UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

Mauro Miguel Masiero

INFLUENCIA DO GRP NA PROLIFERACAO E EXPANSAO DE CELULAS
TRONCO TUMORAIS DE MEDULOBLASTOMA

Porto Alegre
DEZEMBRO/2014



MAURO MIGUEL MASIERO

INFLUENCIA DO GRP NA PROLIFERACAO E EXPENSAO DE CELULAS
TRONCO TUMORAIS DE MEDULOBLASTOMA

Trabalho de conclusdo de curso de graduacédo
apresentado ao Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, como requisito parcial para
obtencéao do titulo de Bacharel em Biomedicina.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Roesler

Porto Alegre
DEZEMBRO/2014



Agradecimentos

Gostaria de agradecer primeiramente ao Professor Rafael e a Carol pela
oportunidade, cordialidade e humildade;

A Mariane pelo apoio, critica construtiva e ensinamentos que permanecerao
guardados com muito carinho — eu jamais trabalharei na camara da mesma forma!
Aos colegas do LaPesc pelas discussées sobre ciéncia e demais temas sempre
interessantes;

A COMGRAD, em especial ao Luiz e a Irma pela ajuda;

Aos meus Amigos e Colegas, que fizeram destes seis anos anos inesqueciveis
(esqueciveis em algumas noites)

Aos meus Professores, que sempre se esforcaram ao maximo para compartilhar
conhecimento;

E finalmente a minha familia, a qual sempre me apoiou, e em especial ao meu
primo Vinicius, que quero deixar registrado, fara biomedicina e estara escrevendo um

outro TCC daqui a alguns anos!

Muito obrigado!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
1. INTRODUCAO
1.1. Meduloblastoma
1.2. Células Tronco Tumorais
1.3. Peptideo Liberador de Gastrina e seu Receptor GRPR
2. OBJETIVOS
3. TRABALHO EXPERIMENTAL NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO
3.1. Abstract
3.2. Introduction
3.3. Materials and Methods
3.4. Results
3.5. Discussion
3.6. References
3.7. Figures caption
3.8. Figures
4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
5. BIBLIOGRAFIA ADICIONAL

6. ANEXOS

11

14

20

21

23

24

27

30

33

35

38

40

49

51

53



Lista de Abreviaturas

BB

CSC

EGF

EGFR

FGF

GRP

GRPR

MB

MSA

PCR

PNET

PI3K

SHH

SNC

wnt

Bombesin, Bombesina

Cancer Stem Cells, Células tronco tumorais (CTT)

Epidermal Growth Factor, Fator de Crescimento Epidermal

Epidermal Growth Factor Receptor, Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal

Fibroblast Growth Factor, Fator de Crescimento de Fibroblastos
Gastrin-Releasing Peptide, Peptideo Liberador de Gastrina
Gastrin-Releasing Peptide Receptor, Receptor do Peptideo Liberador
de Gastrina

Meduloblastoma

Medullosphere formation Assay, Ensaio de Formagdao de
Meduloesferas

Polymerase Chain Reaction, Rea¢cdo em Cadeia da Polimerase
Primitive Neuroectodermal Tumor, Tumor Neuroectodérmico Primitivo
Phosphatidilinositol 3-kinase, Fosfatidilinositol 3-kinase

Sonic Hedgehog Signaling, Sinalizacao Celular via Sonic Hedgehog
Sistema Nervoso Central

