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Abreviaturas

ABREVIATURAS

AdC: Adeno Control

AdMyrAkt: Ad-HA-MyrAkt

AddnAkt: Ad-HA-dnAkt

AdRhoA: Adeno V14RhoA

AdRhoE: Adeno RhoE

cDNA: DNA complementario

CKI: cyclin-dependent kinase inhibitor, inhibidor de kinasas dependientes de

ciclinas

D-10: DMEM suplementado con 10% FBS y con un 1% de P/S como antibiotico
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DTT: 1,4 ditiotreitol

ERK: Extracellular-signal-regulated Kinase, kinasa regulada por sefales

extracelulares

FAK: focal Adhesion Kinase, kinasa de adhesiones focales
FBS: foetal bovine serum, suero bovino fetal
GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, gliceraldehido 3’

fosfato deshidrogenasa

GFP: green fluorescent protein, proteina fluorescente verde

GDP: Guanosin difosfato

GTP: Guanosin trifosfato

IP: inmunoprecipitacion

MDCK: Madin-Darby canine kidney, células epiteliales de rifion

MEC: Matriz extracelular

MLCK: Myosin light chain kinase, kinasa de la cadena ligera de la miosina

MLCP: Myosin light chain phosphatase, fosfatasa de la cadena ligera de la

miosina

MOI: Multiplicity of Infection, multiplicidad de la infeccion
P/S: penicilina y estreptomicina

PBS: tampdn fosfato salino

PBT: PBS + 0.1% Tween-20



Abreviaturas

- PCR: Polymerase Chain Reaction, reaccién en cadena de la polimerasa
- PDK: Phosphoinositide-dependent Kinases, kinasas dependientes de

fosfatidil inositoles

PI: ioduro de propidio
PIP2: fosfatidil inositol 3,4-bifosfato
PIP3: fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato

PVDF: polifluoruro de vinilideno

gRT-PCR: analisis cuantitativo y en tiempo real de la reaccion en cadena de
la polimerasa

- ROCK: Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase

RTK: receptor tirosina kinasa
SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

- SEM: error estandar de la media
- SNC: Sistema nervioso central
WB: Western-blot
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1. INTRODUCCION

El cancer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento excesivo y descontrolado de células que invaden y dafan tejidos y
organos, provocando finalmente la muerte del individuo. Puede considerarse
una enfermedad genética que se desarrolla en organismos superiores, en la

mayoria de los tejidos y en todo tipo de células’.

El cancer aparece como resultado de dos procesos sucesivos: un
aumento en la proliferacion de un grupo de células (tumor), y la posterior
adquisicién de una capacidad invasiva que permite a estas células escapar de
su lugar de origen en el organismo y colonizar y proliferar en otros tejidos u
organos (metastasis). Cada tipo de cancer es distinto, con unas determinadas
caracteristicas dependiendo del tipo de célula donde se origina, sus causas, su

mecanismo de accion, el grado de malignidad y otros factores.

La proliferaciéon acelerada que caracteriza a las células tumorales es
independiente de factores de crecimiento, y se produce como resultado de
alteraciones en los mecanismos de regulacién del ciclo celular, que inducen
tanto la progresion del ciclo como la inhibicion de la muerte celular por
apoptosis. Ademas, presentan también alteraciones en la estructura del
citoesqueleto, lo que conduce a cambios en la morfologia y en su capacidad de

union a la matriz extracelular (MEC) y a las células de su entorno.

El proceso de transformaciéon tumoral implica una acumulacién importante
de alteraciones sucesivas en distintos genes, que confiere una ventaja
selectiva a las células que la presentan y favorece su proliferacion. La mayoria
de los canceres se deben a cambios genéticos inducidos por mutaciones, que
pueden ser producidas por agentes cancerigenos, asi como por errores

espontaneos o inducidos en la replicacidon y reparacion del DNA. Estas

" Introduccién extraida de Mufioz (1997) y Mendelsohn et al. (2001)
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mutaciones tienen lugar en tres tipos de genes que controlan el ciclo celular y
el proceso de muerte o apoptosis: los proto-oncogenes, los genes supresores
de tumores y los genes de reparacion del DNA. La velocidad de crecimiento de
una célula en cada momento es el resultado de la acciéon simultanea de los
productos de los proto-oncogenes, que inducen el ciclo celular, y de los genes
supresores de tumores, que lo inhiben. La mutacion en los genes de reparacion
del DNA favorece la aparicion de multiples mutaciones en el genoma, que
cuando implican a proto-oncogenes o a genes supresores de tumores tienen

caracter cancerigeno.

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) constituyen
aproximadamente el 1.4% del total, produciendo el 2.3% de las muertes
directamente causadas por el cancer. Este tipo de tumores afecta mas
frecuentemente a adultos que a adolescentes o jovenes. En la actualidad, se
estima que se diagnostican unos 20.000 casos nuevos de tumores del SNC al

afo, sin incluir los que suponen metastasis cerebrales.

A pesar del pequefio numero de tumores cerebrales, en comparacion con
otros mas frecuentes como tumores de colon, pulmén o mama, la morbilidad y
mortalidad que causan en la poblacion es altamente significativa. En nifios, los
tumores del SNC son, tras las leucemias, la segunda causa de muerte debida
al cancer. En adultos, los tumores del SNC son la tercera o cuarta causa de

muerte.

Dentro de los tumores cerebrales, los denominados glioblastomas son el
tipo de neoplasia mas frecuente y maligno dividiéndose en: astrocitomas,
oligodendrogliomas y ependimomas (Kleihues et al. 2000). Los glioblastomas

constituyen el 75% de los tumores en pediatria y el 45% en adultos.

En la clinica, se diferencia entre dos formas de presentacién de los
glioblastomas (Kleihues et al. 1997): por una parte, los denominados

glioblastomas primarios o de novo, que se desarrollan mas rapidamente y con
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una historia clinica de corta duracidn. En segundo lugar, los glioblastomas

secundarios, desarrollados mediante progresion tumoral a partir de
astrocitomas. Existe una evidencia clinica de que estos subtipos de
glioblastomas constituyen dos entidades clinicas diferente, que se manifiestan
en pacientes de edad diferente y se desarrollan mediante rutas genéticas
distintas (Kleihues et al. 1999). Los glioblastomas primarios se presentan en
pacientes de mayor edad y se -caracterizan por la presentacion de
amplificacion/sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), mutaciones de PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome ten), deleciones de p16™* o sobreexpresion de MDM2. Por
contra, los glioblastomas secundarios se presentan en pacientes mas jovenes y
contienen mutaciones de p53 como caracteristica genética preponderante,

aungue no exclusiva.

Los modelos animales (ratones Knock-out, Knock-in, transgénicos)
recapitulan los efectos encontrados en los tumores del SNC en humanos y
permiten establecer nuevas vias para el disefio de ensayos preclinicos y el
desarrollo de nuevas terapias especificas, basadas en la etiologia de los

diferentes tipos de tumores (Holland 2001a, 2001b; Hesselager et al. 2003).

1.1 Ciclo celular*

La serie de sucesos por los que una célula da lugar a dos células hijas se
denomina ciclo celular, y comprende el periodo entre dos divisiones mitéticas.
La regulacion del ciclo celular en células de mamiferos depende tanto de un
control interno como de las condiciones ambientales externas y de la presencia

de factores de crecimiento necesarios para la célula.

El ciclo celular consta de dos fases principales, sintesis (S) y mitosis (M),
separadas por dos interfases, G1 y G2. Existen dos puntos principales de

control que se situan en las transiciones de las fases G1a Sy de G2a M, y
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otro que se encuentra en la mitad de M. Gracias a estos puntos de control, las
células sélo inician una nueva fase de division cuando se han cumplido las
condiciones necesarias en cada punto y se ha finalizado correctamente la fase
anterior. Cuando las condiciones ambientales no son favorables para que se
produzca proliferacion celular, el ciclo se detiene en la fase G1 y la célula entra

en un estado de reposo conocido como quiescencia o fase GO.

El ciclo celular completo dura unas 24 hrs., aunque hay variaciones. La
fase G1 es el periodo de 6 a 12 hrs. que sigue a una divisién celular, durante el
que la célula duplica su tamano y su masa debido a la sintesis continua de
todos sus componentes. En este periodo hay una dependencia de las

condiciones externas para que se dé una progresion a lo largo de esta fase.

Al final de la fase G1 aparece el primer punto de control del ciclo celular,
el llamado punto de restriccién R, que marca la transicion G1/S a partir de la
cual desaparece la dependencia de senales mitogénicas para que el ciclo
pueda seguir avanzando. La fosforilacion de una proteina central en el control
del ciclo celular, la proteina de Retinoblastoma (Rb), es la que define a nivel
molecular este punto de restriccion (Sherr 1994; Sherr et al. 2002; Stevaux et
al. 2002; Chau et al. 2003).

Después de este primer control del ciclo, las células entran en la fase S,
que tiene una duracion de 6-8 hrs., y es donde se produce la replicacién del
DNA. A continuacién comienza la fase G2, de una duracion de 3-4 hrs., donde
las células se preparan para separarse en dos células hijas iguales. En esta
fase existe un segundo punto de control G2/M, en el que la célula comprueba
que ha duplicado la masa celular y que ha completado correctamente la
replicacion del DNA y que este proceso lo ha realizado una sola vez. En este
momento actuan los productos de los genes de reparacion del DNA, para
corregir los errores que se hayan podido producir en el proceso de replicacion.
Si estos errores no se pueden subsanar o son demasiados, se activa el

proceso de apoptosis inducido por p53.
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Finalmente, las células entran en fase M, de duraciéon aproximada de 1
hora. El tercer punto de control se produce aqui, entre la metafase y la anafase,
y asegura que la célula no se divida si hay errores en la formacion del huso

acromatico o en la alineacion de los cromosomas en la placa ecuatorial.

1.1.1 Proteinas reguladoras del ciclo celular: ciclinas y Cdks

Las proteinas responsables de la progresion a lo largo del ciclo celular
son las ciclinas y las kinasas dependientes de ciclinas (Cdks). Las kinasas
coordinan los procesos de control del ciclo celular, y su actividad esta regulada
por su asociacion reversible con las ciclinas. Las ciclinas presentan
oscilaciones en su concentracion, existiendo un periodo de sintesis y otro de
degradacion durante cada ciclo celular. Ademas de su union a ciclinas, las
kinasas pueden ser también reguladas por procesos de fosforilacion-
defosforilacién y por su unién con proteinas inhibidoras (revisado en Swanton
2004).

Hay dos clases principales de ciclinas: las ciclinas G1, que se unen a
Cdks durante la fase G1 y son necesarias para el inicio de la fase S, y las
ciclinas G2 o mitéticas, que se unen a Cdks durante la fase G2 siendo

esenciales para la entrada en M.

Existen numerosas ciclinas, pero las principales y mas estudiadas en
humanos son las ciclinas A, B, D y E. Las ciclinas de la fase G1 son las ciclinas
de tipo D (D1, D2 y D3) y las ciclinas de tipo E (E1 y E2). Estos dos tipos de
ciclinas se sintetizan durante la fase G1 y su concentracion celular se regula
por transcripcion y por degradacion en el proteasoma, haciendo que

desaparezcan durante la fase S o al acabar ésta.
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Las ciclinas mitéticas son las ciclinas A, B1 y B2. Se sintetizan durante las
fases previas a la mitosis, S 0 G2, y se degradan rapida y especificamente
durante M. La ciclina A participa en el control de la replicacion del DNA y en la

entrada en M, y la ciclina B participa solo en la fase M.

Las otras proteinas clave en la regulacion del ciclo celular son las kinasas
dependientes de ciclinas (Cdks). Constituyen una familia de proteinas que
fosforilan residuos serina y treonina de proteinas especificas que actuan como
sustrato. Sdélo pueden ejercer esta actividad enzimatica cuando estan
asociadas con una ciclina. De acuerdo con esto, en el complejo activo
ciclina/Cdk, la Cdk es la subunidad catalitica y la ciclina la subunidad
reguladora. A diferencia de las ciclinas, la concentracion de las Cdks no varia
de forma importante durante el ciclo celular, aunque puede estar regulada por
ciertas senales proliferativas o antiproliferativas. En humanos se han
encontrado al menos 8 miembros de esta familia (Cdk1-8), cada uno de los
cuales forma complejos kinasa activos con ciclinas distintas. Asi, un mismo tipo
de Cdk puede unirse a distintas ciclinas, teniendo entonces actividad para

fosforilar multiples proteinas sustrato.

1.1.2 Complejos ciclina/Cdk: funcionamiento y regulaciéon dentro del

ciclo celular

Durante las distintas fases del ciclo celular se forman y destruyen
diferentes complejos activos de ciclinas y Cdks, cuya actividad fosforilando
determinadas proteinas dirige el avance del ciclo. La regulacion de la actividad
de estos complejos ciclina/Cdk depende de diferentes mecanismos. El primer
factor limitante es la tasa de sintesis y degradacion de las ciclinas, que
determina la concentracion disponible de estas proteinas para su unién a las
Cdks. Una vez formado el complejo ciclina/Cdk, su actividad como kinasa esta

sometida a regulacion por otras proteinas, que pueden modificar la Cdk por

10
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procesos de fosforilacién-defosforilaciéon o se pueden unir a ella inhibiendo su
actividad kinasa (Sherr et al. 1999).

Las proteinas inhibidoras de los complejos ciclina/Cdk que regulan la
actividad kinasa de las Cdks son los CKls (cyclin-dependent kinase inhibitors),
cuyo efecto bloquea el ciclo celular, por lo que funcionan como proteinas
oncosupresoras. Los CKls se agrupan en dos familias en funcion de su
estructura, modo de accién y especificidad de sustrato. La familia INK4
6INK4a, p15INK4b’ p18'NK4° y

g'NK4dy e inhiben

(inhibitors of Cdk4) esta formada por las proteinas p1
p14INK4d

especificamente las subunidades cataliticas de Cdk4 y Cdk6. La otra familia,

(en humanos, en el ratdbn equivale a p1

denominada Cip/Kip (cyclin inhibitor protein / kinase inhibitor protein), incluye
las proteinas p21°P!, p27K*! y p57XP2 que se unen tanto a las subunidades de
ciclinas como de Cdks, inhibiendo especificamente la actividad kinasa de Cdk2
(Sherr et al. 1999).

La progresion a lo largo de la primera fase del ciclo celular, G1, y el inicio
de la sintesis de DNA, en la fase S, estan reguladas por distintas clases de
complejos ciclina/Cdk que actuan de manera coordinada, y cuya actividad es
opuesta a la que desarrollan sus inhibidores CKls (Elledge et al. 1994; Hengst
et al. 1998; Sherr et al. 1999). Las ciclinas D y E son esenciales en células de
eucariotas superiores para la progresion a lo largo de G1 y en la transiciéon
G1/S, y cuando se sobreexpresan son capaces de disminuir la duracion del
periodo G1, lo que indica que ambas ciclinas son factores limitantes para la
progresion en este momento del ciclo (Resnitzky et al. 1994; Resnitzky et al.
1995).

Cuando células quiescentes comienzan a dividirse, los genes que
codifican las ciclinas D son inducidos en respuesta a una sefial mitogénica, y
estas ciclinas se asocian con sus kinasas correspondientes, Cdk4 y Cdk®6,
formando complejos activos a lo largo de la fase G1 (Sherr 1993). La sintesis

de ciclinas D, su asociacion con Cdk4,6 y el transporte de estos complejos al

11
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nucleo depende de diferentes vias de transduccion de sefales activadas por la
proteina RAS, entre otras (Aktas et al. 1997; Weber et al. 1997a; Gille et al.
1999).

Una segunda actividad no catalitica de los complejos ciclina D/Cdk4,6 es
actuar como receptores de los inhibidores p21“*! y p27XP! (Sherr et al. 1995).
Este proceso favorece la formacion de los complejos ciclina E/Cdk2 en
ausencia de estos inhibidores, contribuyendo asi a su activacién al final de la
fase G1 (Perez-Roger et al. 1999). Los niveles de p21°P" y p27X*" libres deben
determinar una concentracion umbral para la activacién de los complejos ciclina
E/Cdk2 y ciclina A/Cdk2. Cuando desaparecen los mitdgenos, la sintesis de las
ciclinas D se detiene, liberando asi los Cip/Kip que estaban secuestrados en
los complejos ciclina D/Cdk4,6, que ahora inhiben a los complejos ciclina
E/Cdk2, induciendo una parada del ciclo celular en G1. También los INK4, que
se unen a Cdk4,6 rompiendo su union con ciclina D, liberando de esta manera
los Cip/Kip que estaban secuestrando, son inducidos por sefales
antiproliferativas. Esta captura de las proteinas Cip/Kip en los complejos ciclina
D/Cdk4,6 no inhibe la actividad kinasa de Cdk4,6. Ademas, la interaccion de
Cip/Kip con ciclina D/Cdk4,6 facilita la formacion de estos complejos, su
transporte al nucleo y aumenta la estabilidad de la ciclina D (LaBaer et al.
1997; Cheng et al. 1999). Sin embargo, estudios recientes apoyan que la
presencia de p21°P! y p27" P! favorece la formacion de estos complejos aunque
no es necesaria, pudiendo incluso llegar a inhibir su funcion (Bagui et al. 2003).
Por tanto, la controversia en cuanto a la funcion que desarrollan p21<®" y

p27X"! en los complejos ciclina D/Cdk4,6 continda.

Asi, el inicio de la fase G1 del ciclo celular es un proceso dependiente de
la senalizacion mediada por mitdbgenos hasta llegar a la activacion de los
complejos ciclina E/Cdk2. En este momento se reduce la dependencia de la
célula por estos mitdbgenos para poder completar el ciclo, y esto resulta en un
compromiso irreversible para que la célula entre en fase S, que coincide con el

punto de restriccion R.

12
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Alteraciones en el equilibrio entre estas proteinas reguladoras en
respuesta a distintos estimulos determinan que una célula prolifere o no, y es
este equilibrio el que se ve afectado en células tumorales que son capaces de

proliferar de una manera descontrolada.

1.1.3 La proteina de Retinoblastoma (Rb)

El gen de Retinoblastoma (Rb) fue el primer gene supresor de tumores en
identificarse a partir de tumores de retinoblastoma (Friend et al. 1986; Fung et
al. 1987; Lee et al. 1987). La proteina Rb es una fosfoproteina nuclear capaz
de bloquear el ciclo celular durante la fase G1, a través de la inhibicién de la
transcripcion de genes necesarios para la transicion G1/S (Weinberg 1995). La
funcidn de Rb como gen supresor de tumores se ha confirmado por su
capacidad de inhibir la aparicion de un fenotipo maligno en células tumorales

que tienen delecionado dicho gen (Huang et al. 1988).

El sustrato principal de Rb es la familia de factores de transcripcion E2F,
capaces de unirse a diferentes genes reguladores del ciclo celular. Rb es capaz
de unirse a estos factores de transcripcion a través de una regién central de la
proteina, inhibiendo su capacidad transcripcional sobre dichos genes (Zhu et al.
1993; Qin et al. 1995). Dicha region presenta mutaciones o esta ausente en la

mayoria de tumores (Horowitz et al. 1990).

La progresion G1/S requiere de la inactivacion de Rb por fosforilacion.
Dicha funcion es llevada a cabo por los complejos ciclina/Cdk (Sherr 1996). Los
complejos ciclina D/Cdk4,6 y ciclina E/Cdk2 son los responsables de la
progresiva fosforilacion de Rb y de su inactivacion durante la fase G1/S
(Harbour et al. 1999). La fosforilacion esta regulada a través de sefales
inducidas por factores de crecimiento, lo que explica la capacidad de diversas

sefales extracelulares de estimular la proliferaciéon celular.

13
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La ausencia de Rb debido a delecion génica o su inactivacion por
mutacién en varios tumores es necesaria para sobrepasar la restriccion
impuesta por Rb en la progresion del ciclo celular. Ademas, la pérdida de la
funcidén de Rb genera una ventaja selectiva para inactivar posibles sefales pro-
apoptéticas como la regulada por p53, por lo que es frecuente encontrar

tumores que contengan mutaciones en ambos genes.

Rb no esta soélo implicado en la aparicion de retinoblastomas hereditarios,
donde la causa es la aparicién de una doble mutacién en los dos alelos de Rb,
si no que aparece mutado en un elevadisimo numero de otros canceres. En
osteosarcomas, la mutacién de un solo alelo de Rb causa predisposicion a
desarrollar la enfermedad, y frecuentemente se encuentran deleciones dobles
como en retinoblastomas (Toguchida et al. 1989). En carcinoma de pulmén,
mama, vejiga, prostata y algunas leucemias, entre otros, la mutacion en Rb
debe cooperar con otras mutaciones en oncogenes y otros genes supresores.
De hecho, la mutacion de Rb es una de las mas frecuentes, encontrandose en
un 50% del total de canceres de adultos. Otras dos proteinas, p130 y p107,
estan estructural y funcionalmente relacionadas con Rb (Hurford et al. 1997;
Lipinski et al. 1999).

