 horas, se afiadieron 20 pl del reactivo
MTS por pocillo y se incubaron las células entre 1-4 horas a 37°C en atmosfera humeda
con un 5% de CO,, hasta alcanzar el rango lineal en la reaccion. Se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 490 nm, en un espectrofotdémetro Sunrise
Promote (Tecan Group Ltd., Hombrechtikon, Suiza), empleando el programa Magellan.
El calculo de las medias y la desviacion estdndar (DE) se realizé mediante Excel. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado para cada condicion (3 pocillos de 96, triplicado
técnico) y se analizo la significacion estadistica de los resultados tras 3 experimentos de

transfeccion independientes (triplicado bioldgico) utilizando el programa SPSS 15.0.
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M.11. Estudios de muerte celular

La muerte celular de las BTSCs transfectadas se cuantific6 mediante citometria
de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences) tras su marcaje con Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences). La tincion con Anexina V-FITC marca la
fosfatidil-serina celular que se externaliza en la membrana plasmatica de las células en
apoptosis. La tincién combinada de Anexina V-FITC y yoduro de propidio (IP) permite
distinguir por citometria las células vivas (negativas para ambos marcajes), células en
apoptosis temprana (se marcan con Anexina V pero son negativas para IP), aquellas en
apoptosis tardia (positivas para ambos marcajes) y las células muertas por procesos
diferentes al de apoptosis (positivas para IP y negativas para Anexina V). El andlisis del
nimero de células en apoptosis se realizd por triplicado 96 horas después de la
transfeccion y se analizo con el programa CellQuest Pro. Para el estudio estadistico de

los resultados se empled el programa SPSS 15.0. Ademds, la determinacién de la

proteina PARP activa se evalu6 mediante la técnica de Western blot que se detalla a

continuacion.

M.12. Técnica de Western Blot (WB)

Para la realizacion de la técnica de Western blot, se recogieron 2-10x10° células
en cultivo mediante centrifugacion (5 minutos a 500 r.c.f.) y se lavaron dos veces con
PBS (Gibco). El precipitado celular se resuspendio en 100-200 pl de tampédn de lisis
(PBS, 1% Triton X-100, Dithiotreitol 1 mM, inhibidores de proteasas 1X (Roche
Diagnostics) y se incubd durante 30 minutos a 4°C. Tras centrifugar a 16.000 r.c.f.
durante 10 minutos, la proteina soluble se cuantificé mediante el método BCA Protein
Assay (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) segun las instrucciones del fabricante,

utilizando la albumina sérica bovina (BSA) para realizar la curva patrén. Las proteinas
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se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) por el
método de Laemmli (Laemmli et al., 1970) utilizando el sistema Mini-Protean III (Bio-
Rad) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando el dispositivo Mini-
Trans-blot de transferencia (Bio-Rad, Berkeley, CA, USA). El inmunorevelado se llevo
a cabo en cuatro etapas, realizando entre cada una de ellas tres lavados de 10 minutos
cada uno con tampon TBST (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y 0,1% Tween
20). Primero, se bloquearon las uniones inespecificas mediante incubaciéon de la
membrana de nitrocelulosa (Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido)
durante 2 horas a temperatura ambiente con tampon de bloqueo (TBST, 5% leche
desnatada Sveltesse, Nestlé, Vevey, Suiza). Posteriormente, se incubo la membrana con
el anticuerpo primario correspondiente (Tabla M.7) diluido en tampdén de bloqueo
durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, se incub6 con el anticuerpo
secundario apropiado (Tabla M.8) diluido 1:10.000 en tampdén de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente. Finalmente, la visualizacion de las bandas se realizé
mediante quimioluminiscencia (Lumi-Light™™" Western Blotting Substrate, Roche
Diagnostics). Como control de carga se utiliz6 la deteccion de actina con un anticuerpo
especifico (Calbiochem, San Diego, CA, USA), como se indica en la tabla M.7 a

continuacion.
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Anticuerpo
. . Especie Casa comercial Referencia Dilucion
primario
Assays Designs
] (Stressgen)
MCL1 (humano) Conejo o AAP-240 1:1000
(Ann Arbor, Michigan,
USA)
Calbiochem (San Diego,
ACTINA (Ab-1) Raton CPO1 1:5000
CA, USA)
Cell Signaling
PARP Conejo Technology (Danvers, 9542 1:1000
MA, USA)

Tabla M.7 Anticuerpos primarios usados en la técnica de WB.

Anticuerpo
Especie Casa comercial  Referencia Dilucion
secundario
Promega
Anti-IgG de
Cabra (Madison, WI, W4011 1:10000
raton-HRP
USA)
Promega
Anti-IgG de .
) Cabra (Madison, WI, W4021 1:10000
conejo-HRP
USA)

Tabla M.8 Anticuerpos secundarios usados en la técnica de WB. (HRP, Horseradish

peroxidase)

M.13. Estudio de expresion génica mediante microarrays de

expresion

Para este estudio se utilizaron 4 lineas de BTSCs derivadas de pacientes de
GBM, tres de ellas previamente usadas en los estudios de microarray de miRNAs: G52,
G59 y G63; y una adicional denominada G48, todas ellas derivadas en el mismo

laboratorio con las mismas condiciones. El RNA total de las células BTSCs en estadio
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de neuroesfera y diferenciadas durante 4 dias se extrajo utilizando el kit RNeasy mini kit
(Qiagen), se cuantifico con el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) y se evalud con el kit de RNA 6000 Nano LabChip y con el Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies). Los RNAs se transformaron en RNA complementario
(cRNA) marcado con biotina y se hibridaron en el microarray de expresion génica
Human Genome Ul33 Plus 2.0 array (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), que
contiene alrededor de 54000 sondas que detectan la expresion de aproximadamente
38500 genes. Los microarrays se revelaron con un conjugado de estreptavidina-
ficoeritrina y se visualizaron y cuantificaron con el escaner GeneChip Scanner 3000 7G

(Affymetrix Inc).

M.13.1. Analisis bioinformatico del microarray de expresion

La normalizacion se llevd a cabo utilizando el algoritmo Robust Multichip
Average (RMA) que realiza la correccion del ruido de fondo, la normalizacion basada
en cuantiles y la transformacion logaritmica en base 2, dando como resultado valores
entre 0 y 16. La seleccion de los genes diferencialmente expresados entre las células
progenitoras y las células diferenciadas se llevo a cabo con un criterio basado en el
valor de cambio de multiplo (fold-change, FC). Se consideraron cambios de expresion
significativos los de las sondas que presentaban un logFC mayor de 1 o menor que -1 en
al menos 2 de las 4 muestras de pacientes, y que en el resto de muestras presentaban
logFC del mismo signo, indicando la misma tendencia de expresion. Posteriormente se
analizaron los datos obtenidos con el programa bioinformatico IPA 9.0 (Ingenuity
Systems) con el fin de dilucidar las rutas de genes, funciones bioldgicas y rutas
canonicas mas alteradas en nuestros datos; asi como las moléculas con mayor

sobreexpresion e inhibicion en las muestras.
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M.14. Analisis combinatorio del microarray de miRNAs junto

con el microarray de expresion

Una vez obtenidas las listas de genes sobre e infra-expresados en el microarray
de expresion y las listas de miRNAs sobre e infra-expresados en el microarray de
microRNAs, se procedid a la combinacion de ambos resultados en un estudio
bioinformatico, para intentar de esta forma elucidar las rutas moleculares en las que

estan implicados los miRNAs diferencialmente expresados.

En primer lugar se realizO un analisis bioinformdtico de los genes diana
potencialmente regulados por los miRNAs en estudio, a partir de los genes
diferencialmente expresados en el microarray de expresion. Este estudio se realizd
utilizando las bases de datos de prediccion de dianas: TargetScan version 5.1, PicTar,

PITA version 6, miRanda version sept2008 y microCosm version 5.

En segundo lugar, teniendo en cuenta que la funcién de los miRNAs es de
inhibicion de la expresion génica, se generaron dos listas de genes combinando
selectivamente en una de ellas los genes sobre-regulados con los miRNAs infra-
expresados y viceversa en la otra lista. Se generaron representaciones graficas
ordenadas de estas dos listas mediante clustering jerarquico utilizando los programas

Cluster 2.11y Treeview 1.60 (Eisen et al., 1998).

En tercer lugar, se combinaron estas dos listas para generar una Unica lista, que
se analizo mediante el programa IPA 9.0 (Ingenuity Systems) con el fin de dilucidar las
rutas de genes, funciones biologicas y rutas canonicas mas alteradas en nuestros datos;

asi como las moléculas con mayor sobreexpresion e inhibicion en las muestras.
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M.15. Analisis estadistico

Para el estudio de la significacion estadistica de los resultados de este trabajo,
excepto para los andlisis de microarrays, se utilizd el programa SPSS 15.0. Debido al
pequeiio tamafo muestral en muchos de los experimentos, que imposibilita la aplicacion
de un test de normalidad, utilizamos estadistica no paramétrica: el fest de U de Mann-
Whitney o el test de Kruskal-Wallis para las comparaciones de dos o mas muestras,

respectivamente.
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R.1. Obtencion de BTSCs a partir de muestras quirurgicas de

GBM

Con el fin de conseguir BTSCs se procesaron especimenes quirurgicos de
pacientes de GBM mediante su disgregacion y posterior cultivo in vitro en forma de

neuroesferas.

R.1.1. Derivacion de los cultivos in vitro de neuroesferas a partir

de las muestras quirirgicas de GBM

El trabajo de esta tesis comenzd con la derivacion de los cultivos in vitro de
neuroesferas a partir de muestras quirurgicas de tumor primarias de pacientes de GBM.
Los pacientes de GBM procedian de los Servicios de Neurocirugia del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) en Santander, y de la Clinica
Universidad de Navarra (CUN) en Pamplona. El proceso de derivacion de dichas
muestras se llevd a cabo en colaboracion con el laboratorio de Genética Molecular
dirigido por el Dr. Jos¢ Luis Fernandez Luna del HUMV, siguiendo el protocolo
descrito en la seccion M.1. Para este trabajo se han utilizado 5 lineas de neuroesferas
derivadas de pacientes de GBM, denominadas G52, G59, G63, G97C y GNIC. Dentro
del apartado R.2 se muestran imagenes de los cultivos de las 5 lineas de neuroesferas en

medio de proliferacion, en la columna denominada NE (neuroesferas) de la figura R.9.
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R.1.2. Analisis de la capacidad de autorrenovacion de los cultivos

de neuroesferas

Uno de los requisitos que definen a las BTSCs es la capacidad de
autorrenovacion. Por ello, una vez obtenidas las 5 lineas de neuroesferas a partir de las
muestras de los pacientes de GBM, se estudio su capacidad de autorrenovacién por

medio de dos aproximaciones experimentales diferentes.

R.1.2.1. Ensavyo de dilucion clonal

El ensayo de dilucion clonal estudia la capacidad de autorrenovacion
cuantificando la formacién de neuroesferas secundarias a partir de una Unica célula
proveniente de la disociacion de las neuroesferas primarias. En la figura R.1 se muestra
este ensayo llevado a cabo en las lineas de neuroesferas GN1C, G52, G63 y la linea
celular de GBM US87MG utilizada como control negativo. Las lineas GN1C y G52
presentaron una alta capacidad de autorrenovacion, con porcentajes de 84,4% y 88,9%
de pocillos con neuroesferas secundarias, respectivamente. Habitualmente las BTSCs
presentes en las neuroesferas suelen presentar valores de autorrenovacion de en torno al
80% (Galli et al., 2004), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en estas dos
lineas. La linea G63 presentd una capacidad de autorrenovacion relativamente baja, del
32,3%, pero superior a la del control negativo de la linea celular US7MG cultivada en
medio de proliferacion de neuroesferas (8,3%). Este hecho corresponde a lo que esta
descrito en la literatura sobre los cultivos de las lineas celulares de GBM, que presentan

células con caracteristicas de BTSCs en un bajo porcentaje (Alonso ef al., 2011).
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Figura R.1 Estudio de la capacidad de autorrenovacion de las neuroesferas derivadas de
pacientes con GBM mediante ensayo por dilucion clonal. Media del porcentaje de pocillos de cada
placa con una o mas colonias de neuroesferas tras 10 dias de cultivo en dilucion clonal (se siembran 3
placas de 96 pocillos a una dilucion tedrica de 1 célula por pocillo). Se muestran 3 lineas de neuroesferas
derivadas de pacientes con GBM (GN1C, G52 y G63) y la linea celular de GBM U87MG, utilizada como

control negativo.

R.1.2.2. Cuantificacion mediante ensayo de dilucion limite

Una vez analizado el porcentaje de autorrenovacion de las BTSCs, se procedio a
cuantificar el nimero de células necesarias para generar una neuroesfera secundaria
mediante el ensayo de dilucion limite. La figura R.2 muestra los resultados del ensayo
de dilucién limite en las lineas de neuroesferas G63, GN1C y G52, asi como la linea
celular de GBM U87MG, usada como control negativo. Las lineas de neuroesferas G52
y GNIC necesitaban unicamente una media de 6,2 y 5,4 células de la neuroesfera
primaria para crear una neuroesfera secundaria, respectivamente, lo que concuerda con
su alta capacidad de autorrenovacion demostrada en el ensayo de dilucion clonal. La
linea de neuroesferas G63 necesitaba una media de 11,4 células de la neuroesfera
primaria para generar una neuroesfera secundaria, lo que posiblemente es debido a su

baja capacidad de autorrenovacién mostrada en el ensayo de dilucion clonal. El control
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negativo de la linea celular de GBM U87MG necesitaba aproximadamente 4 veces mas
células para formar una neuroesfera secundaria que las lineas de neuroesferas G52 y

GN1C, con alta capacidad de autorrenovacion.
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Figura R.2 Cuantificacion de la capacidad de autorrenovacién de las neuroesferas
derivadas de pacientes con GBM mediante ensayo por dilucion limite. Estudio del numero de células
necesario para formar una neuroesfera mediante ensayo por dilucion limite, en 3 lineas de neuroesferas
derivadas de pacientes con GBM (G63, GN1C y G52) y la linea celular de GBM U87MG, utilizada como

control negativo.

R.1.3.  Anailisis de la tumorigenicidad in vivo de las BTSCs

obtenidas

Otra de las caracteristicas principales de las BTSCs es la capacidad de generar
tumores al ser inyectadas intracranealmente en ratones inmunodeficientes. Antes de
comenzar los experimentos de inyeccion de BTSCs, pusimos a punto el modelo de
xenotransplante murino mediante inyeccion intracraneal estereotdctica con lineas

celulares de GBM.
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R.1.3.1. Puesta a punto del modelo de xenotransplante murino

intracraneal mediante inveccion estereotactica con lineas

celulares de GBM

Se utilizaron dos lineas celulares de GBM histéricamente utilizadas para
xenotransplante intracraneal murino, U87MG y U251MG. Estas dos lineas se
transdujeron retroviralmente con un vector triple reportero denominado SFG-nesTGL,
que permite detectar la presencia de las células in vitro mediante la expresion de GFP e
in vivo mediante bioluminiscencia, y se aislaron clones celulares con expresion de GFP.
Se ajustd el nimero de células y las coordenadas dentro de la region del caudate
putamen (estriado) del cerebro murino adecuadas para la obtencion de tumores.
Asimismo se realiz6 una comparativa de dos cepas diferentes de raton inmunodeficiente
para comprobar cudl de ellas presentaba una mayor capacidad de injerto de las células y

posterior desarrollo de tumores.

La implantacion intracraneal de las células U87MG-TGL y U251MG-TGL se
llevé a cabo tal y como esta descrito en el apartado M.3.2.6. Tres semanas después de la
implantacion se realizaron luminometrias de los ratones inyectados para comprobar la
presencia de masa tumoral en el cerebro. Mediante esta técnica de imagen se observo
que las células de ambas lineas celulares de GBM eran capaces de generar tumores
tanto en los ratones RAG2"/yc”™ como en los nu/nu, tal y como se muestra en las
figuras R.3 y R.4. En el caso de la linea US7MG-TGL los 4 ratones RAG2” /yc”
inyectados presentaban sefial de masa celular en la luminometria, con valores que
llegaban a los 120.000 p/sec/cm®/sr (Figura R.3.a). En cambio sélo 3 de los 4 ratones
nu/nu inyectados con la misma linea celular exhibian sefial de bioluminiscencia.

Ademas sus valores de intensidad luminica eran inferiores, llegando a un méaximo de

30.000 p/sec/cm*/sr (Figura R.3.b).
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Figura R.3 Luminometria de los ratones inyectados con un clon seleccionado de la linea
celular de GBM U87MG-TGL transducida con el vector reportero SFG-nesTGL para la puesta a
punto del modelo de xenotransplante murino con estereotaxia. Luminometria tomada 21 después de
la inyeccion estereotactica de un clon de la linea celular de GBM transducida retroviralmente con el
vector triple reportero en los ratones a) Rag2”"y b) nu/nu tras la administracién de luciferina por via i.p.
Ambas imagenes se tomaron con un tiempo de exposicion de 5 minutos con alta sensibilidad, en el

sistema /vis. Las unidades de intensidad luminica en las barras de cuantificacion son p/sec/cm’/sr.

Se observaron resultados similares tras la inyeccion de la linea celular U251MG-
TGL en ambas cepas de ratones. Los ratones RAG2"/yc”™ mostraban unos valores
maximos de intensidad luminica de 6x10° p/sec/cm?/sr (Figura R.4.a). Por el contrario,

los ratones nu/nu solamente alcanzaban los 120.000 p/sec/cm?/sr (Figura R.4.b).
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Figura R.4 Luminometria de los ratones inyectados con un clon de la linea celular de GBM
U251MG-TGL transducida con el vector reportero SFG-nesTGL para la puesta a punto del modelo
de xenotransplante murino con estereotaxia. Luminometria tomada 21 después de la inyeccion
estereotactica de un clon de la linea celular de GBM transducida retroviralmente con el vector triple
reportero en los ratones a) Rag2'/ “ye” y b) nu/nu tras la administracion de luciferina por via i.p. Tiempo
de exposicion en el sistema /vis: a) un minuto con baja sensibilidad, b) un minuto con sensibilidad media.

. . . ;. . .z 2
Las unidades de intensidad luminica en las barras de cuantificacion son p/sec/cm/sr.

Como se observaron mejores resultados en la cepa de ratones RAG2™ /y¢™”, el
resto de los estudios se llevaron a cabo en esta cepa murina. Con el fin de confirmar la
presencia tumoral, se llevé a cabo un estudio de microPET con el radiotrazador ''C-
Metionina a las 5 semanas de implantacion. En la figura R.5 se observan las iméagenes
de microPET de ejemplos representativos de ratones RAG2"/yc” inyectados con las
lineas celulares US7MG-TGL y U251MG-TGL, ambas con valores maximos de
captacion estandarizada (SUV ) de ''C-Metionina préximos a 0,60. Esta observacion
confirmaba la presencia de tumores en los ratones RAG2”/yc”" implantados con ambas

lineas celulares.
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Figura R.5 Imigenes de microPET de dos de los ratones inyectados intracranealmente con
las lineas celulares de GBM U87MG-TGL y U251MG-TGL, transducidas con el vector reportero
triple, para la puesta a punto del modelo de xenotransplante murino con estereotaxia. Las imagenes
de microPET, utilizando el radiotrazador 11C—Metionina, se tomaron 5 semanas después de la
implantacion intracraneal de las células, tras la comprobacion de presencia de masa celular mediante
bioluminiscencia a las 3 semanas de implantacion. Los circulos punteados indican la regién de interés
(ROI) donde se encuentra el tumor cerebral. A la derecha de cada imagen se presenta la cuantificacion de
la captacion de ''C-Metionina por parte del tumor, mediante el valor maximo de captacion estandarizada

(SUVmax). Los nameros de la izquierda identifican el raton correspondiente.

Los ratones RAG2'/'/yc'/ " inyectados con ambas lineas celulares comenzaron a
presentar signos de enfermedad (dificultades motoras, debilidad, arqueamiento de la
columna vertebral, cambio en el aspecto del pelo) alrededor de las 6 semanas después
de la implantacién intracraneal de las células, y fueron sacrificados mediante perfusion
intracardiaca con PFA al 4%. Los cerebros fueron post-fijados, y procesados para
obtener cortes seriados a nivel del estriado. Dichos cortes se tifieron con hematoxilina-
eosina (H-E) para observar su morfologia celular y tisular (Ver M.3.2.9). Los ratones
RAG2"/yc” presentaban tumores intraparenquimales a nivel del estriado que ocupaban
totalmente esta region y aumentaban notablemente su tamafio, colapsando incluso el

ventriculo lateral (Figura R.6.a).
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Figura R.6 Imégenes de tincién de hematoxilina-eosina del cerebro de un ratén RAG2"/y¢
" (n° 2 en las figuras R.3 y R.5) inyectado con el clon seleccionado de la linea U87MG-TGL para la
puesta a punto del modelo murino de inyeccion intracraneal estereotactica. a) Corte coronal del
cerebro a nivel del cuerpo estriado, tefiido con H-E, en el que se observa todo el hemisferio izquierdo
invadido por las células tumorales con una tincion basofila mas intensa, respecto al control de estriado
normal presente en el hemisferio derecho. Imagen tomada con una magnificacion de 2,5X. Detalles del
estriado normal del hemisferio derecho y de la masa tumoral en el hemisferio izquierdo con una

magnificacion de 10X (b y ¢) y 20X (d y e).
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R.1.3.2. Inveccion intracraneal de las lineas de BTSCs derivadas de

muestras de pacientes de GBM

Una vez puesto a punto el modelo murino de xenotransplante mediante
inyeccion intracraneal estereotactica, se procedio a la inyeccion de las BTSCs derivadas
mediante cultivos de neuroesferas a partir de muestras quirirgicas de pacientes de

GBM, para comprobar su capacidad tumorigénica in vivo.

Se llevd a cabo el mismo proceso que para las lineas celulares de GBM. Las
BTSCs se transdujeron retroviralmente con el vector triple reportero SFG-nesTGL, para
poder detectarlas mediante diferentes técnicas de imagen in vitro e in vivo, y se
seleccionaron in vitro clones positivos para GFP. Posteriormente, se inyectaron las
lineas derivadas de BTSCs en ratones RAG2”/yc”™ siguiendo las pautas del modelo
puesto a punto con las lineas celulares de GBM. Todas las lineas de BTSCs dieron lugar
a injertos visibles mediante luminometria en el cerebro de los ratones. Las
luminometrias de los ratones inyectados con las lineas de BTSCs G52, G63 y G97C
exhibian valores maximos de intensidad luminica de 2x10° p/sec/cm”/sr (Figura R.7.a).
Se confirm6 la presencia tumoral mediante microPET con el radiotrazador ''C-
Metionina en estos ratones, que presentaban valores de captacion maxima estandarizada

(SUVmax) de alrededor de 0,60 (Figura R.7.b).
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Figura R.7 Imégenes de ratones inyectados intracranealmente con un clon seleccionado de
cada linea de BTSCs transducida con el vector reportero SFG-nesTGL, G52-TGL, G63-TGL y
G97C-TGL, para comprobar su tumorigenicidad in vivo mediante luminometria y microPET. a)
Luminometria tomada 2 meses después de la inyeccion estereotactica en los ratones RAGZ'/'/yc'/' tras la
administracion de luciferina por via i.p. La imagen se tomd con un tiempo de exposicion de 1 minuto con
baja sensibilidad, en el sistema /vis. Las unidades de intensidad luminica en la barra de cuantificacion son
p/sec/cm?/sr. b) Imagenes de microPET de los mismos animales utilizando el radiotrazador ''C-
Metionina, tomadas a los 2,5 meses de la implantacion intracraneal de las células. Los circulos punteados
indican la region de interés (ROI) donde se encuentra el tumor cerebral. A la derecha de cada imagen se
presenta la cuantificacion de la captaciéon de ''C-Metionina por parte del tumor, mediante el valor

maximo de captacion estandarizada (SUVmax).

