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Resumo

O cancro colo-rectal é uma das principais causas de morte no mundo ocidental. Trata-
se de uma doenca heterogénea com diferentes vias de desenvolvimento, uma das quais é a Via
Serreada caracterizada pela ocorréncia de mutagdes no gene BRAF nomeadamente a mutacao
BRAF V600E. No entanto ensaios feitos com a mutacdo BRAF V600E mostraram que esta
ndo é suficiente para induzir a transformacdo maligna e provoca em varios tipos celulares

Oncogene Induced Senescence — OIS.

O facto de ter sido encontrada sobre expressdo de Raclb em amostras de tumores e ter
sido demonstrada uma cooperacdo entre BRaf-VV600E e Raclb para a sobrevivéncia celular
em células HT29 sugeriu esta GTPase como interveniente na transformacdo maligna quando a
mutacdo BRAF V600E esta presente.

Estudos preliminares sugeriram entdo a hip6tese de haver comunicacdo celular por via
de citocinas, nomeadamente, PDGF-BB e IL-8 entre a célula tumoral e células do estroma

durante o processo de progressao tumoral envolvendo a expressédo do receptor CXCR4.

Foi entdo criado um novo modelo celular de células normais de colon, NCM460,
transformadas com o sistema indutivel (ProteoTuner — Clontech) para estudar os efeitos da
expressdo de Raclb e BRaf-V600E. Os niveis de expressdo dos inibidores de proliferacdo
p14°RF o p15™K4b aumentaram nas células NCM460 transfectadas com pPTuner BRaf-V600E
indicando inducdo de OIS. Ja a expressdo de Raclb apresenta efeito antagonico, inibindo a

expressdo de marcadores de senescéncia e ainda um aumento da expresséo de IL-8.

Sendo o IL-8 um estimulo para a producdo de SDF1 pelo estroma o efeito da activacao
do receptor de SDF1, o CXCR4, na expressao de Raclb foi mimetizado pela sua sobre-
expressao nas NCM460. Os resultados sugerem que CXCR4 provoca um aumento da

expressao de Raclb para niveis semelhantes aos encontrados em células tumorais.

Os resultados deste trabalho sustentam o modelo de OIS induzido pela mutacdo BRaf-
V600E numa célula de colon normal e que Raclb tem um efeito contrario. Posteriormente,
por um processo que ainda é necessario definir ocorre na célula aumento da expressao de
Raclb criando um ciclo de retro alimentacdo entre a célula tumoral e as células envolventes
do estroma pelo eixo IL-8- SDF-1- CXCR4 que sustenta a expressao de Raclb e conduz a
progressao tumoral.

Palavras-chave: cancro colo-rectal; senescéncia celular; desenvolvimento tumoral; BRaf-V600E;
Raclb; comunicacéo celular
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) represents one of the leading causes of cancer mortality in
the Western world. It is a heterogonous disease that can evolve through different pathways,
one of them called the serrated polyp pathway. Serrated tumors follow a neoplastic pathway
that does not involve mutations in KRAS but is characterized by mutations in BRAF oncogene.
However, in cell transformation assays the most frequent BRAF mutation B-Raf-VV600E
exhibited a much lower transforming activity than oncogenic Ras. In fact, BRaf-VV600E leads
to oncogene-induced senescence (OIS) linked to increased expression of cell cycle inhibitors

in several cell types.

The recent discovery that B-Raf-V600E and hyperactive Raclb functionally cooperate
in tumour cell survival led to the hypothesis that tumours are initiated by a B-Raf-V600E
mutation but later require overexpression of Raclb to overcome senescence and allow further
tumour progression. Preliminary data suggested that Raclb overexpression may involve
cellular communication between cancer and stroma cells and involve the cytokines PDGF-BB
and IL-8 and the receptor CXCRA4.

A new cellular model was established with normal colon cells, NCM460, transformed
with the inducible system (ProteoTuner - Clontech) to study the effect of Raclb and BRAF-
V600E expression. The expression levels of cell cycle inhibitors p14”"F and p15™<*°
decreased upon expression of BRAF-V600E, compatible with induction of OIS. In contrast,
Raclb expression inhibited expression of these senescence markers while increasing 1L-8

expression.

Because IL-8 is known to stimulate stromal fibroblast to secrete SDF-1,
overexpression of the SDF1 receptor CXCR4 was used as a way to mimic its activation in
NCMA460 cells. Under these conditions, Raclb expression increased to levels similar to those

found in tumor cells.

The results of this study support a model in which a BRAF-V600E mutation in normal
colon cell promotes OIS which is counteracted by Raclb. How Raclb overexpression is
promoted remains undefined but it could create a positive feedback cycle by increasing IL8
secretion to stimulate SDF1 production by surrounding stromal cells which leads to CXCR4
activation and sustained Raclb expression in tumor cells required for tumor progression.

Keywords: colorectal cancer; cellular senescence; tumor development; BRaf-V600E; Raclb; cellular
comunication
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Efeito do oncogene BRAF e da GTPase Rac1b sobre a expressio de genes envolvidos no estado de senescéncia de
células do célon humano

1 Introducao

1.1 O cancro colo-rectal

O cancro colo-rectal (CRC) é uma das principais causas de mortalidade no mundo ocidental e
a sua evolucdo pode ocorrer por varias vias (Jass, 2007). Na maioria dos casos ocorre em individuos
sem antecedentes familiares, apresenta-se numa forma inicial de adenoma (tumor glandular benigno)
passando depois para carcinoma (tumor que tende a invadir tecidos adjacentes originando metastases)
envolvendo mutagcBes somaticas no gene supressor de tumores APC e no oncogene KRAS. Para além
destes, foi descoberta uma outra via de formacao destes tumores designados de neoplasias serreadas
que evoluem a partir de polipos (Hawkins et al., 2002). Estes apresentam um alto nivel de MSI
(instabilidade ao nivel do DNA microsatélite) resultado da inactivagdo do gene MMR (mismatch
repair) MLH1. A maioria destes tumores ocorre no célon proximal e é acompanhada de um fénotipo
de hipermetilacdo global das ilhas CpG (CIMP, este pode incluir a metilagdo do gene MLH1) e
mutacBes oncogénicas no gene BRAF (Snover et al., 2006; Shen et al., 2007)
1.2 O oncogene BRAF e o mutante BRaf-V600E

BRAF codifica para uma proteina serina/treonina-cinase que faz parte da via de sinalizacdo

Ras/Raf/MEK/ERK. Esta via regula o crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo celulares e pode ser
activada por diversos receptores membranares incluindo receptores de tirosina cinases ou receptores
acoplados a proteina G (Wellbrock et al., 2004). A estimulacéo destes receptores leva a activacdo da
GTPase Ras que por sua vez activa uma das cinases da familia RAF entre os quais a B-Raf. As cinases
RAF continuam depois a cascata de activacéo, activando MEK1/2 que depois activam ERK1/2. As
proteinas ERK activadas podem de seguida fosforilar as suas proteinas alvo no citoplasma ou fazer
translocagdo para o nucleo onde os seus alvos sdo factores de transcrigdo que regulam a expressdo de
genes envolvidos na proliferacéo, diferenciacdo e a sobrevivéncia celular (Kolch, 2005; Wellbrock et
al., 2004).

Existem variadas muta¢Ges oncogénicas no gene BRAF (NM_004333.2), a mais frequente é B-
Raf-V600E que consiste na substituicdo do aminoacido valina por um acido glutamico, na posicao
600, situada no loop de activacdo do dominio catalitico da cinase. Trata-se de uma alteracdo missense
causada por uma mutacdo pontual neste coddo que provoca uma activacdo da cinase independente de
Ras, com consequente activacdo da via de sinalizacdo a jusante, estando presente sobretudo em
cancros da pele, da tirdide e do c6lon (Davies et al., 2002; Michaloglou et al., 2008).

Apesar de em varios tipos de cancro a presenca de mutacfes em BRAF ou RAS serem
mutuamente exclusivas, ensaios de transformacéo celular demonstraram que a mutagéo B-Raf-V600E
ndo era suficiente para substituir o potencial oncogénico do mutante K-Ras (Davies et al., 2002),
indicando a existéncia de outras alteracbes genéticas associadas. Outros estudos mostraram ainda que
a expressdo do B-Raf-V600E em melanocitos (Dhomen et al., 2009; Goel et al., 2009) ou em modelos

de ratinho para o estudo de melanoma (Pritchard et al., 2007), de cancro do pulméo (Dankort et al.,
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2007) ou do tracto intestinal (Carragher et al., 2010) induz o fen6tipo de senescéncia induzida por

oncogene (OIS — oncogene induced senescence).

1.3 OIS - oncogene induced senescence

A OIS é um processo agudo de resposta a stress em que a célula perante a exposicao continua
a um oncogene activado cessa o0 processo de proliferacdo aumentando a expressdo de inibidores do
ciclo celular do locus p16™¢*/p14”*F/p15™** (Kim e Sharpless, 2006; Prieur e Peeper, 2008; Collado
e Serrano 2006). De facto, estas trés proteinas sdo importantes supressores de tumor, sendo que p15 e
p16 actuam como inibidores homélogos das cinases dependentes de ciclinas CDK4 e CDK®6, enquanto
pl4 actua na via do p53, inibindo a proteina MDM2 o que leva a estabilizacdo de p53 em resposta a
proliferacdo celular desregulada (Kim e Sharpless, 2006).

Recentes estudos em véarias amostras de tumores colo-rectais mostraram que a expressao de
proteinas deste locus génico induz a inibigdo do crescimento confirmando a existéncia de OIS em
tumores da via serreada com mutagdes em BRAF (Collado e Serrano 2006; Prieur e Peeper, 2008;
Kriegl et al.2011).

Tornou-se entdo importante perceber de que forma as células ultrapassam a OIS provocada
pelo oncogene B-Raf-V600E para que ocorresse a sua transformagdo maligna. Estudos anteriores do
laboratério de acolhimento mostraram que cerca de 80% dos tumores colo-rectais com a mutagdo B-
Raf-V600E apresentavam também sobre expressao da GTPase Raclb (Matos P. et al., 2008).

1.4 As GTPases Racl e Raclb

A GTPase Rac 1 é membro da familia das Rho GTPases de massa molecular reduzida
(Wennerberg & Der, 2004) e iniciando vias de sinalizago controla a formacéo de filamentos de actina
e activacdo transcricional de varios genes (Manser et al., 1994; Miki et al., 2000 e Eden et al., 2002).
E possivel ter esta proteina sob duas formas, a forma inactiva em que se encontra ligada ao GDP
(Guanosina difosfato) e uma forma activa ligada ao GTP (Guanosina trifosfato) (Jaffe e Hall, 2005). O
estado de activagdo é controlado junto a membrana plasmética por trés mecanismos que interagem
entre si. Em primeiro lugar temos os GEFs (factores de troca do nucledtido guanina) que promovem a
troca de GDP por GTP, activando a GTPase; em segundo lugar as GAPs (proteinas activadoras de
GTPase) que aceleram a hidrélise do GTP e inactivam a proteina; por fim os GDIs (inibidores da
dissociacdo do nucleétido guanina) removem a GTPase da membrana para o citosol e impedem a troca
de GDP para GTP, mantendo a GTPase inactiva (Dovas e Couchman, 2005).

A anélise de tumores colo-rectais por RT-PCR permitiu identificar uma variante desta
GTPase, 0 Raclb. (Jordan et al., 1999). O Raclb provém do processamento alternativo durante o
splicing do mRNA do gene RAC1 com a inclusdo de um exao 3b que normalmente ndo é traduzido.
Este exdo corresponde a um aumento de 57 nucle6tidos que codificam para 19 aminoacidos entre os
coddes 75 e 76 imediatamente a seguir a regido reguladora Switch 11 (Matos et al., 2000). A adicdo do

exdo 3b influéncia a regulacdo da GTPase Raclb pois embora a proteina seja expressa a baixos niveis
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ela encontra-se predominantemente na forma activa ligada ao GTP. Isto acontece porque o Raclb ndo
interage com o Rho-GDI o que faz com que permanega sempre junto & membrana onde pode ser
activada pelas GEFs (Matos et al., 2003). O processamento alternativo também altera as propriedades
de sinalizacdo a jusante de Raclb, devido a uma interaccdo ineficaz com varios efectores de vias de
sinalizacéo cléssicas de Racl (Matos et al., 2003; Singh et al., 2004).