Rb se expresa en practicamente todos los tipos celulares e interviene en
el control del punto de restriccion al final de la fase G1 (Nevins et al. 1997;
Harbour et al. 2000a; Stevaux et al. 2002). Los niveles de Rb no se alteran
significativamente durante el ciclo celular, pero si su grado de fosforilacion, que
modula su actividad. Durante las fases GO y G1, la proteina Rb se encuentra
hipofosforilada y unida a los factores de transcripcion E2F. Los complejos
activos ciclina D/Cdk4,6 y ciclina E/Cdk2 son los principales responsables de la
fosforilacién de Rb durante la fase G1 (Morgan 1997; Sherr et al. 1999; Murray
2004), modulando su interaccion con E2F y la posterior transcripcién de genes
cruciales para la proliferacion celular. Se ha propuesto que los complejos Rb-

E2F estan unidos a los promotores de estos genes, de modo que cuando Rb
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esta hiposforilada inhibe la accién activadora de E2F y al hiperfosforilarse, esta

accion desaparece (Nevins et al. 1997; Harbour et al. 2000b).

En mitad de la fase G1 los complejos ciclina D/Cdk4,6 fosforilan Rb. Rb
parece que ser el unico sustrato esencial para los complejos ciclina D/Cdk4,6
puesto que los ratones knock-out para Rb no necesitan la presencia de ciclina
D para proliferar (Sherr 2004).

A finales de la fase G1 los complejos ciclina E/Cdk2 son activos y
continian con este proceso de fosforilacion en distintos residuos de Rb
(Matsushime et al. 1994). Los complejos ciclina A/Cdk2 y ciclina B/Cdk1 se
activaran mas tarde durante el ciclo celular y contribuiran al mantenimiento de
Rb en un estado hiperfosforilado, hasta la salida de la célula de la fase M. La
fosforilacidon de Rb libera los factores de transcripcion E2F, que activan la
transcripcion de ciclina E y ciclina A, cuyos productos son necesarios en la
transicion G1/S del ciclo celular (Pagano et al. 1992; Ohtsubo et al. 1995). El
hecho de que E2F induzca la expresion de ciclina E que, por otro lado, regula
la actividad de Cdk2 para reforzar la fosforilacion de Rb, crea un “feedback”

positivo que contribuye a que la transiciéon G1/S sea irreversible.

La ausencia de Rb debido a delecidn génica o su inactivacion por
mutacion provoca la falta de regulacion de la actividad E2F y la estimulacién de
la progresion del ciclo de divisidn celular. La inactivacion de Rb por su union
con diferentes productos de oncogenes, mdm-2, E7, E1A, etc., también
provoca la liberacion de E2F y la progresion del ciclo celular (Bandara et al.
1991; Morris et al. 1993; Xiao et al. 1995).
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1.2 Vias de transduccion de senales

Las diferentes moléculas situadas en el exterior de la célula se unen a
receptores proteicos especificos situados en la superficie de las células diana.
Estos receptores unen la molécula sefial con una alta afinidad y transforman
este evento extracelular en una o mas senales intracelulares, las cuales alteran
el comportamiento de la célula diana. Existen diferentes rutas de transduccién
de sefiales implicadas en el control de la proliferacion y supervivencia celulares

(ver Figura 1).

1.2.1 Via Ras/Raf/MEK/ERK

La via de Ras/Raf/MEK/ERK es una ruta central de transduccion de
sefales, que integra diferentes estimulos desde la superficie celular hasta los
factores de transcripcion que se encuentran en el nucleo de la célula. La
proteina Ras tiene actividad GTPasa y esta codificada por un proto-oncogén.
En su estado inactivo aparece en el citoplasma unida a GDP, el cual
intercambia por GTP cuando se activa por la presencia de estimulos
mitogénicos, proceso inducido por GEFs (guanine nucleotide exchange
factors). Su actividad GTPasa intrinseca es estimulada por GAPs (GTPase-
activating proteins), que conduce a la hidrodlisis de este GTP y le devuelve a su
estado inactivo unido a GDP. Se han descrito tres miembros dentro de la
familia de Ras: H-Ras, K-Ras y N-Ras. La amplificacion del proto-oncogén Ras
y mutaciones puntuales en este gen se observan en aproximadamente el 30%
de los canceres humanos, y conduce a la transformaciéon celular y al
acortamiento de la fase G1 del ciclo celular (Downward 2003). En esta via de
sefalizacion, a continuacion de Ras, actua la proteina Raf, que se une a Ras-
GTP y es translocada a la membrana citoplasmatica, donde se activa (Barnard
et al. 1998). Finalmente, Raf fosforila a MEK, que a su vez fosforila a ERK
(extracellular-signal-regulated-kinase), lo que resulta en una activacion de

factores transcripcionales cuyos genes diana activan la proliferacion celular y la
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inhibicion de la apoptosis. Entre estos factores de transcripcion se encuentran
c-Myc, Ets, CREB y c-Jun, cuyos efectos inducen el crecimiento celular. ERK
también fosforila e inactiva a la proteina pro-apoptética Bad, y fosforila a Stat-3
activando su funcion transcripcional (Ng et al. 1997). También se ha implicado
esta via en la regulacién transcripcional del promotor de ciclina D1 y de p21°™*

y de la actividad transcripcional de E2F (Gille et al. 1999).

1.2.2 Via PI3 kinasa/AKT

La via de PI3K/Akt induce supervivencia celular mediante la inhibicién de
la apoptosis (Franke et al. 2003), y también promueve la proliferacién celular
afectando a la expresion de proteinas que participan en su regulacién. La
proteina PI3K esta formada por una subunidad reguladora de 85 kDa (p85) y
por una subunidad catalitica de 110 kDa (p110) (Shibasaki et al. 1991). La
asociacion de p85 con proteinas con actividad tirosina kinasa es suficiente para
la activacidon de la subunidad catalitica p110. PI3K es una familia de proteinas
que catalizan la transferencia de un grupo fosfato del ATP a fosfatidilinositoles,
induciendo asi la formacidén de moléculas PIP3 a partir de moléculas de PIP2.
La subunidad catalitica p110 de PI3K tiene doble actividad kinasa sobre lipidos
y sobre proteinas en residuos serina/treonina. La actividad de PI3K se asocia
con la organizacion del citoesqueleto, division celular, inhibicion de la apoptosis
y la absorcion de glucosa. La activacién de PI3K requiere su translocacion a la
membrana, que es mediada en condiciones normales por la activacion de
RTKs (Receptores con actividad Tirosina Kinasa), como el receptor de IL-3, o
por sus sustratos, como son Ras, Grb2 y Abl, entre otros (van der Geer et al.
1994; Wymann et al. 1998). Estas interacciones activan la produccion de PIP3,
que activa diferentes dianas como Akt, PDK, Rac/GEF y PKC, de las cuales la

mas importante en el mecanismo de accion de PI3K es Akt.

La proteina Akt interacciona con PIP3, lo que promueve su translocacion

a la membrana plasmatica y su posterior activacion por PDK (Haslam et al.

17



Introduccién

1993; Mayer et al. 1993). Una vez que Akt esta fosforilada, se transloca desde
la membrana plasmatica al citosol o al nucleo, donde ejerce su funcién (Brazil
et al. 2002; Scheid et al. 2003). El control de la actividad de Akt depende, por

tanto, de su fosforilacién, estabilidad y localizacion subcelular.

Las funciones mas estudiadas de Akt son la regulacion del transporte y
metabolismo de glucosa, y el control negativo de la apoptosis. En cuanto a su
relacion con el metabolismo de la glucosa, Akt fosforila directamente a GSK-33
(alycogen synthetase kinase-3p) (Cross et al. 1995), lo que produce su
inactivacién. Los efectos anti-apoptoticos de Akt estan mediados por la
fosforilacidon de diversos sustratos, entre los que se encuentran Bad, Caspasa-
9, factores de transcripcion FoxO, IKK, Mdm2 y GSK-3f. No esta claro si todas

estas dianas de accion son afectadas de forma directa o indirecta por Akt.

La fosforilacion de Bad en Ser136 por Akt impide que esta proteina entre
en el ndcleo y hace que se acumule en el citoplasma, lo que inhibe su
capacidad para unirse a Bcl-2 y Bcl-x,, ambas proteinas anti-apoptéticas,
promoviendo de esta manera la supervivencia celular (Datta et al. 1997).
Ademas de Bad, la fosforilacion de Caspasa-9 por Akt resulta en su
inactivacién, con lo que se consigue un bloqueo de la cascada de accién de las

caspasas que inducen apoptosis (Cardone et al. 1998).

La fosforilacion de los factores de transcripcion FoxO resulta en su
translocacioén al citoplasma, lo que impide su accién en el nucleo (Biggs et al.
1999; Brunet et al. 1999). Como resultado, multiples genes pro-apoptoéticos
resultan inhibidos, tales como FasL, ademas de otros genes implicados en la
regulacion del ciclo celular, como el CKI p27¥P! (Medema et al. 2000;
Nakamura et al. 2000). El gen de ciclina D1 esta inhibido por FoxO, por lo que
Akt induce su expresion (Ramaswamy et al. 2002; Schmidt et al. 2002). Por
otro lado, Akt activa la transcripciéon de genes anti-apoptéticos a través de la
fosforilacién de IKK, que fosforila IkB promoviendo su degradacion, y liberando

asi a los factores transcripcionales NF-xB (Ozes et al. 1999).
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Akt promueve la progresion a lo largo del ciclo celular mediante la
fosforilaciéon de Mdm2 y GSK-3p. Una vez que es fosforilado por Akt, Mdm2 se
transloca al ntcleo donde interacciona con p300, liberando p19°*F, que estaba
acomplejada con p300, resultando en la degradacion de p53, con lo que
promueve la progresion del ciclo y la supervivencia celular (Zhou et al. 2001b).
La fosforilacion de GSK-3p inhibe su actividad, con lo que aumenta la
estabilidad del complejo B-catenina-LEF/TCF que induce la transcripcion de
diversos genes, entre los que se encuentran ciclina D1 y c-myc, promoviendo
asi la progresion del ciclo celular (Fukumoto et al. 2001). El control de Akt
sobre ciclina D1 también se ejerce sobre la estabilidad de la proteina, ya que
GSK-3p fosforila ciclina D1 para producir su degradacion en el citoplasma, por
lo que al inhibir GSK-33 aumenta la estabilidad de ciclina D1 en el nucleo (Diehl
et al. 1998).

Akt también controla la actividad de los CKls p21°*! y p27KP1. Akt fosforila
p21°P! en Thr145 (Zhou et al. 2001a) y p27XP! en Thr157 (Liang et al. 2002;
Shin et al. 2002; Viglietto et al. 2002) inhibiendo su translocacion al nucleo y
promoviendo su acumulacion en el citoplasma, lo que impide su actividad
inhibidora de los complejos ciclina E/Cdk2 en el nucleo y favorece la progresion
del ciclo celular. Sin embargo, no hay evidencia de una relocalizacién
citoplasmatica de p21“?" en tumores (Coqueret 2003), aunque si de p27"*’
(Liang et al. 2002; Shin et al. 2002; Viglietto et al. 2002; Andreu et al. 2005).
Por tanto, el inhibidor del ciclo celular p27¥*" no sélo esta regulado a nivel
transcipcional por PI3K/Akt, mediante la inactivacion de FoxO, sino también por
su localizacion celular mediada por la fosforilacion de Akt que determina su
actividad en el nlcleo. Ademas, los niveles de expresién de p27"P" son
contrarios a los de la proteina Skp2 (Kudo et al. 2001; Latres et al. 2001;
Chiarle et al. 2002; Masuda et al. 2002; Andreu et al. 2005), implicada en su
degradacion proteasomal, que se ha visto que esta controlada positivamente
por la via de PI3K (Mamillapalli et al. 2001; Andreu et al. 2005).
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La via de PI3K esta regulada negativamente por fosfatasas. La proteina
PTEN, codificada por un gen supresor de tumores, tiene doble actividad
fosfatasa sobre proteinas y lipidos y elimina un grupo fosfato de PIP3
convirtiéndolo en PIP2, lo que previene la activacion de Akt (Sun et al. 1999;
Vazquez et al. 2000). PTEN se encuentra mutado con elevada frecuencia en
los canceres humanos. El restablecimiento de la actividad de PTEN es capaz
de inhibir el crecimiento de células de glioblastoma y su tumoreginicidad en
ratones inmunosuprimidos (Furnari et al. 1997; Cheney et al. 1998; Li et al.
1998). Se ha generado un ratéon knock-out del gen PTEN, que resulta no viable
ya en una temprana etapa embrionaria. Sin embargo, los ratones heterozigotos
para PTEN presentan una mayor predisponibilidad a generar tumores,

confirmando su importancia como oncosupresor (Di Cristofano et al. 1998).

Las células de glioblastoma humano, U87 tienen delecionado el gen de
PTEN y por tanto presentan una activacidén constitutiva de la ruta AKT (Cheney
et al. 1998; Li et al. 1998; Maier et al. 1999). Dicha activacién es la responsable

de su elevada proliferacién y de su alta capacidad tumoral.
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Figura 1. Vias de transduccién de senales activadas por los receptores de integrinas y
los receptores de factores de crecimiento comentadas en este trabajo.
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1.3 La familia Rho

La familia de proteinas Rho (Ras homologue) cuenta hasta el momento
con 18 miembros, que se han clasificado de acuerdo a su secuencia y funcion
(ver Figura 2). Esta clasificacion incluye proteinas muy similares a RhoA, Rac1
y Cdc42 y finalmente un grupo que abarca aquellas proteinas de la familia que
carecen de actividad GTPasa (Rnd y RhoH).

Como los miembros de la familia Ras, las proteinas de la familia Rho
contienen modificaciones lipidicas en su estructura que les permiten anclarse a
la membrana celular y oscilar entre dos estados conformacionales: un estado
activo, donde permanecen unidas a GTP, y otro inactivo, unidas a GDP. La
unioén a la molécula de GTP se produce a través de un factor intercambiador de
nucleodtidos guanina especifico de Rho (Rho-GEF), mientras que la hidrélisis de
GTP es estimulada por una proteina activadora de GTPasa (Rho-GAP). El
analisis del genoma humano ha permitido saber que existen muchas proteinas
con dominios de unién para estas dos moléculas lo que sugiere la importancia
de éstas en el desarrollo de diversos eventos celulares (para una mayor
informacion, ver Van Aelst et al. 1997). El siguiente nivel de regulacion se
produce a través de unas moléculas capaces de inhibir la disociacion de Rho-
GDP (Rho-GDls), a través de un secuestro de estas proteinas en el citoplasma,

evitando su unién a GTP.

La activacion de receptores de factores de crecimiento e integrinas
promueve el cambio GDP/GTP en las proteinas Rho, lo que provoca un cambio
conformacional activado y su interaccion con multiples efectores, modulando
asi su actividad y localizacion. Por ejemplo, muchos de los efectores de
proteinas Rho son kinasas, capaces de controlar funciones celulares a través
de la fosforilacion de proteinas como la kinasa activadora de p21 (PAKSs),
capaz de unirse a Cdc42 y Rac1, o las kinasas ROCK (Rho associated coiled-

coil-forming kinases), que son activadas por RhoA.
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Se han descrito otros efectores, como los factores de andamiaje (scaffold
proteins), encargados de controlar funciones celulares a través de
interacciones proteina-proteina (para un resumen de los efectores de Rho, ver
Bishop et al. 2000). En la Tabla 1 se describen algunos de los efectores de las

proteinas Rho y las funciones conocidas hasta el momento.

Figura 2. Miembros de la familia Rho. Diagrama representativo de los miembros de la
familia Rho. Se han clasificado los diferentes miembros segun sus propiedades
bioquimicas y funcionales. La subfamilia Rnd y RhoH se han agrupado en base a su
deficiencia en actividad GTPasa. (Esquema extraido de Sahai et al. 2002 y Coleman et
al. 2004).
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Proteina Efectores Tipo de Funcién
Efector
ROCK 1, i Kinasa Contraccion actomiosina; transformacion, transcripcion
Scaffold Polimerizacion actina; transcripcion, microtubulos
ey, PRK1/PKN Kinasa Endocitosis; activacion MAPK
Citron Kinasa Citoquinesis
RhoB PRK1/PKN Kinasa Procesamiento EGFR; motilidad y adhesién celular
RhoD Desconocido Desconocido Transporte de vesiculas
Rnd1, 2, 3/
T Desconocido Desconocido Antagonista RhoA
e Kinectina Scaffold Unioén de microtubulos
Desconocido Activacion de Rac y Cdc42
RhoH Desconocido Desconocido Implicado en tumores de la linea mieloide
RIF Desconocido Desconocido Organizacion actina
CHP PAK Kinasa Activacion de JNK
WRCH1 PAK Kinasa Activacion de JNK
PAK 1,2, 3 Kinasa Activacion de JNK; transformacion
MLK2, 3 Kinasa Activacion de JNK
PARG Kinasa Polaridad celular; transformacién
Rac1,2,3 pe7™Hox Enzima Oxidacién NADPH, transcripcion (NF-kB)
IQGAP1, 2 Scaffold/GAP Uniones adherentes
POSH Scaffold Activacion de JNK, transcripcion (NF-kB)
IRSp53 Scaffold Polimerizacion de actina
PAK1, 2, 3, 4 Kinasa Activacion de JNK, transformacion
MLK2, 3 Kinasa Activacion de JNK
Cdc42 PARG6 Scaffold Polaridad celular; transformacion
N-WASP,WASP Scaffold Polimerizacién de actina
MRCK1, 2 Kinasa Organizacion de actina
PAK Kinasa Activacion de JNK
e WAS1I:’6 Scaffold Polimerizacién de actina
PIST Scaffold Desconocido
Desconocido Desconocido Translocacion de GLUT4; captacion de Glucosa

Tabla 1. Principales efectores de la familia Rho y sus funciones. Se describen en
esta tabla las principales funciones descritas para las proteinas Rho asi como los
efectores conocidos que intervienen en la transduccién de sefales. Para un mayor
conocimiento sobre la funcién de dichas proteinas se recomiendan las revisiones: Van
Aelst et al. (1997), Bishop et al. (2000) y Sahai et al. (2002).
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1.3.1 Proteinas Rho y citoesqueleto

La habilidad de las células eucariotas para mantener o cambiar su forma y
nivel de anclaje al sustrato en respuesta a sefales externas depende en gran
parte de la reorganizacion de su citoesqueleto de actina. Dicha reorganizacion
juega un papel importante en diversos procesos como la movilidad celular,
citoquinesis o fagocitosis. Los filamentos de actina estan organizados formando
diversas estructuras: filopodios, lamelipodios y fibras de estrés. Ademas,
también hay otras proteinas que se asocian a las fibras de actina y forman
parte del citoesqueleto (Stossel 1993; Small 1994; Zigmond 1996).

Los miembros de la familia de Rho constituyen el grupo de reguladores
mas importantes de la dinamica del citoesqueleto en células eucariotas, y
juegan un papel crucial en los procesos biolégicos relacionados con el
citoesqueleto, como la movilidad o el cambio en la forma celular (Etienne-
Manneville et al. 2002). En células de mamifero, los miembros mejor
caracterizados de la familia de Rho son RhoA, Rac 1 y Cdc42. En su
conformacién activa, son capaces de unirse a diferentes efectores, muchos de
los cuales estan implicados directamente en la regulacion del citoesqueleto,
como por ejemplo el ensamblaje de los filamentos de actina y miosina (fibras
de estrés) o la de protuberancias ricas en actina (lamelipodios y filopodios)

situadas en la membrana celular (Kozma et al. 1995; Nobes et al. 1995).

En los ultimos afnos se han descrito diversas rutas implicadas en la
polimerizacion de las fibras de actina que dan lugar a dichas modificaciones de
la membrana celular. El papel de Rho en la formacion de fibras de estrés se
demostré al microinyectar un mutante activado de Rho, RhoV14, en
fibroblastos quiescentes. Su expresion resultdé en la induccion de fibras de
estrés y la aparicion de adhesiones focales (Ridley et al. 1992). Las adhesiones
focales se definen como regiones donde las fibras de estrés se anclan a la
membrana basal y representan la zona de mayor adhesion de la célula al

sustrato. Los componentes citoplasmaticos que forman las adhesiones focales
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incluyen la a-actina, vinculina y talina, asi como moléculas de senalizacion
celular como la kinasa de adhesiones focales (FAK) (Chrzanowska-Wodnicka
et al. 1996).