A continuacién se muestran imdagenes de tincidon de H-E representativas

obtenidas tras la perfusion y extraccion de los cerebros de los ratones RAG2” /y¢”™ (Ver
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M.3.2.9) inyectados con las lineas de BTSCs derivadas en este estudio (Figura R.8). Los
ratones presentaban masas tumorales intraparenquimales de caracteristicas similares a
las observadas en los tumores generados con las lineas celulares de GBM (Figura

R.6.¢).
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Figura R.8 Imagenes representativas de la tincién con hematoxilina-eosina (H-E) de los
tumores intracraneales generados en el modelo de xenotransplante estereotactico, tras la inyeccion
de las lineas de BTSCs derivadas en este estudio. Cortes coronales del cerebro de 2 ratones
representativos a nivel del cuerpo estriado, tefiidos con H-E (a y b). Imagenes tomadas con una

magnificacion de 10X.

R.2. Desarrollo del modelo de diferenciacion de las BTSCs

obtenidas

En los apartados anteriores se ha demostrado que las células obtenidas a partir
de las muestras quirtrgicas de pacientes de GBM como cultivos de neuroesferas in vitro
poseen dos de las -caracteristicas primordiales de las BTSCs: capacidad de
autorrenovacion y de tumorigénesis. El ultimo requisito para comprobar que estas
células presentaban todas las caracteristicas de BTSCs consiste en analizar su capacidad
de diferenciacion a los principales linajes de células maduras presentes en el SNC
adulto. El estudio de diferenciacion in vitro se llevd a cabo cambiando el medio de

cultivo de proliferacion (MC) por medio de diferenciacion (MD), previa disgregacion
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enzimatica de las neuroesferas, tal y como esta descrito en el apartado M.1. Este cambio
de medio de cultivo induce que las células, al diferenciarse, dejen de formar agregados
esféricos en suspension y se adhieran al sustrato, adquiriendo prolongaciones celulares
que recuerdan a la morfologia de las neuronas y astrocitos en estadios tempranos de
maduracion. Se observo la morfologia celular a los 4 y 14 dias de cultivo en medio de
diferenciacion para comprobar si habia cambios entre la diferenciacion temprana (4
dias) y una diferenciacion més tardia (14 dias). Cuatro de las 5 lineas de BTSCs
derivadas de pacientes de GBM (G52, G63, G97C y GN1C) mostraron adhesion al
sustrato y desarrollaron prolongaciones citoplasmaticas caracteristicas (Figura R.9),
tanto a los 4 como a los 14 dias de diferenciacion. Sin embargo, la linea G59 siguio6
manteniendo la morfologia de neuroesferas en suspension incluso tras 14 dias de cultivo
en el medio de diferenciacion (Figura R.9). Este hecho sugiere que esta linea puede
tener alglin tipo de alteracion genética o funcional que le impide adquirir los cambios

morfoldgicos propios del proceso de diferenciacion usando nuestro sistema.
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Figura R.9 Imagenes de las diferentes lineas de BTSCs derivadas de pacientes con GBM,
antes y durante la diferenciacion in vitro: en medio de proliferacion (NE) y en medio de
diferenciacion durante 4 y 14 dias (Dif. 4 dias y Dif. 14 dias). La diferenciacion se observa como un
cambio morfoldgico en el que las células dejan de formar neuroesferas, se adhieren al frasco de cultivo y
adquiren prolongaciones citoplasmaticas. Todas las imagenes estan tomadas en un microscopio Optico

invertido con un aumento de 20X.

-156-



Resultados

R.2.1. Seleccion de los marcadores de estado indiferenciado y

diferenciado

Para caracterizar molecularmente el proceso de diferenciacion in vitro de cada
linea de BTSCs, se procedio al andlisis del cambio de expresion de marcadores propios
del estado indiferenciado y de marcadores caracteristicos del estado diferenciado de los

principales linajes neurales: astrocitos, neuronas y oligodendrocitos.

R.2.1.1. Estudio de expresion de los marcadores de estado

indiferenciado v diferenciado a nivel de RNA mensajero en

muestras control

Antes de comenzar a analizar la diferenciacion de las lineas de BTSCs incluidas
en este trabajo, se procedio a seleccionar los marcadores mas adecuados estudiando su
expresion a nivel de RNA mensajero en muestras control. Como muestra de BTSCs
indiferenciadas se utilizé la linea de neuroesferas GN11, previamente validada como
BTSCs y amablemente cedida por la Dra. Marta Alonso. Como células diferenciadas, se
usaron muestras de RNA comercial de controles fisioldgicos normales de cerebro
humano adulto: astrocitos, neuronas y microglia (debido a que no disponiamos de RNA
comercial de oligodendrocitos, y GALC, la molécula marcadora de oligodendrocitos, es

expresada por la microglia también (Lee ef al., 2007)).

Los marcadores de estado indiferenciado analizados a nivel de mRNA fueron
Nestina (NVES, ver 1.3.6.2), Vimentina (VIM, ver 1.3.7.5), BMI1 (ver 1.3.7.1) y SOX2 (ver
1.3.7.2). La expresion de Nestina fue elevada en las células indiferenciadas, se encontro
disminuida aproximadamente a la mitad en astrocitos y neuronas, y fue practicamente
nula en la microglia (Figura R.10.a). La expresion de Vimentina exhibi6 el mismo

patron (Figura R.10.b), mientras que la expresion de BMI1 fue mayor en la muestra de
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neuronas que en el resto de muestras, incluida la muestra de neuroesferas, contrario a lo
que cabia esperar (Figura R.10.c). Sin embargo, este hecho puede deberse a que los
niveles de expresion relativa a GAPDH de BMII en todas las muestras fueron muy
bajos (maximo de 0,1 en neuronas), por lo que las variaciones observadas apenas
suponen un cambio en la expresion de este gen, muy baja en todos los casos. La
expresion de mRNA de SOX2 relativa a GAPDH fue similar en la neuroesfera GN11 y
los astrocitos, en torno a 4; decrecid levemente en las neuronas y drasticamente en la
microglia (Figura R.10.d). En base a los resultados, se seleccionaron inicialmente los
dos marcadores de BTSCs mads expresados en la neuroesfera y menos expresados en las
células diferenciadas, es decir, genes que codifican Nestina y Vimentina, ambos con un
patron de expresion similar. Teniendo en cuenta que Nestina es un marcador antigénico
muy comunmente utilizado para detectar BTSCs mediante inmunofluorescencia, se
decidi6 elegir la expresion del gen de esta proteina como marcador del estado

indiferenciado.
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Figura R.10 Expresion de los marcadores de BTSCs en muestras control. Expresion, medida
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mediante RT-PCR cuantitiva y normalizada con respecto al control endégeno GAPDH, de los diferentes
marcadores de NSCs y BTSCs en controles fisiologicos de RNA comercial humano: astrocitos (Astr),
neuronas (Neur) y microglia (Micr), en comparacion con una muestra de neuroesferas (NE) validada y
publicada previamente en otros estudios (GN11, amablemente cedida por la Dra. Marta Alonso). a)

Nestina (VES), b) Vimentina (VIM), ¢) BMI1 y d) SOX2.

A continuacion, se procedid a la seleccion de los marcadores de células

diferenciadas: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

Para seleccionar un marcador de diferenciaciéon de neuronas se analizd la
expresion de MAP2 (ver 1.3.8.2.1) y TUBB3 (ver 1.3.8.2.2). Ambos genes presentaron
un patréon de expresion de mRNA similar en las muestras (Figura R.11.a y R.11.b). En
la microglia su expresion fue practicamente inexistente, y en la neuroesfera y astrocitos
sus niveles fueron claramente inferiores al nivel de expresion en neuronas (Figura
R.11.a y R.11.b). En neuronas, los niveles de expresion de mRNA de MAP?2 relativos a
GAPDH alcanzaron un valor de 7 (Figura R.11.a) mientras que TUBB3 exhibi6 un valor
superior a 100 (Figura R.11.b). Esta expresion tan notable de TUBB3 en los controles
normales de neuronas nos condujo a su seleccion como marcador de diferenciacion

neuronal.

El marcador mas habitual de diferenciacion astrocitaria es GFAP (ver 1.3.8.1.1).
La expresion de su mRNA fue practicamente nula en el resto de las muestras comparada
con la expresion en controles normales de astrocitos, donde su valor relativo a GAPDH
se encontrd en torno a 450 (Figura R.11.c). Por tanto, se consider6 que GFAP constituia

un marcador adecuado para identificar la diferenciacion hacia astrocitos.

Como marcador de oligodendrocitos se analiz6 el gen GALC (1.3.8.1.1), que se
expresa en las células de la glia encargadas del procesamiento del galactocerebrdosido
(GalC) de la mielina, tanto en oligodendrocitos como en la microglia (Lee et al., 2007).

En la neuroesfera, la expresion de mRNA de GALC fue nula, mientras que en astrocitos
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y neuronas se expreso a niveles muy bajos (Figura R.11.d). En la microglia, los niveles
de expresion de GALC fueron visiblemente mayores (Figura R.11.d), por lo que se

decidio elegir este marcador para evaluar la diferenciacion hacia oligodendrocitos.

a) b)
10 1 MAP2 140 TUBB3
g 120 1
100 1
- 61 |
% Q 30
N g 60 A
40 1
2 -
0 - 0 -
NE Astr Neur Micr NE Astr Neur Micr
c) )
500 - GFAP ‘0 - GALC
400 251
2,0 A
300 A _
g g 151
4200 N
& 1,0
— |
0 0,0 ||
NE Astr Neur Micr NE Astr Neur Micr

Figura R.11 Expresion de los marcadores de diferenciacion neural en controles fisiologicos.
Expresion, medida mediante RT-PCR cuantitiva y normalizada con respecto al control endogeno
GAPDH, de los diferentes marcadores de diferenciacion hacia los 3 tipos celulares principales en el SNC,
en controles fisiologicos de RNA humano comercial de astrocitos (Astr), neuronas (Neur) y microglia
(Micr) en comparacion con una muestra de neuroesferas (NE), validada y publicada en otros estudios
(GN11, amablemente cedida por la Dra. Marta Alonso). a y b) Marcadores de diferenciacion neuronal,
MAP2 y TUBB3; ¢) Marcador de diferenciacion astrocitaria, GFAP; d) Marcador de diferenciacion
oligodendrocitaria, GALC.

Una vez seleccionados los marcadores de los estados de células indiferenciadas
y células diferenciadas a los diferentes linajes del SNC se procedio6 a analizar los niveles
de expresion de dichos marcadores en las lineas de BTSCs derivadas de pacientes de
GBM, tanto en el estado indiferenciado de neuroesfera como a los 4 y 14 dias de cultivo

en el medio de diferenciacion.
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R.2.1.2. Estudio de expresion de los marcadores de estado

indiferenciado v diferenciado a nivel de RNA mensajero en

las muestras de BTSCs

Se estudi6 mediante RT-PCR cuantitativa la expresion de los marcadores
seleccionados en el apartado anterior en todas las lineas de BTSCs derivadas de los
pacientes de GBM, tanto en el estado de neuroesfera, como tras haber sido cultivadas en

medio de diferenciacion durante 4 y 14 dias.

La linea de BTSCs G59, que presentd una diferenciacion aberrante in vitro, ya
que sus células no perdian la morfologia de neuroesfera ni se adherian al sustrato
emitiendo las prolongaciones citoplasmaticas tipicas, si demostraron en cambio un
aumento estadisticamente significativo de los niveles de expresion de mRNA de los
marcadores de astrocitos (GFAP) y neuronas (TUBB3), conforme aumentaba el tiempo
de cultivo en medio de diferenciacion (Figura R.12.a). Resultd especialmente llamativo
el incremento en la expresion de GFAP desde los 4 dias, con un valor de expresion 3,82
veces mayor (p=0,019) respecto al del estado indiferenciado; hasta los 14 dias, con un
valor de expresion 9,44 veces mayor (p<0,001) que el del estado indiferenciado (Figura
R.12.a). Los niveles de expresion de Nestina presentaban una disminucion
estadisticamente significativa (p=0,004) en las células diferenciadas durante 4 dias, sin
embargo, esta disminucién no era estadisticamente significativa (p=0,057) en las células
diferenciadas durante 14 dias (Figura R.12.a). La expresion de GALC era escasa en
todas las muestras, aunque aumentaba de forma estadisticamente significativa a los 14
dias respecto al estado indiferenciado (p=0,018) (Figura R.12.a). Estos resultados
sugieren que, pese a que la linea de BTSCs G59 no muestra los cambios morfologicos
asociados a diferenciacion in vitro, a nivel molecular si que existe una diferenciacion,

posiblemente parcial, y preferentemente astrocitaria.
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La linea de BTSCs G97C mostr6 una disminucion de los niveles de expresion de
Nestina de mas del 50% en los estados de diferenciacion tanto a 4 (p<<0,001) como a 14
dias (p<0,001), respecto al estado de neuroesfera. Los niveles de GFAP aumentaron
progresivamente de forma leve pero estadisticamente significativa a los 4 (p<0,001) y
14 dias (p<0,001) (Figura R.12.b). Los niveles de TUBB3 aumentaron de manera
estadisticamente significativa a los 4 dias (media de 2,27 veces; p<0,001) respecto al
estado indiferenciado de neuroesfera en esta linea; sin embargo, bajaron a los 14 dias
hasta un valor 1,33 veces superior al del estado indiferenciado, no obstante, este cambio
a los 14 dias se mantuvo como estadisticamente significativo (p=0,002) (Figura R.12.b).
Los niveles de GALC eran practicamente nulos en todas las muestras (Figura R.12.b),
aunque aumentaban estadisticamente de forma significativa en las células diferenciadas
durante 14 dias (p=0,033) respecto al nivel en el estado indiferenciado. Estas
observaciones sugieren que la linea de BTSCs G97C sigue una diferenciacion

principalmente neuronal.

La linea de BTSCs GNIC mostré una ligera disminucion de los niveles de
expresion del marcador de BTSCs Nestina en los estados de diferenciacion de 4 y 14
dias respecto al estado de neuroesfera (Figura R.12.c). Se observo un gran aumento en
los niveles de expresion de GFAP a los 4 dias de diferenciacion (media de 2,5 veces
mayor; p=0,008) respecto al nivel en el estado indiferenciado, aunque los niveles
disminuyeron parcialmente a los 14 dias de diferenciacion (Figura R.12.c). Los niveles
de TUBB3 fueron muy bajos en todas las muestras, asi como los de GALC que eran
practicamente nulos (Figura R.12.c), aunque estos ultimos presentaban aumentos
estadisticamente significativos tanto a 4 (p<0,001) como a 14 dias (p=0,023) de

diferenciacion respecto al nivel inicial en el estado indiferenciado de neuroesfera. Estos
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resultados sugieren que la linea de BTSCs GNIC exhibe una diferenciacion

preferentemente astrocitaria.

La linea de BTSCs G52 present6 una disminucion estadisticamente significativa
en los niveles de expresion de Nestina a los 14 dias de diferenciacion (p=0,049),
respecto al estado de neuroesfera (Figura R.12.d), asi como un aumento
estadisticamente significativo del nivel de expresion de GFAP a los 4 dias de
diferenciacion (media 26 veces mayor; p<0,001) respecto al nivel en el estado
indiferenciado), que bajo a los 14 dias de diferenciacion, aunque este cambio se
mantuvo como estadisticamente significativo respecto al nivel inicial (media 2,52 veces
mayor; p<0,001) (Figura R.12.d). El cambio mds apreciable en esta linea se encontrd en
los niveles de expresion de TUBB3, que aumentaban alrededor de 3 veces respecto al
estado de neuroesfera, tanto a los 4 (p=0,007) como a los 14 dias de diferenciacion
(p=0,001) (Figura R.12.d). Los niveles de expresion de GALC eran practicamente nulos
en todas las muestras, aunque se detectdé un aumento estadisticamente significativo
(p=0,049) en la expresion de este marcador a los 14 dias de diferenciacion respecto al
estado de neuroesfera (Figura R.12.d). Estas observaciones indican que esta linea de

BTSCs presenta una diferenciacion principalmente pro-neuronal.

La linea de BTSCs G63 mostré una disminucion estadisticamente significativa
de los niveles de Nestina a los 4 (p<0001) y 14 dias (p<0,001) de diferenciacion,
respecto al estado de neuroesfera; presentd una escasa expresion de GFAP, aunque con
aumentos estadisticamente significativos a los 4 (p=0,002) y 14 dias (p=0,001) de
diferenciacion, y su expresion de GALC fue nula en todos los estados (Figura R.12.e).
Esta linea manifestd un gran aumento de la expresion de TUBB3 a los 4 dias de
diferenciacion (media 4 veces superior; p=0,006) respecto al estado de neuroesfera,

aunque su expresion a los 14 dias de diferenciacion regresd préacticamente al nivel
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inicial del estado de neuroesfera (Figura R.12.¢). Estos datos sugieren que la linea G63

sigue una diferenciacion exclusivamente neuronal.
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Figura R.12 Analisis de expresién mediante RT-PCR cuantitativa de los marcadores de

BTSCs y de diferenciacion hacia los principales tipos celulares del SNC, durante el proceso de

diferenciacion in vitro de las muestras derivadas de pacientes con GBM. Marcador de BTSCs:

Nestina (NES); de astrocitos: GFAP; de neuronas: TUBB3 y de oligodendrocitos (oligod.): GALC. El

analisis se llevdo a cabo en estado de neuroesfera (NE) de BTSCs, y tras su cultivo en medio de

diferenciacion durante 4 dias (4d) y 14 dias (14d). Los valores de expresion estan referidos al control

endogeno de GAPDH, *, valor de p menor que 0,05; **, valor de p menor que 0,01; n.s., valor de p no

significativo.
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Seguidamente, se procedié a verificar si los niveles de expresion observados a
nivel de mRNA se correspondian con un cambio de expresion similar a nivel de

proteina.

R.2.1.3. Analisis de expresion de los marcadores de BTSCs y células

diferenciadas a nivel de proteina

Se estudio la expresion proteica de los marcadores previamente analizados a
nivel de mRNA en las lineas de BTSCs en estado de neuroesfera y de diferenciacion a
los 14 dias, mediante la técnica de inmunofluorescencia (ver M.6). En el caso del
marcador de diferenciacion oligodendrocitaria, la proteina analizada fue O4 en lugar de
GALC, ya que O4 es un antigeno de superficie, mas facilmente detectable en la técnica
de inmunofluorescencia que GALC, marcador molecular citoplasmatico. Ademas de
corroborar los resultados obtenidos a nivel de mRNA, este analisis sirvi6 para validar la

utilidad de estos anticuerpos para los estudios funcionales posteriores.

Como ejemplo, se presentan los cambios de expresion de los marcadores a nivel
de proteina en la diferenciacion in vitro de la linea de BTSCs GNI1C. La expresion del
marcador de BTSCs Nestina disminuia levemente a los 14 dias de diferenciacion
respecto al estado de neuroesfera (Figura R.13), tal y como ocurri6 a nivel de mRNA
(Figura R.12.c). Los niveles del marcador GFAP aumentaron llamativamente en las
células diferenciadas durante 14 dias con respecto a la escasa expresion en el estado de
neuroesfera (Figura R.13), lo que corresponde con el incremento observado a nivel de
mRNA (Figura R.12.c). La expresion de las proteinas TUBB3 y O4 era practicamente
nula en el estado de neuroesfera (Figura R.13), mientras que a los 14 dias de
diferenciacion TUBB3 aumentd ligeramente, como se habia observado a nivel de

mRNA (Figura R.12.c). Los niveles de la proteina O4 a los 14 dias de diferenciacion
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aparecieron levemente elevados con respecto al estado de neuroesfera, donde eran
practicamente inexistentes (Figura R.13), lo cual concuerda con los resultados obtenidos

en el andlisis de este marcador a nivel de mRNA (Figura R.12.c).

Nestina / DAPI /DAPI TUBB3/DAPI 04 / DAPI

14d

Figura R.13 Estudio mediante inmunofluorescencia de los niveles de expresion de las
proteinas seleccionadas como marcadoras de estado de BTSC o de la diferenciacién hacia los
diversos linajes del SNC, en la linea GN1C tras el proceso de diferenciacion de 14 dias (14d) in vitro
comparado con el estado de neuroesferas (NE). Se analiz6 la expresion proteica del marcador de estado
de BTSC, Nestina, y los marcadores de diferenciacion hacia los diversos linajes celulares del SNC:
astrocitos (GFAP), neuronas (TUBB3) y oligodendrocitos (O4) mediante inmunofluorescencia con
anticuerpos conjugados con FITC (verde) o Texas Red (rojo), contrastados con la tincién nuclear DAPI

(azul).

Una vez puesto a punto el modelo de diferenciacion de las lineas de BTSCs
derivadas a partir de las muestras de pacientes de GBM, se continu6 el estudio de los

microRNAs implicados en dicha diferenciacion.

R.3. Analisis de la implicacion de los microRNAs en la

diferenciacion de BTSCs

El objetivo principal de este trabajo consistio en analizar los microRNAs

implicados en la diferenciacion de las BTSCs, y tratar de establecer su papel en dicho
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proceso. Por tanto, una vez obtenidos los cultivos de neuroesferas a partir de pacientes
de GBM vy verificada la presencia de las caracteristicas imprescindibles de las BTSCs en
las células de dichos cultivos, se prosiguid el estudio analizando los microRNAs
diferencialmente expresados entre el estado de neuroesfera y las células diferenciadas

durante 4 y 14 dias, mediante un screening global utilizando microarrays de miRNAs.

R.3.1. Estudio de la expresion diferencial de microRNAs entre las

lineas de BTSCs en estado indiferenciado (neuroesfera) v

tras 4 v 14 dias de cultivo en medio de diferenciacion

Se procedi6 a extraer el RNA de las lineas en 3 momentos distintos: estado
indiferenciado de neuroesferas, estado de diferenciacion temprana tras 4 dias de cultivo
en medio de diferenciacion y estado de diferenciacion avanzada tras 14 dias en medio
de diferenciacion, con el fin de comparar la expresion de miRNAs en los estados de

diferenciacion frente al estado de neuroesfera.

R.3.1.1. High-throughput screening mediante microarrays de

microRNASs

Los RNAs de estas muestras se extrajeron, se procesaron y posteriormente se
hibridaron en los microarrays de expresion de miRNAs miRCURY LNA (version de 5
generacion, hsa, mmu y rno) de la empresa Exiqon (ver M.7.1). A continuacion, se
analizaron los resultados obtenidos mediante un estudio bioinformatico de los datos,
para investigar los cambios en la expresion de miRNAs en los estados diferenciados (a
4 y 14 dias de diferenciacion) respecto al estado de neuroesfera (ver M.7.2). Los analisis
con la aplicacion LIMMA dieron como resultado 36 miRNAs diferencialmente

expresados. La seleccion posterior por valor crudo de Hy3 mayor de 200 redujo la lista
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a 21 miRNAs candidatos. La expresion de diez de esos 21 miRNAs disminuia en el
estado diferenciado: hsa-miR-103, hsa-miR-106a, hsa-miR-106b, hsa-miR-15b, hsa-
miR-17, hsa-miR-19a, hsa-miR-20a, hsa-miR-25, hsa-miR-30la and hsa-miR-93. La
expresion de los 11 miRNAs restantes se hallaba incrementada en el estado de
diferenciacion: hsa-miR-100, hsa-miR-1259, hsa-miR-21, hsa-miR-22, hsa-miR-221,
hsa-miR-222, hsa-miR-23b, hsa-miR-27a, hsa-miR-27b, hsa-miR-29a and hsa-miR-
29b. La mayoria de los miRNAs seleccionados pertenecen a clusters de miRNAs y a
varios clusters paralogos, lo que sugiere que la diferenciacion de las BTSCs conlleva la
regulacion coordinada de la expresion de varios genes relacionados de miRNAs. Para
posibilitar la visualizacion de los datos de expresion obtenidos a partir de los
microarrays de miRNAs, se generd una representacion grafica ordenada de estos datos

mediante clustering jerarquico (ver M.7.2) (Figura R.14).
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Figura R.14 Clustering jerarquico supervisado de los miRNAs seleccionados a partir de los
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datos obtenidos del array de miRNAs. Agrupamiento supervisado de los datos de expresion de los
miRNAs seleccionados en las muestras de las 5 lineas de BTSCs derivadas de pacientes de GBM, en
estado de neuroesfera y posteriormente cultivadas en medio de diferenciacion durante 4 y 14 dias. La
expresion de cada miRNA se calculd como fold change (FC) con respecto al pool/ de muestras y se
normaliz6 segun la media de cada miRNA. (Stem, linea en estado de neuroesfera; 4d, linea después de 4
dias en cultivo con medio de diferenciacion; 14d, linea cultivada en medio de diferenciacion durante 14

dias).