Figura 1: Esquema representativo
das principais caracteristicas da
GTPase Raclb. As propriedades mais
relevantes sdo uma taxa maior de troca

l‘
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A titulo de exemplo, Raclb activo ndo induz a formacdo de lamellipodia, a activacéo da cinase
PAK ou a estimulacéo das vias de transducdo de sinal de JNK e p38 (Matos et al., 2003; Singh et al.,
2004; Matos e Jordan, 2006). No entanto, estimula, em fibroblastos e células colo-rectais, a via
classica do factor de transcricdo NF-kB, através da produgdo de ROS, aumentando a progressdo do
ciclo celular, pela estimulacdo da expressdo de ciclina D1, e também a sobrevivéncia celular, por
inibicdo da apoptose (Matos e Jordan, 2005; Matos e Jordan, 2006). As principais caracteristicas da

GTPase Raclb sdo resumidas na Figura 1.

Figura 2: Modelo de duas vias
genéticas alternativas que estimulam
a sobrevivéncia e progressdao das
células tumorais. (A) Em tumores
colorectais com mutacfes oncogénicas
no gene KRAS, ha estimulacdo da via
MEK/ERK e de NF-kB via PI3K e
Racl. (B) No caso das mutagBes em
BRAF apenas ocorre estimulacdo de
MEK/ERK e nédo de PI3K pois trata-se
de uma mutacdo a jusante de KRAS e
ndo possibilita a activagdo de Racl.
Neste caso para que surja o estimulo de
sobrevivéncia via NF-kB é necesséria a
sobre expressdo de Raclb

K-Ras K-Ras ™

mutado

B-Raf™ PI3K

MEK Racl

ERK NF-kB ERK NF-kB

Sobrevivéncia e OIS Sobrevivéncia e
progressio ciclo celular progressio ciclo celular




FCUL Mestrado Biologia Celular e Biotecnologia 2011

O laboratério de acolhimento demonstrou em estudos anteriores que, em células tumorais
como a linha celular HT29, existe uma cooperagdo entre B-Raf-V600E e a GTPase Raclb para manter
a sobrevivéncia destas células, sugerindo uma nova via de progressao tumoral (Matos P. et al., 2008;
Seruca et al., 2009). Nesta via os tumores séo iniciados pela mutacdo B-Raf-V600E mas, mais tarde,
necessitam da sobre expressdo de Raclb para progredir no desenvolvimento tumoral (Figura 2). Foi
colocada a hipdtese de que as propriedades do Raclb sdo seleccionadas para ultrapassar a OIS

provocada pelo oncogene B-Raf-V600E, levando a progressao tumoral.

1.5 Experiéncias preliminares

Tornou-se entdo importante, para o laboratério de acolhimento, abordar o mecanismo
responsavel pelo aumento de expressdo de Raclb que permite aos tumores ultrapassar o estado de OIS
induzida por BRaf-V600E. De forma a verificar que tipo de sinais podiam intervir no aumento da
expressdao de Raclb foram implantadas em ratinhos atimicos, células da linha HT29, que sobre
expressam Raclb. Estas células formaram tumores in vivo nos quais foram analisados os niveis de
expressdo de Raclb. Verificou-se que nos tumores formados, a expressdo da GTPase Raclb era cerca
de 2,3 vezes maior do que os valores analisados nas células mantidas em cultura. Estes dados
indicavam que a sobre expressdo de Raclb pode ser desencadeada por sinais provenientes da
interaccdo entre as células tumorais e as células do estroma.

Como ¢€ ja conhecida a interacgdo entre as células transformadas e o estroma que as rodeia
através de sinalizacdo por citocinas (Joyce e Pollard, 2009) foi usado um array de anticorpos
(Raybiotech) de forma a comparar sobrenadantes da cultura celular da linha HT29 (que sobre
expressam Raclb) e de uma linha celular de c6lon normal, NCM460 (com baixos niveis de expressao
de Raclb tal como acontece na mucosa normal). A analise dos valores de expresséo de Vvarias citocinas
revelou que as células HT29 tem niveis de secrecdo de IL-8 (Interleucina 8) trés vezes mais altos que
as NCM460 ao mesmo tempo que apresentam expressdo de PDGF-BB (Platelet-Derived Growth
Factor BB) cinco vezes superior as células normais. A analise revelou também que as células HT29
produzem cerca de dez vezes menos da forma inibitdria, soltvel do receptor do TNF-alfa (STNFRII -
anti-inflammatory soluble TNF receptor I1) que as células NCM460.

De forma a testar a hipotese do aumento dos niveis de expressdo de IL-8 e PDGF-BB ser
resultado da actividade de Raclb foi feita inibicdo da expressdo desta GTPase em células HT29
através de RNA de interferéncia. Os resultados mostraram uma diminuicdo consideravel da expressao

de ambas as citocinas (Figura 3).
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Figura 3: Analise do efeito da inibicdo da GTPase Raclb por siRNA na expressdo das citocinas IL8 e
PDGF-BB em células tumorais da linha HT29. (A) Western Blot com anti-Rac1b para confirmacéo do efeito
do siRaclb acompanhado de um controlo de carregamento da amostra anti-tubulina. .(B) RT-PCR com primers
que amplificam os transcritos Racl e Raclb para confirmar o efeito especifico do siRaclb. A amplificacdo da
RNA polimerase Il serviu como controlo de carregamento da amostra. (C) RT-PCR com primers especificos
para as citocinas PDGF-BB e IL-8 e ainda da HDAC3 como controlo de carregamento da amostra.

Como a secrecdo de IL-8 e PDGF-BB poderia ter uma accdo de sinalizagdo autécrina, foi
estudada a expressao dos receptores correspondentes em varias linhas de células de co6lon, HT29,
NCM460 e SW480 (Figura 4). Os receptores para a citocina PDGF-BB sdo PDGFRA e PDGFRB ¢ a
sua expressdo ndo foi detectada nas linhas células de co6lon estudadas. No caso da citocina IL-8
existem os receptores CXCR1 e CXCR2 cuja expressao € baixa em todas as linhas estudadas. Estes
resultados sugerem que IL-8 e PDGF-BB ndo promovem sinalizagdo autocrina nas células estudadas,
mas antes actuam de forma paracrina. Neste sentido, foi encontrada nas células HT29, que sobre
expressam Raclb, forte expressdo de CXCR4 (NM_003467.2), um receptor homélogo de CXCR1 e 2

especifico para SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) também designado, CXCL12 (Zlotnik e Yoshie,
2000).

A PDGFRA PDGFRB POLII
fm o 2 o | fm o 2 v | !m o 2 o |
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Figura 4: Andlise da expressdo de receptores de citocinas em linhas de célon: HT29, NCM460 e SW480.
(A) RT-PCR com amostras de cDNA de 3 linhas de col6n com primers especificos para os receptores do factor
de crescimento PDGF-BB, PDGFRA e PDGFRB. O ¢cDNA da linha HelLa foi usado como controlo positivo de
PCR. (B) RT-PCR com amostras de cDNA das 3 linhas de colén com primers especificos para os receptores da
citocina IL-8, CXCR1 e CXCR2 e também do receptor homologo CXCRA4.. A Polimerase 1l foi usada como
controlo de carregamento das amostras estudadas.
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1.6 Modelo de Trabalho

Os trabalhos preliminares elaborados no laboratoério de acolhimento e referidos anteriormente

sugerem um modelo de comunicacdo entre as células tumorais e o estroma que as rodeia durante a
génese tumoral. Este modelo baseia-se na producdo de SDF-1 pelas células que envolvem a célula
cancerigena, apoiada por publicacGes anteriores. A producdo de SDF-1 pode ser induzida por duas
vias, tal como descrito na Figura 5. Numa das vias a célula tumoral produz a citocina IL-8 que vai
actuar sobre os receptores respectivos em fibroblastos do estroma (Matsuo et al., 2009). A outra via
implica a producdo de PDGF-BB pela célula tumoral que actua sobre células endoteliais (Song et al.,
2009). Em ambas as vias as células do estroma respondem com a producdo de SDF-1 que vai

promover a sobrevivéncia das células epiteliais (Matsuo et al., 2009).

PDGF-BB

DGFR

IL-8
Pericyte \

\ __>CXCR CXC@

SOF1 RCRA 1/ Fibroblastos do Estroma
™ sor1

Célula Cancerigena

Capilar
Sanguineo

Figura 5: Modelo da comunicacéo celular durante a génese tumoral. A producdo de IL-8 e PDGF-BB pela
célula tumoral induz a expressdo de SDF-1 em fibroblastos e células endoteliais do estroma, respectivamente.
Esta citocina podera estimular os receptores CXCR4 na célula tumoral e induzir a sobre-expressdo de Raclb, o
que por sua vez origina um ciclo de retro alimentagdo positiva que induz a sobrevivéncia de células tumorais.

2 Objectivos do Trabalho

O objectivo deste trabalho pratico, foi criar um novo modelo de células colo-rectais para
estudar o papel da GTPase Raclb e do Oncogene BRaf-V600E na senescéncia celular e na expressao
de IL8, PDGF-BB e do receptor CXCR4, envolvidos na comunicagdo com as células do estroma.
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3 Material e Métodos

3.1 RT-PCR

A técnica de Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction permite analisar de forma
semi-quantitativa os niveis de expressdo do RNA mensageiro de determinado gene. Depois da
extraccdo do RNA e da sua transcri¢do reversa obtém-se moléculas de DNA complementar (CDNA).
Estas podem depois ser amplificadas num PCR optimizado com primers especificos para 0 mRNA de
interesse de forma a obter informacao dos niveis de expressao relativos (Abbas & Lichtman, 2003).

O RNA total das linhas celulares foi extraido com o kit RNAeasy (Qiagen) e foi sintetizado
cDNA a partir de 1 pg de RNA para cada uma das amostras em estudo usando Random primers
(Invitrogen) e Ready-To-Go You-Prime beads (GE Healthcare).

Para amplificar as sequéncias correspondentes aos mMRNA da GTPase Raclb, dos factores de
senescéncia — P14, P15 e P16 —, das citocinas — 118 e PDGFB — bem como do receptor — CXCR4 —
desenharam-se pares de primers especificos para cada um dos transcritos (Anexo | Tabela 1)
considerando as sequéncias codificantes humanas. Estes foram usados nos cDNAs de uma linha
celular de carcinoma do cdlon, HT29 e numa linha celular normal de mucosa epitelial de coélon
NCMA460. Pontualmente foram usados cDNAs de outras linhas celulares como controlos positivos de
PCR como SW480 (carcinoma do célon) e CFBE (epitélio bronquico ndo transformado) e HelLa

(carcinoma do colo do utero).