Existen numerosas proteinas capaces de unirse a la forma activa de Rho
(Rho-GTP) y que dan lugar a la formaciéon de fibras de estrés y adhesiones
focales en diversos tipos celulares. En particular se han descrito una serie de
proteinas con actividad serina/treonina kinasa de la familia ROCK llamadas
ROKa (ROCK I o Rho-kinasa) o la proteina p160 ROCK (ROCK Il o ROKp)
(Matsui et al. 1996; Nakagawa et al. 1996). La interaccion de Rho con estas

proteinas aumenta su actividad kinasa (Leung et al. 1995; Ishizaki et al. 1996).

El analisis de la funcion de ROCK | proviene de los estudios realizados in
vitro con la cadena ligera de la miosina (MLC). La MLC presenta dos estados:
una forma fosforilada (activa) y una forma no fosforilada (inactiva). La
regulacion de estos dos estados conformacionales viene determinada por una
kinasa (MLCK) y una fosfatasa (MLCP) que mantienen en unas cantidades
determinadas una forma u otra dependendiendo de cada momento. ROCK | es
capaz de unirse a la forma activa de Rho y a su vez a una region de la MLCP,
llamada MBS (subunidad de unién a miosina), fosforilandola e inactivandola.
De este modo, y sin actividad fosfatasa, la MLCK es capaz de fosforilar a la
MLC, aumentando la proporcion estequiométrica de esta molécula (Kimura et
al. 1996), lo que implica un cambio conformacional que conlleva una mayor
afinidad por los filamentos de actina, y que da lugar a la formacién de fibras de
estrés (Tan et al. 1992).

La sobreexpresion de la forma activada de Rho en NIH-3T3 provoca un
aumento de la fosforilacion de MLC y de la formacién de fibras de estrés.
Ademas, la contraccion de fibroblastos inducida por Rho es bloqueada por un
inhibidor de MLCK, KT5926, lo que resulta en una disminucion de la
fosforilaciéon de MLC y la desaparicion de fibras de estrés y adhesiones focales

(Chrzanowska-Wodnicka et al. 1996). Queda por dilucidar si la formacién de
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estas estructuras transcurre por vias independientes o estan interrelacionadas
(para posibles hipotesis, ver Nobes et al. 1995, Chrzanowska-Wodnicka et al.
1996 y Chihara et al. 1997).

En fibroblastos, Rac juega un papel en la reorganizacion del citoesqueleto
inducida por factores de crecimiento y la forma activada de Ras (RasV12)
(Ridley et al. 1992). La microinyeccion de una forma activada de Rac (RacV12)
es suficiente para inducir la formacion de lamelipodios (ondulaciones en la
membrana celular) y fibras de estrés. El papel de Cdc42 en la remodelacién de
los filamentos de actina también ha sido demostrado. La sobreexpresion de
Cdc42 en fibroblastos desencadena la formacién de filopodios en la periferia
celular, seguido de la formacién de lamelipodios (Kozma et al. 1995), lo que
representa una ruta de sefalizacion adicional en la interconexién entre los
receptores de membrana y la organizacidon del citoesqueleto. Ademas, tanto
Rac como Cdc42 son capaces de inducir el ensamblaje de los complejos
focales celulares en la membrana de fibroblastos (Nobes et al. 1995). Estos
complejos son morfolégicamente distintos de los inducidos por Rho. Por otro
lado, Ridley et al han demostrado que Rac regula la motilidad inducida por el
factor de crecimiento hepatico (HGF) y RasV12 en células epiteliales de perro
(MDCK) (Ridley et al. 1995). En células T, Cdc42 juega un papel importante en
la polimerizacién de actina y microtubulos durante la presentacion de antigeno
(Stowers et al. 1995). Finalmente, el papel de Cdc42 en el control de la
citoquinesis en fibroblastos, células HelLa y embriones de Xenopus ha sido
descrita (Dutartre et al. 1996; Drechsel et al. 1997; Qiu et al. 1997).

En resumen, aunque se han descrito hasta el momento numerosas dianas
potenciales para la familia Rho, es necesario determinar en el futuro las
posibles relevancias fisiolégicas de todas estas nuevas proteinas en la

remodelacion del citoesqueleto.
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1.3.2 Proteinas Rho y ciclo celular

Ademas de su papel sobre el citoesqueleto, las proteinas Rho contribuyen
a la regulacioén de otras respuestas celulares como la regulacion transcripcional
o bien la proliferacion y transformacion celular (Pruitt et al. 2001; Sahai et al.
2002; Jaffe et al. 2002; Besson et al. 2004a).

Uno de los ejemplos mejor caracterizados es la estimulacion de células T.
La union del antigeno al receptor de células T induce la union de Rac a GTP y
la posterior estimulacién de la cascada de sehnalizacion JNK-MAP kinasa.
Finalmente, dicha cascada activa al factor de transcripcion NF-AT vy la
expresion de interleuquina-2 (IL-2), que a su vez estimula la progresion de la
fase G1 y la expansion clonal de linfocitos especificos para ese antigeno
(Cantrell 1998; Reif et al. 1998).

En fibroblastos y células epiteliales en cultivo, RhoA, Rac y Cdc42
contribuyen a la progresién G1/S de células quiescentes, mientras que la
inhibicion de alguna de estas tres proteinas bloquea dicha progresion
(Yamamoto et al. 1993; Olson et al. 1995). Las rutas de transduccion de
sefales implicadas en este proceso no estdn muy claras, pero parece que
RhoA induciria la expresién de ciclina D1 hacia la mitad de la fase Gf1,
activando la ruta de Ras-Raf-MEK-ERK vy la inhibicion de la expresion de
p21°P" (Liberto et al. 2002). Uno de los mecanismos de inhibicion de p21“*’
mediado por Rho es a través de la fosforilacion de ERK a través de ROCK
(Zuckerbraun et al. 2003). Dicha fosforilacion produce la retenciéon en
citoplasma de ERK, lo que se traduce en una inhbicidn de la expresion de
p21°P" (Lai et al. 2002; Zuckerbraun et al. 2003).

La activacion de Rho permite la progresion a lo largo del ciclo de células
estimuladas con mitdgenos. Sin embargo, en ausencia de adhesién o cuando
las células entran en confluencia, Rho se encuentra inactivo, y los niveles de

p21“P! se encuentran elevados, funcionando como un sensor de las
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condiciones en que se encuentra la célula en cada momento. La activacion de
Rac o Cdc42 por factores de crecimiento o por la adhesion celular mediada por
integrinas modula también la progresion en el ciclo, y en el caso de los niveles
de p21°P!, aumentando su degradacion por una via proteosomal ubiquitina-
independiente (Bao et al. 2002).

La inhibicion de RhoA produce un aumento en los niveles de p27%°’
(Weber et al. 1997a), mientras que su sobreexpresioén disminuye dichos niveles
(Hirai et al. 1997; Laufs et al. 1999), posiblemente a través de un aumento de
los complejos ciclina E/Cdk2 (Hu et al. 1999). La inhibicion de RhoA aumenta

los niveles de mensajero de p27 “P*

a través de algun “elemento de respuesta a
Rho” situado en la region 3’ no traducida del gen (Vidal et al. 2002). Sin
embargo, queda por aclarar si el efecto de RhoA sobre los complejos ciclina
E/Cdk2 y la degradacion de p27P" son consecuencia de la inhibicién de

p21“P! aumento de la expresién de ciclina E u otros mecanismos.

La induccciéon de la transcripcion de ciclina D1 mediada por Ras
transcurre a través de la activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK (Lavoie et al.
1996; Balmanno et al. 1999). La induccion de ciclina D1 durante la fase G1 esta
intimamente regulada a través de la activacion de esta ruta (Weber et al.
1997b; Roovers et al. 2000). Diversas son las evidencias que apuntan que la
activacion de dicha via requiere tanto de la participacion de receptores de
factores de crecimiento como de sehales provenientes de moléculas de
adhesion que operan a través de proteinas Rho (Roovers et al. 1999; Welsh et
al. 2001; Roovers et al. 2003b). Esta cascada de sefiales provoca la activacién
de Cdks y un aumento de la estabilidad del factor de transcripcion Myc, que

son necesarios para inducir la expresion de ciclina D1 (Sears et al. 2002).

Por ejemplo, RhoA es necesario para la activacién sostenida de ERK en
respuesta a una activacién de asP4-integrina (el receptor principal para
fibronectina). Esta activaciéon requiere de la kinasa LIM que a su vez es
fosforilada (activada) por ROCK (Roovers et al. 2003a; Roovers et al. 2003b).
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En fibroblastos murinos, dicha activacion sostenida de ERK inducida por
mitégenos aumenta la expresion de ciclina D1 durante la mitad de la fase G1,
iniciando la progresion G1/S (Welsh et al. 2001). Paralelalmente, y por algun
mecanismo independiente de Rho, la induccidén de la expresién de ciclina D1
mediada por Rac y Cdc 42 se encuentra inhibida, evitando asi su expresion
durante la fase temprana de G1. Sorprendentemente, y a pesar de que la
inhibicion de Rho, ROCK o LIM bloquean la actividad ERK, se activan
mecanismos de induccion de la expresion de Rac o Cdc42 que a su vez activan
la via de ERK mediada por PAK (Frost et al. 1997; King et al. 1998) y
finalmente se produce un aumento en la tasa de transcripcion de ciclina D1,

posiblemente a través de NF-kB (Vojtek et al. 1995).

Asi pues, RhoA, Rac y Cdc42 estan implicadas en la regulacion de la
expresion de ciclina D1 inducida por mitdgenos a través de, al menos, dos
mecanismos: uno, dependiente de Ras y ROCK, que provoca la induccién de la
expresion de ciclina D1 en la mitad de la fase G1 y el otro a través de Rac, que
supone una induccion temprana de la expresion de dicha ciclina por un

mecanismo independiente de ERK.

Otros estudios, en cambio, revelan un mecanismo mas directo de la
regulacion de ERK1/2 por proteinas Rho, a través de sefiales mediadas por
integrinas. Rho y ROCK son necesarias para el ensamblaje de las integrinas en
las adhesiones focales (Narumiya et al. 1997); seria la formacién de estos
complejos lo que promoveria la activacion de ERK1/2 a través de la activacién
de SRC o FAK y posterior activacion de Ras (Danen et al. 2001; Assoian et al.
2001). En células endoteliales, Rac es esencial para la estimulacion de la
expresion de ciclina D1 durante la fase G1 aunque, a diferencia de en
fibroblastos, su regulacién estaria modulada a nivel traduccional y no

transcripcional (Mettouchi et al. 2001).
El ciclo celular se completa con la division de la célula madre, proceso

denominado citoquinesis, que en células de mamiferos esta regulado por los

anillos contractiles de actina y miosina y que dara lugar a dos células hija. La
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inhibicién de Cdc42 inhibe la formacion de dichos anillos contractiles en una
gran variedad de células de mamifero y en embriones de Xenopus (Drechsel et
al. 1997). La expresion de las formas activadas de Rho o Cdc42 bloquea la
citoquinesis, sugiriendo que la alternancia entre los estados activos e inactivos

de estas proteinas es necesaria para la regulacién de este proceso.

1.3.3 Proteinas Rho y cancer

Diversos estudios han relacionado a las proteinas Rho con la
desregulacion de diversas sefales mitogénicas. Por ejemplo, se ha descrito
que ciclina D1 se encuentra sobreexpresada en una gran variedad de tumores,
y que dicha sobreexpresion podria estar controlada por proteinas de la familia
Rho, a través de la activacion de protein kinasas que modularian su actividad

transcripcional (ver apartado 1.3.2).

Otro fendbmeno que define a una célula cancerigena es la capacidad de
desplazarse desde su lugar de origen a otros puntos del organismo, proceso
conocido con el nombre de metastasis. Recientemente se ha publicado que
p27KP! es capaz de modular la migracién celular a través del control de la
activacion de RhoA (Besson et al. 2004b).

En un estudio realizado por Clark et al. (Clark et al. 2000) en células de
melanoma procedentes de humano y de raton, se seleccionaron aquellos
tumores con mayor capacidad metastasica y se analizaron por la técnica de
microarray la expresion diferencial de genes respecto a otros tumores con baja
capacidad metastasica. En dicho estudio se identific6 a un miembro de la
familia Rho, RhoC, como uno de los genes que se encontraba altamente
expresado en tumores con una elevada capacidad metastasica, tanto en el

caso de tumores humanos como de raton.

RhoC presenta gran homologia con RhoA y RhoB, aunque a diferencia de

otras proteinas de la familia Ras no se han descrito mutaciones en células
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cancerigenas, ni tampoco se ha observado que RhoA o RhoB se encuentren
sobreexpresadas en células metastasicas. Sin embargo, Clark et al observan
como la sobreexpresion de RhoC en células de melanoma humano cultivadas
in vitro es capaz de convertirlas en altamente metastasicas. Queda por
dilucidar si RhoC es capaz por si solo de inducir dicho fenotipo metastatico o

bien colabora con otros genes implicados para acelerar dicho proceso

1.3.4 Proteinas Rho y muerte celular

Las células tumorales poseen una mayor capacidad de supervivencia en
comparacién con las células normales, debido a una reduccion de la expresion
de proteinas proapoptéticas y/o un aumento de la expresién de factores
antiapoptoticos. Las proteinas Rho han sido implicadas tanto en sefales pro
como anti-apoptoticas, asi como en el propio proceso de induccién de la
apoptosis (Coleman et al. 2001b; Coleman et al. 2002).

La expresion ectopica de Rac promueve la supervivencia celular en
células tumorales o fibroblastos transformados (Joneson et al. 1999; Pervaiz et
al. 2001; Coniglio et al. 2001). Rac también es necesaria para la activacién de
la via de supervivencia de Akt en mastocitos (Yang et al. 2000). Rho juega un
papel clave en la inhibicion de p53 durante la maduracion de células T (Costello
et al. 2000).

En el caso de la induccion apoptética mediada por proteinas Rho, se ha
descrito que RhoB es necesario para la induccion de apoptosis por agentes
quelantes del DNA o inhibidores de la farnesil transferasa (Du et al. 1999; Liu,
Ax et al. 2001; Prendergast 2001). Rac también es necesario para la apoptosis
inducida por FAS (Subauste et al. 2000).
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1.3.5 RhoE/Rnd3

Uno de los miembros de la familia Rho que recientemente ha suscitado la
atencion de numerosos investigadores es RhoE, miembro de la subfamilia Rnd
(round) que se caracteriza por la ausencia de actividad GTPasa,
permaneciendo constitutivamente unida a GTP y por tanto en su forma activada
(Foster et al. 1996; Guasch et al. 1998; Chardin 1999).

Se ha descrito la estructura molecular de la proteina RhoE y se ha
comparado con la de RhoA (Garavini et al. 2002; Fiegen et al. 2002). Las dos
presentan una estructura secundaria de 6 laminas 3 rodeadas por 5 hélices a.
Sin embargo, RhoE presenta 3 mutaciones en el centro activo respecto a la
proteina Ras.(Ser12Gly, Ser59Ala y Ser61GIn) que explicarian la ausencia de
actividad GTPasa.

RhoE regula la organizacion del citoesqueleto de actina y la migracion
celular de una forma antagonica a RhoA (Guasch et al. 1998). La
microinyeccion de RhoE en macréfagos produce una reorganizacion de los
flamentos de actina, formando extensiones similares a filopodios o
pseuddpodos. En células epiteliales (MDCK), RhoE provoca la desaparicion de
fibras de estrés. Curiosamente, RhoE no afecta, en este tipo celular, a la
reorganizacion de los filamentos de actina (actin bundles) que transcurren a lo
largo de la membrana externa y que esta descrito que estan regulados por
RhoA. La localizaciéon subcelular de RhoE en células MDCK, cerca de las
membranas laterales, sugiere un posible papel en la formacion de adhesiones
célula-célula, que también ha sido descrita para RhoA. Ademas, RhoE induce
un aumento de la migracion tras la estimulacion con HGF, mientras que RhoA

produce el efecto contrario.
La sobreexpresion de RhoE produce la perdida de fibras de estrés de

actina y de las adhesiones focales, o que promueve un aumento de la

migracion celular via la inhibicion de ROCK | (Guasch et al. 1998; Riento et al.
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2003). La union de RhoE a ROCK se produce a través de su region N-terminal
(aa 1-420), una zona diferente a la que se une RhoA (Fujisawa et al. 1996). Sin
embargo, RhoE y RhoA no son capaces de unirse a ROCK | de manera
simultanea, lo que sugiere que la unién de uno de estas proteinas produciria
algun tipo de cambio conformacional que enmascararia el sitio de unién para la
otra, produciéndose una competencia por la unién a ROCK I. En concreto, se
ha planteado una hipdtesis que implicaria que, cuando ROCK | esta inactiva
(no fosforilada), RhoE es incapaz de unirse, y es necesario que ROCK | se
active para adoptar una conformacion abierta y permitir asi su unién a RhoE
(Riento et al. 2003). La union en primera instancia de RhoA a ROCK | podria
inducir esta conformacion abierta y permitir, una vez disociada, su posterior
union a RhoE e inhibiendo su actividad y la perdida de fibras de estrés de

actina y de las adhesiones focales en fibroblastos.

Recientes estudios describen por primera vez que RhoE es un sustrato
fosforilable por ROCK I, pero no por ROCK I, in vivo (Riento et al. 2005). Dicha
fosforilacion provoca un aumento de la estabilidad de RhoE y una
relocalizacion en el citosol, a diferencia de su forma no fosforilada, localizada
tanto en membrana como en citosol. Esto implicaria, por una parte que ROCK |
es necesario para la relocalizacién de RhoE a través de su fosforilacién, y por
otra, que el aumento de la estabilidad de la proteina RhoE hace que ROCK | se

mantenga inhibido, no siendo capaz de fosforilar a otros sustratos.

Otros autores, sin embargo describen que la perdida de fibras de estrés
de actina y de las adhesiones focales producida por RhoE en Cos7 o
fibroblastos es via la activacion de p190RhoGAP, una proteina activadora de
GTPasas especifica para RhoA (Wennerberg et al. 2003). En este caso, RhoE
es capaz de interaccionar con p190RhoGAP y aumentar la actividad GTPasa
de RhoA. Esto produce una disminucién de los niveles de RhoA unida a GTP
(activa) y bloquea la ruta de senalizacién. Los mutantes de RhoE incapaces de
unirse a p190RhoGAP revierten el fenotipo "round”, demostrando asi que el

mecanismo de accion de RhoE es a través de dicha proteina.
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A pesar de que se ha descrito que otros miembros de la familia Rnd
pueden jugar un papel en la transformacion celular (Nobes et al. 1998), la
posibilidad de que RhoE afecte a otras vias celulares reguladas por
RhoGTPasas, como por ejemplo el control de la proliferacion y transformacion

celular, no ha sido descrito hasta hace poco.

Hansen et al describen como la induccion de la expresion de RhoE esta
asociada a la transformacion de células epiteliales, a través de la ruta Raf-
MEK-ERK (Hansen et al. 2000). La activaciéon de Raf aumenta los niveles de
Rac, sin afectar a los niveles de RhoA-GTP o Cdc42-GTP. Raf es capaz de
activar a RhoE lo que resulta en una pérdida de las fibras de estrés y un
aumento de los niveles de actina cortical lo que conlleva a ondulaciones en la
membrana. Ademas, para la induccién de RhoE mediada por Raf es necesaria
la activacion de la ruta Raf-MEK-ERK, ya que el pre-tratamiento con inhibidores

especificos para esta ruta evitan la inducciéon de RhoE a través de Raf.

Villalonga et al (Villalonga et al. 2004) demuestran en un reciente estudio
que la sobreexpresion de RhoE en fibroblastos de raton (NIH-3T3) es capaz de
bloquear el ciclo celular en G1 a través de la disminucion de ciclina D1, por
algun mecanismo post-transcripcional. Dicho bloqueo del ciclo no es a través
de ROCK ni de RhoA, pero es rescatado por la sobreexpresion de E1A y ciclina
E, lo que indica que RhoE afecta especificamente a los niveles de ciclina D1.
Sorprendentemente, RhoE s6lo es capaz de inducir efectos transitorios (<24
hrs.) sobre el citoesqueleto en fibroblastos, lo que implicaria que los
mecanismos responsables de dichas alteraciones (citoesqueleto y ciclo celular)
son independientes. Finalmente, RhoE es capaz de bloquear la transformacién
de células inducida por Ras y Raf, contrariamente al efecto descrito en el

parrafo anterior.