El siguiente paso consistio en el proceso de validacion de los miRNAs

seleccionados.

R.3.1.2. Validacion de los microRNAs diferencialmente expresados

segun el microarray de microRNAs

El proceso de validacion de los miRNAs candidatos se llevd a cabo mediante
RT-PCR cuantitativa con ensayos especificos de miRNA de TagMan (ver M.8)

utilizando las mismas muestras de RNA usadas para hibridar dichos microarrays.

Se analiz6 la expresion de 12 de los 21 miRNAs seleccionados en la lista
descrita previamente: hsa-miR-21, hsa-miR-22, hsa-miR-23b, hsa-miR-29a, hsa-miR-
29b, hsa-miR-93, hsa-miR-100, hsa-miR-106a, hsa-miR-106b, hsa-miR-221, hsa-miR-
222 y hsa-miR-301a. Asimismo, se estudid la expresion de 6 miRNAs adicionales
obtenidos en estudios previos del grupo utilizando TLDAs para ver la expresion de
miRNAs en unas muestras similares: hsa-miR-9, hsa-miR-10b, hsa-miR-31, hsa-miR-

33, hsa-miR-34a y hsa-miR-214.

Se validaron 7 de los 12 miRNAs estudiados. Cinco de ellos presentaron una
sobreexpresion estadisticamente significativa en las muestras en estado de
diferenciacion de practicamente todas las lineas de BTSCs, respecto a su estado de
neuroesfera: hsa-miR-21 (Figura R.15.a), hsa-miR-29a (Figura R.15.c), hsa-miR-29b

(Figura R.15.d), hsa-miR-221 (Figura R.15.e) y hsa-miR-222 (Figura R.15.f). La
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expresion de los otros dos miRNAs validados se hallo disminuida de forma
estadisticamente significativa en los estados diferenciados de practicamente todas las
muestras, respecto a su estado indiferenciado de neuroesfera: hsa-miR-93 (Figura

R.15.g) y hsa-miR-106a (Figura R.15.h).

Asimismo, se valido uno de los 6 miRNAs obtenidos en estudios previos del
grupo, hsa-miR-31 (Figura R.15.b), que mostraba un incremento estadisticamente
significativo de su expresion en los estados diferenciados respecto al estado

indiferenciado de neuroesfera, excepto en el caso de la linea G97C.
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Figura R.15 Validacién de los miRNAs seleccionados a partir de los experimentos de

microarrays de miRNAs. Estudio de la expresion, medida mediante ensayos especificos de miRNA de

TaqMan, de los miRNAs candidatos resultantes del analisis bioinformatico del experimento de

hibridacion en microarrays de miRNAs de las muestras de las lineas de BTSCs en estado indiferenciado y

diferenciadas in vitro durante 4 (4d) y 14 (14d) dias. Los datos se expresan como fold change (FC) con

respecto a la expresion en el estado de neuroesfera (NE) de cada linea, sefialada con una linea negra

horizontal en cada grafica. Se muestra la expresion de a) hsa-miR-21, b) hsa-miR-31, ¢) hsa-miR-29a, d)
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hsa-miR-29b, e) hsa-miR-221, f) hsa-miR-222, g) hsa-miR-93 y h) hsa-miR-106a.*, valor de p menor que

0,05; **, valor de p menor que 0,01; n.s., valor de p no significativo.

Los miRNAs hsa-miR-29a y hsa-miR-29b pertenecen al mismo cluster de
miRNAs, y este hecho se refleja en su patron de expresion similar en las muestras
(Figura R.15.c y d). Esta misma observacion se aplica a los perfiles de expresion de hsa-
miR-221 (Figura R.15.e) y hsa-miR-222 (Figura R.15.f), y a los de los miRNAs hsa-
miR-93 y hsa-miR-106a (Figura R.15.g y h), que también forman parte de otros dos
clusters distintos. Estos resultados similares en los miRNAs de un mismo cluster

resaltan la fiabilidad de los estudios de expresion realizados.

Por lo general, los niveles de los miRNAs siguieron una tendencia de expresion
similar en todas las muestras, aumentando o disminuyendo de manera sostenida o
progresiva conforme avanza el proceso de diferenciacion. Una excepcion es el caso de
hsa-miR-31, cuya expresion aument6 a los 4 dias de diferenciacion y disminuy6 a los
14 en la linea G97C, mientras que aument6 durante el proceso de diferenciacion en

todas las demas lineas.

Una vez que validamos la expresion diferencial de estos 8 miRNAs en el estado
diferenciado de las muestras, disefiamos ensayos funcionales para dilucidar el papel que

podrian jugar estos miRNAs en la diferenciacion de las BTSCs.

R.3.2. Estudios funcionales de los microRNAs seleccionados,

mediante sobreexpresion / inhibicion de estos microRNAs

Estos estudios se llevaron a cabo en 2 lineas de BTSCs, sobreexpresando e
inhibiendo 6 de los 8 miRNAs validados previamente, mediante transfeccion con pre-

miRs y anti-miRs, respectivamente (ver M.9.1).
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La seleccion de las dos lineas de BTSCs utilizadas en los experimentos de
transfeccion se basd en su capacidad de autorrenovacion y de diferenciacion a diferentes
linajes neurales. Anteriormente se habia comprobado que las dos lineas con mayor
capacidad de autorrenovacion eran G52 y GNI1C (ver R.1.2) y, por otra parte, se habia
observado que la linea GN1C mostraba una diferenciacion mayoritariamente pro-
astrocitaria, mientras que la linea G52 exhibia una diferenciacion preferentemente pro-
neuronal (ver R.2.1.2). Por tanto, se escogieron ambas lineas de BTSCs para los

experimentos funcionales basados en transfeccion con pre-miRs y anti-miRs.

Asimismo, se eligieron 6 de los 8 miRNAs validados para llevar a cabo los
ensayos funcionales, concretamente, los 6 miRNAs sobreexpresados en la
diferenciacion in vitro de las células BTSCs. Para estos ensayos se plantearon dos
aproximaciones experimentales. En primer lugar, transfectar los correspondientes pre-
miRs en las BTSCs en el estado de neuroesfera, mantener su crecimiento en medio de
proliferacion y observar si se producia un aumento de los marcadores de diferenciacion
de los distintos linajes neurales y una disminucion de los marcadores de BTSCs
indiferenciadas. En segundo lugar, transfectar los correspondientes anti-miRs en el
estado de diferenciacion de las células, mantener las células en cultivo con medio de
diferenciacion y estudiar si provocaban el efecto contrario, una disminucion de los
niveles de expresion de los marcadores de las células diferenciadas y un incremento del
nivel de expresion de los marcadores de célula indiferenciada. Ambas aproximaciones
se comprobaron tanto a nivel de mRNA, mediante RT-PCR cuantitativa; como a nivel

de proteina, mediante inmunofluorescencia.

El primer paso en estos ensayos funcionales fue confirmar que los pre-miRs y
anti-miRs transfectados aumentaban y disminuian los niveles enddgenos de los

miRNAs en los diferentes estados celulares.
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R.3.2.1. Comprobacion del aumento / disminucion de los microRNAs

tras la transfeccion de precursores / inhibidores de

microRNASs

Los andlisis de expresion de miRNAs tras la transfeccion de precursores e
inhibidores especificos de miRNAs se realizaron mediante RT-PCR cuantitativa

utilizando los ensayos especificos de miRNAs de TagMan (ver M.9.1).

Para estos estudios se emplearon las dos aproximaciones experimentales de
sobreexpresion e inhibicion, ambas durante 7 y 14 dias, en las lineas de BTSCs GNICy
G52. Las dos lineas de BTSCs analizadas presentaron incrementos estadisticamente
significativos en los niveles de expresion de los miRNAs 7 dias después de la
transfeccion con los pre-miRs correspondientes (Figuras R.16 y R.17). A los 14 dias de
la transfeccion, los niveles de los miRNAs permanecieron elevados, pero en menor
medida que a los 7 dias, por lo que se decidid llevar a cabo los ensayos funcionales
basados en la sobreexpresion de los miRNAs a los 7 dias de la transfeccion. En el caso
de las transfecciones con los anti-miRs, se observo que a los 7 dias de transfeccion las
variaciones de los niveles de expresion fueron muy ligeras, mientras que a los 14 dias se
apreciaron con mayor claridad (Figuras R.16 y R.17). Por este motivo, se decidid
mantener la transfeccion de los anti-miRs durante 14 dias antes de realizar los ensayos

funcionales.

La linea GN1C presentd aumentos estadisticamente significativos en los niveles
de expresion de todos los miRNAs después de transfectar los correspondientes pre-
miRs y mantener las células como neuroesferas en medio de proliferacion durante 7 dias
(Figura R.16.a, c, e, g, 1, k). Con respecto a las transfecciones con anti-miRs en esta
linea, se observaron disminuciones estadisticamente significativas en los niveles de

expresion de los correspondientes miRNAs en el caso de las transfecciones con anti-
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miR-31 (p=0,001; Figura R.16.d), anti-miR-29a (p=0,029; Figura R.16.f), anti-miR-221
(p<0,001; Figura R.16.j) y anti-miR-222 (p=0,029; Figura R.16.1). Por otro lado, esta
linea s6lo mostré disminuciones leves que no alcanzaban la significacion estadistica en

los niveles de expresion de los miRNAs correspondientes al transfectar con anti-miR-21

(p=0,448; Figura R.16.b) y anti-miR-29b (p=0,121; Figura R.16.h).
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Figura R.16 Analisis de la expresion de los miRNAs seleccionados para los experimentos

funcionales tras la transfeccion de la linea de BTSCs GN1C con pre-miRs (para confirmar su
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sobreexpresion) y con anti-miRs (para comprobar su inhibicion). Expresion de los miRNAs medida
mediante RT-PCR cuantitativa, utilizando los ensayos de miRNAs de TagMan y expresada como 2"
(279 respecto al control endégeno RNU6B, tras transfectar (a, ¢, e, g, i y k) los correspondientes pre-
miRs y mantener las células en medio de proliferacion como neuroesferas durante 7 dias, o tras
transfectar (b, d, f, h, j y 1) los correspondientes anti-miRs y cultivar las células en medio de
diferenciacion durante 14 dias. a) pre-miR-21, b) anti-miR-21, ¢) pre-miR-31, d) anti-miR-31, e) pre-
miR-29a, f) anti-miR-29a, g) pre-miR-29b, h) anti-miR-29b, i) pre-miR-221, j) anti-miR-221, k) pre-
miR-222, 1) anti-miR-222. Como controles se utilizaron los correspondientes pre-miR control negativo
(pre-miR-C-) y anti-miR control negativo (anti-miR-C-). *, valor de p menor que 0,05; **, valor de p

menor que 0,01; n.s., valor de p no significativo.

La linea G52 presento resultados similares a los obtenidos en la linea GN1C. Se
observaron aumentos estadisticamente significativos en los niveles de expresion de
todos los miRNAs después de transfectar con los correspondientes pre-miRs y mantener
las células como neuroesferas en medio de proliferacion durante 7 dias (Figura R.17.a,
c, €, g, 1, k). Asimismo, las disminuciones en los niveles de expresion de los miRNAs
correspondientes fueron estadisticamente significativas tras las transfecciones con los
anti-miR-21 (p=0,008; Figura R.17.b), anti-miR-31 (p<0,001; Figura R.17.d) y anti-
miR-29a (p=0,003; Figura R.17.f), mientras que para los tres restantes no se observaron

cambios significativos (Figura R.17.h,j y ).
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Figura R.17 Analisis de la expresion de los miRNAs seleccionados para los experimentos

funcionales tras la transfeccion de la linea de BTSCs G52 con pre-miRs (para confirmar su
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sobreexpresion) y con anti-miRs (para comprobar su inhibicion). Expresion de los miRNAs medida
mediante RT-PCR cuantitativa, utilizando los ensayos de miRNAs de TagMan y expresada como 2"
(279 respecto al control endégeno RNU6B, tras transfectar (a, ¢, e, g, i y k) los correspondientes pre-
miRs y mantener las células en medio de proliferacion como neuroesferas durante 7 dias, o tras
transfectar (b, d, f, h, j y 1) los correspondientes anti-miRs y cultivar las células en medio de
diferenciacion durante 14 dias. a) pre-miR-21, b) anti-miR-21, ¢) pre-miR-31, d) anti-miR-31, e) pre-
miR-29a, f) anti-miR-29a, g) pre-miR-29b, h) anti-miR-29b, i) pre-miR-221, j) anti-miR-221, k) pre-
miR-222, 1) anti-miR-222. Como controles se utilizaron los correspondientes pre-miR control negativo
(pre-miR-C-) y anti-miR control negativo (anti-miR-C-). *, valor de p menor que 0,05; **, valor de p

menor que 0,01; n.s., valor de p no significativo.

A la vista de los resultados obtenidos, los experimentos de transfeccion con pre-
miRs constituyen una excelente aproximacion para los estudios de sobreexpresion, ya
que a los 7 dias de la transfeccion los niveles de expresion continuan muy elevados con
respecto al control negativo de la transfeccion. Sin embargo, en el caso de las
transfecciones con anti-miRs fue habitual encontrar sélo leves disminuciones en los
niveles enddgenos de los miRNAs. Este hecho probablemente se debe al mecanismo de
accion de los anti-miRs, que inhiben la funcion de los miRNAs al unirse a ellos por
complementariedad de bases, pero no siempre inducen una disminucion en la cantidad

de miRNA endogeno.

Tras haber comprobado el adecuado funcionamiento de los experimentos de
sobreexpresion e inhibicion de los miRNAs en ambas lineas celulares, se procedid al
andlisis de los cambios en la expresion de los marcadores de células indiferenciadas y

diferenciadas a los distintos linajes del SNC, en las muestras transfectadas.

R.3.2.2. Estudio de expresion de marcadores de estado indiferenciado

y diferenciado en las muestras transfectadas

Con el fin de evaluar si los miRNAs estudiados eran capaces de inducir la
diferenciacion de las BTSCs mediante la transfeccion de pre-miRs en el estado de

células indiferenciadas, o por el contrario, revertir la diferenciacion mediante la
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transfeccion de anti-miRs en las células diferenciadas, se estudiaron los niveles de
expresion de los marcadores de células indiferenciadas y diferenciadas a los distintos
linajes celulares del SNC en las muestras transfectadas. El andlisis de estos marcadores
se llevo a cabo tanto a nivel de mRNA, mediante RT-PCR cuantitativa, como a nivel de

proteina mediante inmunofluorescencia.

R.3.2.2.1. Estudio de expresion de marcadores en las muestras

transfectadas a nivel de RNA mensajero

Se estudiaron los marcadores validados previamente: Nestina, como marcador
de células indiferenciadas; GFAP, como marcador de células en diferenciacion
astrocitaria; TUBB3, como marcador de células en diferenciacion neuronal; y GALC,

como marcador de células en diferenciacion oligodendrocitaria.

Asimismo, por cada transfeccion se cultivaron también células GN1C y G52 en
medio de diferenciacion durante 7 y 14 dias, sin transfectar; con el fin de poder
comparar los cambios de expresion de marcadores que ocurren en la diferenciacion de
dichas lineas de BTSCs, con la expresion de los mismos marcadores en las muestras

transfectadas.

La diferenciacion de la linea GN1C no transfectada tras 7 dias de cultivo en
medio de diferenciacion mostrd un aumento estadisticamente significativo (p=0,004) en
la expresion del marcador de astrocitos GFAP, con valores de expresion 25 veces
superiores a los encontrados en su estado de neuroesfera (Figura R.18.a). Asimismo,
presentd una disminucién estadisticamente significativa (p=0,006) de 2,5 veces en la
expresion de Nestina, mientras que los valores de TUBB3 y GALC permanecieron
practicamente inalterados (Figura R.18.a) respecto al estado indiferenciado. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos previamente (ver R.2.1.2), en donde se observo

-180-



Resultados

que la diferenciacion de la linea GN1C era preferentemente astrocitaria, especialmente
en la diferenciacion temprana. Al comparar este perfil de expresion de los marcadores
con las muestras transfectadas y mantenidas en medio de cultivo de proliferacion
durante 7 dias, s6lo se observo una induccion de la diferenciacion en el mismo sentido
al transfectar con pre-miR-21. La sobreexpresion de este miRNA indujo un aumento
estadisticamente significativo (p=0,048) de la expresion de GFAP, 2 veces superior a la
del control negativo, junto con una tendencia a la disminucion en los niveles de Nestina
de 1,56 veces (p=0,351); los cambios en la expresion de TUBB3 y GALC no se
consideraron relevantes, al variar menos de 1,5 veces (Figura R.18.c). Estos datos
sugieren que miR-21 podria estar implicado en la diferenciacion de esta linea de
BTSCs. Ninguno de los restantes pre-miRs exhibid este efecto de induccion de la
diferenciacion hacia el linaje astrocitario por si mismo (Figura R.18.e, g, i y k). No
obstante, se observo que la sobreexpresion de miR-29a y la de miR-29b incrementaban
la muerte celular, tras la observacion de las células en cultivo con el microscopio 6ptico.

Este efecto se estudi6é con mayor profundidad posteriormente (ver R.3.2.3 y R.3.2.4).

Por otro lado, los niveles de expresion de los marcadores en la linea GN1C
después de su diferenciacion en cultivo durante 14 dias presentaron un patrén
relativamente distinto al observado a los 7 dias de diferenciacion, sugiriendo que la
diferenciacion tardia se orienté también hacia neuronas y oligodendrocitos. Asi, aunque
los niveles de expresion de Nestina diminuyeron de forma estadisticamente significativa
(p=0,007) una media de 2 veces en el estado de diferenciacion de 14 dias con respecto
al estado de neuroesfera, similar a lo que ocurria a los 7 dias de diferenciacion, la
expresion de GFAP aument6 una media de 1,61 veces (p=0,006), lo cual contrasta con
el incremento de 25 veces en su expresion a los 7 dias (p=0,004). Por otra parte, la

expresion de TUBB3 y GALC se increment6 una media de 1,87 (p=0,011) y 2,09 veces
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(p=0,004), respectivamente, mientras que en el estado de diferenciacion a los 7 dias
estos marcadores no presentaron variaciones relevantes. Al comparar este perfil de
expresion de los marcadores con los de las células transfectadas con los anti-miRs, se
observd una reversion de estos efectos en la transfeccion con anti-miR-221 vy,
especialmente, con anti-miR-222 (Figura R.18.1 y n). Al inhibir miR-221, los niveles de
expresion de Nestina aumentaron un media de 1,57 veces (p=0,043) y los niveles de
GALC descendieron una media de 1,51 veces (p=0,047), mientras que los de TUBB3 ,y
GALC no fueron relevantes al no alcanzar valores 1,5 veces inferiores respecto a los del
control negativo de anti-miRs (Figura R.18.1). En el caso de miR-222, los niveles de
Nestina no presentaron cambios apreciables. Sin embargo, los descensos en los niveles
de expresion de los marcadores de diferenciacion fueron estadisticamente significativos:
GFAP present6 niveles de expresion una media de 1,46 veces inferiores (p=0,046) a los
de las células transfectadas con el control negativo de anti-miRs, los niveles de TUBB3
disminuyeron una media de 2 veces (p=0,017) y GALC, present6 valores de expresion
una media de 2,46 veces menores a los del control (p=0,042) (Figura R.18.n). Por tanto,
la reversion del proceso de diferenciacion que se observa al inhibir estos dos miRNAs
en esta linea celular sugiere que ambos podrian tener funciones muy relevantes en este
proceso. Al inhibir el resto de miRNAs seleccionados (Figura R.18.d, f, h y j) no se

observd un bloqueo de la diferenciacion tan claro en ningln caso.
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Figura R.18 Marcadores de BTSCs y de los diferentes linajes de diferenciacion neural
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durante la diferenciacion in vitro de la linea de BTSCs GN1C y tras su transfeccion con pre-miRs y
anti-miRs. Expresion, estudiada mediante RT-PCR cuantitativa, del marcador de BTSCs, Nestina (NES)
y los marcadores de diferenciacion astrocitaria (GFAP), neuronal (TUBB3) y oligodendroglial (GALC) a)
durante la diferenciacion in vitro de las células GNI1C a los 7 dias, y b) a los 14 dias de cultivo; (¢, e, g, i,
k, m) tras transfectar los pre-miRNAs en las células GN1C en estado de neuroesferas, seguido de 7 dias
de crecimiento en medio de proliferacion, y (d, f, h, j, I, n) tras 14 dias creciendo en medio de
diferenciacion después de inhibir los miRNAs mediante transfeccion de las neuroesferas con los
correspondientes anti-miRs. Los datos se presentan como fold change (FC) referido al estado de
neuroesfera en los controles de diferenciacion (a y b), o con respecto a la linea transfectada con el control
negativo de pre-miRs (¢, e, g, i, k, m) o anti-miRs (d, f, h, j, 1, n). *, valor de p menor que 0,05; **, valor

de p menor que 0,01; las comparaciones restantes no mostraron diferencias significativas.

Los mismos experimentos de transfeccion de pre-miRs y anti-miRs se realizaron
en la linca G52. Esta linea, sin transfectar, mostré una disminucion estadisticamente
significativa en la expresion del marcador de células indiferenciadas, Nestina, a los 7
dias de crecimiento en medio de diferenciacion, con valores de expresion 4,42 veces
inferiores a los hallados en el estado de neuroesfera (p=0,049; Figura R.19.a).
Asimismo, presentd un incremento de una media de 1,59 veces en la expresion GALC
(p=0,047, Figura R.19.a). Al comparar este perfil de expresion con la linea G52
transfectada con cada pre-miR, la tendencia mas similar se observé al transfectar pre-
miR-21 en esta linea y mantenerla 7 dias en cultivo con medio de proliferacion. En
concreto, los niveles de GALC se incrementaron de manera estadisticamente
significativa 2,43 veces (p=0,041) con respecto a los de la linea transfectada con el
control negativo de pre-miRs, sin embargo, los valores de expresion de Nestina no
mostraron cambios apreciables (Figura R.19.c). Estos datos evidencian una tendencia
similar a lo que ocurre en la diferenciacion normal de estas células, por lo que miR-21
podria estar implicado en la diferenciacion de esta linea de BTSCs, al igual que ocurria
en la linea GN1C. Asimismo, se detecté un aumento estadisticamente significativo del
marcador oligodendrocitario GALC (13,63 veces; p<0,001) respecto al control negativo

al transfectar la linea G52 con pre-miR-31. Por otro lado, las transfecciones con pre-mi-
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29a y pre-miR-29b produjeron la induccion de diferenciacion, aumentando los niveles
de expresion de GFAP y especialmente los de GALC, 2,49 veces en el caso de pre-miR-
29a (p=0,003; Figura R.19.g) y 3,5 veces en el caso de pre-miR-29b (p=0,035; Figura
R.19.1). Ademas, tras observar las células transfectadas bajo el microscopio Optico, se

aprecid un incremento de muerte celular similar al observado en la linea GN1C.