A amplificacdo de cada fragmento dos varios genes em estudo foi efectuada em paralelo com
a amplificacdo de um gene de controlo de expressao ubiquitaria que permite monitorizar variagcdes na
guantidade de RNA das véarias amostras inicialmente usada para sintetizar o cDNA, bem como
variagdes no processo de sintese que podem levar a diferentes rendimentos na reac¢do de sintese.
Assim, efectuou-se uma mistura de reaccdo de PCR para o total das reacgdes (cada uma das linhas
celulares e respectivas condicbes e tratamentos, bem como os controlos negativo (sem cDNA) e
positivo (quando necessario, i.e., um cDNA em que a expressdao do transcrito foi anteriormente
confirmada), com um volume final de 25 pl, para cada. Cada mistura de reacgdo continha, por
amostra, 0,2 uM de cada um dos primers especificos, 20 ul de Tampao B 1x (composi¢do no Anexo
I1) e 0,03 U de AmpliTag® DNA Polymerase (Applied Biosystems — www.appliedbiosystems.com).
Em seguida foi adicionado a cada uma das reaccdes, com excepcdo das que desempenhavam fungéo
de controlo negativo de PCR, o cDNA da linha celular respectiva, nas quantidades optimizadas para
cada um dos transcritos. Depois de homogeneizadas, as amostras foram colocadas em termocicladores
(Whatman Biometra®, www.biometra.de) e amplificadas segundo os programas de PCR respectivos
(Anexo | Tabela Il).

Posteriormente, os produtos de PCR foram separados por electroforese, em tampao Tris-
Borato-EDTA 1x (TBE - composicdo no Anexo Il), utilizando géis de agarose (Cambrex,

www.cambrex.com) de 2% de concentragdo, corados com brometo de etidio (0,4 pg/ml). Os géis
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foram sujeitos a uma diferenca de potencial de 80 V durante 30-60 min e em seguida foram analisados

e fotografados no aparelho EagleEye™ II (Stratagene, www.stratagene.com).

3.2 Metodologias de Clonagem

A técnica de clonagem abarca vérios protocolos experimentais e tem como objectivo a
transferéncia de um fragmento de DNA a ser clonado (insert), vindo de um organismo dador ou de
uma amplificacdo por PCR, para moléculas de DNA plasmideo (designado vector quando incorpora
também promotores e outras sequéncias genicas necessarias a expressdo dos inserts em células
eucariotas) com capacidade de auto-replicacdo quando introduzidos em bactérias competentes. Os
plasmideos s&o isolados, hidrolisados enzimaticamente por endonucleases com especificidade para
sequéncias de DNA apropriadas, sendo depois misturados com o fragmento insert (processado pela
accdo dos mesmos enzimas) e sujeitas a um processo de ligagdo, por accdo do enzima DNA ligase.
Assim formam-se moléculas de DNA recombinante, designadas de construcfes. Estas sdo depois
usadas num processo designado de transformacéo, que consiste em introduzir o DNA recombinante
em células procarioticas hospedeiras e promover o0 seu crescimento de um modo selectivo. Para que a
selecgdo ocorra é adicionado ao meio de crescimento um antibidtico cujo gene de resisténcia se
encontra também codificado algures na sequéncia do plasmideo. Desta forma garante-se que as
colonias formadas sdo aquelas que incorporaram uma construcéo, que pode ter o insert ou ndo, sendo
depois, necessario sujeita-las a procedimentos adicionais de rastreio e seleccdo (Purves et al., 1998;
Griffiths et al., 2000; Glick e Pasternak, 2003).

A andlise da existéncia de coldnias positivas (i.e., col6nias que integraram plasmideos com 0s
fragmentos desejados) foi feita por PCR (screening), cujo programa e primers utilizados se encontram
descritos nas tabelas 1 e 2. As col6nias positivas foram inoculadas em LB liquido com o antibi6tico de
resisténcia do plasmideo utilizado (Amp; Kan) e colocadas, em cultura, a 37°C com 220 rpm, cerca de
16 h. Posteriormente, o plasmideo recombinante foi isolado de culturas de 5 ml dos clones positivos,
purificado (QIAprep Spin Miniprep Kit). De forma a definir exactamente a sequéncia obtida procedeu-
se a sequenciacdo atraves de reac¢des ciclicas de amplificacdo linear (em 25 ciclos a 96°C 10 s,5s a
uma temperatura 6ptima para o emparelhamento do primer e 4 min a 60°C, com uma desnaturagao
inicial de 30 s a 96°C) com o BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
www.appliedbiosystems.com) e os primers identificados nas tabelas 1 e 2 tendo a analise sido
realizada no sequenciador automatico ABI Prism® 377. Na etapa de sub-clonagem visou-se transferir
0s cDNAs da GTPase Raclb e do Oncogene BRAF-VE para 0 vector de expressdo indutivel pPTuner
(Clontech — www.clontech.com). No decorrer do trabalho foi também necesséario clonar o cDNA do
receptor CXCR4 no vector pEGFP-C2 (Clontech — www.clontech.com). Os cDNAs do Raclb e
BRAF-VE estavam ja noutros vectores usados em trabalhos anteriores no laboratério de Oncobiologia.
O cDNA do CXCR4 foi amplificado a partir de uma amostra do cDNA de células da linha HT29. No

caso do cDNA de Raclb a clonagem foi feita directamente recorrendo a endonucleases que permitiram
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a transferéncia, em fase, da totalidade da sequéncia codificante. No caso do BRAF-VE e do CXCR4
teve que ser feita a re-amplificacdo do cDNA com primers modificados de forma a serem inseridas nas
extremidades do insert sequéncias reconhecidas pelas endonucleases necessarias a sub-clonagem no
novo vector, tendo-se ainda procedido a uma clonagem intermédia, para validacdo da estratégia, no
sistema TOPO TA Cloning® Kit (sistema optimizado para a clonagem de produtos de PCR) como esta
descrito na tabela 1. Todos procedimentos efectuados para a obtencdo das trés construgdes, depois do
passo intermédio para a obtencdo das sequéncias de corte correctas, encontram-se esquematizados de
forma resumida na tabela 2 e os primers usados estdo descritos no Anexo | tabela IlI.

Tabela 1: Estratégia aplicada para sub-clonar as sequéncias codificantes dos transcritos BRAF-VE e
CXCR4 no vector de clonagem pCR® 2.1-TOPO®. Inclui os primers utilizados na sequenciacio dos
constructos obtidos. Este foi 0 procedimento necessario para a posterior sub-clonagem dos cDNAs dos
transcritos nos vectores de expressao finais.

PLASMIDEO
pEGFP-BRAF-VE cDNA HT29
ETAPAS
- DNA: 30 ng -cDNA: 30 ng
- Primers: BRAF-F e BRAF-R - Primers: CXCR4 ECO-F e CXCR4 APA-R
- Polimerase Pfu®-turbo - Polimerase Pfu®-turbo
Prog.: 94°C 10 min Prog.: 94°C 5 min
Amplificacéo
94°C 1 min 94°C 1 min
66°C 30 s } X35 58°C 1 min } x 35
68°C 2 min 68°C 1 min e 30s
72°C 5 min 72°C 5 min
Excisdo e - Banda de peso ~2300 pb - Banda de peso ~1059 pb
Purificacéo - JETQUICK Gel Extraction Spin kit - JETQUICK Gel Extraction Spin kit
Adicdo dATP Taq DNA Polymerase — 10min a 72°C
Clonagem TOPO TA Cloning® Kit
Transformagao - Bactérias quimicamente competentes TOP10
- Placa LB-Agar-Amp + X-Gal, 37°C
Primers: M13/T7,; Primers: M13/T7;
Prog.: 94°C 8 min Prog.: 94°C 8 min
. 94°C 30 s 94°C 45 s
PCR screening 520C 30 s } x 35 520C 45 5 } x 35
72°C 1 min 72°C 1 min
72°C 5 min 72°C 5 min
Mini-Cultura - LB_ liquido + Amp + Coldnia(s) positiva(s) | - LB_quLjido + Amp + Coldnia(s) positiva(s)
- Agitagdo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h | - Agitagdo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h
DEXAtrPaI(:;si:)igfco QIlAprep Spin Miniprep Kit QIlAprep Spin Miniprep Kit
Sequenciacio Primers: M13 e T7 Primers: M13 e T7

O vector de expressdo pEGFP-C2, utilizado neste estudo, inclui a sequéncia codificante de
uma variante da proteina fluorescente verde (GFP — Green Fluorescent Protein) isolada da
hidromedusa Aequorea victoria (Ormo et al., 1996). Esta foi optimizada para uma fluorescéncia mais

brilhante e para uma expressdo elevada em células de mamiferos. Este vector esta construido para a
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uma proteina de fusdo, em que a proteina GFP ocupa a posi¢cdo N-terminal, funcionando como uma
marca peptidica — tag.

O sistema Proteotuner (Clontech - www.clontech.com) consiste num vector de expressao que
permite controlar os niveis de expressdo da proteina de interesse em células de mamifero. O vector
possui um tag FKBP destabilization domain (DD) que € expresso na por¢do N-terminal da proteina de
interesse. A producéo da proteina da fusdo com o DD-tag induz a sua degradacéo nas células alvo, a
ndo ser quando se adiciona uma molécula permeavel designada por Shield1, ao meio de cultura, que se
liga ao dominio DD ocultando-o, 0 que permite a estabilizacdo da proteina de fusdo transfectada,

impedindo a sua degradacgdo proteossomal. (Banaszynski et al, 2008).

3.3 Cultura de Células

Neste estudo foi mantida em cultura a linha celular de colonécitos ndo tranformados,
NCMA460. Esta linha foi estabelecida a partir de uma amostra de tecido normal de mucosa de um
individuo do sexo masculino de 68 anos (Moyer et al., 1996) e as células apresentam uma morfologia
epitelial aderente, desenvolvendo-se em monocamada.

A cultura da linha NCM460 iniciou-se com a descongelacdo rapida, a 37°C, de uma ampola de
células (1 ml) conservada em azoto liquido, que ap6s uma suave homogeneizacdo foi necessario
remover 0 agente criopreservante — dimetil sulféxido (DMSO) — para melhorar a viabilidade celular,
por centrifugacdo a 200xg durante 5 minutos e ressuspensdo em meio de cultura fresco. Foi depois
semeada em 19 ml de meio, pré-aquecido, M3:Base™ enriquecido da INCELL, juntamente com um
suplemento de 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS — Fetal Bovine Serum, Gibco®). O frasco de
cultura de células, de 80 cm? (T80 — Nunc™, www.nuncbrad.com), foi colocado numa estufa de
incubacdo a 37°C, com 5% de CO, (sem estar completamente fechado). Quando atingida uma
confluéncia superior a > 90%, passou-se a sub-cultura. Para tal, as células foram tripsinizadas
(Tripsina + EDTA 0,05%, Gibco®) e, tendo em conta a sua confluéncia, foi definida a diluicdo
(geralmente 1:2 a 1:4) a utilizar na nova cultura. Foi feita uma monitorizac&o regular do crescimento
celular, bem como da presenga de infec¢des bacterianas ou fungicas.

Ao longo do processo de cultura foram criopreservadas novas aliquotas das células em cultura,
utilizando, para isso, o pellet resultante da centrifugagdo (5 min a 200 xg) da suspenséo celular de dois
frascos T80 que, em seguida, é gentilmente ressuspendido em soro FBS com 10% de DMSO. O
volume final ¢ distribuido por ampolas de criopreservagdo (~10'células/ml/ampola) que sdo colocadas

inicialmente a -80°C e armazenadas, ap6s cerca de 48 h, em contentores de azoto liquido (-196°C).

10
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Tabela 2: Procedimentos utilizados na sub-clonagem dos cDNAs dos transcritos Raclb e BRAF VE no vector de expresséo indutivel pPTuner e de CXCR4
no vector pEGFP-C2. Inclui a etapa de sequenciacdo que verificou o sucesso das metodologias aplicadas. No caso dos transcritos BRAF-VE e CXCR4 houve
0 passo de clonagem no vector TopoTa descrito na tabela 1.