Wnt Pathway, Sinalizagdo Celular via Wnt



Resumo

Meduloblastoma (MB) é um tumor infantil da fossa posterior com origem
neuroectodérmica, sendo o tumor do sistema nervoso central (SNC) mais comum
em criancas. A sobrevida dos pacientes melhorou ao longo dos ultimos 40 anos,
passando de 30% para quase 70% a 80% de sobrevida em 5 anos. Apesar disso, 0
intenso tratamento deixa efeitos cognitivos intensos, sendo necessaria a pesquisa
de alvos terapéuticos mais especificos. Evidéncias mostram que MB é um cancer
altamente heterogéneo, que ocorre durante o desenvolvimento do sistema nervoso
central, e que em alguns casos depende de vias de sinalizacdo utilizadas no
desenvolvimento normal. A hipotese de que alguns canceres possuem uma
populacdo de células tronco tumorais (CSC), células capazes de se auto-renovar e
ao mesmo tempo possuir a capacidade de divisdo assimétrica, parece ser
verdadeira em MB. Diversos estudos evidenciaram e caracterizaram estas células
em tumores. O objetivo deste trabalho é testar a influéncia da sinalizacdo do
peptideo liberador de gastrina (GRP) e seu receptor, o GRPR, na proliferacdo e
expansao de células tronco tumorais, ja que o GRPR foi identificado em outros tipos
de cénceres em processos de migragcado, proliferacdo e ativacdo de outras vias,
como Sonic Hedgehog. Neste trabalho, foi evidenciado que GRP é capaz de
aumentar o tamanho médio das esferas em condicdo de supresséo dos fatores de
crescimento EGF, FGF, indicando que esta via de sinalizagdo pode influenciar na
proliferacdo, expansao ou diferenciacdo de CSC, bem como que vias a jusante ao
receptor do EGF ou FGF poderiam ser compartilhadas com o GRPR, ja que no meio

suplementado com FGF e EGF, ndo houve aumento no tamanho das esferas.



Palavras-chave: Meduloblastoma, Peptideo Liberador de Gastrina, Células Tronco

Tumorais, Tumor do Sistema Nervoso Central, Meduloesfera, Cancer Infantil.



1. INTRODUCAO

1.1 Meduloblastoma

Meduloblastoma é o terceiro cancer mais comum do sistema nervoso central
(SNC), e é responséavel por 20% de todos os tumores do SNC (PUI et al., 2011). A
sua incidéncia é maior em criancas, e em adultos é considerado um tumor raro,
representando apenas 1% dos tumores do SNC em adultos (CHAN et al., 2011). A
sobrevida atual varia de acordo com o subtipo do MB, sendo que atualmente
apresenta uma sobrevida global de 70% a 80% em 5 anos, porém o seu prognostico
muda dependendo do perfil molecular, se a doenca é local ou metastatica e de
acordo com os achados histolégicos (AREF; CROUL, 2013). Houve uma melhora no
tratamento da doenca, nos cuidados paliativos e na estratificacdo do tumor, fato que
proporcionou uma melhora na sobrevida, que era de apenas 30% em 5 anos na
década de 70 (KOPELSON; LINGGOOD; KLEINMAN, 1983). MB apresentava uma
incidéncia de 0,79 casos a cada 100 mil individuos nos Estados Unidos no periodo
de 1973 a 2009, e ndo apresentou variacdo anual na incidéncia ao longo do tempo
(MCKEAN-COWDIN et al., 2013). No Brasil, em uma amostra de 103 pacientes com
tumores pediatricos, 38% apresentavam MB ou outro tumor neuroectodérmico
primitivo (PNET, do inglés primitive neuroectodermal tumor), e a taxa de sobrevida

em 5 anos foi de 50% para este grupo (ARAUJO et al., 2011).

MB é classificado em cinco grupos histoldgicos distintos, com diferenca no
prognostico e evolucao da doenca: Classico, Desmoplastico, Anaplasico, de grandes

células e com diferenciacdo miogénica e melanocitica, conforme ilustra a figura 1.



Destes, a variante anaplasica / grandes células apresenta o pior progndéstico, com

alto potencial de metéstases. (AREF; CROUL, 2013)

Classico Nodular (Desmoplastico) Anaplasico/Grandes células

Figura 1. Diferentes subtipos histolégicos de meduloblastoma. Nodular
(Desmoplastico) apresentam tipicamente uma correlacdo com ativacdo da via de
Sonic Hedgehog, e ocorre em maior propor¢cdo em adultos. Imagens obtidas do
MedScape.