Recientemente se ha descrito el efecto de RhoE sobre células tumorales

de prostata (Bektic et al. 2005). RhoE es capaz de inducir la parada del ciclo en
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G2/M en células con una alta capacidad metastatica. Dicho bloqueo se produce
por un aumento de los niveles de ciclina B1 y CDC2. Ademas, RhoE aumenta
la muerte celular en estas células, tal y como demuestran los ensayos de

actividad caspasa-3.

Todos los datos hasta ahora presentados revelan un papel clave de las
proteinas Rho, involucradas inicialmente en la regulacion del citoesqueleto, en
la proliferacion celular. Sin embargo, los resultados sobre RhoE, un miembro

de la familia que antagoniza los efectos de RhoA no son concluyentes.

Con la realizacidon de este trabajo hemos querido estudiar el papel RhoE
en la proliferacion y supervivencia celular y los mecanismos moleculares que
estan implicados. Para destacar la relevancia de RhoE en cancer hemos

utilizado como modelo células de glioblastoma humano, U87.
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2. OBJETIVOS

1. Estudio del efecto de RhoE sobre la proliferacion de células U87.
1.1 Analisis de proteinas reguladoras del ciclo celular.

1.2 Analisis de rutas de transduccion de senales afectadas.

2. Estudio del efecto de RhoE en la supervivencia de células U87.
2.1 Importancia de la via de supervivencia PI3K/Akt en la muerte

celular inducida por RhoE.

3. Estudio del posible papel antagdénico de RhoE y RhoA y su

importancia sobre la proliferacidon y supervivencia de células U87.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Obtencion y manipulacion de DNA

La manipulacion de DNA se ha realizado siguiendo las técnicas descritas
en el “Molecular Cloning. A Laboratory Manual” (Sambrook et al. 2001). Las
enzimas de restriccién para la obtencion de fragmentos de DNA y la T4 DNA
ligasa utilizada para las construcciones han sido obtenidas de Roche. En
algunos casos, y como se indica en la descripcidén de la construccion, el inserto
se obtuvo por amplificacion de este cDNA mediante la técnica de PCR,
utilizando el enzima Netzyme DNA Taq polimerasa (Need). Los productos de la
ligacion se introdujeron, excepto que se indique lo contrario, en células de la
cepa DH5a de E. coli mediante transformacion por choque térmico. La
obtencién del DNA plasmidico para verificar las construcciones se realizé con
el “GenElute™ Plasmid Miniprep Kit” (Sigma) y fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa tras haber sido digerido con las mismas
enzimas de restriccion que se habian empleado para su clonacion. La
obtencién de DNA a gran escala para su uso en transfecciones se realizé con
el “Plasmid Maxi Kit” (QIAGEN).

3.2 Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares que se han empleado en la realizacion de este

trabajo han sido 293, U87 y astrocitos primarios de rata.

Las células 293 son células epiteliales de riidn humano infectadas con
Ad5 (Graham et al. 1977). Estas células crecen en cultivo de forma adherente,
en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con 10%
Suero Fetal Bovino (FBS), y con un 1% de P/S como antibiético (D-10).
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Las células U87 (Ponten et al. 1968; Westermark et al. 1973) son células
de glioblastoma humano. En cultivo, estas células crecen de forma adherente
en D-10.

Los astrocitos primarios de rata se obtuvieron a partir de fetos de 21 dias
tal y como se describe en (Renau-Piqueras et al. 1989). Los fetos se
obtuvieron bajo condiciones de esterilidad y se aislaron los hemisferios
cerebrales libres de meninges. Seguidamente se disociaron mecanicamente
con la ayuda de una pipeta y en DMEM, se agitaron a maxima velocidad
durante 1 min y se filtraron a través de un filtro de nylon de 80 um de poro. Las
células obtenidas se mantuvieron en el mismo medio suplementado con 20%
FBS y 1% P/S como antibidtico (D-20). Tras una semana de cultivo, el medio

fue reemplazado por medio D-10.

Todos los medios, antibidticos y suplementos usados para el cultivo

celular han sido de Invitrogen-GibcoBRL.

Todo el trabajo que ha implicado manipulacién de los cultivos celulares

ha sido realizado en una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel II-A.

El crecimiento de las lineas celulares se ha llevado a cabo en condiciones

constantes de temperatura (37°C) y concentracién de CO; (5%).
Las centrifugaciones para recoger las células, excepto cuando se indique

lo contrario, se realizaron en una centrifuga de cabezal basculante Eppendorf
5810 R a una velocidad de 350 g y durante 5 min.

3.3 Obtencion de las construcciones adenovirales
Las construcciones Adenovirales Ad-HA-MyrAkt y Ad-HA-dnAkt fueron

cedidas por Thomas Franke (Matsui et al. 1999). En el primer caso, la

secuencia de AKT se encuentra fusionada a la senal de miristoilizacién de
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SRC, lo que provoca su transporte hacia la membrana celular y hace que se
comporte como constitutivamente activado. En el caso del Ad-dnAkt, codifica
para un mutante cataliticamente inactivo de Akt y actua como un dominante
negativo. En ambos casos las construcciones contienen un epitopo HA para su

deteccion.

Para la expresion de las proteinas Rho en células U87 y astrocitos, se
utilizo el sistema de adenovirus Adeasy™ Vector cedido por Bert Vogelstein (He
et al. 1998) .

La construccion del adenovirus recombinante se produce en dos pasos: 1)
clonacion del gen de interés en un vector (pAdT-CMV) y 2) transferencia de
dicho vector al genoma adenoviral (pAdEasy-1) mediante recombinacién
homodloga. La insercion del DNA de interés por recombinacion homologa es el
sistema mas eficaz para introducir un gen en un adenovirus, ya que el genoma
adenoviral es grande (>36 Kb) y dificil de manipular. Todas las construcciones
fueron clonadas en el vector pAdT-CMV del sistema Adeasy™ Vector que
contiene el gen de resistencia a Kanamicina y codifica para la expresion de la

proteina GFP bajo el control de un promotor CMV.

Para la obtencién del Adenovirus RhoE (AdRhoE), el cDNA de RhoE se
obtuvo por PCR a partir de una construccion (pEXV-Myc RhoE) que contenia el
cDNA de RhoE murino fusionado a un epitopo de Myc en el extremo c-terminal
(Guasch et al. 1998). Dicha construcciéon fue clonada entre los sitios Xhol y
Hindlll del vector pAdT-CMV.

Para la construcciéon del adenovirus que contenia el cDNA de RhoA
constitutivamente activa por una mutacién del aminoacido Val en posicion 14
(AdRhoA), se obtuvo el cDNA por PCR a partir de la construccion pGEX 2T
V14RhoA (cedida por Anne Ridley) y se clono entre los sitios Xhol y HindlIl del
vector pAdT-CMV.

41



Material y Métodos

Para la obtencion del Adenovirus control (AdC), se utilizaron los
plasmidos pAdT-CMV vacio y pAdeasy-1 descritos anteriormente. La
construccion adenoviral finalmente obtenida permitia la expresion ectépica de
la proteina verde fluorescente en las células infectadas. El esquema para la
generacion de adenovirus recombinantes, usando el sistema AdEasy™ Vector

se muestra en la Figura 3.
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Figure 1:
Generation of a Recombinant Adenovirus Using AdEasy™

2oy 9

cONA c.luning in transfer plasmid

k1w homologous
recombination
in bacteria

Virus preduction in 293A cells

Z2a semana

Figura 3. Esquema para la generacion de adenovirus recombinantes, usando el
sistema AdEasyT"'I Vector. Esquema representativo de como se han obtenido las
diferentes construcciones adenovirales utilizadas en este trabajo. Se muestran
fotografias de células 293 transfectadas con uno de los adenovirus. Se analizé la
aparicion de calvas de lisis y la expresion de la proteina GFP mediante microscopia de
fluorescencia a la primera y segunda semana post-transfeccion.
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3.3.1 Obtencion de los adenovirus

Una vez comprobadas las construcciones por digestion y secuenciacion,
se digirieron 2 pg del clon con Pmel con el fin de linearizarlo. Posteriormente,
se procedio a transformar por electroporacion el DNA lineal en células DH5a
deficientes para el gen recA (BJ5183) que contenian el plasmido pAdeasy-1
con la mayoria de genoma adenoviral (células AdEasier). La utilizacion de la
cepa BJ5183 permite aumentar significativamente la probabilidad de
recombinacién entre los dos plasmidos (pPAdTCMV-mycRhoE y pAdeasy-1) y
obtener asi la construccion adenoviral completa. Dicha transformacion se
sembrd en placas con antibiético Kanamicina y se dejo crecer a 37°C durante
16-24 hrs. La recombinacion homodloga de los dos plasmidos le confiere a la
bacteria la capacidad de crecer en un medio con kanamicina, pero no con
ampicilina, lo que nos permitia identificar rapidamente los clones
potencialmente correctos (ver mapa en Figura 3). Para distinguir entre la
construccion recombinante o el plasmido pAdTCMV fue necesaria la digestiéon
con el enzima Pacl y su separacion en un gel de agarosa para determinar los
tamafos de los fragmentos de DNA resultantes. Una vez obtenidos clones
recombinantes se procedid a obtener DNA a gran escala para su uso en

transfecciones.

Para la transfeccion del Adenovirus recombinante, se procedié a digerir
20 ug de DNA con Pacl durante 16 hrs. a 37°C. Posteriormente, se precipitd el
DNA con una solucion de acetato sédico 0.3 M pH 5.5 y dos volumenes de
etanol absoluto. EI DNA precipitado fue resuspendido en 50 ul de agua estéril y

se utilizé para la transfeccion en células 293.

El método de transfeccion empleado fue el de precipitacion con fosfato
calcico (Calcium Phosphate Transfection Kit. Sigma). A las 16 hrs. de la
transfeccion, se cambié el medio de cultivo de las células por medio fresco. A
partir de este momento, se monitorizoé la presencia de células GFP positivas asi

como la aparicion de calvas de lisis, indicativo de que se estaban produciendo
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particulas virales. Entre 10 y 15 dias tras la transfeccion, se recuperaban las
células, se lisaban por choques de frio y calor (-80°C/37°C, 3 ciclos) y se
centrifugaban (3200 g, 10 min, 4°C). Tras centrifugar el lisado, se procedia a
filtrar el sobrenadante (0.2 um) y a utilizarlo para la siguiente ronda de
amplificacion donde se infectaba 1 placa de 10 cm. de células 293.
Transcurridas 48-72 hrs. se recogian las células por centrifugacion y se lisaban
tal y como se describe anteriormente para la siguiente ronda de amplificacion
donde se infectaban 4 placas de 10cm. Transcurridas 48-72 hrs. se recogian
las células por centrifugacion y se lisaban tal y como se describe anteriormente.
El proceso de amplificacion culminaba con la infecccién de 40 placas de 10 cm.
de células 293. A las 48-72 hrs. post-infeccidn, se recogian las células por
centrifugacion y se resuspendia el pellet en 4-5 ml de solucion de lisis para
Adenovirus (137 mM NaCl, 10 mM Na,PO,, 2.7 mM KCI, 2 mM KH,PQO, 0.68
mM CacCl,, 0.49 mM MgCl,). Seguidamente, se procedia a lisar las células, a su
posterior centrifugacion (3200 g, 10 min, 4°C; 12000 g, 10 min, 4°C) y al filtrado
del sobrenadante (0.2 um). Finalmente, se guardaba el stock concentrado de

virus a —80°C en alicuotas de 0.5 ml.
El proceso global de amplificacion del adenovirus duraba

aproximadamente 30 dias. El esquema general utilizado para la obtencion de

las diferentes construcciones adenovirales se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema general utilizado para la obtencion de las diferentes
construcciones adenovirales. Se representa las diferentes etapas y los tiempos
empleados para la generacion de los diferentes adenovirus utilizados durante este
trabajo. El proceso global desde el clonaje de la construccién adenoviral hasta la
obtencién de un stock y su titulacién suponia 60 dias, aproximadamente.
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3.3.2 Titulacion adenoviral

Para establecer el titulo de los stocks de adenovirus obtenidos en el
apartado anterior se utilizaron dos métodos indepedientes: el método TCIDsg
(Tissue Culture Infectious Dose 50), basado en la estimaciéon del titulo viral a
partir de un estudio a tiempo final de diluciones seriadas de un virus y la
aparicion del efecto citopatico (CPE) en células 293 y, en el caso de adenovirus
que coexpresaran la proteina GFP, la cuantificacion por citometria de flujo de

células U87 infectadas con diluciones seriadas del virus.

Para realizar el primer ensayo, se sembraron células 293 en una placa de
96 pocillos a una densidad de 10* células/pocillo. Seguidamente, se afiadian
las diferentes diluciones del virus (102 a 107™°). En los pocillos control (sin
infectar) se afadia la misma cantidad de medio. Transcurridos 10 dias, se
contaban el numero de pocillos que presentaban CPE para cada dilucién. Para
calcular el TCIDso/ml se utilizé el método estadistico KARBER (Hamilton et al.
1977):

T= 101+d(S-0.5)
donde, d= Log 10 del factor de dilucién empleado
S= suma de las frecuencias de CPE encontradas para cada
dilucion.

Una vez calculado el valor de TCIDso/ml, se obtenia el titulo viral (pfu/ml):

pfu/mi= 107¢P50-07

El segundo sistema de titulacion adenoviral consistié en infectar células
U87 con volumenes conocidos de cada adenovirus (10, 5, 1, 0.5 pl).
Transcurridas 24 hrs. de la infeccion se recogian las células por centrifugacion
y se resuspendian en 1 ml de PBS. A continuacion se analizd por citometria de
flujo el porcentaje de células GFP positivas. Conociendo este valor y el numero

total de células se obtenia el titulo adenoviral.
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Para comprobar la eficacia y reproducibilidad de los dos sistemas, se
analizaron los titulos de varios adenovirus de forma paralela con los dos

sistemas, obteniendo resultados similares.

3.3.3 Infeccion adenoviral

Para infectar las diferentes lineas celulares se sembraron las células a
una determinada densidad y se les afnadié la cantidad apropiada de los stocks
adenovirales correspondiente a un MOI (multiplicity of infection) entre 1 y 50,
dependiendo del experimento. La infeccidn se realizé en un volumen reducido
de medio, que correspondia aproximadamente a 1/5 del volumen de medio final
utilizado. Transcurridas 2 hrs. se procedia a retirar el medio de infeccion y se

sustituia por medio fresco.

3.4 Analisis de la proliferacion y muerte celular

3.4.1 Contaje celular

Para realizar un analisis de la proliferacion celular en células infectadas
con los diferentes adenovirus se recogié una alicuota de cada uno de los
cultivos a los diferentes tiempos y se realizd6 un contaje de células viables
tefidas con azul de tripano 0.4% (Sigma) en una camara de hemocitometria

Neubauer y con un microscopio de contraste de fases en campo claro.

3.4.2 Incorporacion de BrdU

Para el analisis de la entrada en fase S del ciclo celular, se realizaron
ensayos de la incorporacion de 5-Bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) y posterior
deteccion mediante inmunofluorescencia. El protocolo de marcaje con BrdU
fue el siguiente: a los diferentes tiempos tras la infeccion adenoviral, se anadio

BrdU (50 uM) durante las 2 ultimas horas. Pasado este tiempo, se procedio a
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la fijacion de las células con formaldehido 4% (en PBS). Tras la fijacion, se
lavaron las células con PBS y se permeabilizaron con una solucion de 2N
HCI/0.5% Triton en PBS durante 10 min. Seguidamente se realizaron 3
lavados con PBS y se bloquearon las uniones no especificas con una solucion
de bloqueo (5% leche descremada en polvo, 10% FBS, 0.5% BSA, 0.1% Tritdn
X-100 en PBS). Posteriormente se detectd la incorporaciéon de BrdU con un
anticuerpo monoclonal especifico unido a un fluoréforo rojo (BrdU Alexa Fluor
546. Molecular Probes, ver tabla anticuerpos). Finalmente, se realizaron 3
lavados con PBS+0.1% Tween-20 (PBT) y se tifieron las células con Hoechst
33258 (1 ug/ml. Sigma) que permite visualizar los nucleos de las células. Para
el montaje de las preparaciones, se utilizé una soluciéon de Mowiol (6 g glicerol
+ 2.4 g mowiol en 6 ml H20O mas 12 ml 200 mM Tris-HCI pH8.5).

Finalmente, para contabilizar el numero de células BrdU positivas se
contaron en un microspopio de fluorescencia 5 campos diferentes de cada una
de las preparaciones, con un minimo contabilizado de 200 células totales,

utilizando un objetivo de 40x.

3.4.3 Analisis de la muerte celular por citometria de flujo

Para el analisis de la muerte celular por citometria de flujo se utilizé un
marcaje con ioduro de propidio (Pl). A los diferentes tiempos posteriores a la
infeccidn se recogieron las células por centrifugacion, se lavaron con PBS y
finalmente se resuspendieron en un volumen de 1 ml de PBS. Para proceder a
su fijacion, se pasaron las células por una aguja de 21G y se depositaron
lentamente sobre 4 ml de etanol 100% frio. Las células se almacenaron a —

20°C un minimo de una hora hasta su posterior analisis.

Una vez fijadas se procedié a su tincion con Pl. Las células fijadas en el
paso anterior fueron centrifugadas de nuevo y se lavaron 2 veces con PBS.
Seguidamente se resuspendieron en un volumen final de 1 ml PBS y se afadio

a cada muestra RNasa A (0.25 ng/ul; Sigma) y PI (33 ng/ul; Sigma). Se
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incubaron en esta solucion durante 15 min. a temperatura ambiente antes de

proceder al analisis por citometria de flujo.

A continuacién se analizaron las células en un citometro de flujo FC500
(Beckman-Coulter) mediante el programa Cytomics™ RXP Cytometer vy
Cytomics™ RXP Analysis. El analisis de la poblacién subG0-G1 se realizd con
la ayuda del programa Cytomics™ RXP Cytometer y Cytomics™ RXP Analysis,
que nos permitié estudiar el logaritmo de la poblacion FL3, que refleja en parte
el porcentaje de células apoptéticas en una poblacion celular heterogénea. Se
analizaron los datos obtenidos en varios experimentos independientes
mediante el programa Microsoft Excel, y la media de estos valores se empled

en la realizacion de un diagrama de barras.

3.5 Tincion de actina con faloidina

Para la tincion de las fibras de actina se procedi6 a la fijacion de las
células con formaldehido 4% (en PBS). Tras la fijacion, se lavaron las células
con PBS y se permeabilizaron con una solucion de PBS+0.5% Tritén X-100
durante 10 min. Seguidamente se realizaron lavados con PBS y se bloquearon
las uniones no especificas con una solucion de bloqueo (5% leche
descremada en polvo, 10% FBS, 0.5% BSA, 0.1% Triton X-100 en PBS).
Posteriormente se tifieron los filamentos de actina con faloidina unida a un
fluoréforo rojo (falloidin-TRITC, Sigma.). Finalmente, se realizé una tincién
nuclear con Hoescht 33258 (1 ug/ml, Sigma) y se montaron las preparaciones

tal y como se describe en el apartado anterior.

3.6 Analisis de proteinas mediante la técnica de Western-blot
Para realizar la extraccion de proteinas, las células se recogieron y se

centrifugaron para posteriormente lavarlas dos veces con PBS frio. A

continuacion se resuspendieron en tampdn de lisis (150 mM NaCl, 1%Triton X-
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100, 1 mM DTT, 50 mM Tris pH 8.0) mas un cdctel de inhibidores de proteasas
(Complete Mini, Roche) y de fosfatasas (10 mM NaF, 1 mM Na3zVO,) y se
incubaron durante 30 min. en hielo. Tras la centrifugacion de los lisados
(20.800 g, 10 min.) en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5417 R con rotor
de angulo fijo, se procedié a la cuantificacién de los sobrenadantes con el
método "DC protein assay" (Bio-Rad) usando albumina sérica bovina para

establecer una recta patron.

La metodologia de Western-blot empleada ha sido la descrita en “Current
Protocols in Protein Science” (Coligan et al. 2003). Las proteinas se analizaron
por SDS-PAGE en geles del 11-15% de poliacrilamida, cargando 40-50 ug de
proteina total. Antes de realizar la carga, se afadié a las muestras tampon de
carga 5x (15% SDS; 50% glicerol; 0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-
HCI, pH 6.8; 16% R-mercapto-etanol) y se calentaron a 95°C durante 3 min.
Para su separacion por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, se
utilizé el sistema MiniProtean Il (Bio-Rad) y un tampdn compuesto por 50 mM
Tris, 27 mM Gilicina y 0.1% SDS. La electroforesis se realiz6 a 200V durante 60
min. En los ensayos de fosforilacién de la proteina de Retinoblastoma (Rb), las
muestras se separaron en un gel Protean Il de 20x20cm (Bio-Rad) de
poliacrilamida al 7.5%. Se dejo correr el gel durante toda la noche a un
amperaje constante de 40 mA y no superando los 150 V.