PLASMIDEOS

Streptag pEXPR-

ETAPAS

1bal05 Raclb wt pPTuner TopoTa-BRAF-VE pPTuner TopoTa-CXCR4 pPEGFP-C2
Hidrdlise - BamHI (15 U/pl) - BamHI (15 U/ul) - Sacl 15 U/ul) - Sacl 15 U/pl) - Apal (15 U/ul) - Apal (15 U/ul)
Enzimatica - ECoRI (15 U/ul) - EcoRI (15 U/pl) - Sall (15 U/pl) - Sall (15 U/pl) - ECoRI (15 U/ul) - ECoRI (15 U/pl)
Desfosforilagao - BAP 65°C 1h -- BAP 65°C 1h - BAP 65°C 1h

e - - peqGOLD - Cycle - - peqGOLD - Cycle - - peqGOLD - Cycle
e Purificacéo . . .
pure Kitt pure kitt pure kitt

- Banda de peso ~650 - Banda de peso - Banda de peso
Exciséo e pb ~2600pb ~1100pb
Purificacio - JETQUICK Gel i - JETQUICK Gel i - JETQUICK Gel i

Extraction Spin kit Extraction Spin kit Extraction Spin kit
Ligacdo 7ul insert:1ul vector; Rapid DNA Ligation Kit 9,5ul insert:0,5ul vector; Rapid DNA Ligation Kit | 9,5ul insert:0,5ul vector; Rapid DNA Ligation Kit
Transformagéo - Bactérias competentes da estirpe DH5a, - Bactérias competentes da estirpe DHS5a - Bactérias competentes da estirpe DH5a.

- Placa LB-Agar-Kan, 37°C

- Placa LB-Agar-Kan, 37°C

- Placa LB-Agar-Kan, 37°C

PCR screening

94°C 45 s
X 35
72°C 5 min

94°C 45 s
x 35
72°C 5 min

94°C 45 s
X 35
72°C 5 min

Mini-Cultura

Primers: PCMV5-1F e Rac281-R
58°C 455
- LB liquido + Kan + Col6nia(s) positiva(s)

Prog.: 94°C 8 min
72°C 45s
- Agitacdo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h

Primers: pCMV5-1F e pPTuner-R
58°C 45s
- LB liquido + Kan + Coldnia(s) positiva(s)

Prog.: 95°C 10 min
72°C 1min
- Agitacédo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h

Primers: GFP-1F e CXCR4-R

Prog.: 94°C 8 min

58°C 45 s

72°C 30s

- LB liquido + Kan + Col6nia(s) positiva(s)
- Agitacdo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h

Extraccéo de
DNA
Plasmidico

QIlAprep Spin Miniprep Kit

Sequenciagao

Primers: PCMV5-1F e Rac258-F

Primers: pPtunerF e pPtunerR e mais tarde
BRAF666F e BRAF 1681R

Primers: GFP-1F e GFP1R

11
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3.4 Transfeccdo de células

Transfecgdo é o processo de introduzir DNA ou RNA exdgenos em ceélulas eucarioticas
(Kendrem, 1994). Trata-se de uma técnica indispensavel no estudo da fungdo de proteinas, na
modulagéo da expressdo génica e na produgdo proteica.

Existem varios métodos de transfeccdo diferentes usados com diferentes objectivos, um dos
métodos mais eficientes e menos citotoxico para células epiteliais é o que utiliza lipossomas cationicos
como mediadores da transfeccdo. Neste trabalho foi utilizado o reagente de transfeccdo
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™) que apresenta elevada eficiéncia de transfeccdo numa variada
gama de linhas celulares aderentes e em suspensdo. Os lipossomas sdo moléculas sintéticas de lipidos
catiénicos com uma estrutura semelhante a das membranas celulares, apresentando propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas como as dos fosfolipidos. Em condices agquosas interagem de uma forma
electrostatica com o material genético carregado negativamente formando complexos
(lipossoma/acido nucleico) estaveis. Os complexos sdo depois integrados no citoplasma da célula por
endocitose (Kendrem, 1994).

A transfeccdo pode ser transiente, i.e., quando ndo se d& a integragdo da constru¢do no
genoma, ndo sendo por isso replicada aquando da mitose celular (Kendrem, 1994), ou transfeccdo
estavel, quando ha integracdo da construcdo no genoma. Sendo esta Ultima uma ocorréncia menos
frequente, o isolamento de células com expressdo estavel apos transfeccdo requer, normalmente,
passos ulteriores de selec¢do clonal, um processo que foi feito neste trabalho e que serd descrito
posteriormente.

As transfecgdes dos construtos foram realizadas em células NCM460 com cerca de 80% de
confluéncia. E utilizado Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Invitrogen™) para diluicdo dos
DNAs plasmidicos ou siRNAs a transfectar e da Lipofectamine™ 2000 (LF2K) que devem estabilizar,
ja diluidos, durante 5 minutos. Depois é feita a sua mistura para desencadear a reaccdo de formacéo
dos complexos Lipossoma/Ac. nucleico. Esta ocorre nos 20 minutos seguintes sendo de seguida
adicionados as células a transfectar, apds renovacao do seu meio de cultura. Para cada placa de 10 cm?
foram usados 2 pg de DNA e 4 pL de LF2K juntamente com aproximadamente 250 pL de Opti-
MEM®. No caso das transfeccBes de pEGFP-CXCR4 foi necessario ajustar as quantidades de
reagentes para 4 g de DNA e 8 uL de LF2K, por forma a conseguir uma nivel de expressao adquado.
J& nas placas de cultura de células com 96 pocos (2 cm?/pogo) foram usados 750 ng de DNA e 1,5 uL
de LF2K juntamente com aproximadamente 100 pL de Opti-MEM®.

Foram feitas varias transfeccdes iniciais para a optimizacdo do sistema de expressdo pPtuner
em termos da concentracgdo de Shield1 (0, 125, 250 e 500 nM) a usar para obter os niveis de expressdo
desejados. Foi depois necessario optimizar o tempo de inducdo adequado e mais uma vez foram
testados varios intervalos de tempo (0, 2, 4, 8 e 12 horas). Em todos os testes foi usado um controlo
positivo de transfeccdo e expressdo do cDNA exdgeno em causa (vectores pEGFP-Raclb ou pEGFP-
BRAF-VE).

12
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Depois da optimizagdo do sistema foi feita uma transfeccdo dos contrutos pPTuner, pPTuner-
Raclb e pPTuner-BRAF-VE em placas de 96 pocos para indu¢do com Shieldl por 0, 6,12 e 24 horas.
Foi também feita a transfeccdo em placas de 10 cm® do construto pEGFP-CXCR4 e do vector vazio
PEGFP nas células NCM460 sendo estas analisadas 16 horas depois.

3.5 RNA de interferéncia

A técnica de RNA interferéncia permite uma diminuicdo da expressdo de um gene alvo pela

utilizacdo de um pequeno oligonucleétido de RNA com uma sequéncia complementar as moléculas
alvo de RNA mensageiro, onde a sua hibridacdo gera uma regido de RNA em cadeia dupla que
desencadeia a hidrélise desse mMRNA alvo, impedindo a sua tradugdo (Dykxhoorn et al., 2003).

As transfeccOes de RNAs de interferéncia (siRNAs) foram feitas com células a confluéncia de
30% a 40% transfectadas nas placas de 10 cm?® com 8 pL do reagente LF2K e 400 pmol dos siRNAs,
diluidos num volume de aproximadamente 250 uL de Opti-MEM® de acordo com as instrucdes do
fabricante. As sequéncias dos SiRNAs utilizados encontram-se descritas na tabela 3. Os SiRNAS
siGFP, siRaclb, siMua (BRAF-VE) e siCXCR4 foram transfectados em células HT29 gentilmente
cedidas pelas colegas do laboratério que mantinham esta linha celular em cultura. Os siRNAs, siRaclb
e siGFP, foram também usados em células NCM460. Todas transfeccbes com siRNAs foram
analisadas 48 horas depois da adigdo dos complexos e a expressdo dos genes alvos analisados por RT-
PCR ou Western blot.

Tabela 3: Sequéncias das moléculas de siRNA usadas.

SiRNA Sequéncia

5 CAG UUG GAG AAA CGU ACGGTT 3
5’ CGU ACG GUA AGG AUAUAACTT 3’

siRaclb MWGBiotech AG

si BRaf-VE 5" GCU ACA GAG AAA UCU CGA UTT 3°#!
si CXCR4 Mix de oligos comercial (Santa Cruz Biotechnologies)
si GFP 5 GGC UAC GUC CAG GAG CGC ACCTT 3’

“IDescrito anteriormente como si Mua por Hingorani et al., 2003.

3.6 Seleccdo da linha estavel; protocolo diluicdo limite.

Para fazer a seleccdo das linhas estaveis de NCM460 pPTuner, pPTuner-Raclb e pPTuner-
BRAF-VE fizeram-se transfeccdes paralelas das 3 contrucdes em placas de 10 cm? tal como descrito
anteriormente. Foi também mantida uma placa de células ndo transfectadas para controlo do processo
de selec¢do. 48 horas apds transfeccdo iniciou-se o processo de seleccdo adicionando o antibidtico
G418 [125 pg/mL] a todas as placas, que permite que apenas sobrevivam células que integraram as
contrucdes (que incluem também o gene de resisténcia ao antibiotico de selec¢do). Esta seleccao foi
mantida durante 2 semanas apés todas as células na placa controlo terem morrido, tendo-se procedido

a tripsinizacdo periddica das células em seleccdo para facilitar a remogéo das células mortas e divisdo
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dos pools de células resistentes. Depois da selec¢do inicial foram congeladas ampolas dos pools de
cada transfeccdo e fez-se a transferéncia de uma diluicdo limite das restantes células para placas de
100 cm?,

Inicialmente fez-se uma tentativa de isolar os clones individuais a partir desta placa mas,
devido as caracteristicas migratdrias destas células quando a densidades muito baixas, ndo houve
formacdo de clones isolados, tendo-se entdo optado a um protocolo de dilui¢Bes limite seriadas. Para
tal partiu-se das pools iniciais de cada transfec¢do e diluiram-se as células em meio M3:Base com 125
pug/mL de G418 (para manter a selec¢do) de forma a, em teoria, obter entre 1 a 10 células/ po¢o em
cada uma das varias placas de 96 pocos. Apos 2-3 dias de incubacgdo, para permitir que as células
viaveis aderissem completamente, as placas foram analisadas, sendo feita uma seleccdo de 10 clones
por cada construcdo tendo como critério o menor nimero de células inicial aparente. Depois do seu
crescimento e passagem para placas de sucessivamente maior area foi feita uma indugdo com Shield 1

por 12 horas para os 30 clones inicialmente seleccionados.

3.7 Lise Celular

As células foram semeadas e transfectadas como descrito anteriormente. No caso de amostras

para analise exclusiva por Western blot, passados os tempos de expressao indicados fez-se uma
lavagem inicial das células com uma solucgdo equilibrada de sais fria antes de adicionar o tampédo de
lise Laemmli sample buffer 2x (SB — composi¢do no Anexo Il) juntamente com 0,01x volume de
cloreto de magnésio (MgCI2, 1 M) e benzonase (20 U/ul — Sigma®, www.sigmaaldrich.com) para
digerir os cidos nucleicos.

No caso do teste de inducdo final as 0, 6, 12 e 24 horas das constru¢cdes em pPTuner, e das
transfeccBes de siRNAs, o procedimento envolveu a recolha de amostra para analise de proteinas e
mRNA. Assim, depois de ser feita a lavagem inicial, distribuiram-se 50 a 60 ul de tampéo de lise
NP40 (composic¢do no Anexo Il) por placa e deixou-se actuar durante 5 min. O conteudo das placas foi
depois, gentilmente raspado, recolhido para tubos de 1,5 ml e centrifugado a 10.000 xg durante 10
min, a uma temperatura de 4°C. Removeram-se entdo Cada 24 a 32 pL de sobrenadante que foram
solubilizados em 6 a 8 pul de Laemmli sample buffer 5x (SB — composi¢do no Anexo Il). Estes foram
entdo desnaturados a 95°C durante 10 min e submetidos a andlise electroforética em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) e Western blot. Por sua vez, os pellets foram
ressuspensos na solucdo RAldo kit RNAeasy (Qiagen) para posterior extracgdo tal como indicado nas
instrucOes do fabricante e anélise por RT-PCR.