Al igual que observamos para la linea GNI1C, los niveles de expresion de
marcadores en la linea G52 después de su crecimiento en medio de diferenciacion
durante 14 dias presentaron un patréon de expresion de marcadores relativamente distinto
al observado a los 7 dias de diferenciacion. Asi, la disminucion en la expresion de
Nestina respecto al estado de neuroesfera fue menos marcada que a los 7 dias (1,62 vs.
4,42 veces inferior) (Figura R.19.b), mientras que todos los marcadores de
diferenciacion aumentaron a niveles iguales o superiores que a los 7 dias: para GFAP el
incremento medio fue de 2,38 veces respecto a la expresion en estado de neuroesfera
(p=0,042); para TUBB3 1,56 veces (p=0,047) y para GALC 2,47 veces (p=0,01). Al
comparar este perfil de expresion con el de la misma linea transfectada con los distintos
anti-miRs, observamos que la transfeccion con anti-miR-31 fue capaz de invertir estos
cambios (Figura R.19.f); mostrando disminuciones relevantes en la expresion de los
marcadores de diferenciacion GFAP (media de 2,16 veces; p=0,005), TUBB3 (media de
3,11 veces; p<0,001) y GALC (media de 2,45 veces, p=0,045) (Figura R.19.f) respecto a
los valores del control negativo. Estos resultados de bloqueo de la diferenciacion al
inhibir miR-31 en la linea G52, junto a los resultados de induccion de la diferenciacion
al sobreexpresar miR-31 previamente comentados, sugieren que miR-31 podria estar
implicado en la diferenciacion de la linea de BTSCs G52. Asimismo, la transfeccion de

G52 con anti-miR-29a y anti-miR-29b también parecid revertir la diferenciacion a los
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14 dias (Figura R.19.h, j), especialmente en el caso de anti-miR-29b, con un nivel de

TUBB3 3,3 veces inferior al del control negativo (p=0,002, R.19.j).

En el caso de la linea G52, la transfeccion con anti-miR-221 y anti-miR-222, no
produjo un efecto de reversion de la diferenciacion a los 14 dias (Figura R.19.1, n), en
contraste con lo observado en la linea GN1C. Este hecho podria deberse a que ambas

lineas muestran una diferenciacion a linajes celulares distintos.
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Figura R.19 Marcadores de BTSCs y de los diferentes linajes de diferenciacién neural
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durante la diferenciacion in vitro de la linea de BTSCs G52 y tras su transfeccion con pre-miRs y
anti-miRs. Expresion, estudiada mediante RT-PCR cuantitativa, del marcador de BTSCs, Nestina (NES)
y los marcadores de diferenciacion astrocitaria (GFAP), neuronal (TUBB3) y oligodendroglial (GALC) a)
durante la diferenciacion in vitro de las células G52 a los 7 dias, y b) a los 14 dias de cultivo; (¢, e, g, i, k,
m) tras transfectar los pre-miRNAs en las células G52 en estado de neuroesferas, seguido de 7 dias de
crecimiento en medio de proliferacion, y (d, f, h, j, 1, n) tras 14 dias creciendo en medio de diferenciacion
después de inhibir los miRNAs mediante transfeccion de las neuroesferas con los correspondientes anti-
miRs. Los datos se presentan como fold change (FC) referido al estado de neuroesfera en los controles de
diferenciacion (a y b), o con respecto a la linea transfectada con el control negativo de pre-miRs (c, e, g,
i, k, m) o anti-miRs (d, f, h, j, I, n). *, valor de p menor que 0,05; **, valor de p menor que 0,01; las

comparaciones restantes no mostraron diferencias significativas.

Para confirmar todos estos resultados, obtenidos cuantificando los marcadores a
nivel de mRNA mediante RT-PCR cuantitativa, se analizd la presencia de dichos

marcadores a nivel de proteina mediante inmunofluorescencia.

R.3.2.2.2. Deteccion de los marcadores de diferenciacion a nivel de

proteina mediante inmunofluorescencia

A partir de los resultados obtenidos con las transfecciones de pre-miRs y anti-
miRs, se seleccionaron aquellos miRNAs que inducian cambios de expresion relevantes
en los marcadores estudiados a nivel de mRNA (ver R.3.2.2.1), y se evaluaron los
resultados mediante la técnica de inmunofluorescencia. Esta seleccion incluyd las
transfecciones con pre-miR-21, anti-miR-221 y anti-miR-222 en la linea GN1C. En el

caso de la linea G52 se escogio unicamente la transfeccion con anti-miR-31.

Se analizaron los cambios a nivel de proteina de los marcadores de células
indiferenciadas (Nestina) y células diferenciadas del SNC (GFAP, TUBB3 y 04)
mediante inmunofluorescencia, segiin el protocolo descrito previamente (ver R.2.1.3),
tanto en las células transfectadas con los pre-miRs y los anti-miRs (y sus

correspondientes controles negativos) como en células no transfectadas mantenidas en
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medio de diferenciacion durante 14 dias y neuroesferas en medio de proliferacion sin

transfectar.

La transfeccion de pre-miR-21 tras 7 dias de transfeccion manteniendo las
células en el medio de proliferaciéon mostré una disminucion considerable del marcador
de células indiferenciadas Nestina (Figura R.20.21) con respecto a la expresion de dicho
marcador en las células transfectadas con el control negativo de pre-miRs (Figura
R.20.C-). Asimismo, la expresion del marcador de diferenciacion astrocitaria GFAP,
presentd un notable incremento en la linea transfectada con pre-miR-21 (Figura
R.20.21), respecto a la expresion de dicho marcador en las células transfectadas con el
control negativo de pre-miRs (Figura R.20.C-). En el caso de la expresion de TUBB3 se
aprecié un aumento leve en la transfeccion de pre-miR-21 (Figura R.20.21), respecto a
su expresion en el control negativo (Figura R.20.C-); mientras que no se observaron
variaciones en los niveles de expresion de GALC (Figura R.20.C-, 21). Todos estos
cambios de expresion son paralelos a los que se observan en la linea GNI1C sin
transfectar crecida en medio de diferenciacion durante 14 dias (Figura R.20.MD). Por
tanto, la sobreexpresion de miR-21 es capaz de poner en marcha el mecanismo de
diferenciacion molecular de esta linea hacia astrocitos, aunque sin llegar a inducir el

cambio de morfologia asociado con la diferenciacion a estas células.
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Nestina / DAPI /DAPI TUBB3/DAPI 04 / DAPI

Figura R.20 Inmunofluorescencia para visualizar las proteinas marcadoras de BTSCs y de
los principales linajes de células diferenciadas del SNC, tras la transfeccion de la linea de BTSCs
GNI1C con precursores de miRNAs. Se estudio la expresion de proteinas marcadoras del estado de
BTSCs indiferenciadas, Nestina, y de diferenciacion astrocitaria, GFAP; neuronal, TUBB3; y
oligodendrocitaria, O4, en las células GN1C transfectadas con los precursores pre-miR control negativo
(C-) y pre-miR-21 (21) a los 7 dias de la transfeccion, para compararlas en paralelo con las células sin
transfectar creciendo como neuroesferas en medio de proliferacion (MC) y con las células crecidas en
medio de diferenciacion (MD) durante 14 dias. Se utiliz6 DAPI para el contraste nuclear. Todas las
imagenes estan tomadas a una magnificacion de 40X, y un tiempo de exposicion de 0,2 segundos en el

caso de Nestina 'y O4, y 0,12 segundos en el caso de GFAP y TUBB3.

A continuacion se estudié el efecto de las transfecciones de anti-miRs de miR-
221 y miR-222 en la linea GN1C en estado diferenciado. Los niveles de expresion
proteica del marcador de células indiferenciadas Nestina aumentaron levemente en la

transfeccion con anti-miR-221 (Figura R.21.221) y de forma notable en la transfeccion
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con anti-miR-222 (Figura R.21.222), respecto a las células transfectadas con el control
negativo de anti-miRs (Figura R.21.C-). Al mismo tiempo, se observé una disminucion
en la expresion del marcador astrocitico GFAP en las células transfectadas con estos
anti-miRs. No se apreciaron diferencias detectables en los niveles de expresion de
TUBB3 y GALC. Se observaron cambios notables en la morfologia de las células
diferenciadas al transfectarlas con anti-miR-221 y anti-miR-222: mientras que las
células no transfectadas o transfectadas con el control negativo mostraron abundantes
prolongaciones citoplasmaticas similares a las de los astrocitos y a las de las neuronas,
estas prolongaciones se vieron severamente acortadas 14 dias después de la transfeccion

con estos anti-miRs, especialmente con anti-miR-222.
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Figura R.21 Inmunofluorescencia para visualizar las proteinas marcadoras de BTSCs y de
los principales linajes de células diferenciadas del SNC, tras la transfeccion de la linea de BTSCs
GNI1C con inhibidores de miRNAs. Se estudio la expresion de las proteinas marcadoras del estado de
BTSCs indiferenciadas, Nestina, y de diferenciacion astrocitaria, GFAP; neuronal, TUBB3; y
oligodendrocitaria, O4, en las células GN1C transfectadas con los inhibidores anti-miR control negativo
(C-), anti-miR-221 (221) y anti-miR-222 (222), a los 14 dias de la transfeccién, para compararlas en
paralelo con las células sin transfectar creciendo como neuroesferas en medio de proliferacion (MC) y
con las células crecidas en medio de diferenciacion (MD) durante 14 dias. Se utiliz6 DAPI para el
contraste nuclear. Todas las imagenes estin tomadas a una magnificacion de 40X, y un tiempo de

exposicion de 0,2 segundos en el caso de Nestina y O4, y 0,12 segundos en el caso de GFAP y TUBB3.
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El estudio de los efectos de la transfeccion de la linea G52 con anti-miR-31 no
se pudo llevar a cabo a nivel de proteina porque no se consiguié optimizar la técnica de

inmunofluorescencia en esta linea.

A continuacion se procedi6 al estudio del posible efecto de induccion de muerte

celular observado en las lineas de BTSCs tras transfectar pre-miR-29a y pre-miR-29b.

R.3.2.3. Analisis de viabilidad celular de las células transfectadas con

pre-miR-29a v pre-miR-29b

En primer lugar se analizo6 la viabilidad de las células transfectadas mediante el
ensayo de MTS. Este compuesto Unicamente puede ser procesado por las células
metabolicamente activas, dando lugar a un producto que puede medirse
colorimétricamente en un espectrofotometro (ver M.10). De esta forma, a mayor

numero de células vivas, mayor intensidad de color y mayor densidad optica registrada.

Estos estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo en las lineas de BTSCs
GNI1C y G63, tras transfectar pre-miR-29a, pre-miR-29b o el control negativo de pre-
miRs, en el estado de neuroesfera y mantener las células en medio de proliferacion
durante 4 dias. El andlisis de los resultados confirm6 una disminucion estadisticamente
significativa en el nimero de células vivas al transfectar pre-miR-29a tanto en la linea
GNIC (34%, p=0,001, figura R.22.a) como en la linea G63 (15%, p=0,003, figura
R.22.b), respecto a la viabilidad de las células transfectadas con el control negativo. En
el caso de la transfeccion con pre-miR-29b, linea G63 también mostraba un descenso
estadisticamente significativo en la viabilidad celular (28%, p=0,002, figura R.22.b),
mientras que la disminucion de la viabilidad en la linea GN1C no alcanz6 diferencias
estadisticamente significativas (17%, p=0,29), probablemente debido a variabilidad de

los datos (Figura R.22.a).
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Figura R.22 Ensayo de viabilidad celular mediante MTS de las células GN1C y G63, 4 dias
después de ser transfectadas con pre-miR-29a y pre-miR-29b. Anilisis de 3 experimentos
independientes de transfeccion de los precursores de miRNA, pre-miR-29a (pre-29a) y pre-miR-29b (pre-
29b), y el control negativo de pre-miR (pre-C-) en las lineas de BTSCs a) GN1C y b) G63. Se representa
la media de los 3 experimentos junto con el error estandar de la media.*, valor de p menor que 0,05; n.s.,

valor de p no significativo.

Estos resultados indican que el cluster de miRNAs miR-29a y miR-29b, y en
especial miR-29a, disminuye la viabilidad celular en las lineas de BTSCs analizadas.
Por tanto, se decidid continuar estos estudios con ensayos de deteccion de muerte

celular o apoptosis.

R.3.2.4. Analisis de muerte celular de las células transfectadas con

pre-miR-29a vy pre-miR-29b

Se realizaron analisis de las células transfectadas tefiidas con anexina y yoduro
de propidio (IP) por citometria de flujo, asi como estudios de deteccion de proteinas

implicadas en apoptosis mediante Western blot.

R.3.2.4.1. Analisis de muerte celular mediante citometria de flujo

Se analiz6 la muerte celular en las lineas de BTSCs GN1C y G63 mediante
citometria de flujo utilizando el kit de marcaje Annexin V-FITC (ver M.11), 4 dias
después de la transfeccion de pre-miR-29a, pre-miR-29b, o el control negativo de pre-

miRs.
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En las figuras siguientes se muestra un experimento representativo para cada

linea de BTSCs, GN1C (R.23) y G63 (R.24).
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Figura R.23 Estudio mediante citometria de flujo de la muerte celular en las células BTSCs
GNIC transfectadas con pre-miR-29a y pre-miR-29b. Se muestra un experimento representativo del
analisis de muerte celular en la linea GN1C 4 dias después de ser transfectada con los precursores de
miRNAs: b) pre-miR-29a (pre-29a), ¢) pre-miR-29b (pre-29b), o a) control negativo de pre-miR (pre-C-),
tras la tincion con anexina V-FITC (Anexina) y yoduro de propidio (IP). En los cuadrantes se indica el

porcentaje de células.
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Figura R.24 Estudio mediante citometria de flujo de la muerte celular en las células BTSCs
G63 transfectadas con pre-miR-29a y pre-miR-29b. Se muestra un experimento representativo del
analisis de muerte celular en la linea G63 4 dias después de ser transfectada con los precursores de
miRNAs: b) pre-miR-29a (pre-29a), ¢) pre-miR-29b (pre-29b), o a) control negativo de pre-miR (pre-C-),
tras la tincion con anexina V-FITC (Anexina) y yoduro de propidio (IP). En los cuadrantes se indica el

porcentaje de células.
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Tras llevar a cabo estos experimentos de transfeccion y analisis de muerte
celular mediante citometria de flujo por triplicado, se analizaron las medias de los

resultados obtenidos (Figura R.25).

En el caso de la linea GNI1C (Figura R.25.a) las células vivas descendieron
desde una media de 80,6% en la linea transfectada con el control negativo de pre-miRs,
hasta 70,5% en la linea transfectada con pre-miR-29a y 75,2% con pre-miR-29b. El
porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina +, IP -) no varié practicamente,
siendo de alrededor del 3%. Con respecto a la apoptosis tardia (Anexina +, IP +), la
linea transfectada con pre-miR-29a mostré un leve aumento (13,6%) respecto al control
negativo (10,9%); sin embargo, no sucedio6 asi en el caso de pre-miR-29b (10,5%). Al
analizar las células muertas por procesos diferentes a apoptosis (Anexina-, IP +), se
observo un incremento tras transfectar con pre-miR-29a y pre-miR-29b, con valores de
12,7% y 11,9%, respectivamente, mientras que el control negativo presentd un 4,94%

células en este estado.

Los estudios realizados con la linea de BTSCs G63 (Figura R.25.b) muestran
resultados similares a los de GN1C. Las células vivas tras la transfeccion con el control
negativo resultaron ser un 68% de la poblacion celular. Tras la transfeccion con pre-
miR-29a, este porcentaje disminuyd practicamente un 20%, hasta el 49,4%, mientras
que después de transfectar las células con pre-miR-29b apenas se observaron cambios
con respecto al control (66,1%). Los porcentajes de células en apoptosis temprana
permanecieron inalterables, en torno al 1% en todos los casos. Con respecto a la
apoptosis tardia, se aprecid un ligero incremento tras la transfeccion con pre-miR-29a
(17,1%) respecto al control negativo (14%), pero con pre-miR-29b no se observd este
efecto (9,9%). Por ultimo, tal y como ocurria en la linea GN1C (Figura R.25.a), el

mayor cambio se encontr6 en las células muertas por procesos diferentes a la apoptosis.
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Asi, tras la transfeccion con pre-miR-29a estas células representaron el 30,6% del total,
practicamente el doble que en linea transfectada con el control negativo (16,7%). En el
caso de pre-miR-29b también se observd este aumento, aunque en menor medida, ya
que las células muertas por procesos diferentes a apoptosis constituyeron el 20,7% de la

poblacion celular.
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Figura R.25 Analisis de muerte celular en las lineas de BTSCs GN1C y G63 4 dias después
de la transfeccién con pre-miR-29a y pre-miR-29b, mediante citometria de flujo. Se muestran las
medias de 3 experimentos independientes de citometria, tras la tincion con, anexina V-FITC y yoduro de
propidio, en las BTSCs a) GNIC y b) G63, 4 dias después de haber transfectado los precursores de
miRNAs, pre-miR-29a (pre-29a) y pre-miR-29b (pre-29b), asi como el control negativo de pre-miRs
(pre-C-).

En resumen, tanto la linea GN1C como la linea G63 mostraron un leve aumento
de la apoptosis tardia y un notable aumento de la muerte celular no apoptotica (necrosis)
tras ser transfectadas con pre-miR-29a. En el caso de pre-miR-29b se observé la misma

tendencia, aunque los cambios no fueron tan evidentes.

Para completar el estudio de la muerte celular inducida por miR-29a y miR-29b
en las BTSCs se analizaron los cambios de expresion de algunas proteinas implicadas

en apoptosis mediante Western blot.
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R.3.2.4.2. Analisis de expresion de proteinas implicadas en apoptosis

Se estudiaron los cambios de expresion de dos proteinas relacionadas con la

apoptosis, PARP y MCL1, en las lineas transfectadas con pre-miR-29a y pre-miR-29b.

PARP (polimerasa poli-(ADP-ribosa)) es una proteina nuclear que esta
implicada en la reparacion del DNA en respuesta a estrés medioambiental (Satoh &
Lindahl, 1992). Esta proteina puede ser escindida por numerosas caspasas in vitro
(Lazebnik et al., 1994; Cohen, 1997) y es una de las principales dianas de corte de
caspasa-3 in vivo (Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995), por lo que es marcadora
de las células que estan sufriendo un proceso de apoptosis (Oliver et al., 1998). Este
corte por parte de la caspasa-3 da lugar a un fragmento activo de 89 kDa que colabora

en el proceso apoptotico.

MCL1 (myeloid cell-leukemia-1) es un miembro anti-apoptdtico de la familia de
proteinas de BCL2 que tiene un papel critico en la regulacion del equilibrio entre las
sefiales de supervivencia y las de muerte celular (Yip & Reed, 2008). Los miembros de
la familia anti-apoptética de BCL2 se encuentran desregulados frecuentemente en
diversos canceres humanos (Backus et al., 2001; Zhang et al., 2002; Song et al., 2005),
y muy recientemente se ha descrito que MCL1 es la proteina de la familia de BCL2 con
mayor sobreexpresion en pacientes de GBM (Day et al., 2011). Ademas, esta descrito
que el cluster miR-29 regula la expresion de MCL1 y el proceso de apoptosis (Mott et
al., 2007). Por todos estos motivos, resultaba de gran interés estudiar la expresion de

MCLI en las lineas de BTSCs transfectadas con pre-miR-29a y pre-miR-29b.

En el caso de la linea de BTSCs GN1C, las muestras transfectadas con pre-miR-
29a y pre-miR-29b presentaron un ligero aumento del fragmento escindido de PARP

(89 kDa), respecto a los niveles de dicha proteina en la linea transfectada con el control
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negativo (Figura R.26). Este hecho va en consonancia con el leve aumento de apoptosis
observado mediante citometria de flujo en esta linea (ver R.3.2.4.1). Con respecto a la
proteina anti-apoptotica MCL1, la linea GNIC transfectada con pre-miR-29a y pre-
miR-29b exhibid una disminucion considerable de los niveles de expresion de la

proteina en ambos casos (Figura R.26).
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Figura R.26 Expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en la linea de BTSCs
GNIC 4 dias después de la transfeccion con pre-miR-29a y pre-miR-29b. Se analizaron mediante
Western blot los niveles de proteinas de MCL1 y PARP, respecto al control endégeno de B-Actina, en la
linea de BTSCs GNI1C 4 dias después de la transfeccion con los precursores de miRNAs control negativo
(C-), pre-miR-29a (29a) y pre-miR-29b (29b). La proteina PARP presenta una forma larga inactiva de
116 KDa y una forma digerida, activa, de 89 KDa.

En el caso de la linea de BTSCs G63, las muestras transfectadas con pre-miR-
29a y pre-miR-29b presentaron un aumento claro de los niveles de la proteina
marcadora de apoptosis PARP, en su estado activo de 89 KDa (Figura R.27). Con
respecto a la proteina anti-apoptotica MCL1, no se observaron los mismos efectos de
disminucién que los obtenidos con la linea GN1C (Figura R.26), quiza porque el nivel
basal de la proteina en el control negativo era mucho menor (Figura R.27), pero si se

aprecia una leve disminucion de esta proteina tras la transfeccion con pre-miR-29a.
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Figura R.27 Expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en la linea de BTSCs
G63 4 dias después de la transfeccion con pre-miR-29a y pre-miR-29b. Se analizaron mediante
Western blot los niveles de proteinas de MCL1 y PARP, respecto al control endégeno de B-Actina, en la
linea de BTSCs G63 4 dias después de la transfeccion con los precursores de miRNAs control negativo
(C-), pre-miR-29a (29a) y pre-miR-29b (29b). La proteina PARP presenta una forma larga inactiva de
116 KDa y una forma digerida, activa, de 89 KDa.

En resumen, las lineas de BTSCs estudiadas presentaron un leve aumento de la
proteina marcadora de apoptosis PARP, y la linea GN1C presenté una expresion de
MCL1 menor, cuando se induce la expresion de miR-29a y miR-29b en el estado de
neuroesfera. Estos resultados, junto con los de citometria del apartado anterior (ver
R.3.2.4.1), apoyan la funcién de miR-29a y miR-29b como inductores de muerte celular

en las lineas de BTSCs.

R.3.3. Analisis de las posibles rutas moleculares implicadas en la

diferenciacion de las BTSCs v su relacion con microRNAs

que se expresan diferencialmente durante este proceso

El siguiente paso de este trabajo consistio en analizar las rutas moleculares que
podrian estar implicadas en la diferenciacion de las BTSCs, para poder relacionarlas con
los miRNAs que se expresan diferencialmente durante este proceso. Para ello se llevo a
cabo un andlisis global de la expresion génica antes y después del proceso de

diferenciacion mediante hibridacion de microarrays de expresion.
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R.3.3.1. Analisis de los cambios de expresion génica durante la

diferenciacion de las BTSCs mediante high-throughput

screening con microarrays

Se estudiaron los cambios de expresion génica entre el estado de neuroesfera y
el estado de 4 dias de diferenciacion, en 4 lineas de BTSCs derivadas de pacientes de
GBM obtenidas en el laboratorio: G48, G52, G59 y G63. Para ello, los RNAs de estas
muestras se hibridaron en el microarray de expresion génica Human Genome U133 Plus
2.0 array de Affymetrix, que contiene alrededor de 54000 sondas que detectan la
expresion de aproximadamente 38500 genes (ver M.13). Tras el analisis bioinformatico
de los datos obtenidos en el microarray (ver M.13.1), se obtuvo una lista de 518 genes
que incrementaron su expresion con la diferenciacion y 415 genes cuya expresion
disminuyo.