La transferencia se hizo a una membrana de PVDF (Immobilon™-P
Transfer Membrane, Millipore) durante 1 hora a 100V en un aparato
MiniProtean (Bio-Rad) y con un tampon compuesto por 20% Metanol, 20 mM
Tris y 150 mM Glicina. Transcurrido ese tiempo, las membranas se tifieron en
una solucion de rojo Ponceau S (Sigma) al 0.1% en 1% &acido acético para
comprobar la eficacia de la transferencia. Seguidamente, las membranas se
lavaron con PBS y se incubaron en solucién de bloqueo (5% de leche
descremada en polvo en PBS + 0.1% Tween-20, PBT) durante 30 min. a

temperatura ambiente, y en agitacion.
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A continuacién se procedio a incubar las membranas con los anticuerpos
primarios, durante 1 hora, y después se realizaron 3 lavados con PBT durante
30 min. para eliminar los restos de anticuerpo. Tras estos lavados las
membranas se incubaron durante 45 min. con los correspondientes
anticuerpos secundarios, y se volvieron a lavar 3 veces con PBT durante 30
min. Los anticuerpos empleados para la inmunodeteccién se especifican en la
Tabla 2 y fueron preparados a las concentraciones que se indica en solucidn
de bloqueo. Las incubaciones de las membranas con los anticuerpos y sus
posteriores lavados se realizaron a temperatura ambiente y en agitacion. La
deteccion de las proteinas se hizo mediante quimioluminiscencia empleando el
kit ECL-plus (Amersham). Las membranas se cubrieron con film transparente y

se expusieron a films X-OMAT (Kodak).

Para poder reutilizar las membranas, antes de ser incubadas con un
anticuerpo primario distinto, fueron tratadas con 200 mM glicina pH 2.5 y 0.4%
SDS durante 30 min. a temperatura ambiente y se lavaron abundantemente
con PBS.
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Anticuerpos primarios (WB)

Cell Signaling

Cell Signaling

Santa-Cruz

Pharmingen

Santa-Cruz

Cell Signaling

Santa-Cruz

Santa-Cruz

Santa-Cruz

Pharmingen

Biosource

Cell Signaling

Cell Signaling

Santa-Cruz

Santa-Cruz

Pharmingen

Santa Cruz

Upstate

Casa comercial

Referencia

9272

9271

sc-40

554203

sc-20044

2936

sc-481

sc-93

sc-7383

610087

44-624 G

2362

2032

sc-397

sc-1641

554136

sc-418

05-723

Concentracion

1:1000

1:1000

2 pg/ml

1 pg/mi

2 pg/ml

1:2000

0.4 pg/ml

0.4 pg/mi

1 pg/mi

0.25 pg/ml

1:1000

0.2 pg/ml

1:1000

0.5 pg/ml

0.4 pg/ml

1 pg/mi

2 pg/ml

1:500

Descripcién

policlonal de conejo

policlonal de conejo

monoclonal de ratén

monoclonal de ratén

monoclonal de ratén

monoclonal de ratén

policlonal de conejo

policlonal de conejo

monoclonal de ratén

monoclonal de raton

policlonal de conejo

monoclonal de ratén

policlonal de conejo

policlonal de conejo

monoclonal de ratén

monoclonal de ratén

monoclonal de raton

monoclonal de ratén

Anticuerpos secundarios (WB)

Casa comercial

Pierce

Referencia

31437

Concentracion

0.08 pg/ml

0.08 ng/ml

Tabla 1: Lista de anticuerpos empleados en la realizacién de este trabajo.
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3.7 Ensayo de la actividad kinasa de ciclina E

Este ensayo se realizd en células U87 (1.5x10°) sembradas en placas de
10 cm e infectadas con AdC y AdRhoE y reestimuladas a 0, 8 y 16 hrs.

Las células fueron recogidas por centrifugacion, se lavaron 2 veces en
PBS frio, y se resuspendieron en 100 pl de tampon de lisis mas un coctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (ver analisis por Western Blot). Se
incubaron en esta solucion durante 15 min. en hielo y posteriormente se

centrifugaron (20800 g, 10 min.) conservando unicamente el sobrenadante.

Los lisados se cuantificaron mediante el sistema “DC protein assay” (Bio-
Rad) usando como curva patrén diferentes concentraciones de albumina sérica

bovina.

Para cada inmunoprecipitacion (IP) se emplearon 300 ug de proteina, y
se anadié 1 pg del anticuerpo anti-ciclina E (ver tabla anticuerpos) y 30 ul de
una suspension de particulas de agarosa unidas a proteina A/G (Santa Cruz),
previamente lavadas 2 veces con el tampdn de lisis. Se completd el volumen
con tampon de lisis hasta un 1 ml. Se incubd la mezcla 2 hrs. en agitacion a

4°C, y los inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con tampon de lisis frio.

A continuacién se realizé el ensayo kinasa. Para ello, se lavaron las
muestras 2 veces en el tampodn kinasa (50 mM Tris HCI, pH 7.5; 10 mM MgCly;
1mM DTT) y se eliminé el sobrenadante con ayuda de una jeringuilla con aguja
25G. Finalmente, se resuspendieron las muestras en 30 ul de mezcla de
reaccion (50 mM Tris Hcl, pH 7.5; 10 mM MgCly; 1 mM DTT; 30 uM ATP; 0.5
ug/ul Histona H1, de Roche; 0.1 pCi/ul [*PlyATP, de Amersham), y se
incubaron en esta solucion durante 30 min. a 30°C, agitando suavemente cada

10 min.
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Se afadio a cada IP 7 ul del tampodn de carga 5x (15% SDS; 312.5 mM
Tris HCI, pH 6.8; 50% glicerol; 16% R-mercapto-etanol; 0.25% azul de
bromofenol) y volvimos a agitar. Después desnaturalizamos las proteinas por
incubacion a 95°C durante 3 min. y analizamos las muestras por SDS-PAGE
en un gel del 15%. Tras la electroforesis, se seco el gel durante 40 min. y se
expuso a un film de autorradiografia X-Omat (Kodak) a una temperatura de
-80°C.

3.8 Extraccion de RNA y analisis por qRT-PCR

En los experimentos de extraccion de RNA, se sembraron 10° células en
placas de 10 cm y posteriormente se infectaron con las diferentes
construcciones adenovirales. En los experimentos de asincronia, las células se
recogieron a 24, 48 y 72 hrs. post-infeccion. En los experimentos de
reestimulacion, las células se infectaron, se mantuvieron en 0% FBS durante

48 hrs. y se recogieron a 0, 2, 4 y 8 hrs. post-reestimulacion.

El RNA total se extrajo con el “RNeasy Mini Kit” (Qiagen), siguiendo las

instrucciones del manual para células adherentes.

Parte del RNA obtenido fue tratado con la DNasa |, Amplification Grade
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del proveedor. Este RNA se cuantifico
en un espectrofotometro Genesys 10 uv a una A de 260 nm y fue empleado en
una reaccion de RT. Esta reaccion de RT se realizé con el kit “SuperScript™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR” de Invitrogen siguiendo las
instrucciones del proveedor para el uso de Oligo(dT). Para cada reaccion se

emplearon 2-5 ug de RNA total.

Las reacciones de gqRT-PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos

de Bio-Rad y en un termociclador iCycler (Biorad). La obtencion y analisis de

55



Material y Métodos

los datos se realizé mediante el programa de ordenador iCycler™ iQ (Optical

System Software, Bio-Rad).

Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl,
que contenia dNTPs (Biotools) a una concentracion final de 200 uM,
cebadores (sintetizados por TIB MOLBIOL) a una concentracion final de 200
nM (se detallan en la Tabla 2), SYBR Green | (Molecular Probes) a una
dilucion final de 1:250.000, fluoresceina (Bio-Rad) a una concentracion final de
10 nM, tampdn para PCR de Platinum Taq DNA polimerasa (Invitrogen) sin
Mg®*, MgCl, a una concentracion final de 1.5 mM (Invitrogen) y Platinum Taq

DNA polimerasa (Invitrogen) a 0.5 unidades por reaccion.

Las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la qRT-PCR
fueron las siguientes:
1. 98°C / 3 min (1 ciclo)
94°C / 1 min; 58°C / 1 min; 72°C / 1 min (40 ciclos)
98°C / 1 min (1 ciclo)
50°C / 1 min (1 ciclo)
+0.5°C / 10 seg (100 ciclos)

o &> oDn

En el paso 5 de la gRT-PCR se produce un aumento gradual de la
temperatura de 0.5°C cada 10 segundos, desde 50°C a 100°C. Con esto se
consigue elaborar una curva de desnaturalizacion que nos indica la
especificidad con la que se ha dado la reaccién, lo que nos permite detectar si
se han producido errores en la amplificacién o la formacién de dimeros entre

los cebadores.
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Cebadores Secuencia (5'>3’) Tamaino del amplicon
3'Cyc D1 TTC ACATCT GTG GCA CAG AG
266 pb
5'Cyc D1 TGC ATG TTC GTG GCC TCT AA
3'GAPDH CAC GGA AGG CCATGC CAG
483 pb
5°GAPDH CAT CAC CAT CTT CCA GGA GC

Tabla 2: Lista de cebadores empleados en las reacciones de qRT-PCR.

Los cebadores se disefiaron para que todos tuvieran la misma
temperatura de hibridacién y poder ser utilizados a la vez bajo las mismas
condiciones de qRT-PCR.

3.8.1 Analisis de la expresion de mRNA

El analisis de la cantidad de mRNA se realizd6 mediante gRT-PCR segun
lo descrito previamente (Livak et al. 2001). Se prepararon tres diluciones del
cDNA de cada muestra y se utilizaron como molde en reacciones de PCR con
cebadores especificos del gen ciclina D1 o de GAPDH (control interno). Las
diluciones del cDNA se hicieron usando un factor de 10, siendo la cantidad
mayor de 100 ng de RNA en la reaccion de RT. Las reacciones se realizaron
por cuadruplicado y en presencia de SYBR Green | (Molecular Probes) en un

termociclador iCycler de Bio-Rad.

Para calcular las variaciones de la expresion del transcrito y relativizarlas

respecto a su control interno y externo, se utilizaron las férmulas:

CTgen-CTcapon= ACT
ACTexperimento = ACTcontrol= AACT

57



Material y Métodos

CT indica el valor umbral de amplificacion de cada gen (“cycle

2 AACT

thresrhold”). El valor representa las veces que se expresa mas 0 menos

el gen que estamos analizando respecto al de su control.
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4. RESULTADOS

4.1 Expresion de RhoE en células U87 mediante infeccion adenoviral

Para la expresion ectopica de RhoE en células U87 decidimos usar un
vector adenoviral, ya que resultados preliminares obtenidos en nuestro
laboratorio demuestran que estas células presentan un porcentaje
excesivamente bajo de transfeccion (~20%) por lo que la utilizacion de este
sistema para la sobreexpresion de RhoE resulta poco eficiente. La utilizacion
de adenovirus permite obtener una tasa de infeccion elevada (>90%) sobre la
mayoria de tipos celulares y, en nuestro caso, la expresién de la proteina
fluorescente verde (GFP) al mismo nivel que la proteina clonada, permitiendo
el seguimiento de las células infectadas por sistemas de deteccion de la

fluorescencia.

Para comprobar los niveles de expresion de RhoE en las células
infectadas, se sembraron 150x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos y
se infectaron con cantidades crecientes de virus AdRhoE (MOls 0.5, 1,5, 10y
30). Al cabo de 48 hrs. de infeccion, se recogieron las células y se obtuvieron
extractos proteicos tal y como se describe en Material y Métodos. Como se
observa en la Figura 5-A, los niveles proteicos de RhoE aumentaron a medida
que infectdbamos con una mayor cantidad de virus. La hibridacion de la
membrana con un anticuerpo especifico contra el epitopo de Myc mostr6 como

la sobreexpresion de RhoE provenia de la construcciéon adenoviral.

De la misma manera que en el apartado anterior, se infectaron células
U87 con el adenovirus RhoE a un MOI de 30 y se recogieron las células para la
obtencion de extractos proteicos a 24, 48 y 72 hrs post-infeccion. Tal y como se
muestra en la Figura 5-B, los niveles de RhoE ectdpico comienzan a
observarse a las 24 hrs. y aumentan a medida que transcurre el tiempo, siendo

los niveles maximos de expresion a las 72 hrs. post-infeccion.
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Con todos estos resultados, decidimos utilizar un MOI 30 para la infeccion

de células U87 y un tiempo maximo de expresion de 72 horas.

La Figura 5-C muestra un ejemplo de infeccion. Las células U87 se
sembraron en cubreobjetos a una densidad de 10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos. Tras adherirse al sustrato, se infectaron con el virus
correspondiente a un MOI 30 tal y como se describe en Material y métodos y
se fue analizando la aparicion de células GFP positivas cada 24 horas. El
porcentaje de infeccion de las células a las 48 hrs. fue 290% tanto con el AdC
como con AdRhoE, tal y como se puede observar por la aparicion de células

GFP positivas.
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Figura 5. Expresion de RhoE en células U87 mediante infeccion adenoviral. (A)
Andlisis de la expresion de RhoE enddgeno y exdégeno mediante Western Blot. Se
muestran los niveles de expresion de la proteina RhoE enddgena (RhoE) y exdgena
(Myc-RhoE) en células infectadas con cantidades crecientes de virus AdRhoE (MOls 0.5,
1, 5, 10 y 30) durante 48 hrs. (B) Andlisis de la expresion de RhoE exdgeno mediante
Western Blot a lo largo del tiempo, usando un anticuerpo contra el epitopo de Myc. Se
muestran los niveles de expresion de la proteina RhoE exdgena en células infectadas
con AdC (C) o AdRhoE (E) durante 24, 48 y 72 hrs. El MOI utilizado en ambos casos fue
30. (C) Células U87 fueron infectadas con AdC y AdRhoE a un MOI 30 y se analizé6 la
aparicion de células GFP positivas a las 48 hrs. El porcentaje de infeccion fue = 90% en
ambos casos en todos los experimentos realizados.
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4.2 RhoE induce la desorganizacion del citoesqueleto de actina en células
us7

Tal y como esta descrito en la bibliografia la sobreexpresion de RhoE
provoca una desorganizacion del citoesqueleto de actina en diversos tipos
celulares, y en el caso de poseer fibras de estrés y adhesiones focales, su
desaparicion (ver Introduccion). Para comprobar dicho fenotipo en nuestro
modelo celular se sembraron células U87 sobre cubreobjetos a una densidad
de 10* células por pocillo en placas de 6 pocillos y en medio suplementado con
suero (D-10). Tras comprobar su adhesion al sustrato se infectaron con AdC o
AdRhoE. A las 48 hrs. post-infeccion, se procesaron para su tincion con
faloidina tal y como se describe en Materiales y Métodos. En nuestras
condiciones experimentales, el citoesqueleto de actina de U87 esta organizado
en forma de finos filamentos de actina en el citoplasma, actina cortical, algunos
filopodios y una importante cantidad de lamelipodios y ondulaciones de la
membrana, siendo esta ultima una caracteristica fundamental de astrocitomas
muy moviles y con gran potencial invasivo (Rutka et al. 1998). En la Figura 6
se observa que la sobreexpresion de RhoE provoca una desorganizacion del
citoesqueleto de actina, en comparacion con las células control. Dicha
desorganizacion consiste en la desaparicion de los filamentos de actina y la
aparicion de agregados de actina, consecuencia de su despolimerizacién,
como previamente ha sido descrito en células epiteliales MDCK. Las células
presentan un tamafio menor, mas redondeado y con largas prolongaciones en
su periferia, consecuencia probablemente de la contraccion celular que se
produce. Se observa también una importante reduccién de los lamelipodios y
ondulaciones, asi como una desaparicion de las fibras de actina y una
acumulacion de actina en la periferia celular, lo que conduce a una contraccién
del citoplasma y a un cambio en la forma celular, dando un fenotipo mas
pequefo y redondeado respecto a las células control. Ademas, las células
infectadas con AdRhoE presentan unas prolongaciones del citoesqueleto,

posiblemente consecuencia de la contraccion celular producida.
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GFP Actina Hoescht

o - ..

Figura 6. RhoE induce la desorganizacion del citoesqueleto de actina en
células U87. Tincion representativa con faloidina de células infectadas con AdC o
Ad RhoE durante 48 hrs. Las células infectadas con AdRhoE presentan una
contraccion del citoplasma que provoca una morfologia redondeada vy
prolongaciones del citoplasma. Se muestran también fotografias de la expresion de
GFP y de la tincién nuclear con Hoescht 33258.
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4.3 RhoE afecta al crecimiento en cultivo de células U87

En experimentos preliminares realizados durante el transcurso de este
trabajo, se observd como, de manera reiterativa, las células infectadas con
AdRhoE crecian a un menor ritmo que las células control. Por otro lado, existe
abundante bibliografia que apunta hacia un nuevo papel de las proteinas de la
familia Rho no tan solo en el control de la morfologia celular y del citoesqueleto
de actina si no como elementos activos de la regulacion de la expresion de
diversos genes implicados en el crecimiento y la supervivencia celular (ver

Introduccion).

Con todos estos antecedentes, decidimos estudiar el efecto de RhoE
sobre el crecimiento de células U87. Para ello se procedié a sembrar las
células a una densidad de 0.5 y 1.5x10° células en placas de 6 y 10 cm,
respectivamente. Tras comprobar su adhesion al sustrato, se infectaron con
AdC o AdRhoE y se mantuvieron en presencia de suero (D-10) durante 5 dias.
Se realizaron contajes a distintos tiempos, tal y como se describe en Material y
Métodos. La media de los diferentes tiempos de todos los experimentos
realizados se emplea para la representacion de las curvas de crecimiento que
se muestran en la Figura 7. Como se puede observar, durante las primeras 48
horas post-infeccién, los dos grupos experimentales se comportan de manera
similar. A partir del tercer dia la curva de crecimiento observada en las células
infectadas con los dos adenovirus empieza a ser diferente: mientras que las
células control crecen de manera normal, las placas infectadas con AdRhoE
presentan un menor numero de células. A los 5 dias se puede observar como
las células control alcanzan una densidad 7 veces superior a la inicial, mientras

que las células infectadas con AdRhoE no sobrepasan las 2.5 veces.
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Figura 7. RhoE afecta al crecimiento en cultivo de células U87. Curvas de
crecimiento de células infectadas con AdC y AdRhoE a lo largo de 5 dias. Se representa
la media +/- SEM del numero relativo de células, expresado respecto al nimero inicial
(=1) de un total de cinco experimentos independientes para cada construccion
adenoviral y tiempo de infeccion. El analisis estadistico mediante el método t de Student.
revela diferencias significativas entre los dos grupos (p<0.005).
Para analizar con detalle las diferencias en el crecimiento de las células
U87 infectadas con AdRhoE, se realizaron ensayos de incorporacion de BrdU
que permitieron determinar la tasa de sintesis de DNA tanto en células con
RhoE como en el grupo control. Se sembraron las células a una densidad de
10° células por pocillo en placas de 6 pocillos y sobre cubreobijetos.
Seguidamente las células fueron infectadas con AdC o AdRhoE durante 24, 48
y 72 hrs. 2 horas antes de su procesamiento, se les dio un pulso de BrdU y se
realizd el andlisis por inmunofluorescencia tal y como se describe en el
apartado de Material y Métodos. En la Figura 8-A se puede observar como a
las 24 horas post-infeccion, tanto las células control como RhoE presentan un
porcentaje similar de células BrdU positivas. Sin embargo, a las 72 hrs. el
numero de células que han incorporado este compuesto es claramente inferior
en el grupo infectado con RhoE. Si analizamos estadisticamente estos
resultados, se observa como la diferencia en el porcentaje de células BrdU
positivas a las 72 hrs. post-infeccion es casi el doble en células control (Figura

8-B).
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Por tanto, podemos concluir que RhoE afecta al crecimiento de células

U87 reduciendo significativamente su tasa de sintesis de DNA.