No caso da transfeccdo da construcdo pEGFP-CXCR4, devido as modificagbes pds-
traducionais, que este receptor sofre durante a sua biosintese, e que alteram a sua migracdo
electroforética, foi necessario alterar a composicéo do tampéo de lise tornando-o menos desnaturante.

Assim, estas células foram lisadas em 100 pL do tampdo SBII (composicdo no Anexo Il), contendo
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com 0,01 volume de cloreto de magnésio (MgCl2, 1M) e benzonase (20 U/ul — Sigma®,
www.sigmaaldrich.com), ndo se tendo procedido a desnaturag&o dos lisados a 95°C.

3.7.1 SDS-PAGE e Western blot

As amostras foram resolvidas por SDS-PAGE 1x (composi¢do no Anexo Il) em mini-geéis de
acrilamida a uma concentracdo de 10 a 12% (w/v) (composi¢do no Anexo Il), durante 50 min (para
visualizar o Raclb) a uma amperagem constante de 20 mA por gel ou durante 155 min (para visualizar
0 BRAF-VE) onde se fixava a voltagem a 150 V para garantir a separa¢do de bandas de maior peso,
sendo, neste caso, a corrida era feita a 4°C. No caso da visualizacdo do CXCR4 foi necessario usar um
mini-gel de acrialmida a 10% (w/v), modificado para conter 1% de glicerol (w/v) e 0,1% de SDS
sendo as corridas feitas a 150 V, durante 90 min a 4°C.

Todas as amostras foram aplicadas com um marcador de proteinas de peso molecular
conhecido — Precision Plus ProteinTM Standards (Bio-Rad). Fez-se depois a transferéncia para
membranas de PVDF (Bio-Rad), previamente hidratadas, utilizando um dispositivo de transferéncia da
Bio-Rad, o Mini Trans-Blot Cell, que submerso em tampao de transferéncia 1x (composi¢cdo no Anexo
I1) foi submetido a uma diferencga de potencial constante (100 V), durante 60 min. No caso dos géis de
CXCR4 foi necessario usar um tampao de transferéncia modificado (composi¢do no Anexo Il) e a
transferéncia foi feita durante 60 min mas a 300 mA em gelo.

As membranas foram, depois, coradas com azul de Coomassie (composi¢cdo no Anexo Il),
mergulhadas em solucdo descorante (solucdo Destain — composi¢cdo no Anexo Il) para revelar as
proteinas coradas. Procedeu-se depois ao bloqueio das membranas que foram mergulhadas em tampéao
de bloqueio (solugdo de leite magro em pé (2.5%) com tampdo TBST — composicdo no Anexo II)
durante um periodo de 60 min a temperatura ambiente ou durante 16 a 18 h a 4°C. Depois do bloqueio
foram lavadas trés vezes com tampdo TBST e incubadas durante 1 h, em camara humida, com o0s
anticorpos primarios necessarios (Anexo | tabela IV) diluidos em tampéo de bloqueio. Depois de trés
lavagens (dois ciclos de 5 min e um final de 10 min) em tamp&o TBST fez-se entretanto a incubagéo
das membranas com os anticorpos secundarios (Anexo | tabela V) diluidos em tampdo de blogueio.
Depois de mais trés lavagens de 10 minutos, prepararam-se as duas solucdes para a detec¢do por
quimioluminescéncia (ECL; composi¢do no Anexo Il) e na cAmara escura, incubaram as membranas
durante 1 min com uma mistura em partes iguais destas duas solu¢fes. As membranas foram depois
colocadas e seladas em cassetes de autoradiografia e expostas a chapas autoradiograficas por periodos
variaveis de 1 s a 15 min. As chapas foram reveladas num revelador automatico (Kodak XOmat,

www.kodak.com).
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4 Resultados

O modelo de desenvolvimento tumoral proposto anteriormente sugere o envolvimento do
receptor CXCR4 na sobre expressao da GTPase Raclb. No sentido de uma validacdo perliminar deste
modelo de trabalho, utilizou-se uma metodologia de RNA de interferéncia (siCXCR4) para inibir a
expressao do receptor CXCR4 em células HT29. Em paralelo foi usada como controlo uma sequéncia
do transcrito da proteina heter6loga GFP (green fluorescent protein- siCtrl). Como demonstrado na
figura 6 0 SICXCR4 levou a reducdo acentuada da expressdo de Raclb nas células HT29 para niveis
semelhantes aos encontrados nas células NCM460, células de colon ndo tumorais. Este resultado

sugere que o receptor CXCR4 em células HT29 estimula a expressdo de Raclb.

HT29 HT29

.
.

SiCXC
-PCR
MM
NCM
siCtrl
SiCXC
-PCR

> =
S &
=z %)

Raclb >
Racl >

Racl/Raclb CXCR4

Figura 6: RT-PCR para analise da expressdo de Raclb e CXCR4. Os niveis de expressdo foram analisados
em cDNA de células NCM460 e de células HT29 transfectadas com siCXCR4 ou siCtrl e lisadas 48 horas
depois. A expressdo da GTPase Raclb, a esquerda, apresenta uma diminui¢do com o tratamento de siCXCR4 em
HT29. A expressdo do Receptor CXCR4, a direita foi analisada de forma a confirmar o efeito do sSiCXCR4,
mostrando a diminuicdo da expressao do receptor na presenca do siRNA. MM- Marcador de peso molecular 100
pares de bases, -PCR — controlo negativo de PCR

Foi entdo testado o papel da GTPase Raclb e do oncogene B-Raf V600E na expressao
do receptor CXCR4 em células HT29. Uma vez mais usando a técnica de RNA interferéncia
foi feita a inibigdo da expressdo de Raclb ou do alelo mutante de BRAF (BRAF V600E), tal
como descrito anteriormente (Matos et al., 2008), com siRaclb e SiBRAF VE
respectivamente. Tal como se pode observar na figura 7 confirmou-se a actividade dos siRNA
através de andlise das proteinas por Western Blot (figura 7B) mostrando grande diminuicdo da
expressdo de Raclb. A diminuicdo de BRAF é menos acentuada uma vez que o SiRNA é
especifico para o alelo mutante. Seguidamente usando amostras de cDNA foi testado, por RT-
PCR, o efeito que a inibi¢do da expressdo quer de Raclb quer de BRaf-VV600E tem sobre a
expressdo de CXCR4 (figura 7A). Apesar da clara diminuicdo da expressdo das duas
proteinas alvo ter sido alcancada, ndo se verificaram alteragdes nos niveis de expressdo do
transcrito de CXCR4 nestas células. Este resultado visual € confirmado no grafico 7C que

expde as razdes entre as densitometrias dos siRNA usados e o controlo.
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Figura 7: Analise do efeito da inibi¢do especifica de Raclb e BRaf-V600E na expresséo de CXCR4 em
ceélulas HT29. Células HT29 foram transfectadas com os oligos indicados e lisadas 48 horas depois. (A) RT-
PCR com primers especificos para o receptor CXCR4 e para a RNA polimerase Il, como controlo interno. Os
niveis de expressdo de CXCR4 foram analisados nos cDNA de células HT29 tratadas com siCtrl, siRaclb e
siBRAF VE. Para garantir que ambas as reac¢des de PCR se encontravam na fase linear e com eficiéncias
equivalentes, de forma a permitir analises semi-quantitativas das amostras em estudo, foram também usadas 3
dilui¢des de cDNA de células HT29 ndo tratadas (1/1, 1/3 e 1/6). MM- Marcador de peso Molecular 100 pares
de bases, -PCR — controlo negativo de PCR (B) Western Blot para confirmagao do efeito dos siRNA em células
HT29 com os anticorpos indicados. Os niveis de proteina mostram a especificidade dos siRNAs uma vez que s6
ha alteracdo de Raclb quando esta presente o siRaclb, verificando-se 0 mesmo efeito em BRaf. (C) Grafico
representando o resultado da analise densitométrica do nivel de expressao do transcrito CXCR4 apresentado em
(A). Os valores apresentados sdo as razbes entre os valores das amostras e a do siCtrl. Os tragos a negro
representam o desvio padrdo dos resultados obtidos em dois ensaios.

De forma a analisar melhor a contribuicdo do oncogene BRaf-V600E ou da GTPase
Raclb para o eixo de estimulacdo de CXCR4/SDF-1, foi criado um novo modelo celular.
Células NCM460, foram modificadas de forma a terem uma expressao indutivel de Raclb ou
BRaf-V600E usando o sistema ProteoTuner (Clontech). Este sistema permite a regulacdo da
expressdo da proteina de interesse através da adi¢do de Shieldl ao meio de cultura celular.
Depois de clonados os cDNAs de Raclb e BRaf V600E no vector pPTuner foi necessario
optimizar os tempos de inducdo bem como as concentragdes de Shieldl a utilizar para cada
um dos construtos criados.

Usando transfecgOes transientes foi feita a validacdo do sistema ProteoTuner

(Clontech) e demonstracdo da inducdo de pPTuner-Raclb e pPTuner- BRAFV600E por
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tratamento com o Shield 1 de forma comparar vérias concentragdes e intervalos de tempo de

inducéo.
- i go y ,\p
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Figura 8: Determinacao dos parametros de inducdo do sistema ProteoTuner analisando a quantidade da
proteina produzida por Western Blot com os anticorpos indicados. A esquerda as transfeccdes transientes em
células NCM460 de pPTuner Raclb (em cima) e pPTuner BRAF V600E (em baixo) foram sujeitas a diferentes
concentragdes, 0, 125, 250 e 500 nM de Shieldl durante 4 horas. Depois de escolhida a concentracdo de 250 nM
de Shieldl foram feitas novas transfeccfes transientes, a direita, com diferentes tempos de inducdo, entre as 0 e
as 12 horas. Células transfectadas com GFP-Raclb ou GFP-BRAF serviram de controlo positivo no Western
Blot.

Em primeiro lugar, de forma a determinar qual a concentracdo de Shieldl que levaria
ao maior aumento da producdo da proteina de interesse, foram feitas transfec¢des transientes
com 0, 125, 250 e 500 nM de Shield1 durante 4 horas representadas na figura 8. Ao analisar a
figura é possivel observar que na auséncia de Shieldl existe alguma expressdo da proteina de
interesse mostrando que ndo ha total eliminacdo da proteina com o tag de degradacéo.
Verifica-se depois um aumento progressivo do nivel de proteina com o aumento da
concentracdo de Shieldl, quer com pPTuner Raclb quer com pPTuner BRAF V600E. Com
250 nM de Shieldl existe o maior aumento do nivel de proteina que estabiliza com o valor
seguinte de 500 nM sugerindo que o melhor valor para indugéo das construcoes seja 250 nM
de Shield1.

De seguida foi necessario optimizar o tempo de inducéo para cada um dos construtos.

Para tal, fizeram-se novas transfecgdes transientes e a inducgéo foi feita para o pPTuner Raclb
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durante 0, 2, 4, 8 e 12 horas. A figura 8 mostra que a presenca da proteina Raclb aumenta de
forma constante o que indica as 12 horas como o tempo 6ptimo de inducdo. Foram também
feitas transfecgdes transientes para inducao do construto pPTuner BRaf V600E durante 0, 4, 8
e 12 horas de forma a comparar o efeito dos diferentes tempos em ambos os construtos. Mais
uma vez a figura 8 mostra que BRaf V600E aumenta com o tempo de indugéo. O conjunto
dos testes permitiram definir que a inducdo do sistema ProteoTuner (Clontech) seria feita
com 250 nM de Shieldl durante 12 horas.