Esta lista de genes se analizd con el programa bioinformatico /P4 9.0 (ver
M.13.1) para tratar de identificar las principales redes de genes, funciones biologicas y

rutas moleculares candnicas que sufren cambios durante el proceso de diferenciacion

(Figura R.28).
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Top Networks

Diseases and Disorders

ID Associated Network Functions Score
1 Genetic Disorder, Neurological Disease, Cellular Assembly and Organization 43
2 Cellular Growth and Proliferation, Cell Death, Cellular Development 42
3 Embryonic Development, Cell Cycle, Hair and Skin Development and Function 31
4 Nucleic Acid Metabolism, Small Molecule Biochemistry, Organismal Development 29
5 Carbohydrate Metabolism, Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry 28

Top Bio Functions

Embryonic Development

Name

Name p-value # Molecules
Neurological Disease 2.69E-14 - 3.49E-03 262
Cancer 1.31E-10 - 3.69E-03 222
Genetic Disorder 1.35E-10 - 3.12E-03 378
Cardiovascular Disease 6.57E-10 - 9.24E-04 170
Hematological Disease 6.57E-10 - 3.69E-03 143
Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 2.09E-10 - 3.55E-03 128
Cellular development 5.90E-08 - 3.69E-03 169
Cell Death 8.91E-08 - 3.62E-03 171
Cellular Growth and Proliferation 1.26E-06 - 3.69E-03 184
Cellular Assembly and Organization 1.09E-05 - 3.38E-03 76
Physiological System Development and Function

Name p-value # Molecules
Organismal Development 9.57E-09 - 2.95E-03 102
Cardiovascular System Development and Function ~ 2.30E-08 - 3.69E-03 73
Nervous System Developmet and Function 2.37E-08 - 3.29E-03 124
Tissue Development 1.00E-07 - 3.69E-03 108
3.35E-06 - 2.99E-03 59

Top Canonical Pathways

Cells in Rheumatoid Arthritis

p-value # Molecules
Wnt/B-catenin Signaling 2.01E-03 151174 (0.086)
Methionine Metabolism 3.11E-03 5/78 (0.064)
Human Embryonic Stem Cell Pluripotency 3.64E-03 12/154 (0.078)
Glutamate Receptor Signaling 6.24E-03 7169 (0.101)
Role of Macrophages, Fibroblasts and Endothelial 8.1E-03 20/332 (0.06)

Figura R.28 Principales redes de genes y rutas moleculares, asi como funciones bioldgicas,

que se encuentran alteradas al comparar las muestras de BTSCs en estado indiferenciado y

diferenciadas in vitro durante 4 dias, segiin el andlisis de los datos del microarray de expresiéon

génica con el programa bioinformatico /PA 9.0. Se resaltan en amarillo las que guardan mayor relacion

con procesos de desarrollo, diferenciacion, malignizacion y relacionados con el sistema nervioso.
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Asimismo, el andlisis con en programa /PA 9.0 permiti6 identificar los 10 genes

con mayor sobreexpresion e inhibicion durante el proceso de diferenciacion (Figura

R.29)

Top Molecules

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
AKR1C3 16.689
IL8” 46.538
IL1R1 15.466
ANPEP 4+5.459
KYNU* 1+5.398
CYP1B1* 45.101
DKK1 15.006
GULP1* +4.922
VCAM1 1+4.852
NRG1* 44514

Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
OLIG1 4+3.583
oLIGg2* 42.406
LPL* +2.035
SLC1A3" 11.947
RGS16” +1.902
FGFBP3 4+1.898
HSPD1* +1.844
SP8* 41.820
TMOD1* +1.784
SLC1A2" +1.770

Figura R.29 Genes con mayor cambio de expresion entre las muestras en estado
indiferenciado y diferenciadas in vitro durante 4 dias, segin el microarray de expresion

génica,analizado con el programa bioinformatico 7PA 9.0.

Una vez analizados los cambios en el perfil de expresion génica de las BTSCs
durante la diferenciacion, se procedio a relacionar estos resultados con los miRNAs que

presentaron expresion diferencial durante este proceso (ver R.3.1).
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R.3.3.2. Busqueda bioinformatica de posibles genes diana de los

miRNA seleccionados entre los genes con expresion

diferencial durante el proceso de diferenciacion de las BTSCs

En primer lugar se realizé una busqueda bioinformatica de las posibles dianas de
los 8 miRNAs validados a partir del microarray de miRNAs (miR-21, miR-31, miR-
29a, miR-29b, miR-221, miR-222, miR-93 y miR-106a) en las siguientes bases de
datos: miRanda, PicTar, TargetScan y MicroCosm (ver M.14). Una vez obtenida la lista
de genes cuya expresion podria estar regulada por estos 8 miRNAs, se compard con los
datos obtenidos del microarray de expresion, teniendo en cuenta el hecho de que la

regulacion de los miRNAs se produce inhibiendo a sus genes diana.

Asi se obtuvo una lista de 230 genes, cuya expresion disminuia durante la
diferenciacion, que podrian ser genes diana de los 6 miRNAs sobreexpresados durante
este proceso (miR-21, miR-31, miR-29a, miR-29b, miR-221 y miR-222).
Posteriormente se agruparon los datos de expresion de estos genes mediante un
clustering jerarquico supervisado (ver M.14) para su representacion grafica (Figura

R.30).
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Figura R.30 Representacion del clustering jerarquico supervisado de los 230 genes cuya

expresion se inhibe tras 4 dias de cultivo de las BTSCs en medio de diferenciaciéon (DF) con
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respecto al estado de neuroesfera (SC), y que ademas son posibles dianas de 6 microRNAs cuya
expresion se incrementa durante el proceso de diferenciacion. La intensidad de color corresponde al
nivel de expresion de cada gen en escala logaritmica en base 2 normalizado con respecto su valor

promedio entre las muestras.

Ademas se obtuvo una segunda lista de 108 genes: los que aparecian
sobreexpresados durante la diferenciacion de las BTSCs y ademads eran posibles genes
diana de dos miRNAs cuya expresion se inhibia durante este proceso (miR-93 y miR-
106a) Estos datos también se agruparon mediante un clustering jerarquico supervisado

(ver M.14) para su representacion grafica (Figura R.31).
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Figura R.31 Representacion del clustering jerarquico supervisado de los 108 genes cuya
expresion aumenta tras 4 dias de cultivo de las BTSCs en medio de diferenciacion (DF) con

respecto al estado de neuroesfera (SC), y que ademas son posibles dianas de 2 microRNAs cuya
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expresion disminuye durante el proceso de diferenciacion: hsa-miR-93 y hsa-miR-106a. La
intensidad de color corresponde al nivel de expresion de cada gen en escala logaritmica en base 2

normalizado con respecto a su valor promedio entre las muestras.

Posteriormente, se unieron estas dos listas de genes potencialmente regulados
por los miRNAs seleccionados y con expresion diferencial en las muestras durante el
proceso de diferenciacidon, y se generd una unica lista, que se analiz6 mediante el
programa bioinformatico /P4 9.0. De esta forma, se descubrieron las principales redes
de genes, funciones bioldgicas y rutas moleculares candnicas alteradas en estos datos

(Figura R.32).
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Top Networks

ID Associated Network Functions Score
1 Cellular Assembly and Organization, Cellular Compromise,, Gene Expression 39
2 Genetic Disorder, Neurological Disease , Gastrointestinal Disease 37
3 Cellular Growth and Proliferation, Cell Death, Organ Morphology 35
4 Cell Signaling, Cellular Development, Organismal Survival 31
5 Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Gene Expression, Cell Death 28

Top Bio Functions

Diseases and Disorders

Name p-value # Molecules
Neurological Disease 5.54E-10 - 1.66E-02 119
Endocrine System Disorders 5.57E-07 - 1.77E-04 69
Gastrointestinal Disease 5.57E-07 - 1.66E-02 112
Genetic Disorder 5.57E-07 - 1.66E-02 159
Metabolic Disease 5.57E-07 - 1.66E-02 71

Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 6.63E-06 - 1.66E-02 49

Cellular Growth and Proliferation 1.79E-05 - 1.66E-02

Cellular Development 6.24E-05 - 1.66E-02 65

Cell Cycle 8.71E-05 - 1.66E-02

Cell Death 8.71E-05 - 1.66E-02 72

Physiological System Development and Function

Name p-value # Molecules
Tissue Development 7.02E-07 - 1.66E-02 46

Nervous System Development and Function 1.32E-06 - 1.66E-02 61
Organismal Survival 1.69E-04 - 1.50E-02 37

Tissue Morphology 3.55E-04 - 1.66E-02 16
Cardiovascular System Development and 7.12E-04 - 1.66E-02 25

Function

Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
Glutamate Receptor Signaling 3.19E-04 6/69 (0.087)
Whnt/B-catenin Signaling 3.93E-04 10/174 (0.057)
B Cell Receptor Signaling 9.19E-03 7/156 (0.045)
Molecular Mechanisms of Cancer 9.83E-03 12/377 (0.032)
Inhibition of Angiogenesis by TSP1 1.71E-02 3/39 (0.077)

Figura R.32 Principales redes de genes y rutas moleculares, asi como funciones bioldgicas,
que se encuentran alteradas al comparar las muestras de BTSCs en estado indiferenciado y
diferenciadas in vitro durante 4 dias, segiin el analisis con el programa bioinformatico P4 9.0 de
los datos obtenidos al combinar los resultados del microarray de miRNAs y del microarray de
expresion génica. Se resaltan en amarillo las que guardan mayor relacion con procesos de desarrollo,

diferenciacion, malignizacion y relacionados con el sistema nervioso.

Los resultados obtenidos de este analisis son similares a los obtenidos al estudiar

todos los datos de microarray de expresion génica sin tener en cuenta solo las posibles
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dianas de los miRNAs seleccionados (Figura R.28), lo que podria indicar que la
regulacion por miRNAs afecta a las funciones mas importantes que sufren cambios
durante la diferenciacion de las BTSCs. Asi, dos de las rutas moleculares candnicas
alteradas con valores de probabilidad mas significativos, se encontraron también entre
las obtenidas a partir del estudio del microarray de expresion génica. Son las rutas de
Wnt/p-catenina, con 6 de 69 genes con expresion alterada (Figura R.32 y R.33), y la

ruta del receptor del glutamato, con 10 de 174 genes con expresion alterada (Figura
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Figura R.33 Imagen de la ruta de Wnt/B-catenina, con los genes que son posibles dianas de
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los miRNAs seleccionados y que presentan expresion diferencial durante la diferenciacion de las
BTSCs resaltados en color. Esta imagen se ha creado con los datos analizados a través del programa
bioinformatico /P4 9.0. Se incluyen los valores de expresion relativa de los genes con expresion
diferencial, calculados como logaritmo de fold change (logFC). El codigo de colores muestra las
moléculas sobreexpresadas en rojo, mientras que las moléculas infraexpresadas aparecen en verde, y las

intensidades de color son proporcionales al cambio de expresion.
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Figura R.34 Imagen de la ruta del receptor del glutamato, con los genes que son posibles
dianas de los miRNAs seleccionados y que presentan expresion diferencial durante la
diferenciacion de las BTSCs resaltados en color. Esta imagen se ha creado con los datos analizados a
través del programa bioinformatico IPA 9.0. Se incluyen los valores de expresion relativa de los genes

con expresion diferencial, calculados como logaritmo de fold change (logFC). El cdédigo de colores
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muestra las moléculas sobreexpresadas en rojo, mientras que las moléculas infraexpresadas aparecen en

verde, y las intensidades de color son proporcionales al cambio de expresion.

Por ultimo, el andlisis con en programa /PA 9.0 permiti6 identificar los 10 genes
con mayor sobreexpresion y los 10 con mayor inhibicién resultantes de este estudio

combinado de los datos de los dos experimentos de microarrays (Figura R.35).

Top Molecules

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
AKR1C3 46.689
IL8™ 46.538
IL1R1 45.466
DKK1 45.006
GULP1* 44922
VCAM1 44.852
CXCL14* 4+4.504
ALDH3A1 4+4.451
FHL2 44.294
SEMA3C” +4.195

Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
LPL* 12.035
RGS16* 4+1.902
SP8* 11.820
MACROD2* +1.805
SLC1A2" 41.770
TOX3" +1.752
ATF3* $1.702
PTCHD1~ 4+1.698
SPRY1* 11614
MEGF11~ 4+1.606

Figura R.35 Genes con mayor cambio de expresion entre las muestras en estado
indiferenciado y diferenciadas in vitro durante 4 dias, y que ademas son posibles dianas de los

miRNAs seleccionados en este estudio, segiin el analisis con el programa bioinformatico 7PA4 9.0.
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Discusion

El descubrimiento de la subpoblacion de BTSCs dentro de los GBMs (escasa en
nimero, pero resistente a la terapia y con capacidad de regenerar el tumor tras la
supresion del tratamiento) sugiere que, tanto su eliminacion de forma efectiva como la
induccion de su diferenciacion en células que pierdan tales capacidades oncogénicas
podrian constituir aproximaciones terapéuticas que mejorarian la supervivencia de los
pacientes. Por ejemplo, se ha demostrado que la induccion de la diferenciacion de
BTSCs CD133" de GBM por parte de la proteina 4 morfogenética de hueso (BMP4) es
capaz de inhibir el crecimiento tumoral intracerebral de GBM en ratones (Piccirillo et
al., 2006). Ademas de los genes codificantes, distintas moléculas de RNA no
codificante podrian tener importancia para inducir la diferenciacion terapéutica de las
BTSCs. Resultan de especial interés los miRNAs, que son moléculas de RNA de
alrededor de 21-23 nucleotidos, capaces de inducir la degradacion y/o impedir la

traduccion de mRNAs al unirse a sus regiones 3" UTR por complementariedad parcial.

Desde el descubrimiento inicial de los miRNAs como responsables de fenotipos
mutantes en el desarrollo de Caenorhabditis elegans, se ha ido haciendo evidente su
papel como reguladores esenciales de los procesos de division de las células madre y
del desarrollo de diferentes organismos. Por ejemplo, la anulacion de la actividad de la
enzima RNAsa III Dicer, hecho que impide la biogénesis de miRNAs, interrumpe la
division de las células madre de linea germinal en insectos (Hatfield e al., 2005) y
células madre embrionarias murinas (Murchison et al., 2005), e impide el desarrollo
embrionario temprano en pez cebra (Wienholds et al., 2003) y raton (Bernstein et al.,
2003). Asimismo, se ha descrito que los miRNAs son importantes en la etiologia del
cancer, pudiendo actuar como oncogenes o como supresores tumorales. En este sentido,
la expresion del cluster de miRNAs miR-17-92 aumenta la angiogénesis tumoral (Dews

et al., 2006) y acelera el desarrollo de linfomas de células B inducidos por c-Myc en
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ratones (He et al, 2005), mientras que miRNA let-7 regula transcripcionalmente al
oncogén ras (Johnson et al, 2005) e inhibe el crecimiento de las células de
adenocarcinoma pulmonar (Takamizawa et al., 2004). Parece que la disminucion de la
expresion de miRNAs supresores tumorales es especialmente importante en la
transformacion tumoral, ya que el bloqueo de la biogénesis de los miRNAs provoca la
transformacion celular y la tumorigénesis (Kumar et al., 2007). Ademas, se ha
observado una inhibicion global de la expresion de miRNAs en multiples tipos

tumorales en comparacion con los tejidos normales correspondientes (Lu et al., 2005).

También se ha implicado a los miRNAs en la diferenciacion de los cultivos
derivados de células madre embrionarias murinas (ES). Por ejemplo, la expresion de
miR-124 y miR-9 aumenta durante la diferenciacion de progenitores neurales derivados
de células ES murinas, y la manipulacion experimental de miR-124 y miR-9 induce la
diferenciacion hacia el linaje neural en los cultivos derivados de estas células ES
(Krichevsky et al, 2006). Ademads, la sobreexpresion de miR-124 induce Ia
diferenciacion neuronal en células de neuroblastoma murino y lineas celulares
tumorales de raton embrionarias (Makeyev et al., 2007). Por otra parte, se ha descrito
que las NSCs corticales murinas deficientes en Dicer muestran una diferenciacion
aberrante y sufren muerte celular cuando se retiran los factores de crecimiento del
medio, mientras que en células con Dicer funcional esta falta de factores de crecimiento
induce la diferenciacion. Este hecho demuestra la implicacion de los miRNAs en la
regulacion de la diferenciacion de las NSCs (Kawase-Koga et al., 2010). La gran
similitud que existe entre las células NSCs y las BTSCs (Liu et al., 2008) ha llevado a
analizar el papel que pueden jugar los miRNAs en la biologia de las BTSCs. Silber et
al. estudiaron 192 miRNAs en las NSCs de raton y hallaron que miR-124 y miR-137

promueven la parada de ciclo celular en GO/G1 e inducen la diferenciacion neuronal-
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like en las NSCs murinas en ausencia de la sefalizacion de factores de crecimiento. Al
trasladar estos estudios a las GBM-BTSCs, observaron el mismo efecto (Silber et al.,

2008).

En base a las crecientes evidencias que apoyan el papel de los miRNAs en la
promocion de la diferenciacion y proliferacion de las BTSCs derivadas de pacientes de
GBM, en este estudio hemos investigado el papel de los miRNAs en la diferenciacion
de estas células. Para ello hemos utilizado un modelo de diferenciacion de BTSCs
desarrollado en colaboracion con el laboratorio del Dr. Ferndndez Luna, en el que ha
participado la autora de este trabajo de tesis doctoral (Nogueira et al., 2011). Este
modelo emplea un medio de cultivo de induccién de diferenciacion in vitro ligeramente
diferente al que se ha utilizado en otros estudios con BTSCs en forma de neuroesferas,
ya que no se retiran los factores de crecimiento FGF2 y EGF del medio de cultivo, sino
que se elimina el suplemento B27 y se anade suero de ternera fetal al 10% de
concentracion. Con esta modificacion se busca mantener unas condiciones lo mas
similares posibles al microambiente tumoral del GBM en el cerebro de los pacientes,
donde los factores de crecimiento se encuentran presentes permanentemente y provocan
la proliferacion de las BTSCs. En este estudio se demuestra que la diferenciacion de las
BTSCs tiene lugar en esta situacion, evidenciandose un cambio de expresion de
marcadores de células indiferenciadas y de diferenciacion hacia los principales linajes
neurales del SNC, tanto a nivel de mRNA como de proteina. Ademas, este mismo
modelo de diferenciacion se ha empleado para estudiar los efectos de un inhibidor de la

ruta NFkB en la diferenciacion de las BTSCs (Nogueira ef al., 2011).

Los resultados de nuestro estudio sugieren que los miRNAs podrian jugar un

papel importante en el proceso de diferenciacion de las BTSCs, ya que los posibles
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genes diana de los miRNAs seleccionados forman parte de las mismas rutas que se ven

alteradas en el proceso de diferenciacion (ver Figura R.28 y Figura R.32).

Otro dato a tener en cuenta es que muchos de los miRNAs que hemos hallado
con cambios en la expresion durante la diferenciacion de las BTSCs pertenecen a
clusters de miRNAs, y varios de ellos son clusters pardlogos entre si. El miRNA hsa-
miR-106a se localiza en el cluster miR-106a/363 situado en la regién cromosdmica
Xq26.2 (Fujita et al., 2011), junto con hsa-miR-363, hsa-miR-92-2, hsa-miR-19b-2,
hsa-miR-20 y hsa-miR-18b (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). De la misma forma,
hsa-miR-106b forma parte del cluster miR-106b/25 localizado en la region
cromosdmica 7q22.1 (Fujita et al., 2011), junto con hsa-miR-25 y hsa-miR-93
(Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). Estos dos clusters son pardlogos entre si y con un
tercer cluster de miRNAs, el cluster miR-17/92 localizado en la region cromosdmica
13931—q32 (Fujita et al., 2011), que contiene los miRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-18a,
hsa-miR-19a, hsa-miR-20a, hsa-miR-19b-1 y hsa-miR-92a-1 (Kozomara & Griffiths-
Jones, 2011). El hecho de que la mayoria de los miRNAs que componen estos clusters
pardlogos presenten una expresion disminuida en el estado diferenciado de las BTSCs
sugiere que estos tres clusters paralogos siguen un patron de expresion similar durante
este proceso. De esta forma, se apoya la hipotesis de que estos clusters de miRNAs
podrian estar implicados en procesos similares y esto sugiere la presencia de redes de
regulacion coordinadas de miRNAs que podrian jugar papeles importantes durante la
diferenciacion de las BTSCs, asi como ocurre en la diferenciacion de los linfocitos, por

ejemplo (Malumbres & Lossos, 2010).

Ademas, los resultados obtenidos tras el screening global de expresion de
miRNAs en las muestras de BTSCs durante el proceso de diferenciacion, muestran que

3 de los miRNAs del cluster miR-17/92 se encuentran inhibidos en este proceso (ver
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R.3.1.1). Se trata de los miRNAs miR-17, miR-19a y miR-20a. Se ha descrito que en la
subclase de precursores oligoneurales de GBM, el oncogén MYC presenta amplificacion
gendmica e induce la expresion del cluster oncogénico miR-17/92 (Kim et al., 2011).
Estos datos sugieren que miR-17/92 podria funcionar como un componente del
programa oncogénico de MYC en GBM. Se ha observado ademas la sobreexpresion del
cluster miR-17/92 en linfomas de células B (He et al, 2005), cancer de pulmoén
(Hayashita et al., 2005), meduloblastoma (Uziel et al., 2009) y cancer tiroideo
anaplasico (Takakura et al., 2008), estando dicha sobreexpresion relacionada con la
sobreexpresion de MYC. El cluster miR-17/92 es una diana directa de c-Myc
(O'Donnell et al., 2005) y colabora con c-Myc en el desarrollo de linfomas de células B
(He et al., 2005). En este contexto, miR-17/92 podria proveer a las células de ventajas
proliferativas, impidiendo la salida del ciclo celular o la diferenciacion. Ademas de su
sobreexpresion en células tumorales, se ha observado que este cluster estd altamente
expresado en células ES murinas y dichos niveles disminuyen durante el desarrollo
embrionario en el raton (Thomson et al., 2004). Concretamente, se ha descrito que este
cluster se encuentra expresado a altos niveles en el desarrollo temprano del tejido
pulmonar, mientras que esta expresion decrece conforme avanza dicho desarrollo (Lu et
al., 2007). En este mismo estudio realizaron experimentos de sobreexpresion del cluster
miR-17/92 en el epitelio pulmonar embrionario murino y comprobaron que los
pulmones de estos animales transgénicos presentaban un fenotipo aberrante, con
numerosas células epiteliales proliferativas. Asimismo, la diferenciacion hacia células
epiteliales proximales se encontraba inhibida en este tejido. En este mismo trabajo,
descubrieron a Rbl2 (de la familia de Rb) como diana de miR-17-5p. Estos datos
apuntan al papel del cluster miR-17/92 como promotor de la proliferacion y el estado

indiferenciado en progenitores epiteliales de pulmén murinos. Los resultados obtenidos
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en nuestro estudio indican que los niveles de expresion del cluster miR-17/92
disminuyen durante el proceso de diferenciacion de las células BTSCs de GBM. Esta
observacion concuerda con los datos de la literatura que muestran una disminucion de
su expresion en la diferenciacion celular de progenitores epiteliales pulmonares

embrionarios murinos.

Tras el analisis de los cambios de los perfiles de expresion globales de miRNAs
durante el proceso de diferenciacion, seleccionamos 6 miRNAs con aumento de
expresion durante este proceso y evaluamos su influencia sobre la induccion de la
diferenciacion (en el caso de miR-21, miR-31, miR-221 y miR-222) o la muerte celular

(miR-29a y miR-29b).