A estratificacdo molecular do MB é essencial para predizer risco, e atualmente
€ consenso uma subdivisdo em 4 grupos: Wnt (Wingless), Sonic Hedgehog (SHH),
Grupo 3 e Grupo 4 (SCHROEDER; GURURANGAN, 2014; TAYLOR et al., 2012).
Enquanto Wnt e SHH possuem um melhor prognéstico, os grupos 3 e 4 estao
associados com um prognéstico ruim e diminuicdo da sobrevida em 5 anos para
50% a 60% (SCHROEDER; GURURANGAN, 2014), como demonstrado na figura 2.
No grupo 3, ocorre uma frequéncia maior de delecbes cromossdmicas e expressao
do oncogene Myc, grupo este que habitualmente tem o pior progndéstico e € mais
metastatico, bem como apresenta com maior frequéncia algumas alteracdes
citogenéticas com relagdo ao grupo 4, como a delecdo do cromossomo 5qg e 10q e
ganho da porcao 1qg. Além disso, o grupo 3 possui uma frequéncia maior de

histologia LCA (Tumor de grandes células anapldsico, do inglés, Large Cell

Anaplastic). Ja no grupo 4, a formagdo do isocromossomo 17q ocorre em 66% dos
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casos, contra 26% no grupo 3 e muito raramente nos grupos SHH e Wnt (KOOL et

al., 2012; TAYLOR et al., 2012).

Molecular Subgroups of Medulloblastoma
CONSENSUS WNT SHH Group 4
Cho (2010) c6 c3 C1/C5 C2/C4
Northcott (2010) WNT SHH Group C Group D
Kool (2008) A B E <D
Thompson (2006) B C,D EA A C
DEMOGRAPHICS é 3 S o K \I
,\m.c.m.,,\_ygt oof cethd 00 cooof
Gender: Q O gd:Q0Q dgad:QQ dgad:Q dd:Q
CLINICAL FEATURES
Histology classic, rarely LCA dcsmoltpl.)w(l.’(n:dubv. classic, LCA classic, LCA
g classic,
Metastasis rarely M+ uncommonly M+ very frequently M+ frequently M+
Proanosis very good infants good, others poor intermediate
g intermediate
GENETICS 1p 1p
(k-'- 6 3o+ }S 74 “"}S sa 8 74 }‘ X 8
*IF M & 17g+
M “ |£ :;g. :a 18q+
o CTNNET mutation PTCH1/SMO/SUFU mutation il7q n7q
GLI2 amplification MYC amplification CDK6 amplification
GENE EXPRESSION MYCN amplification MYCN amplification
<_ L - - WNT signaling SHH signaling Photoreceptor/GABAergic || Neuronal/Glutamatergic
/‘y K MYC + AN MYCN + . MYC 444 W, \mmnm.\l MY(,"MY(NJ

Figura 2. Descricdo dos principais subgrupos moleculares do
meduloblastoma. Conforme definido em consenso na literatura. Ha uma definicédo
histologica, genética e de incidéncia conforme género e idade, bem como variacfes
na expressao génica de acordo com o subtipo molecular (llustracéo retirada de
TAYLOR et al., 2012). LCA: (Tumor de grandes células anaplasico, do inglés, Large
Cell Anaplastic)

MB €& um tumor primordial de origem neuroectodérmica, possivelmente
derivado das células granulares do cerebelo, sendo considerado altamente
indiferenciado, de alto grau, além de estar associado a um tratamento dificil e com
significativos impactos cognitivos na vida da crianca apés o tratamento. (BEHESTI;
MARINO, 2009; SUTTER et al., 2010). O surgimento do MB tem ligacdo com o
desenvolvimento do SNC (BARKER et al., 2010; SINGH et al.,, 2004), tanto que

recentemente foram encontradas células tronco que séo possivelmente as células
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gue dardo origem ao tumor (SUTTER et al., 2010), o que serd melhor discutido no

topico de células tronco tumorais.

Alguns estudos tém analisado vias de sinalizagcdo presentes no MB, que estdo
relacionadas com desenvolvimento neural e cerebelar e que apresentam-se ativadas
no tumor, tal como a sinalizacdo pelo SHH, para utiliza-las como potencial alvo

terapéutico (MILLE et al., 2014; REMKE et al., 2011).