Brdu Hoescht
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Figura 8. RhoE afecta a la capacidad proliferativa de células U87. (A) Fotografias
representativas de los ensayos de la incorporacion de BrdU en células infectadas con
AdC y AdRhoE durante 24 y 72 hrs. y su posterior deteccion mediante
inmunofluorescencia. Se muestran también fotografias de la expresion de GFP y de la
tincién nuclear con Hoescht 33258. (B) Grafica representativa del porcentaje de
incorporacion de BrdU en células infectadas con AdC y AdRhoE durante 72 hrs. Los
resultados son la media +/- SEM de cinco experimentos realizados de forma
independiente para cada construccion adenoviral. El andlisis estadistico mediante el
método t de Student revela diferencias significativas entre los dos grupos (p<0.05).
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4.4 RhoE disminuye la fosforilacién de la proteina de Retinoblastoma (Rb)

Una vez demostrado que RhoE reducia la capacidad proliferativa de
células U87, y viendo que esta disminucién implicaba una disminucion de la
sintesis de DNA, quisimos comprobar si RhoE estaba afectando a los niveles
de fosforilacion de la proteina de Retinoblastoma (Rb), que se ha descrito como
elemento clave en la progresion durante la fase G1 del ciclo celular y transicion

ala fase S.

Para ello, analizamos los niveles de fosforilacion de la proteina Rb
mediante la técnica de Western Blot (ver Material y Métodos). En la Figura 9 se
puede observar como en las células infectadas con AdC los niveles de
fosforilacién de Rb se mantienen constantes durante las 72 hrs. de infeccion.
En cambio, en células infectadas con AdRhoE se observa como, a partir de las
24 hrs. los niveles de fosforilacion van disminuyendo y se mantienen por debajo

de los de las células control hasta las 72 hrs. post-infeccién.

Para comprobar si RhoE estaba afectando a los niveles de expresion de
alguna proteina clave implicada en la fosforilacion de Rb analizamos la
expresion de las proteinas ciclina E, ciclina D1 y ciclina D3 y del inhibidor
p21Cip1, proteina necesaria para la progresion en el ciclo celular desde G1 a S,
uniéndose a los complejos ciclina D/Cdk4,6 y favoreciendo su formacion, asi
como la formacion de complejos ciclina E /Cdk2 activos al final de fase G1. En
la Figura 9 se observa como ni los niveles de ciclina E ni de ciclina D3 se ven
alterados por la presencia de RhoE. Sin embargo, observamos como RhoE
produce una bajada de los niveles de ciclina D1 a partir de las 48 hrs. post-
infeccidn respecto a las células infectadas con AdC. También se observa que la
infeccion con AdRhoE produce una disminucion de los niveles de p21°*" ya a
las 48 hrs. y se mantiene por debajo del grupo control hasta las 72 hrs. post-

infeccion.
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Figura 9. RhoE disminuye la fosforilacion de la proteina de Retinoblastoma (Rb) e
inhibe la expresiéon de ciclina D1 y p21°®'. Analisis de la expresién de las proteinas de
Retinoblastoma (Rb), ciclina D1, ciclina D3, ciclina E y p21°®" (p21) en extractos de células
infectadas con AdC y AdRhoE a los tiempos que se indica en la figura mediante la técnica de
Western-blot. En la figura se muestra un ejemplo representativo de tres experimentos
realizados independientemente para cada construccion adenoviral y tiempo de infeccion.

Para comprobar si la bajada en los niveles de expresion de la proteina
ciclina D1 causada por RhoE era debida a una disminucion de los niveles de
RNA mensajero (mRNA), se realizé un analisis por PCR cuantitativa. Para ello
se recogieron células a las 24, 48 y 72 hrs. post-infeccion y se extrajo RNA
sobre el que realizamos una reaccion de retrotranscripcion (RT) para obtener
cDNA tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos. EI cDNA
obtenido se utilizé como molde en una reaccion de PCR en presencia de SYBR
green. Los valores de cantidad de mRNA de ciclina D1 se refirieron a su control
respectivo de GAPDH. Para poder realizar un estudio comparativo, los valores
representados a diferentes tiempos en la Figura 10 se refirieron al grupo
control. La media de los valores obtenidos en diferentes experimentos se
representd mediante diagrama de barras. Tal y como se observa, los niveles de
mensajero aumentan a partir de las 48 hrs en las células que sobreexpresan

RhoE, y se mantienen elevados a las 72 hrs. Puesto que en presencia de RhoE
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los niveles de la proteina ciclina D1 disminuyen, mientras que los niveles del
MRNA sorprendentemente aumentan, podemos concluir que RhoE regula el
nivel de expresidon de ciclina D1 a través de algun mecanismo post-

transcripcional.

En resumen, RhoE inhibe la expresién de las proteinas reguladoras del
ciclo celular ciclina D1 y p21°?", lo que resulta en una disminucién de los
niveles de fosforilacién de Rb y, como consecuencia, se reduce la tasa de

proliferacion de las células U87.
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Figura 10. RhoE no inhibe la expresiéon de ciclina D1 a través de un mecanismo
transcripcional. Analisis por PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de ciclina D1 en
células infectadas con AdC y AdRhoE. El cDNA utilizado como molde se obtuvo a partir
de células infectadas a los tiempos indicados. Los valores de cantidad de ciclina D1 se
refirieron a su control respectivo de GAPDH. Para poder realizar un estudio comparativo,
los valores representados a diferentes tiempos se refieren al grupo control (=1). La
media de los valores obtenidos corresponde a 2 experimentos realizados de manera
independiente para cada construccion adenoviral y tiempo de infeccion.
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Tras comprobar que los niveles de expresiéon de ciclina D1 y p21©*
estaban afectados por RhoE, decidimos investigar que tipo de control estaba
ejerciendo esta proteina sobre las rutas de PI3K/AKT y ERK asi como la
posible relacion con moléculas como Myc, ya que esta descrito que este factor
transcripcional induce la expresion de ciclina D1. Para ello, las mismas
muestras utilizadas en el apartado anterior fueron procesadas para estudiar la
expresion de las proteinas AKT y ERK en su forma activa (pAKT y pERK), y
Myc. Tal y como se observa en la Figura 11, en estas condiciones
experimentales no se observan cambios en los niveles de estas proteinas por

la sobreexpresion de RhoE a ningun tiempo del estudio.
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Figura 11. RhoE no afecta a la ruta de transduccion de sefales ERK, ni a la via de
supervivencia AKT ni a la expresion del factor de transcripcion Myc en células U87
asincrénicas. Analisis de la expresiéon de las proteinas ERK, AKT y sus
correspondientes formas fosforiladas (pERK, pAKT) asi como Myc en extractos de
células infectadas con AdC (C) y AdRhoE (E) a los tiempos que se indica en la figura,
mediante la técnica de Western-blot. En la figura se muestra un ejemplo representativo
de tres experimentos realizados independientemente para cada construccién adenoviral y
tiempo de infeccion.
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4.5 RhoE reduce la entrada en la fase S del ciclo celular en células U87

quiescentes

Puesto que RhoE afecta al nivel de fosforilacion de Rb, decidimos estudiar
el efecto de esta proteina sobre la entrada en ciclo de células quiescentes
inducida por suero. Para ello, decidimos sincronizar las células en GO mediante
la deplecion de suero en el medio y analizar el papel de RhoE en la entrada en
la fase S del ciclo celular. Se procedié a la infeccién con AdC o AdRhoE de
células U87 sembradas a 10* células por pocillo en placas de 6 pocillos y sobre
cubreobjetos con 0% FBS. A las 48 hrs. post-infeccion las células fueron
reestimuladas con 10% FBS y se procesaron las muestras para los diferentes
experimentos entre 0 y 16 hrs. post-reestimulacion, siendo el periodo total de
infeccion de 3 dias. 2 horas antes de su procesamiento, se dio a las células un

pulso de BrdU tal y como se describe en Material y Métodos

En la Figura 12 se representa la tasa de incorporacion de BrdU en células
quiescentes y reestimuladas con suero a diferentes tiempos. Las células
infectadas con AdC empiezan a sintetizar DNA a partir de las 10 hrs., llegando
a un pico maximo de sintesis a las 18 hrs. post-reestimulacion. La tasa de
proliferacion de las células infectadas con AdRhoE es menor que la de las
células control. Sin embargo RhoE no bloquea completamente la entrada en la
fase S del ciclo, puesto que tras 14 horas de reestimulacién se observa un
aumento del porcentaje de células que han incorporado BrdU, aun siendo este
siempre menor que en el grupo control. El analisis estadistico realizado
mediante el método comparativo multiple de Student-Newman-Keuls revela que
las células infectadas con AdRhoE presentan una menor capacidad de sintesis

durante todo el proceso de reestimulacion (p<0.001).
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Figura 12. RhoE reduce la entrada en la fase S del ciclo celular en células U87
quiescentes. La grafica representa el porcentaje de incorporaciéon de BrdU en células
quiescentes infectadas con AdC y AdRhoE y reestimuladas con suero durante los
periodos de tiempo indicados. 2 hrs. antes de su procesamiento se dio a las células un
pulso de BrdU tal y como se describe en Material y Métodos. Los resultados son la
mediatSEM de cuatro experimentos realizados de forma independiente.

En conclusion, RhoE es capaz de reducir la entrada en ciclo respecto a
las células infectadas con el AdC, a la vez que disminuye la capacidad

proliferativa de estas células.

4.6 RhoE retrasa la fosforilacion de la proteina de Retinoblastoma (Rb) en
células U87 reestimuladas mediante la inhibicion de la inducciéon de la

expresion de ciclina D1

Al igual que en células asincrénicas, quisimos estudiar el papel de RhoE
en la fosforilacién de la proteina Rb durante la entrada en la fase de S del ciclo
celular. Para ello, analizamos los niveles de fosforilacion de la proteina Rb
mediante la técnica de Western Blot, y tal y como se observa en la Figura 13,
las células infectadas con el AdC presentan un aumento de la fosforilacion de
Rb a partir de las 4 hrs. de reestimulacion que se mantiene hasta las 16 hrs.
post-reestimulacion. Sin embargo, RhoE retrasa la fosforilacion de Rb hasta las

16 hrs, punto en el que es también ligeramente menor que en células control.
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También analizamos la expresion de las proteinas ciclina D1 y p21©*
mediante la técnica de Western Blot (ver Material y Métodos). Tal y como
vemos en la Figura 13, los niveles de ciclina D1 aumentan entre las 4 y 8 hrs.
post-reestimulacion en las células infectadas con AdC para después retornar a
los niveles basales. Dicho aumento no se produce en células infectadas con
AdRhoE, donde los niveles se mantienen bajos durante todo el ensayo y al
mismo nivel que en células quiescentes. En el caso de p21°“P! también
observamos niveles menores de expresion en las células que expresan RhoE

con respecto a las células control, incluso antes de la reestimulacion.
Estos resultados apuntan hacia el papel de RhoE como un inhibidor de la

fosforilacién de Rb, lo que produce un bloqueo en la fase G1 y a una menor y

retrasada entrada en la fase S en células U87.
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Figura 13. RhoE disminuye la fosforllacwn de la proteina de Retinoblastoma (Rb) e
inhibe la expresién de ciclina D1 y p21 Pl en células U87 reestimuladas. Ejemplo
representatwo del analisis de la expresién de las proteinas de retinoblastoma (Rb),ciclina
D1y p21°°"" (p21) en extractos de células infectadas con AdC (C) y AdRhoE (E) y
reestimuladas con suero durante los tiempos que se indica en la figura, mediante la
técnica de Western-blot.
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Por ultimo, analizamos si RhoE disminuia la expresion de ciclina D1 a
través de un control transcripcional. Para ello, realizamos un ensayo similar al
descrito en el apartado anterior y los valores representados a diferentes
tiempos se refirieron al grupo control. En la Figura 14 se observa como los
niveles de mRNA detectados en muestras procedentes de células infectadas
con RhoE son superiores a las del grupo control en todos los tiempos
estudiados, lo que indica que, al igual que en células asincronicas, la
disminucién de los niveles de ciclina D1 mediados por RhoE no se deben a una
disminucién en los niveles de mRNA, si no posiblemente a algun mecanismo

post-transcripcional.
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Fiqura 14. En células reestimuladas, RhoE tampoco inhibe la expresion de ciclina
D1 a través de un mecanismo transcripcional. Analisis por PCR cuantitativa de los
niveles de mRNA de ciclina D1 en células infectadas con AdC y AdRhoE. El cDNA
utilizado como molde se obtuvo a partir de células infectadas a los tiempos indicados.
Los valores de cantidad de ciclina D1 se refirieron a su control respectivo de GAPDH.
Para poder realizar un estudio comparativo, los valores representados a diferentes
tiempos se refieren al grupo control (=1). La media de los valores obtenidos corresponde
a 2 experimentos realizados de manera independiente.
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4.7 La fosforilacion de Rb depende de ciclina E en células que expresan
RhoE

Tal y como se ha comentado anteriormente, los complejos ciclina E/Cdk2
son capaces de fosforilar a Rb y permitir asi la expresion de genes necesarios
para la entrada en la fase S. Puesto que en las células que expresan RhoE se
observa un cierto grado de fosforilacion de Rb y de incorporacion de BrdU,
quisimos estudiar si la disminucion de los niveles de ciclina D1 mediados por

RhoE eran, en parte, compensados por un aumento de los niveles de ciclina E.

Asi, al estudiar el efecto de RhoE sobre los niveles de expresion de ciclina
E observamos que tampoco varian los niveles de proteina a 4, 8 y 16 hrs. post
reestimulacion (Figura 15-A). Sin embargo, al analizar los niveles de actividad
kinasa de los complejos ciclina E/Cdk2 (ver Material y Métodos) se observo
como los niveles de fosforilacion de Histona H1 producidos por ciclina E eran
mayores en ceélulas infectadas con RhoE que en células control a las 16 hrs

tras la reestimulacion (Figura 15-B).

Asi, podriamos postular que la fosforilaciéon de Rb en células infectadas
con RhoE es, al menos en parte, via los complejos activos de ciclina E/Cdk2.
Dichos complejos, sin embargo, no son capaces de fosforilar en igual
intensidad ni en el tiempo a Rb comparado con células control, lo que provoca

una disminucién de la tasa proliferativa en estas células.
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Figqura 15. La fosforilacién de Rb estd mediada, en parte, por la actividad kinasa
dependiente de ciclina E. (A) Analisis de la expresion de ciclina E en extractos de
células infectadas con AdC (C) y AdRhoE (E) y reestimuladas con suero durante a los
tiempos que se indica en la figura, mediante la técnica de Western-blot. (B) Analisis de la
presencia de complejos ciclina E/Cdk2 activos en extractos de células infectadas con
AdC (C) y AdRhoE (E) y reestimuladas con suero durante a los tiempos que se indica en
la figura, mediante un ensayo kinasa. Los extractos se inmunoprecipitaron con un
anticuerpo anti-ciclina E y se analizé su capacidad de fosforilar al sustrato Histona H1 en
presencia de [32P]yATP, segun se describe en Material y Métodos.
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4.8 RhoE bloquea la activacion de la ruta de transduccién de senales
mediada por ERK

Finalmente quisimos estudiar qué rutas de transduccién de sefiales que

regulan la expresion de ciclina D1 estan afectadas por la expresion de RhoE.

De esta manera, se realizaron ensayos de Western Blot para analizar la
expresion y actividad de AKT y de ERK (Figura 16). El analisis de los niveles
de AKT y su forma activa (fosforilada), no muestra cambios a ningun tiempo
tras la reestimulacion, ni en células control ni en células infectadas con RhoE.
Sin embargo la entrada en ciclo de las células U87 inducida por suero produce
una activacion de la ruta de ERK en células infectadas con el AdC, tal y como
se observa al analizar las muestras con un anticuerpo especifico para la forma
fosforilada de ERK (pERK). Dicha fosforilacion es rapida y corta en el tiempo
(10 min tras la reestimulacién). En cambio, no observamos un aumento en la

fosforilacién de ERK a esos tiempos en células que sobreexpresan RhoE.

En definitiva, RhoE interfiere con la activacion de la ruta de transduccion
de sefiales de ERK, reduciendo por tanto la expresién de ciclina D1y p21°*",
con lo que se observa una menor fosforilacién de Rb y una reduccion de la tasa

proliferativa de las células U87.
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Figura 16. RhoE bloquea la activacion de la ruta de transduccion de sefales
mediada por ERK. (A) Andlisis de la expresion de ERK, AKT y sus correspondientes
formas fosforiladas (pERK, pAKT) en extractos de células infectadas con AdC (C) y
AdRhoE (E) y reestimuladas con suero durante a los tiempos que se indica en la figura,
mediante la técnica de Western-blot.
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4.9 RhoE induce la muerte de células U87

Durante la realizacion de este trabajo observamos que RhoE induce la
muerte de células U87: de manera repetitiva, la infeccion de células con
AdRhoE a un MOI 30 provocaba, a partir de los 2 dias post-infeccion, una
desorganizacion del citoesqueleto de actina, dando un fenotipo mas pequefio y
redondeado respecto a las células control (ver apartado 4.2). La aparicién de
estos fenotipos, desembocaba a partir del tercer dia en un aumento de células
apoptéticas, fenomeno que se prolongaba hasta el dia 5 post-infecciéon tal y

como demostraban el numero de células flotando en el medio (Figura 17-A).

Para estudiar el efecto de RhoE sobre la muerte de células U87, se
procedié a sembrar las células a una densidad de 50x10* en placas de 6 cm.
Tras comprobar su adhesion al sustrato se infectaron con AdC o AdRhoE y se
mantuvieron en presencia de suero (D-10) durante 5 dias. Se procesaron las
muestras para su analisis por citometria de flujo, tal y como se describe en
Material y Métodos. A los 3 dias post-infeccion, ni las células control ni las
infectadas con RhoE presentan un aumento de la poblacién apoptética. Sin
embargo, a los 5 dias el porcentaje de la poblacion sub-G0/G1 aumento hasta
un 25% en el caso de las células infectadas con AdRhoE, lo que supone 10

veces mas respecto a las células control (Figura 17-B).
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Figura 17. RhoE induce la muerte de células U87. (A) Fotografias obtenidas por
microscopia de contraste de fases en campo claro de células infectadas con AdC y
AdRhoE a los 5 dias post-infeccion. (B) Analisis mediante citometria de flujo de la
poblacion sub-GO/G1 en células infectadas con AAC y AdRhoE a los 3 y 5 dias post-
infeccion. Los resultados son la media de tres experimentos realizados de forma
independiente para cada construcciéon adenoviral y tiempo de infeccion.
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410 La ruta de supervivencia de Akt no esta implicada en la muerte
celular inducida por RhoE

Para estudiar si existe interaccion de RhoE con la ruta de supervivencia
PI3 Kinasa-AKT (PI3K/AKT), descrita como la via mas importante para la
inhibicion de la muerte celular programada en células nerviosas, coinfectamos
células U87 con la construccion AdRhoE y con las construcciones adenovirales
denominadas Ad-HA-MyrAkt y Ad-HA-dnAkt, previamente descritas en Material
y Métodos.

En primer lugar, nos intereso caracterizar el sistema adenoviral y para ello
se infectaron células U87 con cantidades crecientes de las dos construcciones
adenovirales de Akt (MOls 5, 20 y 50). Tras 48 horas de infeccion, se
recogieron las células y se obtuvieron extractos para Western Blot, tal y como
se describe en Material y Métodos. En la Figura 18 podemos observar que
tanto la infeccion con Ad-HA-MyrAkt como con Ad-HA-dnAkt producen una
sobreexpresion de las construcciones exdgenas de Akt, tal y como revela la
hibridacién de las muestras con un anticuerpo anti-HA. La infeccion con la
construccion activa de Akt es capaz de producir un ligero aumento de los
niveles de fosfo-Akt. Por otra parte, la infecciéon con la construccion Ad-HA-
dnAkt es capaz de inhibir la activacion de Akt endogeno, disminuyendo los
niveles de fosfo-Akt respecto a U87 control, lo que demuestra que el mutante

es funcional.
Se analizaron también los niveles de expresion de las proteinas ciclina D

y p21°P" y se observé que ni la forma activa ni el dominante negativo de Akt

afectaban a la expresion de estas proteinas.
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Figura 18. Caracterizacion del sistema adenoviral para la sobreexpresion de Ad-
HA-myrAkt y Ad-HA-dnAkt en células U87. Analisis de la expresion de una forma
constitutivamente activada de Akt (myrAkt) o un mutante cataliticamente inactivo de Akt
(dnAkt) mediante infeccion adenoviral. En la figura se muestra el analisis de la expresion
mediante la técnica de Western Blot de fosfo-Akt (pAkt), ciclina D y p21*" (p21) en
extractos procedentes de células infectadas con cantidades crecientes de las dos
construcciones adenovirales (MOls 5, 20 y 50) y tras 48 hrs. de infeccion.