MiR-21 es uno de los miRNAs con mayor sobreexpresion en el estado
diferenciado de las BTSCs estudiadas en este trabajo, respecto a las células en estado
indiferenciado (Ver R.3.1). Este miRNA esta localizado en la regiéon cromosdmica
17923.1 (Fujita et al., 2011), sin formar parte de ningin c/uster de miRNAs (Kozomara
& Griftiths-Jones, 2011). MiR-21 ha sido histéricamente descrito como un onco-miR y
se conoce su importante implicacion en la malignidad del GBM, especialmente como
factor anti-apoptotico (Ver 1.5.3.2.1.1). Sin embargo, se han publicado resultados
conflictivos respecto al papel de miR-21 en la biologia de las células madre. Se ha
descrito que el represor neural REST mantiene la autorrenovacion y la pluripotencia de
las células ES murinas a través de la supresion de miR-21 (Singh ef al., 2008) con lo
que podria estar comportandose como un factor antiproliferativo en estas células.
Ademas, miR-21 tiene como dianas a Nanog y Sox2 en las células ES murinas, los
cuales son factores necesarios para la autorrenovacioén de dichas células (Singh et al.,
2008). De esta forma, existen crecientes evidencias que implican a miR-21 en la

biologia de las células madre, mientras que sus efectos en las BTSCs no se habian
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estudiado hasta este trabajo. Con respecto a su papel en otros procesos de
diferenciacion, se ha descrito que miR-21 regula la diferenciacion adipogénica a través
de TGFp en células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (Kim et
al., 2009b). También se ha descrito la induccion de la expresion de miR-21 durante la
diferenciacion de lineas celulares que expresan niveles bajos o indetectables de miR-21,
como es el caso de las células ES murinas, neuroblastoma y la linea mieloide HL-60
(Chan et al., 2005; Houbaviy et al., 2003; Talotta et al., 2009; Chen et al., 2008).
Asimismo, se ha observado que la induccion de diferenciacion en la linea celular de
cancer de mama MCF7 mediante ATRA, aumenta la expresion de miR-21 (Terao et al.,
2011). También se ha descrito que la proteina BMP4 (comentada previamente en esta
discusion, como inductora de diferenciacion en BTSCs de GBM y capaz de inhibir el
crecimiento tumoral en ratones (Piccirillo et al., 2006)), aumenta la expresion de miR-
21 en las células de musculo liso vascular (Davis & Hata, 2009). En el presente trabajo
encontramos que miR-21 induce la diferenciacion de la linea de BTSCs GNIC hacia
linaje astrocitario (aumento sustancial de la proteina GFAP, ver R.3.2.2.2) cuando se
sobreexpresa en el estado de neuroesfera. A pesar de su conocido papel como oncogén
en GBM, el hecho de que la expresion de miR-21 aumente en la diferenciacion de las
BTSCs de GBM concuerda con los datos de la literatura que evidencian el aumento de
este miRNA en otros procesos de diferenciacion, como en la diferenciacion inducida de
lineas celulares de neuroblastoma o en células de cancer de mama tratadas con ATRA, y
su implicacion en la regulacion de otros procesos de diferenciacion celular como la

adipogénica o la miogénica.

MiR-31 también se ha hallado sobreexpresado en las muestras de BTSCs en
estado de diferenciacion en este trabajo (Ver R.3.1). Este miRNA se encuentra en la

region cromosdmica 9p21.3 (Fujita et al, 2011) y no se asocia a ningin cluster de
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miRNAs (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). Se ha observado su sobreexpresion en
diversos tipos de cancer. En un trabajo publicado recientemente hallaron que miR-31
era uno de los miRNAs mds sobreexpresados en canceres de pulmoén tanto murinos
como humanos, y actuaba como onco-miR mediante la represion directa de dos genes
supresores tumorales, LATS2 y PPP2R2A (Liu et al, 2010). Asimismo, se ha
evidenciado relacién entre el aumento de expresion de miR-31 (y miR-21) y las
caracteristicas clinicopatoldgicas del cancer colorrectal (Slaby et al., 2007). Respecto a
su papel en la diferenciacion celular, existe un estudio sobre diferenciacion en lineas
celulares de células madre mesenquimales murinas, en el que observaron que al exponer
dichas células a la proteina pro-diferenciativa de adipocitos BMP-2, las células
aumentaban significativamente la expresion de miR-31 (y miR-24) (Sun et al., 2009).
Por otra parte, se ha descrito que la sobreexpresion de miR-31 en células de cancer de
mama agresivo inhibe la metéstasis en este tipo tumoral (Valastyan et al., 2009). Esto
sugiere que la expresion elevada de miR-31 en células con alta actividad proliferativa
podria prevenir alteraciones relacionadas con la progresion tumoral (Mardaryev et al.,
2010). En este trabajo mostramos que miR-31 provoca un aumento de expresion del
mRNA del marcador de diferenciacion GALC en la linea de BTSCs G52 cuando se
sobreexpresa en el estado de neuroesfera (Ver R.3.2.2.1), hecho que va en consonancia
con los datos de la literatura que apuntan a su papel en la regulacion de la diferenciacion

adipogénica inducida por BMP-2.

Los miRNAs hsa-miR-221 y hsa-miR-222 conforman un cluster (Kozomara &
Griffiths-Jones, 2011) en la region cromosémica Xpl1.3 (Fujita et al., 2011), que
también se halla sobreexpresado en las BTSCs en estado de diferenciacion. Se ha
descrito la sobreexpresion de los miRNAs de este cluster en los gliomas de alto grado,

incluido el GBM, y se les considera implicados en la regulacion del ciclo celular y la
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ruta AKT en esta enfermedad (Ver 1.5.3.2.1.2). Respecto a su papel en la diferenciacion
celular, se ha publicado que este cluster se sobreexpresa durante el proceso de
induccion de diferenciacion en la linea celular mieloide HL-60 (Chen et al., 2008).
Asimismo, se ha descrito su implicacion en la diferenciacion miogénica del musculo
esquelético (Cardinali et al., 2009), la diferenciacion condrogénica mediante inhibicion
de Mdm?2 (Kim et al., 2010); en la eritropoiesis, siendo su diana el receptor de Kit (Felli
et al., 2005) y en la diferenciacion de células dendriticas humanas del sistema inmune,
en las que regulan el desarrollo, la apoptosis y la produccion de IL-12 a través de la
inhibicion de p27*P!, KPC1y SOCS-1 (Lu et al., 2011). En este trabajo observamos que
la inhibicién tanto de miR-221 como de miR-222 en la linea de BTSCs GN1C en estado
de diferenciacion, provoca una notable reduccion de los marcadores de diferenciacion
neural, especialmente de la proteina de diferenciacion astrocitaria GFAP, y ademas se
observaron cambios morfologicos asociados a esta inhibicion (Ver R.3.2.2.2): las
células pierden su morfologia caracteristica en el estado diferenciado, mostrando
prologaciones citopldsmaticas visiblemente reducidas. Estos datos van en consonancia
con la implicacion de este cluster de miRNAs descrita en otros procesos de
diferenciacion celular, como la condrogénica o la eritropoyética; pese a la conocida
sobreexpresion de miR-221 en pacientes de GBM, que apoya su papel como oncogén en
esta enfermedad. En este sentido, este cluster podria ejercer la regulacion de los
procesos de diferenciacion en las BTSCs de GBM mediante su conocido papel como
activador de la ruta AKT (Zhang et al., 2010), ya que la activacion de esta ruta es
necesaria para otros procesos de diferenciaciéon neural, como es el caso de la
diferenciacion inducida por acido retinoico en lineas celulares de neuroblastoma

(Lopez-Carballo et al., 2002).
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El miRNA hsa-miR-29a se encuentra en un cluster en la region cromosdmica
7q32.3 (Fujita et al., 2011) junto con hsa-miR-29b-1 (Kozomara & Griffiths-Jones,
2011), ambos sobreexpresados en el estado diferenciado de las BTSCs. Estos miRNAs
se han relacionado con funciones antimutorales, asi, se ha demostrado que el cluster
miR-29 suprime la tumorigenicidad en el cancer pulmonar no microcitico al normalizar
los patrones alterados de metilacion, inhibiendo a DNMT3A y DNMT3B (Fabbri ef al.,
2007). Ademas, estos miRNAs actuan como activadores de la diferenciacion miogénica
y como supresores del rabdomiosarcoma (Wang et al., 2008) donde aparecen
silenciados epigenéticamente. MiR-29a y miR-29b estan implicados también en la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis en cancer. Se ha comprobado que los clusters
de miRNAs miR-29a/b/c inhiben de forma directa a la quinasa dependiente de ciclina 6
(CDK®6) en estudios llevados a cabo en células de pacientes de linfoma de células del
manto (MCL) (Zhao et al., 2010). Esta proteina estd implicada la liberacion del factor
de transcripcion E2F de su unién a RB1 y la consiguiente progresion a la fase S del
ciclo celular. Ademas, se ha comprobado que el cluster miR-29 regula negativamente
otros genes importantes, incluyendo oncogenes como Tcll (Pekarsky et al., 2006) y
Mcll (Mott et al, 2007), asi como genes implicados en crecimiento celular y
supervivencia tales como YY1 (Wang et al., 2008), p85a y CDC42 (la inhibicion de
ambos provoca el aumento de p53) (Park et al., 2009) y DNMT3 (Fabbri et al., 2007).
A continuacién se muestra un esquema del mecanismo de accidn del cluster miR-29 en

el MCL (Zhao et al., 2010):
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Con respecto al GBM, un analisis previo de las proteinas anti-apoptoticas de la
familia de BCL2 en esta enfermedad demostré que MCLI es la proteina de dicha
familia mas expresada en la mayoria de gliomas malignos (Day et al., 2011). En este
mismo trabajo, comprobaron que MCL1 poseia una importancia funcional en las células
de GBM, ya que su neutralizacion inducia la apoptosis por si misma e incrementaba la
apoptosis inducida por quimioterapia. En el trabajo llevado a cabo para esta tesis
doctoral hemos demostrado que miR-29a y miR-29b inducen la muerte celular al ser
sobreexpresados en las BTSCs en el estado de neuroesfera (Ver R.3.2.3 y R.3.2.4), y
hemos comprobado que la inhibiciéon de MCL1 por parte de miR-29a y miR-29b ocurre
también en las BTSCs (Ver R.3.2.4.2). Por tanto, proponemos que miR-29 podria estar

induciendo mecanismos de muerte celular en las células diferenciadas a partir de

BTSCs, mediante un mecanismo de accion similar al observado en MCL.

Una vez estudiada la implicacion de los miRNAs seleccionados en la
diferenciacion o induccion de la muerte celular de las BTSCs, nos preguntamos sobre
las posibles vias moleculares implicadas en el proceso de diferenciacion que podrian
estar reguladas por estos miRNAs. Una de las rutas mas alteradas en las que participan

posibles dianas de los miRNAs seleccionados es la ruta de WNT (Ver R.3.3.1).
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La ruta de sefializacion WNT se encarga de regular el equilibrio entre
autorrenovacion y diferenciacion en el SNC (Zechner ef al., 2003). A pesar de que la
sefializacion de WNT es capaz de influir en las decisiones de linaje celular tales como la
diferenciacion neural de NSCs (Muroyama et al., 2004), la diferenciacion de células ES
hacia interneuronas dorsales (Murashov et al., 2005), y la diferenciacion de NSCs hacia
neuronas dopaminérgicas (Haegele et al., 2003), la sefalizacion WNT predomina en la
proliferacion de las células madre y la expansion de las NSCs (Chenn & Walsh, 2002),
e inhibe la diferenciacion (Haegele ef al., 2003; Aubert ef al., 2002). En un trabajo en el
que indujeron la diferenciaciéon de NSCs mediante sobreexpresion de Olig2, se observd
la inhibicion de la sefializacion WNT (Ahn et al., 2008), acompaniada por un aumento
de expresion de Dkkl (Dickkopf-1), un potente antagonista de la ruta. Al tratar las
NSCs con Dkkl, se producia una induccién de la diferenciacion hacia astrocitos,
neuronas y oligodendrocitos, junto con un bloqueo de la ruta de WNT. Estos mismos
efectos son los que observamos en nuestro modelo de diferenciacion de BTSCs. Los
genes de la via de sefializacion Wnt aparecen inhibidos (Figura R.33) y DKK/ es uno de
los genes con mayor incremento de expresion segin los datos del microarray de
expresion génica (Figuras R.29 y R.35). En el andlisis bioinforméatico de las posibles
dianas de los miRNAs estudiados, encontramos posibles sitios de union para miR-106a
en la region 3" UTR de DKKI. A la vista de nuestros resultados, proponemos que la
disminucion de la expresion de miR-106a que encontramos en la diferenciacion de las
BTSCs podria conllevar la sobreexpresion de DKKI1, que a su vez inhibiria la
sefializacion WNT, permitiendo la diferenciacion. Por otra parte, se ha implicado a
miR-21, y su diana WNT1, en la regulacion de la diferenciacion de células dendriticas
del sistema inmune (Hashimi et al., 2009). Como WNTI1 es capaz de inducir la via

WNT (Hashimi et al., 2009), la sobreexpresion de este miRNA que hallamos en la
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diferenciacion de las BTSCs podria participar también en la represion de la via WNT y

asi favorecer la diferenciacion de estas células.

Ademas de los cambios en la expresion de genes que forman parte de esta ruta,
cabe destacar la disminucion de la expresion de SPRYI (Sprouty homolog 1) (Ver
Figura R.35), antagonista de la sefalizacion Fgf en la ruta de la neurotrofina/TRK. Se
ha descrito que la eliminacion de SPRY! y SPRY2 en ratones knock-out homocigotos,
aumenta la diferenciacion de las células progenitoras en el desarrollo embrionario
(Faedo et al., 2010). Asimismo, se ha descrito que SPRY! es diana directa de miR-21
(Thum et al., 2008). Por tanto, proponemos que parte del efecto pro-diferenciativo de
miR-21 en las BTSCs observado en nuestro estudio, podria estar ocurriendo mediante la

represion de SPRY1.

En resumen, nuestro trabajo resalta la importancia de ciertos miRNAs en el
proceso de diferenciacion de las BTSCs, lo cual podria ser de utilidad en el tratamiento
del GBM. El descubrimiento de que los patrones de expresion de miRNAs se hallan
alterados en numerosas enfermedades humanas, incluido el cancer, ha llevado a la
propuesta de una "terapia de re-expresion de miRNAs". Para este tipo de terapias son
especialmente interesantes los miRNAs que son capaces de inhibir represores de rutas
de diferenciacion, proteinas que participan en la degradacion de farmacos antitumorales
y oncogenes. Este tipo de terapias se ven favorecidas en el tratamiento del cancer, ya
que son menos habituales los miRNAs que actian como onco-miRs que los que actuan
como supresores tumorales. La re-expresion de uno de estos miRNAs con funciéon de
supresor tumoral podria inhibir la expresion de multiples oncogenes (Chuang & Jones,
2007). Ademas, la re-expresion de miRNAs especificos de tejido, cuya expresion se ha
inhibido en el cancer, hasta sus niveles fisiologicos, puede inducir la desdiferenciacion

de las células tumorales (Taulli et al., 2009; Garofalo et al., 2008). Esto se debe a que
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existen miRNAs que actian como inductores muy potentes de la diferenciacion a un
tipo celular concreto. Por ejemplo, la transfeccion de miR-1 (miomiR) o miR-124
(neuromiR) en células de la linea celular HeLa provoca la infra-expresion de cientos de
genes y cambiaba el perfil de expresion de mRNAs hacia el perfil del tejido en el que
estos miRNAs se encuentran enriquecidos (Lim et al., 2005). Ademas se ha descrito que
la transfeccion de miR-124 induce cambios fenotipicos neuronales, al afectar la
expresion de marcadores especificos de neuronas en células madre derivadas de tumores
neurales/cerebrales de raton y de GBM humano (Silber et al, 2008). Estos datos
sugieren que los miRNAs especificos de tejido con funcién supresora de tumores
poseen el potencial de promover la re-diferenciacion de las células tumorales hacia sus
semejantes normales, y de los tumores solidos a sus tejidos originales, haciendo
especialmente interesante la posibilidad de utilizarlos como inductores de diferenciacion

para tratar distintos canceres.

Ya existen evidencias de la utilidad de los miRNAs como agentes terapéuticos
contra enfermedades humanas en modelos animales. Un modelo terapéutico de
metastasis 0sea mediante xenotransplante de cancer de prostata, reveld que el
atelocolageno podia administrar eficientemente de forma sistémica miR-16 a las células
tumorales de téjidos Oseos en ratones cuando se inyectaba por la vena de la cola, e
inhibia el crecimiento tumoral del cdncer de prdstata en hueso, al regular la expresion de
CDK1 y CDK2, inductores del ciclo celular y la proliferacion (Takeshita et al., 2010).
Esos resultados obtenidos en el modelo murino podrian trasladarse al tratamiento de
pacientes con cancer de prostata avanzado, mediante inyeccion sistémica de miR-16

embebido en atelocoldgeno.

En resumen, la capacidad de induccion de efectos pro-diferenciativos en las

BTSCs encontrada para miR-21, miR-31, miR-221 y miR-222, asi como induccion de
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muerte celular de BTSCs por parte de miR-29a y miR-29b, sugiere su valor potencial en
el tratamiento del GBM. Las terapias basadas en miRNAs y RNAs de interferencia
suponen una gran promesa para el desarrollo de estrategias terapéuticas completamente
nuevas en el tratamiento de enfermedades (Mathupala et al., 2006), y se estan llevando
a cabo ensayos clinicos que utilizan siRNAs y shRNAs (Burnett et al., 2011). Con
respecto a la posibilidad de aplicar estos tratamientos al GBM, la llegada de siRNAs o
miRNAs al SNC es un reto debido a la presencia de la barrera hematoencefélica, pero
ya se han desarrollado varias estrategias prometedoras para salvar este obstaculo. Estas
técnicas incluyen la administracion intranasal de oligonucledtidos (Hashizume et al.,
2008), la encapsulacion lipidica y administracion de acidos nucleicos dirigida (Hayes et
al., 2006a; Hayes et al., 2006b), y la administracion directa de agentes terapeuticos a los
tejidos tumorales del cerebro mediante administracién ayudada por conveccion (Saito et
al., 2006; Yamashita et al., 2007). Un estudio del efecto de la expresion de los miRNAs
seleccionados en este estudio en modelos pre-clinicos de GBM (Pandita et al., 2004;
Sarkaria et al., 2007), en conjuncidn con varias estrategias de administracion, ayudarian

a definir su potencial terapéutico para el tratamiento del GBM.
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Conclusiones

1 - Las neuroesferas derivadas a partir de las muestras quirtirgicas de pacientes
con glioblastoma multiforme muestran las caracteristicas cardinales de las células
madre de tumor cerebral: capacidad de autorrenovacion, tumorigenicidad y
diferenciacion hacia los principales linajes neurales presentes en el sistema nervioso

central adulto.

2 - El modelo de induccion de la diferenciacion de células madre de tumor
cerebral en células diferenciadas ha resultado adecuado y eficaz, como se demuestra por
el aumento de expresion de los marcadores especificos de diferenciacion de los linajes

neurales y los cambios morfologicos asociados a este proceso.

3 - El analisis de la expresion global de los microRNAs durante el proceso de
diferenciacion de las células madre de tumor cerebral identifico 21 microRNAs con
expresion diferencial, 11 de ellos con sobreexpresion y 10 con infraexpresion. De ellos,
8 miRNAs (6 con aumento de expresion: hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-29a, hsa-
miR-29b, hsa-miR-221 y hsa-miR-222; y 2 con disminucién de la expresion: hsa-miR-
93 y hsa-miR-106a) se validaron mediante la técnica independiente de RT-PCR

cuantitativa.

4 - La sobreexpresion de hsa-miR-21 en células madre de tumor cerebral induce
especialmente la expresion de la proteina fibrilar 4cida de la glia (GFAP), marcador de
diferenciacion astrocitaria, tanto a nivel de mRNA como de proteina, sugiriendo que

este miRNA podria desempenar un papel en este proceso.

5 - La inhibicion de hsa-miR-221 y hsa-miR-222 en células diferenciadas,
provoca una reduccion de los niveles de expresion de los marcadores de diferenciacion
neural (principalmente de proteina fibrilar 4cida de la glia (GFAP) y de III-B-tubulina

(TUBB3)), tanto a nivel de mRNA como de proteina, asi como cambios morfologicos
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que evidencian la implicacion de estos miRNAs en la regulacion del proceso de

diferenciacion de las células madre de tumor cerebral.

6 - La sobreexpresion del microRNA hsa-miR-31 en células madre de tumor
cerebral induce la expresion del marcador de diferenciacion oligodendrocitaria

galactocerebrosidasa (GALC), a nivel de RNA mensajero.

7 - La sobreexpresion de los microRNAs hsa-miR-29a y hsa-miR-29b en células
madre de tumor cerebral no induce cambios notables en la diferenciacion, pero
incrementa la muerte celular mediante procesos apoptoticos y no apoptoticos. Hsa-miR-
29a y miR-29b inhiben la expresion de la proteina anti-apoptdtica MCL1 en estas
células madre de tumor cerebral, sugiriendo el mecanismo responsable de la

disminucioén de la viabilidad celular de estas células mediada por miR-29a/b.

8 - Las rutas moleculares mas importantes cuya expresion se altera en el proceso
de diferenciacion inducida de las células madre de tumor cerebral contienen un numero

significativo de posibles genes diana de los 8 miRNAs validados en este estudio.
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ABREVIATURAS







Abreviaturas

3’-UTR: Region 3 no traducida (Del inglés, 3 Unstranslated region)
5-FU: 5-Fluorouracilo

AB: Applied Biosystems

ABC: Del inglés ATP-binding cassette

ADP: adenosin difosfato

ATCC: American Type Culture Collection

ATRA: Acido retinoico all-trans (Del inglés, All-trans retinoic acid)
BCNU: 1, 3-bis (2-cloroetil)-1-nitrosourea

BCPCs: Células propagadoras del cancer cerebral (Del inglés, Brain Cancer

Propagating Cells,)

BMF: Factor de modificacion de BCL-2 (Del inglés, BCL-2 modifying factor)
BMPs: Proteinas morfogenéticas de hueso (Del inglés, Bone Morphogenetic Proteins)
BSA: Albuimina sérica bovina (Del inglés, Bovine serum albumin)

CD1S5: Del inglés Cluster of differentiation 15

CD44: Del inglés Cluster of differentiation 44

CD133: Del inglés Cluster of differentiation 133

CMV: Citomegalovirus

CPCs: Células propagadoras de cancer (Del inglés, Cancer Propagating Cells)
cRNA: RNA complementario

CSC: Células madre de cancer (Del inglés, Cancer Stem Cells)

Ct: Ciclo Umbral (Ciclo threshold)
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Abreviaturas

CV: Coeficiente de variacion
DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol (Del inglés, 4, 6-diamidino-2-phenylindole).
DE: Desviacion estdndar

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco (Del inglés, Dulbecco’s modified

Eagle’s medium)
DNA: Acido desoxirribonucléico (Del inglés, Deoxyribonucleic acid)

dNTPs: Desoxirribonucleotidos trifosfato (Del inglés, Deoxyribonucleotide

triphosphate)
ECs: Células endoteliales (Del inglés, Endothelial Cells)
EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Del inglés, Epidermal Growth Factor)

EMEM: Medio minimo esencial de Eagle (Del inglés, Eagle’s modified essential

medium)
ENU: N-etil-N-nitrosourea
ES: células madre embrionarias (Del inglés, embryonic stem cells)

FACS: Separacion celular de activacion fluorescente (Del inglés, Fluorescence-

Activated Cell Sorting)

FC: cambio de multiplo (Del inglés, fold-change)

FGF2: Factor de crecimiento fibrobléstico 2 (Del inglés, Fibroblast Growth Factor 2)
FITC: Fluoresceina-5-Isotiocianato

FOV: campo de vision (Del inglés, field of view)

g: gramos

GABA: Acido y-aminobutirico (Del inglés, y-aminobutyric acid)
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Abreviaturas

GBM: Glioblastoma multiforme

GFAP: Proteina 4cida fibrilar de la glia (Del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein)
GFP: Proteina verde fluorescente (Del inglés, Green Fluorescent Protein)
H3: Histona 3

HA: Acido hialurénico (Del inglés, Hyaluronic Acid)

HRP: Del inglés, Horseradish peroxidase

HSA: Antigeno estable al calor (Del inglés, Heat-Stable Antigen)
HSV1-tk: Del inglés, Herpes simplex virus thymidine kinase.

i.p.: Intraperitoneal

IP: Yoduro de propidio

KDa: KiloDaltons

LNA: Del inglés, Locked nucleic acid.

LOH: Pérdida de heterocigosidad (Del inglés, Loss of heterozygosity)
Luc: Luciferasa de Photinus pyralis

MAP2: Proteina 2 asociada a microtubulos (Del inglés, Microtubule-Associated Protein

2)

MBq: Megabequerelios.