De forma a desenvolver clones estaveis para o estudo foram feitas transfeccdes das
construgdes pPTuner Raclb, pPTuner BRaf VV600E e do vector vazio pPTuner para posterior
selecgdo com o antibidtico de resisténcia, G418. A figura 9 mostra a evolugdo da seleccdo das
células transfectadas depois de 15 dias e a diferenca entre os dois pools de células. Verificou-
se uma clara diferenca no nimero de células por campo nas duas linhas que foram sujeitas as
mesmas condi¢es de seleccdo mostrando uma menor taxa de crescimento das células
transfectadas com pPTuner BRaf V600E. O pool de selec¢do do vector vazio pPTuner ndo é

apresentado. No entanto, tinha um aspecto semelhante ao pool de selec¢do de pPTuner Raclb.

pPT-BRAFV600E

Figura 9: Fotografias obtidas por microscopia de contraste de fase dos pools de seleccdo. A esquerda a
seleccdo dos clones transfectados com pPTuner Raclb e a direita os de pPTuner BRAF, ambas apds 15 dias de
selecgdo com G418.

Através do protocolo de diluicdo limite foram isolados 10 clones para cada uma das
construcdes e todos foram induzidos com 250 nM de Shieldl durante 12 horas. Foi feita a
analise da producdo de Raclb e BRaf V600E por Western Blot de forma a escolher aqueles
que tivessem maior producdo da proteina de interesse. A figura 10 mostra os 10 clones de
cada uma das linhas em comparagdo com uma transfeccdo transiente. No caso de pPTuner
Raclb alguns dos clones apresentam expressdao de Raclb em niveis bastante variaveis, com o
clone 6 a apresentar um nivel de expressao mais promissor. Ainda assim a expressao de pPT-
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Raclb deste clone é inferior a expressdo enddgena de Raclb. Ja os clones pPTuner BRaf
V600E ndo apresentam qualquer expressdo do transgene, sendo visivel na imagem apenas a
expressao da transfeccdo transiente. Os clones estaveis com expressdo de pPTuner, vector
vazio foram também analisados por Western Blot de forma a confirmar que ndo apresentavam
expressao de nenhum dos outros transgenes (dados ndo apresentados).

Uma vez que ndo foi possivel obter clones estaveis com a sobre expressdo adequada
dos trangenes foi feita uma nova transfeccao transiente dos 3 construtos, pPTuner, pPTuner

Raclb e pPTuner BRaf V60OE para posterior inducdo com Shield1 de forma a prosseguir o

estudo.
!
O
& 1 23 4567 89 10 Figura 10: Western Blot para
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As transfeccOes transientes foram induzidas por 0, 6, 12 e 24 horas e depois da lise
celular foi feita a extraccdo de proteina e RNA. Os niveis de inducdo foram confirmados,
analisando as proteinas por Western Blot, representado na figura 11. Verifica-se um aumento
constante na expressdo de pPT-Raclb com o tempo de inducdo, enquanto em pPT-BRAF
V600E as 12 horas é atingida a maior expressao do transgene.

Com os RNAs extraidos foi feita a sintese de DNA complementar (cDNA) para
estudar o efeito da sobre expressdo de Raclb e BRaf V600E na expressao de genes associados
a senescéncia celular. Através da técnica de RT-PCR foi estudada a expressdo de p16™<**,
p14~RF ¢ p15™K40 (CDKN2B) nas células NCM460 transfectadas com os 3 construtos,
conforme representado na figura 12. A expressdo de p16™<** n&o foi observada em nenhuma
das amostras, sendo apenas obtida no controlo positivo de PCR com cDNA da linha pulmonar
CFBE. Tal como esperado, a expressao do vector vazio pPTuner ndo tem influéncia aparente
sobre a expressdo dos marcadores de senescéncia em estudo. No caso das células

transfectadas com o vector pPTuner Raclb verifica-se a diminui¢do da expresséo de dois dos
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Figura 11: Andlise por Western Blot dos niveis de expressdo de transgene obtidos nas diferentes inducgdes
A esquerda a inducdo das transfecgbes transientes com pPTuner Raclb que mostram maior expressio do
transgene com maiores tempos de induc&o. A direita a inducio das transfecgdes transientes com pPTuner BRAF
V600E, mostrando maior expressdo com 12 horas de inducdo. Foram usados os anticorpos indicados e todas as
células foram induzidas com uma concentracéo de Shieldl de 0,25 puM.

| s s s s < endo-Rac1b

trés dos marcadores de senescéncia. Tanto p15 como o pl4 diminuem a expressdo com o
aumento da expressdo de Raclb apresentando as 24 horas cerca de 40% da expressdo inicial.
Nas células transfectadas com pPTuner BRAF V600E verifica-se uma tendéncia contraria na
expressao dos genes marcadores de senescéncia. Com a expressdo de pPT-BRaf-V600E existe

um claro aumento de p15 atingindo o valor maximo as 12 horas de inducéo.

A pPT-Empty pPT-Raclb wt pPT-BRAF V600E
f M ] l
MM ', "Y; ' oh 6h 12h 24h Oh 6h 12h 24h Oh 6h 12h 24h (-)

INK4A (p16)

CDKN2B(p15)

ARF(p14)
B pPT-empty pPT-Raclb wt pPT-BRAF V600E

14
1,2 T
1,0 I
0,8
0,6

1,2 4
1,0 J‘

—o—INK4A (p16)

iveltranscricional (fold to Oh)

. >ﬂ
/
Nivel transcricional (fold to Oh)
o o
] 00

iveltranscricional (fold to Oh)

—m—CDKN2B (p15)
0,4
4 ARF(p14)
0,2 i
Z00 + + g 0,0 + g 200 ¢ + * -
0 6 12 18 24 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tempo de indugdo (h) Tempo de indugdo (h) Tempo de indugdo (h)

Figura 12: Analise dos niveis de expressdo de marcadores de senescéncia Células NCM460 foram
transfectadas com os construtos indicados e sujeitas a um processo de indu¢do com Shieldl durante os tempos
indicados (A) RT-PCR com primers especificos para as sequéncias de p16™<**, p15 CDKN2B e p14ARF. Os
primers especificos para a RNA polimerase Il foram usados como controlo de carregamento da amostra. Na
reaccéo de PCR para amplificar o p16™** foi usado cDNA de CFBE como controlo positivo Para garantir que
as reacgdes de PCR se encontravam na fase linear e com eficiéncias equivalentes, de forma a permitir uma
andlise semi-quantitativa das amostras em estudo, foram também usadas 3 diluicdes de cDNA de células
NCM460 ndo tratadas (1/1, 1/3 e 1/6). MM- Marcador de peso Molecular 100 pares de bases, -PCR — controlo
negativo de PCR (B) Os gréficos representam os niveis de expressdo de cada um dos marcadores de senescéncia.
Cada um dos pontos apresenta a razdo entre os valores obtidos por densitometria para determinada construgéo e
tempo de inducdo e o valor do tempo 0 h. Os tragos a negro representam o desvio padréo entre dois ensaios.
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Neste ponto a expressdo de pl5 é 3,3 vezes superior ao das células transfectadas néo
induzidas. No caso do pl14 verifica-se novamente 0 aumento de expressao que as 12 horas é
2,7 vezes superior ao das células transfectadas, ndo induzidas. O padréo de inducéo do vector
pPTuner BRAF V600E € semelhante nos dois genes de senescéncia havendo uma diminuicéo
da expressdo as 24 horas. Este facto é concordante com o Western blot da figura 11 que
mostra que as 24 horas de indugdo ha uma diminuicdo da expressdo do transgene BRaf
V600E. Estes resultados sugerem que a sobre expressao de BRaf-V600E induz a expressdo de
genes associados a senescéncia enquanto Raclb a inibe.

Depois de verificado o efeito dos genes em estudo, Raclb e BRaf V600E, na
senescéncia celular, tornou-se importante estudar o efeito dos mesmos genes em processos
gue possam induzir a progressao tumoral de acordo com o modelo de trabalho. Para tal foi
testada o seu efeito na expressdo das citocinas PDGFB e IL-8, através de RT-PCR nas

amostras de cDNA das células NCM460 usadas anteriormente representado na figura 13.
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Figura 13: Anélise dos niveis de expressdo de citocinas. Células NCM460 foram transfectadas com os
construtos indicados e sujeitas a um processo de indu¢do com Shield1 durante os tempos indicados (A) RT-PCR
com primers especificos para as sequéncias de PDFGB e IL-8. Os primers especificos para a RNA polimerase 11
foram usados como controlo de carregamento da amostra. Na reaccdo de PCR para amplificar o PDGFB foi
usado cDNA de HT29 como controlo positivo. Para garantir que as reaccdes de PCR se encontravam na fase
linear e com eficiéncias equivalentes, de forma a permitir uma analise semi-quantitativa das amostras em estudo,
foram também usadas 3 diluicdes de cDNA de células NCM460 néo tratadas (1/1, 1/3 e 1/6). MM- Marcador de
peso Molecular, -PCR — controlo negativo de PCR (B) Os gréaficos representam os niveis e expressao de cada um
das citocinas. Cada um dos pontos apresenta a razdo entre os valores obtidos por densitometria para determinado
construto e tempo de indugdo e o valor do tempo 0 h. Os tragos a negro representam o desvio padrdo entre dois
ensaios.
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A andlise da figura mostra que ndo foi detectada expressdo de PDGFB nas células
NCM460 em qualquer das condigOes testadas. A expressdo de IL-8 ndo aparenta ser afectada
pela sobre expressdo de BRaf V600E uma vez que os graficos referentes a inducdo do vector
vazio e de pPTuner BRAF V600E apresentam um padrdo muito semelhante. Curiosamente, o
tratamento destas células com Shieldl durante 24h parece ser suficiente para induzir uma
diminuicdo artefactual dos niveis endogenos de IL-8, pois acontece mesmo nas células
transfectadas com o vector vazio e de pPTuner. Com a expressdo de pPTuner Raclb verifica-
se um aumento de IL-8 que atinge o maximo de expressdo as 12 horas de inducdo,
provavelmente devido ao efeito artefactual do tratamento com Shieldl. Este resultado sugere
que a sobre expressdo de Raclb induz a expressdo da citocina IL-8.

No inicio do trabalho pratico determinou-se que a inibicéo especifica de Raclb e BRaf
V600E nao altera a expressdo de CXCR4 nas células tumorais HT29. De forma a verificar se
a sobre-expressdo destes dois genes tem algum efeito sobre a expressdo do receptor em
células normais testou-se por RT-PCR o nivel transcricional de CXCR4 nas amostras de
NCMA460 transfectadas com os vectores pPTuner, pPTuner Raclb e pPTuner BRAF V600E

usadas nos ensaios anteriores.
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Figura 14: Analise dos niveis de expressdo do receptor CXCR4 Células NCM foram transfectadas com os
construtos indicados e sujeitas a um processo de inducdo com Shield1 durante os tempos indicados (A) RT-PCR
com primers especificos para a sequéncia do receptor CXCR4. Os primers especificos para a RNA polimerase 11
foram usados como controlo de carregamento da amostra. Para garantir que as reac¢des de PCR se encontravam
na fase linear e com eficiéncias equivalentes, de forma a permitir uma analise semi-quantitativa das amostras em
estudo, foram também usadas 3 dilui¢des de cDNA de células NCM460 néo tratadas (1/1, 1/3 e 1/6). MM-
Marcador de peso Molecular, -PCR — controlo negativo de PCR (B) O grafico representa os niveis de expresséo
do receptor. Cada um dos pontos apresenta a razdo entre os valores obtidos por densitometria para determinado
construto e tempo de inducdo e o valor do tempo 0 h. Os tragos a negro representam o desvio padrao.
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A figura 14 mostra que nenhuma das construgdes testadas, pPTuner, pPTuner Raclb
ou pPTuner BRAF VG600E, provoca alteragdes significativas na expressdo do receptor
CXCR4 nos varios tempos de inducdo analisados. Este resultado reforca a ideia de que a
expressao da GTPase Raclb e do oncogene BRaf V600E ndo influenciam a expressdo do
receptor CXCR4 na propria célula.