Una vez comprobado el sistema adenoviral de expresion de los mutantes
de Akt, se coinfectaron células con AdRhoE y las distintas construcciones de
Akt. Se sembraron las células a una densidad de 10° células por pocillo en una
placa de 6 pocillos y una vez adheridas al sustrato, se procedié a infectarlas
con las distintas construcciones de Akt a unos MOls de 1, 5, 20 y 50.
Transcurridas 24 hrs. de la infeccion, se procedid a infectar las células con
AdRhoE a un MOI 30. Se hizo un seguimiento de las células durante los 3 dias
siguientes y se tomaron fotografias cada 24 horas. Transcurridos los 4 dias tras
la primera infeccion, se recogieron las células y se obtuvieron extractos para
Western Blot, tal y como se describe en Material y Métodos. El esquema

general de la infeccion se detalla en la Figura 19-A.

Para analizar a nivel molecular el papel que juega RhoE sobre la ruta de
supervivencia mediada por Akt, se analizaron por la técnica de Western Blot los
niveles de expresion de las proteinas Akt, ciclina D1 y Rb en células
coinfectadas con AdRhoE y AdHA-MyrAkt o AdHA-dnAkt, tal y como se ha
descrito anteriormente. En la Figura 19-B podemos observar que la

sobreexpresién de la forma activa de Akt provoca un ligero aumento de los
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niveles de fosfo-Akt. En el caso de la coinfeccién con RhoE y el dominante

negativo de Akt, se observa que los niveles de fosfo-Akt disminuyen a medida

que aumenta el titulo de virus de la forma cataliticamente inactiva de Akt. Esto

indica que las construcciones son funcionales incluso en presencia de RhoE.

Los paneles representando la hibridacion de las muestras con anticuerpos

especificos contra los epitopos Myc y HA demuestran la eficacia de infeccion

obtenida con las diferentes construcciones adenovirales.
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Figura 19. Coinfecciéon de células U87 con AdRhoOE y las distintas construcciones
adenovirales de Akt. (A) Protocolo utilizado para la coinfeccion de células U87 con las
construcciones Ad-HA-myrAkt o Ad-HA-dnAkt y AdRhoE. Transcurridas 24 hrs tras la
primera infeccién se procedia a realizar la segunda infeccién y se monitorizaban las
células por microscopia hasta los 4 dias post-infeccion. (B) Analisis de la expresiéon por
Western Blot de pAkt y RhoE en células coinfectadas con las distintas construcciones de
Akt (MOls 1, 5, 20 y 50) y RhoE (MOI 30) y a los 4 dias post-infeccion, tal y como se
describe en (A).
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En la Figura 20-A se muestran fotografias representativas tanto de
células infectadas con RhoE como de células coinfectadas con las distintas
construcciones de Akt (MOI 50) y RhoE (MOI 30). Las células infectadas con
RhoE presentan a los 4 dias un fenotipo redondeado y muchas de ellas estan
despegadas del sustrato. Las células infectadas con Ad-HA-MyrAkt crecen mas
rapidamente y a los 4 dias tras la infeccién la densidad celular es mucho mayor
que en cualquiera de los otros casos. En cambio, la forma cataliticamente
inactiva de Akt produce una disminucién del numero de células a partir de los
dos dias tras la infeccidn. La activaciéon de la ruta Akt parece disminuir el efecto
causado por RhoE, pero no es suficiente para contrarrestarlo por completo. Asi,
células coinfectadas con estas dos construcciones adenovirales crecen a una
menor velocidad que en el caso de las células infectadas sélo con Akt, pero
quizas no se ven tan afectadas como en el caso de las células infectadas con
RhoE. Finalmente, cuando sobreexpresamos RhoE junto al dominante negativo
de Akt, el efecto parece ser aditivo, no quedando practicamente células en el

pocillo tras los 4 dias de experimento.

Si analizamos los niveles de fosforilacion de Rb en las distintas muestras
(Figura 20-B), observamos como la activacion de la ruta Akt con Ad-HA-MyrAkt
produce una mayor fosforilacion de Rb, que disminuye al coinfectar con
AdRhoE. En células infectadas con la construccién dominante negativa de Akt,
Ad-HA-dnAkt, los niveles de fosforilacion de Rb son mucho menores que en
células infectadas con Ad-HA-MyrAkt. Esta fosforilacion disminuye aun mas en
células doblemente infectadas con AdRhoE y Ad-HA-dnAkt lo que sugeriria un

efecto acumulativo en la inhibicién de la fosforilacién de Rb.

En resumen, RhoE induce la muerte celular en células de glioblastoma
humano, U87. El mecanismo molecular a través del cual RhoE induce dicha via
es independiente de la ruta Akt, tal y como demuestran los experimentos de

coinfeccion con las diferentes construcciones adenovirales de Akt.
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Figura 20. La ruta de supervivencia de Akt no esta implicada en la muerte celular
inducida por RhoE. (A) Fotografias obtenidas por microscopia de contraste de fases en
campo claro de células co-infectadas con las distintas construcciones de Akt y AdRhoE a
los 2 y 4 dias post-infeccion. Las fotografias rotuladas como AdRhoE, Ad MyrAkt y Ad
dnAkt corresponden a células infectadas Unicamente con las respectivas construcciones
adenovirales. (B) Analisis de la expresion de la proteina de retinoblastoma (Rb) en
células co-infectadas con Ad-HA-myrAkt, Ad-HA-dnAkt y RhoE (myrAkt/RhoE vy
dnAkt/RhoE, respectivamente). Los carriles rotulados como MyrAkt y dnAkt corresponden
a células infectadas unicamente con las respectivas construcciones adenovirales de Akt.



Resultados

4.11 RhoE también induce la muerte celular a través de una via Akt-

independiente en astrocitos primarios de rata

Dado que RhoE es capaz de inducir la muerte celular a través de alguna
via independiente de la ruta de supervivencia de Akt, incluso en una linea
celular como la de glioblastoma humano (U87) que tiene constitutivamente
activada dicha ruta, nos intereso estudiar el efecto de RhoE en células que no
tienen la ruta PI3K/Akt activa, como son los astrocitos primarios de rata. Estas
células se obtuvieron segun lo descrito en Material y Métodos y se sembraron a
una densidad de 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos. Una vez
adheridas al sustrato, se infectaron las células con cantidades crecientes de
AdRhoE (MOls 5, 10 y 30) y se observé su comportamiento durante 48 hrs.
post-infeccion. Asi, observamos (Figura 21) que, en astrocitos primarios de
rata, el efecto mediado por RhoE es dosis dependiente y que ya a un MOl 3y a
48 hrs. empiezan a observarse células con el citoesqueleto alterado y con una
morfologia distinta a los astrocitos sin infectar. Si continuamos aumentando la
dosis de RhoE, las células empiezan a perder su adhesion al sustrato y
finalmente entran en una fase apoptdtica, incluso a las 24 hrs. post-infeccion,

como en el caso de la infeccion a MOI 30.
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24 hrs
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Figura 21. RhoE también induce la muerte celular en astrocitos primarios de rata.
Fotografias obtenidas por microscopia de contraste de fases en campo claro de células
infectadas con cantidades crecientes de virus AdRhoE (MOls 5, 10 y 30) durante 48 hrs.

Una vez comprobado que RhoE induce muerte celular en astrocitos
primarios, nos planteamos estudiar el posible papel que la via de Akt podria
jugar en este efecto, para lo que se infectaron las células con cantidades
crecientes (MOls 5, 20 y 50) de las dos construcciones adenovirales, Ad-HA-
MyrAkt y Ad-HA-dnAkt, anteriormente utilizadas. Tras 48 hrs. de infeccion, se
recogieron las células y se obtuvieron extractos para Western Blot, tal y como
se describe en Material y Métodos. En la Figura 22 podemos observar que la
sobreexpresion de la forma activada de Akt produce un aumento de los niveles
de fosfo-Akt respecto al control y que dicho aumento es superior al observado
en células U87. Por otro lado, la sobreexpresion de la construccion mutante de
Akt es capaz de disminuir de manera eficaz los niveles de fosfo-Akt respecto a

astrocitos control.
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Figura 22. Caracterizacion del sistema adenoviral para la sobreexpresion de Ad-
HA-myrAkt y Ad-HA-dnAkt en astrocitos primarios de rata. Analisis de la expresion
una forma constitutivamente activada de Akt (myrAkt) o un mutante cataliticamente
inactivo de Akt (dnAkt) mediante infeccién adenoviral. En la figura se muestra el analisis
de la expresién mediante la técnica de Western Blot de fosfo-Akt (pAkt) en extractos
procedentes de células infectadas con cantidades crecientes de las dos construcciones
adenovirales (MOls 5, 20, 50) y tras 48 hrs de infeccion.

Una vez caracterizado el sistema procedimos a estudiar si la muerte
inducida por RhoE en astrocitos primarios de rata era rescatada por una
activacion de la ruta Akt. Se coinfectaron células con AdRhoE (MOI 10) y las
distintas construcciones de Akt (MOI 50). El esquema general de la infeccidn

fue el mismo que el utilizado anteriormente para las células U87 (Figura 19-A).

Tal y como se observa en las fotografias de la Figura 23-A, las células
infectadas con RhoE presentan a los 4 dias un fenotipo redondeado y muchas
de ellas estan despegadas del sustrato. Las células infectadas con Ad-HA-
MyrAkt no parecen experimentar cambios fenotipicos notables a los 4 dias tras
la infeccion, siendo la densidad celular mucho mayor que en cualquiera de los
otros casos. En cambio, la forma cataliticamente inactiva de Akt afecta de una
manera clara a estas células a partir de los dos dias tras la infeccion,
observando un aumento del numero de células apoptoticas a lo largo del
tiempo. Cuando sobreexpresamos RhoE junto al dominante negativo de Akt, el
efecto resulta dramatico, no quedando practicamente células en el pocillo tras
los 4 dias de experimento. La activacion de la ruta Akt no parece contrarrestar,
ni tan siquiera disminuir, el efecto causado por RhoE, ya que células

coinfectadas con las dos construcciones adenovirales presentan una tasa de
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muerte celular similar a la observada en el caso de astrocitos primarios

infectados s6lo con RhoE.

Finalmente, quisimos comprobar si la activacién de la ruta Akt era capaz
de bloquear el efecto de RhoE a dosis mas bajas. Para ello, coinfectamos las
células con cantidades crecientes de AdRhoE (MOls 1, 5y 10), tal y como se
ha descrito anteriormente, y un MOI fijo (50) de Ad-HA-MyrAkt. Como se ve en
la Figura 23-B, la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de Akt
no es capaz de rescatar el fenotipo inducido por RhoE vy, ni tan siquiera cuando

las dosis son menores, evitar la aparicion de alteraciones en el citoesqueleto.

Asi pues, y en resumen, las vias de sefializacion celular mediadas por
RhoE que determinan la muerte celular son independientes de la ruta de
supervivencia PI3K/Akt, tal y como sugieren los experimentos realizados con la

forma constitutivamente activa de Akt asi como con el dominante negativo.
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Figura 23. La muerte inducida por RhoE en astrocitos primarios de rata también se
produce a través de una via Akt-independiente. (A) Fotografias obtenidas por
microscopia de contraste de fases en campo claro de células co-infectadas con las
distintas construcciones de Akt y AdRhoE a los 2 y 4 dias post-infeccion. Las fotografiias
rotuladas como AdRhoE, Ad MyrAkt y Ad dnAkt corresponden a células infectadas
unicamente con las respectivas construcciones adenovirales. (B) Fotografias obtenidas
por microscopia de contraste de fases en campo claro de células co-infectadas con la
construccion Ad Myr Akt (MOI 50) y cantidades crecientes de AdRhoE (MOlIs 1, 5y 10) a
los 2 y 4 dias post-infeccion.
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4.12 RhoE y RhoA producen efectos antagénicos sobre el crecimiento y

supervivencia celular

Esta descrito en la bibliografia que RhoA es capaz de inducir la
progresion G1/S mediante la inducciéon de la expresion de ciclina D1 y la
inhibicidn de la de p21°P'. Por este motivo, estudiamos si RhoA era capaz de
revertir el bloqueo en G1 producido por RhoE en células U87. Para ello
generamos una construccion adenoviral que contenia un mutante
constitutivamente activado de RhoA y comprobamos los niveles de expresién
de RhoA en células U87. Tal y como se observa en la Figura 24, la infecciéon
con cantidades crecientes de AdRhoA provoca un aumento de los niveles de
expresion de dicha proteina, asi como los niveles de ciclina D1. La

sobreexpresion de RhoA no altera los niveles de pAkt ni ERK.
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Figura 24. Caracterizacion del sistema adenoviral para la sobreexpresion de
AdRhoA en células U87. (A) Fotografias obtenidas por microscopia de contraste de
fases en campo claro de células infectadas con AdC (C) y AdRhoA (RhoA) a un MOI 30 a
las 48 hrs post-infeccion. (B) Analisis de la expresion de las proteinas RhoA, ciclina D1,
pAkt y ERK en extractos de células U87 infectadas con AdC o AdRhoA a las 48 hrs. post-
infeccion.
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Para comprobar si existe un efecto antagonico entre RhoA y RhoE, se
sembraron 30x10* células por pocillo en placas de 6 pocillos. Una vez
adheridas al sustrato, se infectaron con AdRhoA (MOI 30). A las 24 horas post-
infeccidn se reinfectaron los pocillos correspondientes con AdRhoE (MOI 30) y
se hizo un seguimiento de las células durante los 3 dias siguientes, tomando
fotografias cada 24 horas. Transcurridos los 4 dias tras la primera infeccion, se
recogieron las células, se realizd un contaje celular y se obtuvieron extractos
para Western Blot, tal y como se describe en Material y Métodos. El esquema

general de la infeccion es el mismo descrito en la Figura 19-A.

En la Figura 25-A se observa que las células infectadas con AdRhoA
crecen de manera similar a las células control, mientras que las células
infectadas con RhoE muestran una disminucién en el numero de células, a los
cuatro dias post-infeccién. Sin embargo, las células co-infectadas con AdRhoA
y AdRhoE muestran un crecimiento similar a las células control, lo que indica
que la sobreexpresiéon de RhoA revierte el efecto causado por RhoE sobre la
proliferacion celular. Respecto a la muerte inducida por RhoE, RhoA es capaz
de contrarrestar ese efecto ya que las células doblemente infectadas presentan
una morfologia similar a las control, tal y como se muestra en las fotografias
(Figura 25-B).
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Figura 25. RhoE y RhoA producen efectos antagonicos sobre el crecimiento y
supervivencia celular. (A) Numero de células control o infectadas con AdRhoA,
AdRhoE o co-infectadas con ambos adenovirus (RhoA/RhoE) 4 dias después de la
infeccion. Se representa el numero relativo de células, expresado respecto al numero
inicial (=1), de 2 experimentos realizados de manera independiente. (B) Fotografias
obtenidas por microscopia de contraste de fases en campo claro de células U87
infectadas con AdRhoA, AdRhoE o co-infectadas con ambos adenovirus (RhoA/RhoE)
durante 4 dias tal y como se describe en el protocolo de la Figura 19-A.



Resultados

Para explicar como RhoA es capaz de inducir la progresidn del ciclo
celular incluso en presencia de RhoE, se analizaron los niveles de fosforilaciéon
de Rb. Tal y como se muestra en la Figura 26, RhoA mantiene los niveles de

fosforilacidon de Rb, incluso en presencia de RhoE.

Todos estos resultados demuestran que RhoA es capaz de antagonizar
los efectos causados por RhoE y promover el crecimiento celular normal a

través del restablecimiento de los niveles de fosforilacion de Rb.
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Figura 26. RhoA es capaz de rescatar la fosforilacion de Rb inhibida por RhoE.
Analisis de la expresion de las proteinas de retinoblastoma (Rb) en extractos de células
U87 infectadas con AdRhoA, AdRhoE o co-infectadas con ambos adenovirus
(RhoA/RhoE) a los cuatro dias post-infeccion.
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5. DISCUSION

La transformacion tumoral implica cambios fenotipicos atribuibles a
alteraciones del citoesqueleto (Ridley, A. 2000). En la actualidad, esta
ampliamente aceptado que la formacién y la preservacion adecuada de las
uniones intercelulares es imprescindible para el mantenimiento de la
diferenciacién celular y que su desestabilizacién facilita la desdiferenciaciéon y
adquisicion de la capacidad invasiva de los diferentes tumores. En
consecuencia, cada vez es mas importante la implicacion de las proteinas
reguladoras del citoesqueleto en cancer (Pruitt et al. 2001; Sahai et al. 2002;
Besson et al. 2004a).

La familia de GTPasas Rho engloba a un grupo de proteinas que
constituye el mayor regulador de la dinamica del citoesqueleto en células
eucariotas, y juegan un papel crucial en los procesos bioldgicos relacionados
con el citoesqueleto, como la movilidad o el cambio en la forma celular
(Etienne-Manneville et al. 2002). Ademas de su papel sobre el citoesqueleto,
las proteinas Rho contribuyen a la regulacién de otras respuestas celulares
como la regulacién transcripcional o bien la proliferacion y transformacién
celular ( Westwick et al. 1997; Pruitt et al. 2001; Sahai et al. 2002; Jaffe et al.
2002; Besson et al. 2004a).

En este trabajo hemos querido caracterizar el papel de una de estas
proteinas, RhoE, sobre la proliferacion y supervivencia de células U87, una
linea de glioblastoma humano deficiente en la expresion de PTEN y por tanto

con la ruta PI3K/Akt constitutivamente activada.

En nuestro modelo celular, la sobreexpresion de RhoE produce una
alteracion del citoesqueleto de actina con pérdida de filamentos de actina
(Figura 6). Dicha desorganizacion del citoesqueleto conduce a una contraccion
del citoplasma y a un cambio en la forma celular, dando un fenotipo mas

pequefo y redondeado respecto a las células control, fendmeno que ya habia
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sido descrito por otros autores en otros tipos celulares y que da el nombre
alternativo de Rnd3 a esta proteina (Nobes et al. 1998; Guasch et al. 1998;
Wennerberg et al. 2003). Estos efectos son atribuibles a la inhibicion de ROCK
I, tal y como esta descrito en la bibliografia (Riento et al. 2003; Riento et al.
2005). Estos resultados nos confirman que nuestra construccién de AdRhoE es
funcional y provoca los mismos efectos que los descritos por otros autores

hasta la fecha.

La expresiéon de RhoE en células U87 mediante la utilizacion de un
sistema adenoviral causa una reduccion en la proliferacion (Figuras 7 y 8) y un
retraso en la reentrada en S desde la quiescencia (Figura 12), lo que nos hizo
analizar cuales eran los elementos reguladores de G1 implicados en dicho
efecto. Nuestros resultados demuestran que RhoE produce una bajada en la
fosforilacién de Rb tanto en células asincronicas (Figura 9) como en células
reestimuladas (Figura 13). La fosforilacion de Rb marca el punto de restriccion

antes de S y por tanto es un punto central de regulacion de la proliferacion.

Esta descrito en la bibliografia que la fosforilacion de Rb es la que define
a nivel molecular la transicion de G1/S (Sherr 1994, 1996). Los complejos
activos ciclina D/Cdk4,6 y ciclina E/Cdk2 son los principales responsables de la
fosforilacion de Rb durante la fase G1 (Morgan 1997; Sherr et al. 1999; Murray
2004). A finales de la fase G1 los complejos ciclina E/Cdk2 continuan con este

proceso de fosforilacion en distintos residuos de Rb (Matsushime et al. 1994).

Los inhibidores p21°P" y p27"*" también participan activamente en el ciclo
celular. Por una parte, p21°"! es necesario para la estabilizacion de los
complejos ciclina D/Cdk4,6 faciltando la formacién de estos complejos,
aumentando su estabilidad y su transporte al nucleo (LaBaer et al. 1997)
(Cheng et al. 1999). Una segunda actividad de las proteinas Cip/Kip es la
inhibicion de los complejos ciclina-cdk activos. Este es el caso de p27¥*', que
es capaz de unirse a los complejos ciclina E/Cdk2 e inactivarlos (Perez-Roger

et al. 1997), induciendo un bloqueo en G1.

98



Discusién

Sin embargo, y a pesar de que hay recientes trabajos que evidencian la
relacién entre proteinas Rho y p27X*! (Besson et al. 2004b), no vemos cambios
en la expresion de esta proteina (datos no mostrados), lo que la descarta como
responsable de esta parada en ciclo. Este dato no nos sorprende, ya que las
células U87 tienen constitutivamente activada la ruta PI3K/Akt y eso hace que
tengan unos niveles bajos de este inhibidor debido a varios mecanismos: por
una parte, evitando su transporte al nucleo, por fosforilacién en la posicién Thr
157 (Viglietto et al. 2002) (Liang et al. 2002) (Shin et al. 2002); por otro lado,
regulando su transcripcién a través de los factores FoxO (Medema et al. 2000)
y, por ultimo, aumentando su tasa de degradacion en el proteasoma por
induccién de la ubicuitina-ligasa Skp2 (Montagnoli et al. 1999; Andreu et al.
2005).