Fica evidente que o MB é um cancer altamente heterogéneo, e que a sua
classificacdo tanto histologica como molecular € essencial para o progndéstico e

definicéo terapéutica.

1.2 Células tronco tumorais

Células tronco tumorais (CTT, do inglés Cancer Stem Cells, CSC) sdo uma
fracdo da massa tumoral que tem potencial de divisdo assimétrica, de auto-
renovacdo, de geracdo de metastases e de resisténcia a quimioterapicos
(MANORANJAN et al., 2013; SARVI et al., 2014). Atualmente ja foram descritas em
um grande nimero de tumores, como o0 de mama, pulmao e de colo uterino. As CTT
séo hipotizadas como as responsaveis pela manutencdo do tumor em funcéo de seu
potencial ilimitado de auto-renovacdo, enquanto que as demais células neoplésicas
apresentariam um potencial proliferativo limitado, embora répido, ou estdo
completamente diferenciadas e jaA ndo deteriam a capacidade proliferativa (FAN;
EBERHART, 2008; SINGH et al., 2003; SINGH et al., 2004). Evidéncias

experimentais indicam que MB segue essa hipotese. Células com caracteristica
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tronco tumoral foram as Unicas capazes de iniciar o tumor em camundongos nude
em um modelo xenografico, enquanto que a fracdo celular que néo continha os
marcadores para células tronco tumorais ndo apresentaram esta capacidade
(SINGH et al.,, 2004). As CTT, devido a capacidade de dar origem a tumores

xenograficos, também podem ser definidas como células iniciadoras de tumor.

Em um trabalho que tentava investigar a influéncia de genes em células
neuronais para a propensdao de desenvolvimento de tumores, Zheng e
colaboradores (2008) identificaram que inativacdo nos genes supressores de tumor
PTEN e P53 era suficiente para produzir, em modelo de rato, astrocitomas de alto
grau. Porém nédo havia uma especificidade do vetor viral para o tipo celular.
Posteriormente. Marino e colaboradores (2010) complementaram este trabalho
demonstrando que a fracdo celular que possuia esta capacidade eram,
surpreendentemente, as células tronco neurais (NSC, do inglés Neural Stem Cell), e
estas expressavam marcadores como CD133+, Sox2 e Bmil. Sd0 0s mesmos

marcadores muitas vezes vistos em CTT.

As CTTs em meduloblastoma tém sido identificadas pela presenca de
proteinas de membrana como CD133, CD44, Oct4, Nanog, Nestina e B-catenina
(SINGH et al., 2004; ZANINI et al., 2013), bem como pela capacidade de formar
esferas nao aderentes em culturas livres de soro fetal bovino (SFB) (ZANINI et al.,
2013). O ensaio de formacao de meduloesferas (MBS) é considerado valido para o
estudo de CSC in vitro, onde ZANINI e colaboradores (2013), mostraram que
linhagens de DAOY, UW-228 e ONS-76 apresentavam maiores niveis de

marcadores de stemness na MSA, como CD133, Sox2, B-catenina e Oct-4 em
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relacdo a monocamada, em proporcdes que variam com cada linhagem. Além disso,
as células CD133+ demonstraram ser mais resistentes a radioterapia que as CD133-

(BLAZEK; FOUTCH; MAKI, 2007).

Recentemente um estudo tentou buscar evidéncia de uma populacéo
heterogénea na massa tumoral, tanto em marcadores quanto em morfologia celular
e caracteristicas funcionais. Morrison e colaboradores separaram células Unicas de
MB (linhagem Daoy), e as cultivaram separadamente, acompanhando a migracéo de
cada populacdo em matriz tridimensional de coldgeno, onde foi observado que h&
uma grande variagdo na migracdo entre 0s grupos celulares, bem como na
morfologia das células em cultura. Neste estudo foi evidenciada diferencas nas
caracteristicas celulares nas células que apresentavam ou ndo os marcadores
CD133 e CD271. O marcador CD133 estava mais fortemente evidenciado em
células com capacidade migratéria, que quando isoladas tinham uma capacidade
muito maior de migrar no meio com colageno em relacdo a populacdo CD133
negativa. Neste estudo foi demonstrado também a presenca de um marcador para
auto-renovacgéo, o CD271, que apresentava uma maior expressao na populacdo de
células que mantinham as melhores condicdes de formar novas esferas no meio,
caracteristica descrita pelos autores como “auto-renovagdo” (MORRISON et al.,
2013). Este estudo fez a triagem de diversos marcadores de membrana, porém