MCL1: Del inglés, myeloid cell-leukemia-1

MB: Meduloblastoma

MELK: Del ingles, Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase

mRNA: RNA mensajero (Del inglés, messenger RNA)
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Abreviaturas

miRNA: microRNA
MRI: Imagen de resonancia magnética (Del inglés, Magnetic Resonance Imaging)

NCAM-1: Molécula de adhesion de célula neural 1 (Del inglés, Neural Cell Adhesion

Molecule 1)
NES: Nestina

NOD-SCID: Diabéticos no obesos, con inmunodeficiencia severa combinada (Del

inglés, Non-Obese Diabetic Severe Combined Immunodeficiency)
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
p: valor de probabilidad estadistica

PARP: proteina nuclear polimerasa poli-(ADP-ribosa) (Del inglés, poly-ADP-ribose

polymerase)
PBS: Tampon fosfato salino (Del inglés, Phosphate buffered saline)
PDCD4: Muerte celular programada 4 (Del inglés, programmed cell death 4)

PET: Tomografia por Emision de Positrones (Del inglés, Positron Emission

Tomography)

PFA: Paraformaldehido

PGCs: Células progenitoras gliales (Del inglés, Progenitor Glial Cells)
PSA: Acido polisialico (Del inglés, Polisyalic Acid)

qRT-PCR: retrotranscripcion (RT)-reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

cuantitativa.

R.c.f.: Del inglés, relative centrifugal force
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Abreviaturas

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA (Del inglés, RNA-induced

silencing complex)

RMA: Del inglés, Robust Multichip Average

RMS: Corriente migratoria rostral (Del inglés, Rostral Migratory Stream)
RNA: Acido ribonucléico (Del inglés, Ribonucleic Acid)

ROI: Regiones de interés (Del inglés, Regions of interest)

RT-PCR: PCR previa retrotranscripcion

SA: Del inglés, signal-anchor

SD: secuencia de Shine-Dalgarno

SGZ: Zona Subgranular (Del inglés, Subgranular zone)

Shh: Ruta Sonic Hedgehog

siRNA: RNA de interferencia pequefio (Del inglés, Small interefering RNA)
SNC: Sistema nervioso central

SNP: Polimorfismo de un tnico nucledtido (Del inglés, Single nucleotide

polymorphism)

Sox2: Del ingles, Sex determining region Y-box 2

SP: Poblacion lateral (Del inglés, Side Population)

SPF: Zona libre de patdgenos especificos (Del inglés, Specific Pathogen Free)

SPNETs: Tumores supratentoriales de neuroectodermo primitivo (Del inglés,

Supratentorial Primitive Neuroectodermal Tumours)

STF: Suero de ternera fetal
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Abreviaturas

SUVmax: Valor méximo de captacion estandarizada (Del inglés, maximum standardized

uptake value)
SVZ: Zona Subventricular (Del inglés, Subventricular zone)

TAC: Células transitoriamente amplificadoras (Del inglés, Transiently Amplifying

Cells)

TDCs: C¢lulas tumorales diferenciadas terminalmente (Del inglés, Terminally

Differentiated Cancer cells)

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TICs: Células iniciadoras de tumor (Del inglés, Tumor Initiating Cells)

TMZ: Temozolamida

TS-miRs: miRNAs supresores tumorales (Del inglés, Tumor supressor-miRNAs)

U.I: Unidades internacionales
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Glioblastoma multiforme is one of the most devastating
cancers and presents unique challenges to therapy because
of its aggressive behavior. Cancer-initiating or progenitor
cells have been described to be the only cell population
with tumorigenic capacity in glioblastoma. Therefore,
effective therapeutic strategies targeting these cells or the
early precursors may be beneficial. We have established
different cultures of glioblastoma-initiating cells (GICs)
derived from surgical specimens and found that, after
induction of differentiation, the NFkB transcriptional
pathway was activated, as determined by analyzing key
proteins such as p65 and IkB and the upregulation of a
number of target genes. We also showed that blockade of
nuclear factor (NF)xB signaling in differentiating GICs
by different genetic strategies or treatment with small-
molecule inhibitors, promoted replication arrest and
senescence. This effect was partly mediated by reduced
levels of the NFxB target gene cyclin D1, because its
downregulation by RNA interference reproduced a similar
phenotype. Furthermore, these results were confirmed in a
xenograft model. Intravenous treatment of immunodeficient
mice bearing human GIC-derived tumors with a novel small-
molecule inhibitor of the NFkB pathway induced senescence
of tumor cells but no ultrastructural alterations of the brain
parenchyma were detected. These findings reveal that activa-
tion of NFkB may keep differentiating GICs from acquiring
a mature postmitotic phenotype, thus allowing cell prolifera-
tion, and support the rationale for therapeutic strategies
aimed to promote premature senescence of differentiating
GICs by blocking key factors within the NFkB pathway.
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Introduction

Glioblastoma multiforme is the most common and
malignant primary tumor of the central nervous system.
Work in glioblastoma and breast cancers supports the
idea that cancer-initiating cells may possess innate
resistance mechanisms against radiation- and che-
motherapy-induced cell death, allowing them to survive
and initiate tumor recurrence (Eyler and Rich, 2008).
Many anticancer treatments promote DNA damage
(cytotoxic agents), or inhibit proliferation and angio-
genesis, mainly using small molecules or antibodies to
block the activity of different kinases. An alternative
strategy against cancer is the differentiation therapy.
Although clinical development of differentiation-indu-
cing agents to treat solid tumors has been limited, some
of these agents have been shown to potentiate the effect
of conventional chemotherapy or radiation therapy
(Kawamata et al., 2006; Campos et al., 2010). The pro-
cess of carcinogenesis involves dysregulated, unlimited
proliferation and an ability to bypass the senescence
program. Treatment of tumor cells with many conven-
tional cancer therapies activates DNA damage signaling
pathways, which induce apoptosis in some cells and
senescence in others (Shay and Roninson, 2004). Thus,
a deep understanding of the molecular mechanisms
of differentiation and therapy-induced senescence of
cancer-initiating cells might provide selective and
targeted molecules for novel antitumor strategies.

Nuclear factor (NF)kB is one of the major transcription
factors associated with cancer and it has been implicated in
many hallmarks of cancer development, including growth
factor-independent proliferation, inhibition of apoptosis,
limitless replicative potential and tissue invasion and meta-
stasis (Naugler and Karin, 2008). NFxB also seems to
have relevant activities in initiating cells. To this end, it
has been shown that inhibition of this transcription factor
maintains pluripotency of mouse embryonic-initiating cells
(Torres and Watt, 2008), promotes condrogenesis by
human mesenchymal-initiating cells (Wehling et al.,
2009) and controls the number of neural progenitor cells
(Widera et al., 2006; Young et al., 2006).
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In this study, we used both in vitro assays and mouse
models to examine the effects of NFkB blockade on the
differentiation of glioblastoma-initiating cells (GICs).
We demonstrated that inhibition of the NFxB pathway
promoted growth arrest, differentiation to mature
phenotypes and senescence of GICs in culture, which
can be partially reproduced by inhibition of cyclin D1
(CND1). We also showed that administration of a
small-molecule inhibitor of NF«xB signaling drived
tumor cell into senescence in xenografted mice. These
results highlight that activation of NF«kB is a common
feature of differentiating GICs that may be beneficial for
tumor cells to retain their proliferative capacity and
avoid premature cellular senescence.

Results

NF«B is activated in GICs undergoing differentiation

We have studied several GIC cultures generated from
surgical specimens. GICs form characteristic renewable
neurospheres, express the neural progenitor cell marker
Nestin (Figure 1a) and are able to proliferate indefinitely
without differentiation. Flow cytometry analyses re-
vealed that all neurosphere cultures contained between 3
and 8% of CD133-positive cells (data not shown), which
is consistent with previous data (Beier et al., 2007).
As expected, all GIC cultures retained the tumor
formation ability as determined by bioluminiscence
imaging after injecting dissociated cells, stably expres-
sing luciferase, into the brain of immunodeficient mice
(Figure 1b). When we promote differentiation of GICs
by adding fetal calf serum, a method widely used in this
cell system (Singh et al., 2003; Lee et al., 2006), cells
acquire astrocytic (between 48 and 66%) and neuronal
(between 22 and 45%) phenotypes as revealed by the
presence of lineage markers such as GFAP (an astro-
cyte-specific intermediate filament protein) and Tujl
(a neuron-specific class 111 B-tubulin) (Figure 1c). With-
drawal of growth factors also induced differentiation,
but cells exhibited less pronounced morphologic
changes (data not shown). Immunostaining of O4 sulfa-
tides, a marker of immature and differentiated oligo-
dendrocytes, was scarce or absent, which is consistent
with previous data (Hemmati ez al., 2003). As expected,
the mRNA expression levels of progenitor cell markers,
CD133, Sox2, Nanog and Nestin decrease, and those
of lineage-specific markers, GFAP and Tujl, increase
during differentiation of GICs, as determined by
quantitative reverse transcriptase—PCR (Figure 1d).

In order to find genes involved in the control of
differentiation of GICs, we searched for variations in
the mRNA levels of target genes of different signaling
pathways by using microarray gene expression analyses
of GICs before and after differentiation for 4 days. This
study revealed the upregulation of cytokines and
chemokines, including interleukin (IL)-8, IL-11, IL-6,
IL-1B, IL-15 and CCL2 and genes with diverse
biological functions, including cell cycle regulation
(CND1), cell adhesion (CD44) and proteolysis (TFPI2,
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PLAU), which are known targets of the NFxB pathway
(Figure le). Moreover, these data were confirmed by
multiplex reverse transcriptase—PCR, showing increased
levels of IL-1pB, IL-8, IL-15 and CCL2 in differentiated
cells (Figure 1f), and by an immunoassay that detected a
ninefold increase in IL-1PB concentration in the culture
medium of cells undergoing differentiation (Figure 1g).
Next, we studied the activation status of NFxB in
progenitor and differentiated cell populations. Confocal
microscopy demonstrated the nuclear localization of the
p65 subunit of NFkB (active state) in a high proportion
of differentiated cells (67.3+£11.2%, meanz*s.d.,
P <0.001) as compared with the progenitor cell popula-
tion where >90% of the cells contained p65 within the
cytoplasm (inactive state) (Figure 2a). We further
confirmed this result by assessing a reduction in p65
protein levels in the cytoplasm accompanied by in-
creased expression of nuclear p65 (Figure 2b), an
increase in binding of NFxB to a consensus DNA
sequence (Figure 2¢) and a higher level of phosphory-
lated IxB, which is a marker of NFxB activation
(Figures 2d and e), in differentiated cells. Even after
27 days of differentiation, NFxB was active by
electrophoretic mobility shift assay (Figure 2c) and cells
remained proliferating (data not shown). Other signal-
ing pathways that are also regulated by kinases did not
show significant and reproducible variations in activity
as determined by the phosphorylation status of key
proteins such as Akt, ERK and Stat3 (Figure 2d) when
comparing neurosphere cultures and differentiated cells.

Downmodulation of NFxB activity accelerates maturation
of differentiating GICs

To determine the contribution of NFkB in the
differentiation process of GICs, we studied the in vitro
behavior of these cells after blockade of the NF«B
pathway. For this purpose, GICs were transfected with
either IKK2-K44M, a dominant-negative mutant of
IKK2 (Mercurio et al., 1997), or srlkB, a ‘super-
repressor’ of NFkB function (Brown ef al., 1995).
Overexpression of both proteins (Figure 3a) efficiently
reduced the activity of a luciferase reporter gene driven
by six tandem repeats of the NFxB consensus site
(Figure 3b). To facilitate the follow-up of genetically
modified cells in culture, GICs were co-transfected
with the mutant genes and with the enhanced green
fluorescence protein (EGFP)-containing vector. Even
6 days after transfection with either mutant, no
significant differences (P>0.1) in size (neurosphere
diameters between 126 and 144 um) or morphology of
the neurospheres could be detected (Figure 3c). Similar
transfection efficiencies were obtained as determined
by quantifying the median fluorescence intensity
(Figure 3d). This result is consistent with the low or
even no activation of NFkB in the progenitor tumor
cells (Figure 2). On the contrary, we showed that GICs
undergoing differentiation were clearly affected by
blockade of NF«xB signaling. Progenitor cells were
transfected with either empty pcDNA3 and red fluores-
cence protein or IKK2-K44M plus EGFP. Both
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Figure 1 Expression pattern of differentiating GICs. (a) GICs form neurospheres that stain positive for Nestin by
immunofluorescence. (b) Three neurosphere cultures stably expressing luciferase were inoculated into immunodeficient mice via
intracraneal injection and tumor growth was monitored by bioluminiscence imaging (the scale bar displays relative light units).
(¢) GICs were cultured in the presence of fetal calf serum (FCS), and after 5 days, differentiating cells were stained with anti-GFAP
(red) and anti-Tujl (green). (d) Total RNA was extracted from GICs before and after differentiation, and the expression of progenitor
(Nestin, CD133, Sox2, Nanog) and lineage (Tujl, GFAP) markers was analyzed by quantitative reverse transcriptase (RT)-PCR.
The expression levels were represented as fold changes of differentiated compared with progenitor cells. All markers showed significant
differences (P<0.01). (e) Fold-change (FC) in the expression of NFkB target genes in differentiated cells relative to progenitor cells in
three different cultures. Upregulation is shown in red and downregulation in green. Affymetrix probe identification numbers are
shown. (f) The mRNA expression of different NFkB target genes was analyzed by multiplex RT-PCR. Asterisks represent significant
differences (P<0.01) compared with GICs. (g) The culture media of progenitor and differentiating cells were tested for IL-1p levels
after 7 days of incubation. N, neurosphere cultures (GICs); D, differentiated cells. Histograms represent the mean £ s.d. of three

independent experiments. Scale bars: 10 um.

transfected cell populations were mixed and cultured
in differentiation medium. After 5 days, significant
differences (P<0.0001) in morphology were detected
by measuring the length of the long axis of the cells.
Control cells (red label) were round shaped with short
and thin cytoplasmic processes (long-axis length,
68.4+21.1 um, mean+s.d.) whereas IKK2 mutant-
transfected cells (green label) developed neuron-like
bipolar extensions (long-axis length, 120.6%45pum,
mean *s.d.) (Figure 3e). Similar results were obtained
when GICs were transfected with srlkB (a representative
image in shown in Figure 4a). Before assess the lineage
pattern, we confirmed that the NFxB pathway was
downregulated by showing a reduction in the nuclear
levels of p65 (Figure 4b). Then, srlkB-transfected GICs
undergoing differentiation, were labeled with anti-Tujl

or anti-GFAP antibodies. The results, represented in
Figure 4c, show a significant increase in the fluorescence
intensity of Tujl-positive cells and a reduced fluores-
cence of GFAP-positive cells with respect to cells
transfected with the empty vector.

Persistent blockade of the NFxB pathway by a small-
molecule inhibitor induces a senescence phenotype in GICs
undergoing differentiation

In order to translate our findings into a more
pharmacologically relevant setting, we used a recently
described glycosylated indolocarbazol, 70124 (com-
pound 8), with a potent (<30pm) IKK2 inhibition
activity (Sanchez et al., 2009), in our differentiation
model. We showed that treatment of differentiated GICs

Oncogene
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Figure 2 Differentiation of GICs activates the NFkB pathway.
(a) Progenitor and differentiated cells were stained with anti-p65
antibodies (green), counterstained with propidium iodide (red)
and analyzed by confocal microscopy. Scale bars: 10 um. (b) The
expression levels of p65 in cytoplasmic and nuclear fractions
were determined by western blot analysis. N, neurospheres; D,
differentiating cells. To normalize protein loading, the levels
of a-tubulin and the transcription factor UBF were also analyzed.
(¢) Nuclear extracts from GICs differentiated for increasing periods
of time, were analyzed for the formation of protein-DNA
complexes by electrophoretic mobility shift assay (EMSA) using
a radiolabelled NFxB consensus probe. Supershift analysis was
performed using anti-p50, anti-p65 and irrelevant anti-GATAI (a-
G1) antibodies. (d) NF«xB activation monitored with anti-pIkB
antibodies and activation of other signaling pathways monitored
with antibodies against the phosphorilated (active) forms of Akt,
ERK and Stat3 was determined by western blot of neurospheres
and differentiating cells. (e) Western blot of progenitor and
differentiating cells from three independent cultures to determine
the levels of pIkB and total IkB. The levels of a-tubulin were also
analyzed to assure equal loading.

with 1pm 70124 reduced the NFxB activity, as
determined by the levels of plkB, even more efficiently
than 2pum Bay-117083, a widely used inhibitor of the
NF«xB pathway (Figure 5a). Further evidence came
from electrophoretic mobility shift assay experiments,
showing reduced formation of NFxB-DNA binding
complexes following exposure to 70124 (Figure 5b).
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Consistent with our previous data using the genetic
strategies, treatment of differentiating GICs with 70124
resulted in upregulated mRNA expression of neuronal
markers Tujl and MAP2 and downregulation of GFAP
and, to a lesser extent, SI00B (Figure 5c). To further
confirm this differentiation pattern, GICs were trans-
fected with the GFAP promoter or the MAP2 promoter
cloned into a luciferase reporter vector. Following
differentiation, only the MAP2 promoter was activated
in response to 70124 (Figure 5d). Using these meth-
odologies, the neuronal pattern was confirmed in three
more GIC cultures treated with the IKK?2 inhibitor.

Downregulation of NFkB activity by 70124 corre-
lated with reduced proliferation of differentiating cells,
as the proportion of cells stained for Ki-67 proliferation
marker decreased from 56.3 £18.7% in control cells to
152+4.5% (meanz*s.d.) in treated cells (P<0.0001)
(Figure 5e), and 62.1+7.6% (meanz*s.d.) of treated
cells (P<0.001, compared with control cells) trans-
located pB-catenin from the nucleus, where it has
been associated with proliferation, to the cytoplasm
(Figure 5f). In addition, treatment with the inhibitor
resulted in loss of phosphorylation of the Rb protein,
which is associated with growth inhibition (Figure 5g).

CNDI has been suggested to maintain an undifferen-
tiated phenotype of neuroblasts (Molenaar et al., 2008).
As this gene was consistently upregulated in differentiated
cells (Figure le), we evaluated its contribution to the
NFkB-mediated control of differentiating GICs. Quantita-
tive reverse transcriptase—PCR analyses confirmed that the
expression levels of CND1 increased following differentia-
tion of GICs and this upregulation was blocked in the
presence of 70124 (Figure 6a). NFkB inhibition by srlkB
also promoted significant reduction of CND1 mRNA
levels, although the difference was less pronounced that
that obtained with the small-molecule inhibitor (Figure 6b).
Then, we used an RNA interference strategy to efficiently
downregulate CND1 (Figure 6¢). The majority of cells
transfected with the specific interference RNA showed a
more mature phenotype with longer cytoplasmic exten-
sions, a higher proportion of Tujl-positive neuronal
precursors (61 £9.4%, mean £s.d.), and reduction of the
proliferation marker Ki-67 (72.3 £8.1%, mean £s.d.), as
compared with control short hairpin RNA-transfected cells
(P<0.01) (Figures 6d and e¢).

Polyploidy is considered to indicate terminal differ-
entiation and senescence (Gandarillas et al., 2000;
Gupta, 2000). Interestingly, treatment of differentiating
GICs with 70124 increased more than five times
(P<0.001) the tetraploid cell fraction and generated
>30% of octaploid cells (Figure 7a). Moreover, the
advancement in cell ploidy was verified to be associated
with the appearance of megalonuclei by 4,6-diamidino-
2-phenylindole staining (detected in 75.2 + 12%, mean +
s.d., of the cells, P<0.001), and increased proportion of
senescent cells (57.3+9.8%, mean +s.d., of the cells,
P<0.001) as detected by senescence-associated B-galac-
tosidase staining (Figure 7b). Senescence is also asso-
ciated with focal accumulation of phospho-histone
H2AX at the sites of DNA double-strand breaks
(Gire et al., 2004). Consistently, untreated cells showed



a § b
2 < 2 & =70
=z ! Z m — 9
o ¢ q = XE
8 X o & % ; 50 .
e |IKK2 w— - B 8% 30
y " ‘oD O
| O TUDULIN | a—— o Tubulin % =10 é
[+]
o
32
C  pcDNA3 IKK2-K44M srlxB Qx @
A ) - o
o _ &
= 2 9B D ¢
o b -3 .
o v
a 8
d

K44M H
srlxB H

MFI (x102)
o S o
pcDNA3 H

Figure 3 Blockade of NF«xB signaling in differentiating GICs
accelerates differentiation. (a) GICs were transfected with the
indicated vectors and overexpression of IKK2 and IxB proteins
was assessed by western blotting. (b) GICs were transfected with
the indicated vectors and a luciferase reporter plasmid-containing
NF«xB consensus sites. Cell extracts were analyzed for the relative
luciferase activity. Histograms represent the mean ts.d. of three
independent experiments. Asterisks represent significant differences
compared with control pcDNA3-transfected cells (P<0.001).
(¢) GICs were transfected with the indicated expression vectors,
together with EGFP. Six days after transfection, neurospheres were
visualized by phase contrast (Ph). Scale bar: 150 pm. (d) Median
fluorescence intensity (MFI) of GICs based on flow cytometric
analysis was determined to assure equal transfection efficiencies.
(e) GICs were transfected with pcDNA3 and red fluorescence
protein or with the IKK?2 dominant-negative mutant and EGFP.
Both cell populations were mixed and after 5 days of differentia-
tion, transfected cells were monitored by fluorescent microscopy.
Scale bar: 50 pm.

a dot-like or weak staining pattern of the phosphorylated
histone, whereas after treatment with the inhibitor we
detected focal accumulation of this protein in 28.6 + 6.4%
(mean +s.d) of cells (P<0.001) (Figure 7c). Consistent
with the acquisition of a senescent phenotype, treatment
with 70124 reduced the proliferation capacity of differ-
entiating GICs over time (Figure 7d). Genetic strategies
used to downregulate the NFkB activation increased the
number of B-gal-positive cells (Figure 7e), induced large
multilobulated nuclei and reduced the proportion of
proliferating Ki-67-positive cells (Figures 7f and g), further
strengthening the specificity of the observed effects with
the small-molecule inhibitor.

Treatment with 70124 induces tumor cell senescence

in mice xenografted with GICs

We next tried to confirm our in vitro data on the
senescence of differentiating GICs in response to the
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NF«B inhibitor, using an in vivo xenograft model. Cells
stably transfected with a plasmid containing both EGFP
and luciferase (Ponomarev et al., 2004) were injected
intracraneally into six immunodeficient mice, and tumor
growth was monitored by noninvasive bioluminiscent
and microPET imaging (Figure 8a and data not shown).
Figure 8 shows a representative experiment with two
mice. Eight weeks after injection, mice with engrafted
tumors were treated intravenously with 70124 or saline
buffer. As shown in Figure 8a, treatment with the NFxB
inhibitor eliminated the '"C-Met uptake as determined
by the maximum standardized uptake value (SUVmax)
on microPET, indicating a decreased metabolic activity
of tumor cells. Subsequent histological analysis revealed
the presence of xenograft tumors that occupied areas of
up to 1 mm? per coronal brain section (Figure 8b), which
was verified by detecting the EGFP-dependent fluores-
cence of tumor cells (Figure 8c). Electron microscopy of
ultrathin sections that included both tumor tissue and
brain parenchyma from mice treated with 70124 showed
that tumor cells displayed enlarged lobulated nuclei, as
previously detected in the in vitro experiments. Of note,
the brain parenchyma of treated mice did not show
any apparent ultrastructural modification (Figure 8d).
Labeling of squash preparations of the tumor tissue
with anti-pIkB confirmed that treatment with the IKK?2
inhibitor virtually eliminated the phosphorylation of
IkB and thus inhibited NFkB activation in tumor
cells (Figure 8¢). 4,6-Diamidino-2-phenylindole staining
of squash preparations detected the presence of cells
(57.4+£8.7%, meants.d.,, P<0.001 compared with
control mice) with aberrant nuclei in tumor tissue from
70124-treated mice (Figure 8f). Furthermore, tumor
cells from mice treated with the inhibitor showed a
threefold reduction (P<0.0001) in telomeric signal
intensity for individual nuclei compared with untreated
mice, indicating a decrease in telomere length (Figure 8g),
which is known to trigger cell cycle arrest and replicative
senescence in human cells (Baird et al., 2003). Addition-
ally, 46.1 £ 11.4% (mean * s.d.) of tumor cells from treated
mice were positive for senescence-associated [B-galactosi-
dase staining as compared with 6.4 = 3.5% in control mice
(P<0.0001) (Figure 8h). The presence of the lineage
marker Tujl showed a tendency to increase in treated
mice, but this increase was not statistically significant
(P>0.1).