Tornou-se entdo importante estudar se a sobre-expressdo do receptor CXCR4 tera
algum efeito sobre a expressdo da GTPase Raclb em células NCM460. Foi entdo necessario
desenvolver uma nova construgdo para expressao do receptor CXCR4, clonando o seu cDNA
no vector pPEGFP-C2. Células NCM460 foram transfectadas com vector pEGFP vazio ou com
0 vector pEGFP-CXCRA4 e sujeitas a um periodo de expressdo de 16 horas.

Apbs a lise celular foi confirmado o nivel de expressdao de GFP-CXCR4 por Western
blot como é demonstrado na figura 15A. Existe grande expressdo de GFP na presenca do
vector vazio pEGFP e na transfeccdo com pEGFP-CXCR4 hé producdo de GFP-CXCRA4.
Ainda por Western blot foi também testada a expressdo da GTPase Raclb enddgena
verificando-se um claro aumento da expressao de Raclb com a sobre-expressao de GFP-
CXCRA4. De forma a confirmar estes resultados ao nivel do transcrito, foi feita a analise, por
RT-PCR, da expressdo das GTPases Racl e Raclb em amostras de cDNA das celulas
transfectadas e das linhas SW480 e HT29 representado na figura 15B.
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Figura 15: Andlise do efeito da sobre expressdo de CXCR4 na expressdo de Raclb em células NCM460.
Células NCM460 foram transfectadas com pEGFP ou PEGFP-CXCR4 e lisadas 16 horas depois. (A) Western
blot para confirmacéo do efeito dos construtos com os anticorpos indicados. Os niveis de proteina mostram que a
sobre expressdo de CXCR4 provoca um aumento da expressdo de Raclb. A tubulina foi usada como controlo de
carregamento da amostra (B) RT-PCR com primers especificos para as GTPases Racl e Raclb. Os niveis de
expressdo foram comparados com os das linhas SW480 e HT29. MM- Marcador de peso Molecular, -PCR —
controlo negativo de PCR
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A analise da figura 15 B mostra que com a sobre expressdo de GFP-CXCR4 existe um
aumento de transcrito Raclb enddgeno que atinge um nivel semelhante ao que é encontrado
nas células tumorais de colon, HT29. Estes resultados sugerem que, apesar da inducdo do
oncone BRaf V600E ndo ser, por si s, capaz de fazer aumentar a expressdo de CXCR4 em
celulas NCM460, a sobre expressdo de CXCR4 &, no entanto, suficiente para promover a
sobre-expressao de Raclb.

5 Discussao e Conclusoes

Um dos objectivos deste trabalho foi determinar quais os efeitos da expressdo de
BRaf-V600E e da sobreexpressdo da GTPase Raclb no crescimento e viabilidade de células
epiteliais normais da mucosa do célon humano.

De forma a estudar estes efeitos de Raclb e B-Raf-V600E, foi escolhido como modelo
a linha celular NCM460, uma linha de colondcitos ndo transformados humanos (Moyer et al.,
1996). As células foram transfectadas utilizando o sistema ProteoTuner (Clontech), numa
tentativa de obter linhas estaveis com expressdo indutivel dos diferentes transgenes. No
entanto, apds os processos de seleccdo clonal necessarios, verificou-se um baixo nivel de
expressao dos transgenes transfectados. Os baixos niveis obtidos com pPTuner Raclb (Figura
10) podem ser justificados com o processo pelo qual foram obtidos. Mesmo apds as
sucessivas diluicdes seriadas, provavelmente ainda existem células com diferente nimero de
copias do transgene ou, nalguns casos, uma elevada percentagem de células em que a
integracdo da construcdo provocou disrupcdo da correcta grelha de leitura do transgene.
Assim, serdo necessarios novos passos de subclonagem de forma a obter clones com uma
sobre expressao aproximadamente duas vezes superior a endogena, semelhante ao observado
em células HT29.

No caso dos clones de BRaf-V600E (Figura 10) a baixa taxa de crescimento observada
nas fases iniciais de seleccdo das pools (Figura 9) podera justificar o facto de no final do
procedimento ndo termos detectado expressao do transgene em nenhum dos clones isolados.
Possivelmente o nivel de expressdo residual do transgene, que o sistema ProteoTuner revelou
na auséncia de Shieldl, tera sido suficiente para desencadear o processo de OIS (oncogene
induced senescence), limitando assim o crescimento e viabilidade das células com integragédo
bem sucedida de BRaf-V600E. Na realidade, como foi j& demonstrado por experiéncias
anteriores em melanocitos (Dhomen et al., 2009; Goel et al., 2009) ou em modelos de ratinho
para o estudo de melanoma (Pritchard et al., 2007), de cancro do pulméo (Dankort et al.,
2007) ou do tracto intestinal (Carragher et al., 2010) a expressdo de BRaf-V600E reprime a
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progressao do ciclo celular ao desencadear o processo de OIS. De facto, como sera discutido
mais a frente, observdmos que a expressao de BRaf-V600E em células NCM460 promove a
expressao de genes repressores do ciclo celular, o que, durante o processo de seleccdo, tera
dado uma vantagem proliferativa apenas as células em que a integracdo da construgédo
provocou disrupgdo da correcta grelha de leitura do transgene, mantendo a integridade do
gene de resisténcia.

Uma vez que ndo foi possivel desenvolver clones estaveis, preferenciais por se
garantir uma expressao mais homogénea do transgene por célula, foi necessario usar
transfeccOes transientes e posterior indugdo com Shieldl. Em todas as experiéncias de
inducdo foi usada como controlo a inducgdo do vector vazio pPTuner e, inesperadamente, a sua
utilizacdo mostrou uma alteracdo da expressao da citocina IL-8 as 24 horas de tratamento com
o Shieldl. Uma interferéncia ndo especifica da substancia indutora, de um sistema de
expressao indutivel, j& tem sido documentada em vias celulares de citocinas como € o caso da
IL-8, no caso da droga ecdysona (Constantino, et al. 2001) e mostra a importancia da
utilizacdo do controlo de forma a afastar possiveis resultados artefactuais que o tratamento
pode induzir na expressao génica.

As transfeccOes transientes foram entdo usadas para estudar a expressdo dos
marcadores de senescéncia e verificou-se que perante a inducdo da expressdo do oncogene
BRaf-V600E em células NCM460, existiu um aumento da expressdo das proteinas
supressoras de tumor, p14”"F e p15™K* (figura 12). Estes resultados sugerem que a sobre
expressdo de BRaf-V600E induz, de facto, a OIS em células de cdlon, mostrando que esta
mutacdo tipica da via serreada provoca inibicéo da proliferacdo celular, tal como havia ja sido
demonstrado (Collado e Serrano 2006; Prieur e Peeper, 2008; Kriegl et al.2011). J& a inducéo
da expressdo de Raclb parece apresentar um efeito antagdnico, diminuindo de forma

acentuada a expressao de p14°~F 5INKaD

e pl (figura 12). Estes resultados sdo concordantes
com a hipétese de cooperacdo observada em células tumorais HT29, onde B-Raf-V600E e a
GTPase Raclb actuam para manter a sobrevivéncia celular (Matos et al., 2008). E importante
referir neste ponto que as células HT29 usadas neste trabalho sdo ja um modelo cancerigeno,
pelo que ja ultrapassaram a fase de senescéncia que estamos a estudar. Torna-se entdo
interessante para futuras experiéncias testar o efeito de Raclb em células que ja expressam
BRaf-V600E. Para tal, sera necessario ultrapassar o obstaculo da expressdo residual, ndo
induzida, do transgene de forma a obter a linha estavel com expressdo indutivel de BRaf-
V600E para que depois seja feita a transfecgdo transiente de Raclb e analisar os efeitos da

expressdo da GTPase na superacdo do processo de senescéncia celular. Uma possibilidade
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sera testar outros sistemas indutiveis, disponiveis comercialmente, para encontrar condices
nas quais expressao residual constitutiva seja negligenciavel.

Um dos resultados que se destaca deste trabalho é que a inducdo da expressdo
transiente de BRaf-V600E em células NCM460 aumenta a expressao dos marcadores de
senescéncia pl4 e pl5 enquanto os mesmos marcadores diminuem quando se induz a
expressdo da GTPase Raclb, o que reforca o conceito de que a sobreexpresséo desta GTPase
é crucial para ultrapassar o efeito de OIS induzido pela presenca de BRaf-V600E em células
do colon. Curiosamente, do painel de marcadores de senescéncia estudados, ndo foi possivel
detectar a expressdo de p16™"** em células NCM460 em qualquer das condicdes de inducéo
utilizadas (figura 12). A expresséo de p16™ *? foi ja estudada em vérias amostras de tumores
de colon e verificou-se que apesar de ausente em células normais sofre um aumento de
expressao em amostras de tumores de colon com mutacdes em BRAF e que a perda da sua
expressdo esté ligada a transformacdo maligna (Kriegl et al.2011). No entanto outros autores

INK4a
6

tém verificado que a linha NCM460 apresenta metilagdo do gene pl ndo tendo também

conseguido detectar a sua expressdo nestas células (Minoo et al 2007). Assim sendo, o facto

de ndo expressarem p16'™"4

aquando da sobreexpressdo de BRaf-VV600E pode significar que
a expressdo deste marcador de senescéncia ocorre mais tarde no processo de OIS ou que as 24
horas de indugédo nédo sdo suficientes para a alteracdo do estado de metilacdo deste gene nas

células NCM460.

Um segundo resultado que se destaca deste trabalho foi que a estimulagdo dos
receptores CXCR4 na célula tumoral induz a sobre expressdo de Raclb e consequente
sobrevivéncia da célula tumoral.

Considerando a cooperacdo anteriormente descrita entre BRaf-V600E e Raclb e de
acordo com o modelo de trabalho (figura 5) verificou-se que a sobre expressao de CXCR4 nas
células NCM460, que neste trabalho foi usada como forma de mimetizar a activacdo da
sinalizacdo deste receptor, leva a0 aumento da expressdo de Raclb. Esta sobre expressao de
CXCR4 levou ao aumento da expressdo de Raclb em células NCM460 para niveis
semelhantes aos encontrados nas células tumorais HT29 (figura 15). Vice-versa, a inibicdo da
expressdao de CXCR4 em células tumorais, HT29 levou a diminui¢do da expressao de Raclb
para niveis semelhantes aos encontrados nas células NCM460 (figura 6). Estes resultados
mostraram que a expressao de Raclb aumenta quando existe sobre expresséo de CXCRA4.

A hipdtese de cooperagdo com Raclb (Matos et al., 2008) poderia entdo sugerir que a

expressdo de BRaf-V600E fosse a responsavel pelo aumento da expressdo de CXCR4. Esta
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hipbtese ndo se verificou na experiéncia mostrada na figura 14 em que se observou que a
inducdo da expressdo de Braf-V600E aparenta ndo afectar a expressdo do receptor CXCR4.,
Esta experiéncia tem resultados concordantes com o facto da expressdao de BRaf-V600E
induzir a OIS (Collado e Serrano 2006; Prieur e Peeper, 2008; Kriegl et al.2011) e ndo ser
suficiente para substituir o potencial oncogénico do mutante K-Ras como demonstraram
anteriores ensaios de transformacéo celular (Davies et al., 2002). O facto de a inibicdo da
expressao do oncogene BRaf-V600E em HT29 ndo provocar a diminui¢do da expressao da
GTPase Raclb (figura 7B) reforca o resultado da experiéncia anterior, porque se BRaf-V600E
fosse responsavel pelo aumento da expressdo de CXCR4 a inibicéo da sua expressao teria por
consequéncia a diminuigdo da expressao de Raclb. Assim sendo, os resultados deste trabalho
sugerem que o mecanismo que leva ao aumento inicial de Raclb ndo depende apenas da
presenca da mutacdo V600E em B-Raf mas sim de alteracBes adicionais, sejam estas
genéticas ou resultantes da interac¢do da célula tumoral com o estroma envolvente.