En nuestro modelo celular, la disminucion de la fosforilacion de Rb
inducida por RhoE es atribuible a una disminucion de la expresion de ciclina D1
y p21°*" (Figuras 9 y 13). La fosforilacion de Rb en la fase G1 corresponde a
los complejos activos ciclina D1/Cdk4-6 (Sherr 1993) y se ha descrito que Rb
es el sustrato principal de estos complejos, ya que células que no poseen Rb
no necesitan de ciclina D para proliferar (Sherr 2004), lo cual coincide con la

relacion directa ciclina D1-Rb descrita en este trabajo.

Asi pues, el eje ciclina D1-Rb se postula como el mayor regulador de
sefales que marca la progresion en G1 en nuestro modelo y su expresion esta
modulada por diversas senales, tanto intra como extracelulares. Se ha descrito
que la inducccion de la transcripcion de ciclina D1 mediada por Ras transcurre
a través de la activacion de la via Raf-MEK-ERK (Lavoie et al. 1996; Balmanno
et al. 1999), y que en dicha via intervienen diferentes reguladores entre los que
se encuentran miembros de la familia Rho (Aktas et al. 1997) (Gille et al. 1999;
Coleman et al. 2004). Sin embargo, dicha regulacién de los niveles de ciclina
D1 no implica necesariamente una sintesis de novo de proteina si no un
aumento de la estabilidad de la proteina, tal y como lo demuestran los

experimentos de Guo et al (Guo et al. 2002). Esto apoyaria nuestros resultados
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obtenidos con el analisis de los niveles de mMRNA en células infectadas con
RhoE, donde pese a una disminucion de la proteina los niveles de mRNA no

varian e incluso aumentan respecto a células control (Figuras 10y 14 ).

También la expresion de p21°P" depende de la ruta Ras-Raf-MEK-ERK,
por lo que la expresidon de ambas proteinas estaria coordinada, aunque en el
caso de p21°?" la duracion y la intensidad de la sefial de la ruta Raf-MEK-ERK
determina su papel en la progresién del ciclo (Sewing et al. 1997; Woods et al.
1997). Asi, si la sefial es corta y poco intensa, la sintesis de p21°*' es baja
pero suficiente para unirse a los complejos ciclina D/Cdk4,6 y estabilizarlos,
permitiendo la progresion G1/S. En cambio, si la intensidad de la senal
mediada por Raf es intensa o de larga duracion, se sintetiza mucha cantidad de
p21Cip1, que es capaz de unirse tanto a los complejos ciclina D/Cdk4,6 como a

los complejos ciclina E/Cdk2 produciendo un bloqueo del ciclo.

En este trabajo hemos descrito como la sobreexpresion de RhoE no
bloquea completamente la reentrada en ciclo. A este efecto hemos observado
como estas células consiguen progresar, aunque en menor medida, en el ciclo
probablemente por un aumento de la actividad ciclina E/Cdk2 (Figura 15), lo
cual concuerda con el hecho de que no haya p21“*'. Dichos complejos serian
capaces de fosforilar a Rb durante la fase final de G1 hasta la entrada en S,
siendo entonces degradados (Ohtsubo et al. 1995). Diversos estudios
demuestran que la sobreexpresion de la ciclina E causa un moderado aumento
de la entrada en fase S, pero si se sobreexpresan ambas ciclinas, D y E, se
produce un incremento importante de la transicion G1/S, lo que sugiere que los
complejos ciclina D/Cdk4-6 y ciclina E/Cdk2 regulan aspectos distintos de esta
transicion (Resnitzky et al. 1994; Resnitzky et al. 1995). Y lo mas importante,
ciclina E es capaz de asumir el papel de ciclina D1 en ratones con dicho gen
delecionado (Geng et al. 1999) lo que encajaria perfectamente con el modelo

propuesto en este trabajo.

Por tanto, en estas células, debe existir algun mecanismo alternativo,

regulado o no por proteinas Rho, que compense la inhibicién de ciclina D1 por
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parte de RhoE y aumente la activacion de los complejos ciclina E/Cdk2.
Futuros estudios deben confirmar qué mecanismos alternativos permiten

mantener dicha ligera capacidad proliferativa.

Al igual que con ciclina E, quisimos ver si otras ciclinas D jugaban algun
papel en nuestro modelo. Recientemente se ha descrito el papel de ciclina D3
en el desarrollo de leucemias (Sicinska et al. 2003). Sin embargo, en nuestro
modelo, ciclina D3 no parece jugar un papel importante, ya que sus niveles de
expresion no varian entre células que sobreexpresan RhoE y control (Figura
9).

Diversas son las evidencias que apuntan que la activacion de la via Ras-
Raf-MEK-ERK y posterior regulacién de los niveles de ciclina D1 requiere tanto
de la participacion de receptores de factores de crecimiento como de sefales
provenientes de moleculas de adhesion, que operan a través de proteinas Rho
(Roovers et al. 1999) (Welsh et al. 2001; Roovers et al. 2003b). Sin embargo,
Rho no parece ser un activador directo de ERK, sino que mas bien modula la
magnitud y duracion de la activacion de ERK en respuesta a Ras (Welsh et al.
2001) (Coleman et al. 2001a). Asi pues, cuando Rho esta activo, la sefial de
ERK a través de su activacion por ROCK | (Roovers et al. 2003a) conduce a la
correcta expresion de ciclina D1y p21oip1, de manera que las células proliferan.
(Olson et al. 1998; Sahai et al. 2001; Coleman et al. 2003; Coleman et al.
2004). Puesto que RhoE inhibe la actividad de ROCK | (Riento et al. 2003;
Riento et al. 2005), proponemos que la interferencia que observamos de RhoE
con la ruta de Ras-Raf-MEK-ERK (Figura 16) se debe a la inhibicion de ROCK
|. Esto conduciria a la disminucion de los niveles de ciclina D1 que lleva a la

parada del ciclo celular.

Villalonga et al (Villalonga et al. 2004) han estudiado la parada del ciclo
por RhoE en fibroblastos murinos mediante un sistema inducible de la
expresion de RhoE. A diferencia de lo descrito en este trabajo, el efecto de

RhoE es sélo transitorio, restableciéndose la morfologia celular normal tras las
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24 hrs. de la induccion. Pese a ello, también observan una disminucion de los
niveles de ciclina D1 y p21°?', y confirman que la regulacion de ciclina D1 no
se produce a nivel transcripcional si no post-transcripcional. Por otra parte, el
hecho de que E1A y la ciclina E sean capaces de rescatar el bloqueo en G1
inducido por RhoE confirma que la parada del ciclo se produce a nivel de Rb,
ya que E1A secuestra e inactiva a Rb y también la sobreexpresion de la ciclina
E lleva a la fosforilacidn e inactivacion de Rb. Esto pone de manifiesto la
importancia de ciclina D1 y su papel clave en la fosforilacibn de Rb durante
este proceso. Nuestros resultados indican que en presencia de RhoE, la ciclina
E es aun capaz de fosforilar a Rb, lo que coincide con los resultados de
Villalonga, aunque en nuestro caso lo observamos como efecto compensatorio

“natural” y no como resultado de la sobreexpresion exdgena de ciclina E.

En el trabajo de Villalonga et al. también analizan las posibles rutas de
transduccion de sefiales (ERK, FAK, AKT y FoxOs) implicadas en la expresion
de ciclina D1 y en la parada del ciclo celular y no observan alteraciones en
ninguna de ellas. Esto podria ser consecuencia de la corta duracién del efecto
de RhoE, ya que el fenotipo del citoesqueleto desaparece a las 24 hrs.
Nosotros si observamos una disminucion en la activacion de FAK (datos no
mostrados), lo que es posible que esté relacionado con la larga duracion del
efecto sobre el citoesqueleto. En el trabajo de Villalonga et al., probablemente
el efecto transitorio sobre el citoesqueleto hace dificil establecer la relacién

entre citoesqueleto y ciclo celular.

Muy recientemente, se ha descrito como RhoE es capaz de inducir el
bloqueo del ciclo celular en células tumorales de préstata (Bektic et al. 2005).
En ese caso la parada es en G2, a través de la inhibicion de la expresion de
dos proteinas claves en esta etapa del ciclo celular: Cdk1 y ciclina B. También
nosotros hemos observado que las células que sobreexpresan RhoE presentan
una ligera y progresiva acumulacion en G2, aunque no hemos profundizado en
el/los mecanismos responsables de dicha acumulacion. Sin embargo, el efecto

sobre Rb y ciclina D1 en la fase G1 nos parece critico para la progresion en el
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ciclo celular. La parada en G2 se podria atribuir a un efecto sobre el propio
mecanismo de divisién celular (citoquinesis), lo que implicaria que, aquellas
células que han conseguido progresar hacia la fase M, se encuentren ahora
ante un impedimento fisico, la desorganizacion del citoesqueleto inducida por
RhoE, para dividirse y dar lugar a dos células hijas. En este aspecto, se ha
descrito ampliamente el papel de diversas proteinas de la familia Rho, como
RhoA o Cdc42 en la formacién del huso mitético en células de mamifero
(Etienne-Manneville et al. 2002; Mishima et al. 2004). RhoE, como antagonista

de RhoA, podria jugar un papel importante durante este proceso.

Durante la realizacion de este trabajo hemos observado de manera
repetitiva que RhoE induce la muerte de células U87 (Figura 17). Este fenotipo
también lo hemos observado en astrocitos primarios de rata (Figura 21), con la
ruta de supervivencia de Akt normalmente regulada. La induccion de la muerte
celular por RhoE es superior a los mecanismos de supervivencia inducidos por
Akt. Esta afirmacién se basa en que, por una parte, RhoE es capaz de inducir
muerte en células U87 que tienen per se la ruta de Akt constitutivamente
activada. Por otra parte, los experimentos realizados con el AdMyrAkt
demuestran que ni la sobreactivacion de dicha ruta es capaz de compensar el
efecto pro-apoptético de RhoE (Figuras 20-A y 23). Ademas la construccién
dominante negativa de Akt (dnAkt) actua de forma aditiva sobre estas células
que sobreexpresan RhoE (Figuras 20-A y 23-A), lo que nos confirma que la
muerte inducida por RhoE funciona por una ruta diferente a la de Akt e
independiente de ella. En ningun caso hemos observado que RhoE altere el
estado de fosforilacion de Akt (Figuras 11, 16 y 19-B) ni los niveles de p27"*’
(datos no mostrados), lo que nos confirma una vez mas la independencia entre
el efecto de RhoE y la ruta de Akt. También es importante destacar, que a
diferencia de lo descrito en la bibliografia (Weng et al. 2001), la sobreexpresién
de Akt en células U87 no produce un aumento de los niveles de ciclina D
(Figura 18).
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El balance entre las sefales de supervivencia y las de muerte celular
juega un papel clave para la prevencion de la apoptosis. Mientras que en
células normales las primeras han de sobreponerse a las segundas, en células
tumorales existe una mayor capacidad de resistencia a sefiales apoptaéticas, lo
que les hace tener una mayor capacidad adaptativa al entorno. Por otra parte,
la pérdida de adhesion al sustrato en células normales conduce a la induccion
de procesos apoptéticos, mientras que en células tumorales, dicha pérdida de
la adhesion es necesaria para la migracion, invasion y metastasis (Ridley, A.
2000). Las proteinas Rho han sido implicadas tanto en sefales pro como anti-
apoptéticas en multitud de tipos celulares, (Joneson et al. 1999; Tang et al.
1999; Costello et al. 2000; Schurmann et al. 2000; Subauste et al. 2000; Yang
et al. 2000; Liu, Ax et al. 2001; Pervaiz et al. 2001; Prendergast 2001), siendo
Rac y FAK unas de las proteinas mas importantes en este efecto (Sonoda et al.
1999; Tamura et al. 1999; Coniglio et al. 2001; Zugasti et al. 2001; Coleman et
al. 2002; Natarajan et al. 2003; Westhoff et al. 2004). En células neuronales, el
papel de Rac parece depender del tipo celular. Asi, Rac es capaz de inducir
apoptosis en células U87 de glioblastoma humano, pero no en astrocitos
(Senger et al. 2002). En nuestro caso, RhoE es capaz de inducir la muerte en
ambos tipos celulares pero queda por investigar que papel juega Rac en dicho

proceso.

Otros autores también describen la induccién de la muerte en células
tumorales de prostata en presencia de RhoE (Bektic et al. 2005). En este
trabajo los autores observan un aumento de un subproducto de la digestion de
PARP por la caspasa-3, en extractos de células que sobreexpresan RhoE. Sin
embargo, los autores sugieren que dicho aumento es independiente de los
efectos sobre la adhesion al sustrato y que podria tener mas relacion con el
bloqueo en G2/M y el inicio de la apoptosis, como se ha descrito en diversos
trabajos (Chen et al. 1999; Ueda et al. 1999). Sin embargo, otros autores (Liu,
T. et al. 2003) analizan por microarrays la expresion de genes en células de
prostata tratadas con el inhibidor de citokinas MIC-1. A pesar de que este

inhibidor no afecta a la proliferacion celular, se produce una pérdida de
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adhesion y una apoptosis dependiente de caspasa. En el grupo de genes
involucrados en la adhesion, RhoE disminuye mas de dos veces con el

tratamiento de MIC-1.

A nivel de citoesqueleto, RhoE actua de manera antagénica a RhoA,
inhibiendo la formacion de fibras de estrés y de adhesiones focales mediada
por ROCK | (Guasch et al. 1998; Riento et al. 2003; Wennerberg et al. 2003). El
analisis de la unién de estas dos proteinas a ROCK | muestra que RhoE se une
por regiones diferentes a las de RhoA (Riento et al. 2003). Sin embargo, se ha
descrito que RhoE y RhoA no son capaces de unirse a la vez: parece que
ROCK | debe estar en una conformacién desplegada para permitir que RhoE
se le pueda unir. RhoA es capaz de unirse a ROCK | y desplegar su estructura,
dejando el sitio de unién a RhoE accesible para que ahora se pueda unir.
También se ha descrito que caspasa-3 corta a ROCK | y la activa (Coleman et
al. 2001b; Sebbagh et al. 2001). A nivel de proliferacion celular, la expresion
conjunta de RhoA y RhoE hace que las células U87 crezcan mas y evita la
aparicion de la muerte inducida por RhoE (Figura 25). En células coinfectadas
con AdRhoA y AdRhoE, los niveles de fosforilacion de RB y de expresion de
ciclina D1 son superiores a los observados en células infectadas solo con
AdRhoE y similares a los de las células infectadas con AdRhoA (Figura 26).
Estos resultados apoyan una vez mas este antagonismo RhoA/RhoE vy

confirman el posible papel de RhoE como inhibidor del ciclo celular.

Recientes estudios describen por primera vez que una proteina Rho,
RhoE, es un sustrato fosforilable por ROCK | in vivo (Riento et al. 2005). Dicha
fosforilaciéon provoca un aumento de la estabilidad de RhoE e inhibe la
transformacion inducida por Ras en fibroblastos. Curiosamente, y a diferencia
de RhoA, RhoE no es sustrato de ROCK Il, y a su vez es el unico miembro de
la familia Rnd que es capaz de unirse a ROCK | e inhibir la fosforilacién de
otros sustratos (Riento et al. 2005), lo que significa que existen regiones

especificas que permiten dicha union. A diferencia de la forma no fosforilada,
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fosfo-RhoE se encuentra unicamente en el citosol, lo que sugiere que el grado
de fosforilacidn afecta a su localizacion y posiblemente a su funcion.

En resumen, parece que RhoE afecta tanto a la organizacion del
citoesqueleto como a la proliferacion celular, y en ambos casos ROCK | parece
estar jugando un importante papel (ver Figura 27). En el caso de la
proliferacion, lo haria modulando la actividad de la ruta Ras-Raf-MEK-ERK; la
alteracion del citoesqueleto se debe a la interaccién de RhoE con ROCK |,
inhibiendo su actividad sobre la MLCP y la posterior desorganizacion de los
filamentos de actina y pérdida de las adhesiones focales. En nuestro caso, la
conjuncion de ambos fendmenos conduce a la muerte celular, aunque no
sabemos si ésto es un efecto secundario o si RhoE es capaz de inducir de
forma directa el proceso de apoptosis. De hecho, todos los fenotipos
observados con la expresion de RhoE en células U87 son revertidos por la
expresion conjunta de RhoA: en este caso, la sefial de RhoA seria dominante
sobre la de RhoE, tanto con respecto a la morfologia, como en el
reestablecimiento del control sobre el ciclo celular, lo que aumenta la

supervivencia de las células.
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Figura 27. Posibles mecanismos de accion de RhoE sobre la proliferaciéon y
supervivencia celulares discutidos en este trabajo.
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Estudios previos han sugerido que RhoE podria estar implicado en la
transformacién tumoral: Raf es capaz de inducir la despolarizacion de células
epiteliales MDCK, a través de un aumento de los niveles de RhoE mediados
por la ruta ERK. Dicho aumento de RhoE provoca la desorganizacién del
citoesqueleto y un cambio fenotipico celular que recuerda a células
transformadas (Hansen et al. 2000). Sin embargo, cada vez son mas
abundantes y claras las evidencias sobre el papel de RhoE como antagonista
de la proliferacion y transformacion celular. RhoE inhibe el crecimiento de
distintos tipos celulares, como fibroblastos, células de préstata DU-145, células
nerviosas y células epiteliales, MDCK (Guasch, comunicacion personal). Esto
indica que RhoE interfiere con la proliferacion celular y lo hace mediante el
control de la transicion G1/S, inhibiendo la expresion de ciclina D1y de p21°*”,
lo que resulta en la no fosforilacion de Rb. Otros resultados apuntan a un
control sobre la progresion G2/M, inhibiendo la expresion de ciclina B y Cdk1.
Por otro lado, los resultados de Villalonga et al (Villalonga et al. 2004) indican
que RhoE interfiere con la transformacion celular inducida por Ras. Ademas,
nuestros resultados y los publicados por Bektic et al (Bektic et al. 2005)
muestran que RhoE detiene el crecimiento de células tumorales e induce su
muerte por apoptosis. Estos resultados contradictorios podrian explicarse por
los distintos tipos celulares usados en los experimentos o por los diferentes
sistemas de expresion de RhoE y los distintos métodos de evaluacién de los

resultados.

Los datos obtenidos en este trabajo indican que en células de origen
nervioso, tanto normales (astrocitos) como derivadas de un tumor (U87), la
expresion exogena de RhoE mediante un sistema adenoviral resulta en una
parada del ciclo celular en la fase G1 que conduce a la muerte de las células.
Esta parada se debe a una alteracién del sistema de control del punto de
restriccion y esta mediada por una interferencia con la ruta de sefializacién que
conduce a la activacién de ERK y a la expresién de ciclina D1 y p21*'. La
induccidn de la apoptosis es independiente de la ruta de supervivencia de Akt.

Por ultimo, todos estos efectos pueden ser contrarrestados por la
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Discusién

sobreexpresion de un mutante activado de RhoA. Esto indica una vez mas que

RhoE tiene un papel antagonista con el de RhoA.

El hecho de que RhoA sea considerado un inductor de la proliferacién
celular, junto con el conjunto de resultados aqui expuestos, nos lleva a
proponer a RhoE como un posible oncosupresor, cuya sobreexpresion conduce
a la muerte de las células. Segun esta hipdtesis, deberian aparecer tumores en
los que RhoE presentara una expresién disminuida. Por ultimo, la delecion de
este gen conduciria a una mayor susceptibilidad a la aparicién de tumores.
Vamos a explorar esta posibilidad con la generaciéon de un ratén deficiente en
RhoE con el que pensamos probar el papel de RhoE en transformacién tumoral
y que nos permitira profundizar en la estrecha relacién existente entre todas las
distintas funciones celulares por dispares que parezcan, como son la

organizacion del citoesqueleto y el control de la proliferaciéon celular.
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6. CONCLUSIONES

1. RhoE induce la desorganizacién del citoesqueleto de actina en células

U87, de forma similar a lo descrito para otras lineas celulares.

2. RhoE inhibe el crecimiento de células U87, a través de un bloqueo en la
fase G1. Dicho bloqueo se produce por una inhibicion de la expresion de
ciclina D1 vy p21°P" que resulta en una reduccién del grado de

fosforilacion de Rb.
3. RhoE interfiere con la activacion de ERK inducida por suero.

4. RhoE induce muerte celular a través de mecanismos indepedientes de la
ruta de supervivencia PI3K/ Akt, tanto en células U87 como en astrocitos

primarios de rata.

5. RhoA es capaz de revertir el efecto sobre el crecimiento y supervivencia

inducido por RhoE en células U87.

6. Con los datos presentados en este trabajo proponemos un nuevo papel

para RhoE como proteina supresora de tumores.
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