Discussion

Accumulating evidence suggests that GICs may drive
tumor development and represent a useful therapeutic
target (Cheng et al., 2010). We have shown that acti-
vation of NFkB is upregulated during differentiation of
GICs. In agreement with this, it has been described that
expression and activity of NFkB is comparatively low in
undifferentiated embryonic-initiating cells, but increases
following induction of differentiation (Kang et al., 2007,
Torres and Watt, 2008). The low activation of NFkB
detected in GICs suggests that NFxB may be dispen-
sable for survival and proliferation of these tumor

Oncogene



NFxB blockade promotes senescence of differentiating GICs
L Nogueira et al

"

¢ * I

=

8

= 30

3

5 *

3 20

w

o

S

2 10
29 2%
2 =5
q 3
[= R o
Tujl  GFAP

!- p65

UBF

Figure 4 Inhibition of NF«B activity modifies the differentiation
pattern of GICs. (a) GICs were co-transfected with empty vector,
(C), or IkB super-repressor and EGFP and cultured in differentia-
tion medium. Green fluorescence of transfected cells was mon-
itored. Scale bars: 15um. (b) The expression levels of p65 in the
nuclear fraction of transfected cells were determined by western
blot. To normalize protein loading, the levels of UBF were also
analyzed. (¢) GICs were co-transfected with empty vector
(pcDNA3) or srlkB, and EGFP to identify transfected cells. After
3 days of differentiation, cells were stained with Texas red-
conjugated anti-Tujl or anti-GFAP antibodies and the fluores-
cence intensity was measured using Image] software. Asterisks
represent significant differences (P<0.01) compared with
pcDNA3-transfected cells.

progenitor cells, which correlates with data showing that
p65 immunoreactivity is abundant in the cytoplasm of
the majority of cells within neurospheres derived from
embryonic mouse brain, but only occasional weak
nuclear localization (active state) is detected (Young
et al., 2006).

NF«B has been described to function as an inducer
and an inhibitor of differentiation, which reflects its
heterogeneity in activities depending on the cell system
studied (Zhang et al., 1998; Li and Makarov, 2006;
Pevsner-Fischer et al., 2007; Vaira et al., 2008). We
showed that blockade of NFxB by using genetic
strategies or small-molecule inhibitors accelerate
maturation of differentiating GICs. In the majority of
our cultures, GICs containing a downregulated NFxB
pathway tend to differentiate toward a neuronal pheno-
type, which might reflect the need of NFxB-dependent
survival factors by astrocytes. In line with this, Bel-xy,
an antiapoptotic NFxB target gene, contributes to the
survival of primary astrocytes in culture (Lee et al.,
2009), and it has been suggested that inhibition of the
NF«xB pathway blocks astroglial differentiation from
mesencephalic neural precursors (Sabolek et al., 2006).
However, tumor cells obtained from xenografted mice
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Figure 5 A small-molecule inhibitor of IKK2, 70124, promotes
growth arrest and modifies the differentiation pattern of GICs.
(a) Differentiating GICs were treated with 1 um 70124 or 2 um Bay-
117083 for 24h and then protein expression was analyzed by
western blot. The levels of a-tubulin were also analyzed to assure
equal loading. (b) Nuclear extracts from GICs (N) and cells
differentiated for 3 days (D) treated (+) or not treated (—) with
70124, were analyzed by electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) using a NF«B probe. Supershift analyses were performed
with the indicated antibodies. (¢) Differentiating GICs were
incubated with 70124 and then the mRNA expression of lineage-
specific genes was determined by real-time reverse transcriptase
(RT)-PCR. The expression levels were represented as fold changes
of treated compared with untreated cells. Asterisks indicate
significant differences (P<0.01). (d) GICs were transfected with
pGL2-MAP2 or pGL2-GFAP promoter constructs and cultured in
differentiation medium. Cell extracts were analyzed for luciferase
activity. Asterisks indicate significant differences (P<0.01) com-
pared with untreated cells. (e) Expression of Ki-67 in GICs
differentiated during 9 days. Cells were counterstained with 4,
6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Scale bar: 15um. (f) Cells
were incubated with the NFxB inhibitors as described above and
the intracellular localization of B-catenin was visualized by
confocal microscopy. Scale bar: 15 um. (g) Neurospheres (N) and
differentiating cells (D) were analyzed for the phosphorylation
status of pRb. Histograms represent the meants.d. of three
independent experiments.

only showed a tendential, but not significant, pattern of
neuronal differentiation after treatment with the NFkB
activation inhibitor. This difference may be due to the
low number of mice included in this study. Alterna-
tively, the in vitro conditions used may facilitate a
particular differentiation pathway, which is in line with
recent data showing that increasing extracellular matrix
rigidity enhances neuritogenesis of neuroblastoma cell
lines (Lam et al., 2010).

There are evidences in other cell systems that suggest
the role of NFxB in terminal differentiation. For instance,
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Figure 6 RNA interference of CNDI1 reproduces the phenotypic changes induced by NF«xB blockade. (a) Neurospheres (N), and
differentiating cells (D), from two different GIC cultures were incubated with 70124 and analyzed for the expression of CND1 mRNA
by quantitative reverse transcriptase (RT)-PCR. Asterisks represent significant differences (P<0.001) compared with untreated
neurospheres. (b)) CND1 mRNA levels in differentiating cells transfected with srlkB. Asterisk indicates significant difference relative to
the pcDNA3-transfected cells (P <0.001). (¢) GICs were transfected with two plasmids containing short hairpin RNAs (shRNAs) to
CNDI1 (lanes 1 and 2), and a scrambled shRNA-negative control (lane 3), along with an EGFP-containing vector. The knockdown
efficiency of the plasmids was determined by western blot analysis. The levels of a-tubulin were also analyzed to assure equal loading.
(d) CND1 knockdown GICs (EGFP-positive) were differentiated for 6 days and stained with anti-Tujl antibodies (red). (e) The
expression of Ki-67 (red) in co-transfected GICs differentiated during 3 days was determined by immunofluorescence. Scale bars:

15 pm.

signaling through the NF«B activator receptor activator
of NFkB (RANK) not only promotes proliferation but
also inhibits the terminal differentiation of mammary
epithelial cells (Gonzalez-Suarez et al., 2007). Our data
show that maintained NF«B blockade in GICs undergoing
differentiation, promotes proliferation arrest, morphologi-
cal changes (enlarged and flattened shape), polyploidy,
increase in phospho-H2AX-containing nuclear foci
and induction of B-gal, which are features of cellular
senescence. Consistently, it has been described that
exposure of human tumor cells to different stimuli,
including chemotherapeutic drugs, ionizing radiation
and differentiation agents, can induce morphological,
enzymatic and ploidy changes resembling replicative
senescence of normal cells (Chang et al., 1999). The
senescence pathway in embryonic stem cells can be
characterized by the activity of p53 and Rb, absence of
telomerase, and inactivity of Akt signaling (Miura et al.,
2004). Akt mediates NFxB activation through phos-
phorylation of IKKa (Ozes et al., 1999). Therefore, an
inactive Akt kinase may lead to a downregulated NFkB

pathway, which could contribute to the senescence
phenotype in embryonic stem cells.

Tumor-suppressor p53 has a major role in the
regulation of senescence. Recent data show that CXCR2
(IL-8 receptor) promotes premature senescence of
primary human fibroblasts via a p53-dependent me-
chanism, and suggest that senescent cells activate a self-
amplifying secretory program in which CXCR2 ligands
reinforce growth arrest (Acosta et al., 2008). Interest-
ingly, the main CXCR2 ligand, IL-8, is a NFkB target
that we find consistently upregulated during differentia-
tion of GICs (Figure le). As the GIC cultures studied
here express wild-type p53, it is likely that IL-8 and
other chemokines transcriptionally activated by NFxB
contribute to promote p53-dependent senescence. We
also showed that knockdown of CNDI1 reproduces part
of the phenotype observed by inhibition of the NFkB
signaling. In good agreement with our findings, CNDI
knockdown in neuroblasts promoted a reduction in cell
proliferation and an extensive neuronal differentiation
(Molenaar et al., 2008).
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Figure 7 Treatment with 70124 induces polyploidy and senescence of differentiating GICs. (a) GICs were differentiated for 14 days in
the absence or in the presence of 70124. Then, nuclei were stained with propidium iodide and DNA content was analyzed by flow
cytometry. (b) The same culture conditions were used to determine the senescent phenotype as assessed by analyzing B-gal activity.
Scale bar: 10 um. (¢) Detection of histone H2AX phosphorylation. Cells were counterstained with propidium iodide in the absence of
nuclease treatment. Scale bar: 10 um. (d) GICs were incubated in differentiation medium with or without 70124 for the indicated time
intervals, and then cell proliferation was determined by a colorimetric assay. Histograms represent the mean * s.d. of three independent
experiments. Asterisks indicate significant differences (P <0.001) compared with untreated cells. (e-g) GICs were transfected with the
indicated plasmids and stable transfectants were selected. These cells were differentiated during 20 days and then (e) B-gal staining,
(f) nuclear morphology after 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining, and (g) nuclear size (measured as nuclear perimeter) and
the percentage of Ki-67-positive cells were determined. Asterisk indicates significant differences relative to the pcDNA3-transfected

cells (P<0.01).

Importantly, treatment of xenografted mice bearing
GIC-derived tumors with 70124, a potent IKK2
inhibitor, induced a senescence phenotype in tumor
cells, confirming our in vitro data. Therefore, both
in vitro and in vivo models demonstrate that differentiat-
ing GICs undergo growth arrest and senescence in
response to NF«B signaling inhibition.

As summarized in Figure 9, our data suggest that
direct activation of the NFxB pathway may be an
efficient strategy for differentiating GICs to maintain
their proliferative potential, and blockade of this
transcriptional pathway drives tumor cells into senes-
cence. In support of this, c-Neu/ErbB2-transformed
mouse mammary gland cells, cultured as sphere-forming
progenitors, assume typical epithelial appearance fol-
lowing a differentiation stimulus, and grow to some
extent, but inhibition of NF«xB signaling promotes
cellular senescence (Cao et al., 2007).

Oncogene

Overall, these findings provide the rationale for
therapeutic strategies aimed to promote senescence of
GICs by blocking key factors within the NFxB path-
way.

Materials and methods

Primary tumor neurosphere cultures

Tumor samples were obtained from patients after informed
written consent had been given, as approved by the Research
Ethics Board at the Valdecilla Hospital. Tissue was subjected
to enzymatic digestion, and then tumor cells were resuspended
in serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F12
medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) containing human
recombinant EGF (20 ng/ml; Sigma, St Louis, MO, USA),
bFGF (20 ng/ml; Sigma), B-27 (20 ul/ml of medium; Invitro-
gen) and heparin (2 pg/ml), and plated at a density of 3 x 10°
live cells/60-mm plate. Primary neurospheres were detected



a Treatment ‘ SuV
(day)  transversal sagittal  max
—| 0 0.71
o
(=
S
25 0.85
0 0.72
<
o
2
25 S
@
z

(4]

f DAPI

Control

70124

NFxB blockade promotes senescence of differentiating GICs
L Nogueira et al

DAPI

EG

g Telomeres h

Ea

Figure 8 Treatment with 70124 promotes cellular senescence in xenograft tumors. (a) GICs transfected with EGFP and luciferase
genes were inoculated into immunodeficient mice via intracraneal injection, and after 8 weeks mice were treated with intravenous saline
solution or 10 mg/kg 70124 twice weekly for 25 days. Tumor response was monitored using microPET imaging. SUV max, maximum
standardized uptake value of '""C-Met. (b) and (c) Histological analysis and EGFP-derived fluorescence of brain sections confirmed the
presence of brain tumors. Scale bar: 250 pm. (d) Electron microscopy of tumor tissue and normal brain parenchyma. (e-h) Squash
preparations with dissociated tumor cells were labeled with anti-plkB (e), stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (f),
processed for in situ hybridization of telomeric DNA (g), and analyzed for B-gal activity at neutral pH (h). Scale bars: 20 um.
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Figure 9 A schematic model representing the role of NFkB in
differentiating GICs. (a) Neurosphere-forming GICs display a low
NF«kB activity that is upregulated on induction of differentiation,
which maintains proliferation and avoids further differentiation of
intermediate precursors. (b) NFxB blockade at this stage forces
differentiating GICs toward senescence. The NFxB target gene
CNDI explains, at least in part, the observed phenotype.

within the first 2 weeks of culture and subsequently dissociated
every 3-4 days to facilitate cell growth. To promote differen-
tiation, neurospheres were cultured in the same medium but in
the presence of 10% fetal calf serum for the indicated time
intervals. The levels of IL-1p protein in the cell culture medium
were determined by using human IL-1f Quantikine ELISA
kits (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) according to
the directions of the manufacturer.

Immunofluorescence and electron microscopy

Cells were assayed for the expression and/or subcellular locali-
zation of p65, Nestin, GFAP, Tujl, plkB, Ki-67 and -catenin
by fluorescence or confocal microscopy with a LSM 510 laser
scanning microscope (Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Germany),
equipped with an argon (488nm) and HeNe (543 nm) ion
lasers and using 40 x and 63 x (1.4 NA) immersion oil
objectives. Briefly, neurospheres were harvested on microscope
slides by cytospin centrifugation (200g, 5Smin), and differ-
entiated cells were grown on 10 x 10 mm coverslips. Cells were
then fixed in 3.7% formaldehyde and, in some cases,
permeabilized with 0.5% Triton X-100. For immunostaining,
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cells were incubated overnight with rabbit anti-GFAP
(DAKO, Glostrup, Denmark), anti-f-catenin (ab6302, Abcam,
Cambridge, MA, USA), anti-Ki-67 (SP6, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) anti-plkB (14D4, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), and anti-p65 (sc-372, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) antibodies, or
mouse anti-Nestin (MAB1259, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), anti-Tujl (T-8660, Sigma), anti-phospho histone
H2AX (05-636) and anti-O4 (MAB2345), (both from Millipore,
Billerica, MA, USA) monoclonal antibodies. Then, Texas red-
conjugated or FITC-conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse
secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch, Cambridge-
shire, UK) were used for fluorescence detection. Whenever
indicated, nuclei were counterstained with 4,6-diamidino-2-
phenylindole. To quantify immunofluorescence, each marker
was evaluated by computer-assisted image analysis using the
AxioVision software (Carl Zeiss Inc.). Immunofluorescence
staining was scored by counting 200 cells, and evaluated by
two experienced observers. The results of immunofluorescence
assays for differentiation and senescence markers were
expressed as the percentage of positive stained cells per total
number of cells. Subcellular distribution of p65 and B-catenin
was determined using immunofluorescence confocal micro-
scopy by counting cells with nuclear and/or cytoplasmic
staining and was expressed as a percentage of the total cell
count. At least three different experiments were performed for
each marker. Data are presented as the mean percentage + s.d.

For immunofluorescence staining of tumor tissue, each
tissue fragment was transferred to a drop of phosphate-
buffered saline on a siliconized slide and squash preparations
were performed as previously described (Pena et al., 2001). For
in situ hybridization of telomeric DNA, squash preparations
were incubated with the Cy3-labeled telomere-specific peptide
nucleic acid probe (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) as
recommended by the manufacturer. In some experiments,
fluorescence intensity was determined using Image] software
(NIH, Bethesda, MD, USA). Mean fluorescence intensity was
calculated as indicated elsewhere (Mancuso et al., 2006). For
conventional electron microscopy, vibratome sections (200 um
thick) containing tumor tissue were post-fixed first in 3%
glutaraldehyde and then in 2% osmium tetroxide, dehydrated
in acetone and embedded in Araldite (Durcupan, Fluka,
Switzerland). Semithin sections (1um) were stained with
toluidine blue for light microscopy examination. Ultrathin
sections stained with uranyl acetate and lead citrate were
examined with a Philips EM-208 electron microscope (Philips,
Cleveland, OH, USA).

Cell proliferation and senescence

Cell proliferation was analyzed by using the WST-1 reagent
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) that is
cleaved to formazan dye by mitochondrial dehydrogenases,
which directly correlates to the number of metabolically active
cells in the culture. Staining for senescence-associated
B-galactosidase activity was performed by using a Senescence
Detection kit (BioVision, Mountain View, CA, USA) as
recommended by the manufacturer. Stained cells were
observed under a microscope for color development.

Analyses of mRNA expression

Total RNA from progenitor and differentiated glioblastoma
cells was extracted using the RNeasy mini kit (Qiagen, Hamburg,
Germany) and microarray gene expression analysis was performed
with the Human Genome U133 Plus 2.0 array (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA). Both background correction and normal-
ization were done using Robust Multichip Average algorithm.
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The selection of those genes differentially expressed between
differentiated and progenitor cells was performed using a
criteria based on the fold-change value. Probe sets were
selected as significant using a logFC cut-off of 1.5. The raw
data have been deposited in a MIAME compliant database
(GEO accession number GSE20736). To assess the expression
of individual genes, a complementary DNA was generated and
amplified by using primers for human CD133 (5-TACCAAG
GACAAGGCGTTCACAGA-3) and (5-GTGCAAGCTCT
TCAAGGTGCTG-3"), Nestin (5¥-CGTTGGAACAGAGGT
TGGAG-3) and (5-TAAGAAAGGCTGGCACAGGT-3'),
Sox2 (5-ATGCACAACTCGGAGATCAG-3) and (5-TATA
ATCCGGGTGCTCCTTC-3'), Nanog (5-TGTGCACTCAA
GGACAGGTTTC-3') and (5-TCAGGTTCAGAATGGAG
GAGAGTT-3), Tujl (5-GTACGAAGACGACGAGGA
GG-3') and (5-GCCTGGAGCTGCAATAAGAC-3'), GFAP
(5-GTCCATGTGGAGCTTGACG-3') and (5-GCAGGTC
AAGGACTGCAACT-3'), S100B (5-ATTCTGGAAGGGA
GGGAGAC-3') and (5Y-CGTGGCAGGCAGTAGTAAC-3'),
MAP2 (5-AGGCTGAAGAGAGAATGCCA-3), and (5-GC
ACGTCAATCTTTGAAGGAA-3'), CNDI1 (5-CTGGCCAT
GAACTACCTGGA-3) and (5-GGGTCACAGTTGATCA
CTCTGG-3'), and B-actin (5-GCGGGAAATCGTGCGTGA
CATT-3) and (5-GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3').
Quantitative real-time PCR was performed in a 7000 Sequence
Detection System (Applied-Biosystems, Foster City, CA,
USA) as described (Gutierrez et al., 2002). The ratio of the
abundance of differentiation markers and CND1 mRNAs to
that of B-actin mRNA was calculated as 2°, where n is the Ct
value of B-actin minus the Ct value of the corresponding
mRNA. For the differentiation markers, data were represented
as fold change in relative expression levels as compared with
undifferentiated (GIC) cells. For CNDI1 expression, data were
normalized to the value from control cells. Specificity of the
desired PCR products was determined by melting curve
analysis. At least three independent experiments for each
quantitative PCR were performed.

The mRNA levels of several NFkB target genes were
quantified by a multiplex PCR-based method (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands) that permits relative assessment
of multiple genes by using a panel of specific probes.

Western blot analysis

Cell extracts (50pg of protein) were separated on a 8%
polyacrylamide gel, and transferred to nitrocellulose. Blots
were blocked with 3% bovine serum albumin and incubated
with rabbit antibodies against plkB, pAkt, Akt, IKK2 (from
Cell Signaling Technology), p65, ERK and Stat3 (from Santa
Cruz Biotechnology) and mouse antibodies against a-tubulin,
UBF (Santa Cruz Biotechnology), IkB, CNDI1 (both from BD
Biosciences), pERK and pStat3 (both from Cell Signaling
Technology), followed by incubation with goat anti-rabbit or
anti-mouse antibodies conjugated to alkaline phosphatase
(Sigma). Bound antibody was detected by a chemilumines-
cence system (Applied-Biosystems).

For protein extraction from cytoplasmic and nuclear
fractions, cells were disrupted in a buffer containing 10 mm
Tris pH 7.4, 10mMm NaCl, 3mm MgCl,, 1% NP40 and a
cocktail of protease inhibitors (Roche). After low-speed
centrifugation to separate the cytoplasmic fraction, nuclei
were lysed in a buffer containing 10mm Tris pH 7.5, 1mm
EDTA and 0.4mwm NaCl.

Electrophoretic mobility shift assay
Cells were lysed and nuclear fractions were resuspended in
20mm HEPES pH 7.9, 420mm NaCl, Ilmm EDTA, 1mm



ethyleneglycol tetraacetic acid and 20% glycerol. Nuclear
extracts (10pg of total protein) were incubated with a
#p-labeled double-stranded DNA probe corresponding to the
consensus NFkB site (5-GGGAATTTCC-3'). Samples were
run on a 5% non-denaturing polyacrylamide gel in 200 mm
Tris-borate, 2mm EDTA. Gels were dried and visualized by
autoradiography. Supershifts were performed using rabbit
polyclonal antibodies specific for p50 and p65 or irrelevant
anti-GATA1 antibodies (all from Santa Cruz Biotechnology).

Transfection experiments and gene reporter assays

To inhibit activation of NF«B, cells were transfected with 2 pug
of a vector containing a mutated form of IxkBa (mutlkB)
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) or a kinase inactive form of
IKK2 (IKK2-K44M) (Addgene, Cambridge, MA, USA) by
nucleofection (Mouse NSC Nucleofector Kit, Lonza, Cologne,
Germany). Unless otherwise indicated, analyses were performed
2-3 days after transfection.

Genomic PCR fragments of 1967bp from the promoter
region of human GFAP, and 1499 bp from the human MAP2
promoter were cloned into Nhel and HindIIl sites of
the pGL2-basic luciferase reporter vector (Promega Corp.,
Madison, WI, USA). The authenticity of the cloned inserts was
confirmed by sequencing. GBM progenitors were co-trans-
fected with 1ug of pGL2-GFAP or pGL2-MAP2 promoter
constructs and 50 ng of pRSV-B-gal by nucleofection (Amaxa,
Cologne, Germany). When indicated, cells were transfected
with 1 g of the reporter plasmid pBVIx-Luc, containing six
tandem repeats of the NFkB recognition site within the
promoter region linked to the luciferase gene. At the indicated
times, cell extracts were prepared and analyzed for the relative
luciferase activity by a dual-light reporter gene assay system
(Applied Biosystems). Results were normalized for transfec-
tion efficiency with values obtained with pRSV-p-gal.

Cell cycle analyses

For DNA cell cycle analysis, differentiated cells were fixed in
70% ethanol, washed in phosphate-buffered saline and treated
with 100 ug/ml ribonuclease. Then, cells were labeled with
100 pg/ml propidium iodide for 15min and analyzed by flow
cytometry (FACSCalibur, BD Biosciences) using the ModFit
software (Verity, Topsham, ME, USA).

Gene silencing

GICs were dissociated from neurospheres and cultured at a
density of 2 x 10* cells per well in a 96-well plate in the
presence of CND1-specific or control scrambled short hairpin
RNA-containing lentiviral particles (MISSION short hairpin
RNA library, Sigma) for 18h. As a control of transduction
efficiency, GICs were infected with lentivirus-containing short
hairpin RNA to EGFP.

In vivo experiments

The mouse model of human glioblastoma was established in
the Animal Core Facilities of the Center for Applied Medical
Research (University of Navarra) after approval by the
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