Em suma, os resultados deste trabalho sugerem que numa célula de colén normal
guando surge a mutacdo BRaf-V600E ocorre um processo de resposta aguda, a OIS. No
entanto, por um processo que ainda é necessario definir ocorre na célula aumento da
expressao de Raclb. A expresséo de Raclb provoca um aumento da expressao da citocina IL-
8 (figura 13). Esta citocina estd descrita de actuar sobre os receptores respectivos em
fibroblastos do estroma que posteriormente respondem com a producdo de SDF-1 (Matsuo et
al., 2009). A citocina SDF-1 vai promover a sobrevivéncia das células epiteliais activando o
receptor especifico, CXCR4 que por sua vez provoca 0 aumento de expressdo da GTPase
Raclb, criando assim um ciclo de retro alimentacdo entre a célula tumoral e as células

envolventes do estroma que conduz a progressdo tumoral (Figura 16).
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Figura 16: Modelo actualizado da comunicagdo celular durante a génese tumoral. Quando a mutagdo BRaf-V600E surge em células normais de colon induz a OIS. O
aumento da expressdo de Raclb leva a producédo de IL-8 pela célula tumoral. Ocorre depois a indugdo da expressdo de SDF-1 em fibroblastos do estroma. Esta citocina
estimula os receptores CXCR4 na célula tumoral e induz a sobre expressdo de Raclb, o que por sua vez origina um ciclo de retro alimentacdo positiva que induz a

sobrevivéncia de células tumorais. A interacgdo com as células endoteliais por parte do PDGF-BB néo esta referida pois ndo foi detectada a sua expressao em nenhuma das
condic¢des de inducdo testadas podendo indicar que este processo ocorre mais tarde no desenvolvimento tumoral.
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7 ANEXOS

ANEXO1

células do colon humano

Tabela I: Primers especificos para as sequéncias humanas codificantes dos varios genes em estudo.
Na tabela constam a designacdo dos primers, a sua sequéncia e temperatura aproximada de
desnaturacdo [Tm =2 x (A+T) + 4 x (G+C)].

Designacéo Sequéncia Tm Amplificacéo
RacEx3F 5" CCT CCC GGG GCA AAG ACA AGC C 3 74°C 84 pb (Racl)
Rac281R 5" CGG ACA TTT TCA AAT GAT GCA GG 3 66°C 141 pb (Raclb)

P14ARF-F 5" AGG GCA GCA GCC GCT TCC T 3 64°C

127 pb (p14 AFR)
P14ARF-R 5" TGC ACG GGT CGG GTG AGA GT 3’ 66°C
INK4A-F 5’TAC GGT CGG AGG CCG ATC CA 3’ 66°C
119 ph(p16INK4A)

INK4A-R 5 TGC ACG GGT CGG GTG AGA GT 3’ 66°C

CDKN2B-F 5" CTGCGGAATGCGCGAGGAGA 3’ 66°C
170 pb(p15)

CDKN2B-R 5" TCATGACCTGGATCGCGCGC 3’ 66°C

Qpol2-F 5’CGC AAT GAG CAG AAC GGC GC 3’ 66°C
118 pb (pol2)

Qpol2-R 5" TCT GCA TGG CAC GGG GCA AG 3’ 66°C

hIL8-F 5" GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA GTT 3’ 74°C
140 pb (IL-8)

hIL8-R 5 TTG GCG CAG TGT GGT CCA CTC 3’ 68°C

PDGFB-F 5" TAC CTG CGT CTG GTC AGC GC 3’ 66°C

139 pb (PDGFB)
PDGFB-R 5" ACT CGG CCC CAT CTT CCTCTC C 3’ 68°C
CXCR4-F 5" TCT GGG CAG TTG ATG CCG TGG 3’ 68°C
151 pb (CXCR4)
CXCR4-R 5 TTG GTG GCG TGG ACG ATG GC 3’ 66°C

Tabela I1: Delineamento da amplificacdo dos factores de senescéncia e das GTPases Racl e Raclb a
partir de cDNAs da linha celular de cancro colorectal, HT29 e da linha celular normal NCM460,
sintetizados por RT-PCR. No programa de PCR sdo apenas descritos o ndmero de ciclos e a
temperatura de emparelhamento dos primers pois o restante programa é igual, inicia com 5 minutos a
94°C, depois seguem-se os ciclos onde temos 94°C 30s, T de emparelhamento 30s e 72°C 30s. No
final dos ciclos existe uma extens&o final de Sminutos a 72°C

Quantidade cDNA
Transcrito Mix por amostra | (estimado a partir da quantidade de Programa PCR
RNA usado na sintese)
Racl e Raclb 50ng NCM 50ng SW480 e 50ng HT29 62° 32 ciclos
P14 -Tampéo B [1x] 50ng NCM 60° 32ciclos
P15 -0,02uM do primer 50ng NCM 60° 35 ciclos
P16 forward 50ng NCM e 50ng CFBE 60° 40 ciclos
Polll -0,02uM do primer 50ng NCM, 50ng SW480, 50ng HT29 e 60°C 28 ciclos
reverse 50ng Hel a
IL8 50ng NCM e 50ng HT29 62° 35ciclos
-0,03U de AmpliTag® S -
PDGFB DNA Polymerase 50ng NCM e 50ng HT29 62° 38 ciclos
CXCR4 50ng NCM, 50ng HT29 e SW480 60°C 28ciclos
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Tabela I11: Primers utilizados no processo de sub-clonagem Apresenta-se a designacdo dos primers
utilizados, a sua sequéncia e temperatura aproximada de desnaturagdo [Tm =2 x (A+T) + 4 x (G+C)].

Designacéo Sequéncia Tm
M13 5" CAG GAA ACA GCT ATG AC 50°C

T7 5> TAA TAC GAC TCACTATAG GG 56°C
pCMV5-1F 5’ GGG ACT TTC CAA AAT GTC GTA 60°C
GFP-1F 5> ACT TCA AGATCC GCC ACAACAT 64°C
GFP-1R 5" AAC CTC TAC AAA TGT GGT ATG 60°C
Rac281-R 5" CGG ACA TTT TCA AAT GAT GCA GG 66 °C
Rac258-F 5 CCT GCA TCA TTT GAA AAT GTC CG 66°C
BRAF F 5’GAG CTC TGG CGG CGC TGA GCG GTG G 68°C
BRAR R 5’GTC GAC TCA GTG GAC AGG AAA CGC ACC 66°C
pPTuner F 5" ATG CCA CTC TCG TCT TCG AT 60°C
pPTuner R 5’TGA GTT TGG ACA AAC CAC AAC 60°C
CXCR4 APAR | 5> GGG CCC TTA GCT GGA GTG AAA ACT TGA A | ggoc
CXCR4ECOF | 5 GAATTC ATG GAG GGG ATC AGT ATATAC A | gaoc
BRAF666F 5" GCA TGT GGA AGT GTT GGA GA 60°C
BRAF1681R 5> AAG TAA TCC ATG CCC TGT GC 60°C
CXCR4R 5" TTG GTG GCG TGG ACG ATG GC 66°C

Tabela 1V: Anticorpos primarios e secundarios utilizados na analise por Western blot das amostras
obtidas pelos protocolos de lise celular. Apresenta para cada amostra analisada, o tipo e marca de cada
anticorpo utilizado e as respectivas dilui¢des. rb — coelho, m — rato, gt — cabra.

Amostra Anticorpo Primério Anticorpo Secundario
m-a-Tubulin (1:1000) Sigma Aldrich
Lises Anticorpo de cabra anti-rato-HRP (Bio-
celulares de m-a-BRaf (1:200) Santa Cruz Rad):gt-o-m (1:3000)
NCM e m-a-GFP (1:250) Roche
HT29 Anticorpo de cabra anti-coelho-HRP (Bio-

rb-a-Raclb (1:1000) Millipore

Rad):gt-a-rb (1:3000)
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ANEXO II

Composicdo dos tampdes utilizados na técnica de PCR e na electroforese

Tampéo B

Stock — 40 ml

- 500 mM KClI

- 100 mM Tris-HCI pH 9
- 15 mM MqgCl,

- 40 mg Gelatina 0,1%
Autoclavar

TBE (10x) pH 8,0

- 890 mM Tris

- 890 mM Acido borico
-20mM EDTA

Aliquotas
- 2,5 ml Stock Tampédo B

- 22,5 ml H,0 bidestilada (ddH0)
- 50 pl de cada ANTP (100 mM)

Composicdo dos tampdes utilizados nos procedimentos de lise celular

Laemmli Sample Buffer SB(5x)
- 200 mM Tris-HCI pH 6,8

- 25% Glicerol

- 11,25% SDS

-500 MM DTT 5%

- 0,01% Azul de Bromofenol

- ddH0

Tampao de lise (NP-40)

- 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (filtrado)

- 100 mM NacCl (filtrado)

- 2 mM MgCl,

- 8,7% Glicerol

- 1% Nonidet P-40 (NP-40)

- Cocktail de Inibidores de Proteases (Sigma®)

Composicdo dos géis de poliacrilamida

Running — 10%

- 2,45 ml H,0

- 1,25 ml Lower Buffer

- 1,25 ml Bis-Acrilamida 40%

- 50 ul SDS 10%

- 50 pl Persulfato de amodnio (APS) 10%
-2,5ul TEMED

SB 11 (2x)

62.5 mM Tris-HCI, pH6.8

10% (w/v) Glycerol

2.5% (w/v) SDS

0.02% (wi/v) Azul de Bromofenol

Stacking — 4%

-1,5ml H,0

- 0,25 ml Upper Buffer

- 0,20 ml Bis-Acrilamida 40%
- 20 ul SDS 10%

- 40 ul APS 10%

-2 ul TEMED
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Composicdo dos géis modificados

Running — 10% Stacking — 4%
- 1,95 ml H,0 - 3,5 ml H,0
- 2,25 ml Lower Buffer -1, 5 ml Upper Buffer
- 3 ml Bis-Acrilamida 30% - 0,80 ml Bis-Acrilamida 30%
- 90 pl Glicina - 90 pl Glicina
- 90 ul SDS 10% - 60 pl SDS 10%
- 90 pl Persulfato de amoénio (APS) 10% - 90 ul APS 10%
- 10 ul TEMED -10 ul TEMED
Lower Buffer Upper Buffer
- 1,5M Tris-Hcl pH 6,8 - 1,5M Tris-Hcl pH 8,8
-20 ml HCI 37% - 30 ml HCI 37%

Composicdo dos tampdes utilizados nos procedimentos de SDS-PAGE, Western blot e
ECL

Tampéo SDS-PAGE (10x) Tampéo SDS-PAGE (1x)
- 259 SDS - 100 ml SDS-PAGE Buffer 10x
-76 g Tris - 900 ml H,0
- 360 g Glicina
Tampao de transferéncia (25x) Tampao de transferéncia (1x)
- 72,5 g Glicina - 200 ml MetOH
- 145 g Tris - 40 ml Blot Buffer 25x
-9,3gSDS - 760 ml H,0
Tampéo de transferéncia modificado (10x) Tampéo de transferéncia modificado
(1x)
- 144 g Glicina - 200 ml MetOH
-30g Tris - 100 ml CFTR Buffer 10x
- 700 ml H,0
Azul de Coomassie Solugéo Destain
- 1,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 - 450 ml Metanol
- 225 ml MetOH - 100 ml Acido Acético
- 50 ml Acido acético - 450 ml H,0
- 225 ml H,0
TBS (10x) pH 7,6 TBST (1x)
- 151 g Tris - 100 ml TBS 10x
- 219 g NaCl - 500 pl Triton X-100
-~70 ml HCI 37% - 900 ml H,0
ECL (para uma membrana)
Solucéo 1 Solucdo 2
- 980 ul tampdo ECL - 1 ml tampéo ECL
- 5 ul Acido Cumarico -1 ul HyO,

- 15 pl Luminol
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