marcadores intracelulares como Sox-2 e Oct4 ndo foram avaliados.

Em uma revisdo feita por Tam e Ng (2014), os autores colocam o fator de
transcricdo Sox2, como um dos principais determinantes na manutencdo da

stemness — e 0 descreve como ‘um mentor na origem do céncer”. Células que
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possuem O gene Ssox2 Sao capazes de iniciar o tumor e dar origem a
heterogeneidade tumoral, enquanto que a delecdo de Sox2 acarreta em uma

involucao do tumor (TAM; NG, 2014).

Vanner e colaboradores (2014) demonstraram que a inativacdo do receptor
Patchl, o qual torna a via SHH constitutivamente ativa (por parada na inibicao de
Smo), gera uma fracdo de células com baixa expressao de Sox2, e alta expressao
de genes de diferenciacdo neuronal. Esta fracdo foi capaz de gerar um
medulloblastoma anaplasico em camundongos imunodeprimidos, o que evidencia a
importancia de vias de sinalizacdo na formacéo deste tipo de cancer. Além disso,
células que apresentam Sox2 também apresentaram um passo de proliferacdo
menor, tanto em relacdo a outras células tumorais quanto as células normais

(VANNER et al., 2014).

CTTs parecem estar envolvidas na migracdo e metastase, além de
aumentarem sua propor¢ao quando tratadas com quimioterapico. Portanto, terapias
gue promovam a regulacédo da proliferacdo de CTTs ou a diferenciagdo neuronal

dessas células sdo potenciais recursos para tratamentos mais efetivos.

1.3 Peptideo Liberador de Gastrina e seu receptor GRPR

Peptideo Liberador de Gastrina (GRP - do inglés Gastrin-Releasing Peptide) é
um neuropeptideo enddégeno, homdlogo ao seu equivalente em anfibios, Bombesina.
O GRP esta localizado no cromossomo 18, e contém trés exons e dois introns

(ISCHIA et al., 2009). A transcricdo deste gene gera o pré-prO GRP, e este pode
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apresentar trés variacdes feitas por splicing alternativo descritas até o momento,
gerando peptideos com 148, 141 ou 144 aminoacidos (SAUSVILLE et al., 1986). O
pré-pro6GRP ¢é traduzido em um polipeptideo com 148 aminoacidos, sofre uma
remocgdo de 23 aminoacidos, o que forma o GRPi-125. Posteriormente, ocorre uma
clivagem no lado N-terminal nos aminoacidos 29-30, que sdo duas lisinas, para
produzir o peptideo composto pela fracdo C-terminal, proGRP31-125. Posteriromente,
uma reacdo de hidrdlise por uma carboxi-peptidase remove as duas lisinas da
posicdo 29-30 na fracdo N-terminal, descritas anteriormente, para produzir o GRP1-
27gy. Uma aminacao da metionina na porgéo C-terminal forma o0 GRP1-27amina, € uma
clivagem na arginina 17 deste peptideo 0 GRP1s-27amina (ISCHIA et al., 2009). ESte peptideo
GRP1is-27amina € 0 que foi utilizado neste estudo, como demonstrado na figura 3

(ISCHIA et al., 2009).

H—VaI—Pro—Leu—Pro—AIa—GIy—Gly—Glly

[
Thr—VaI—Leu—Thr—Lys—Met—Tyr—Plro
A'rg—GIy-Asn—His-Trp-AIa-Val—GIIy

Hlis—Leu—Met—NHQ
Figura 3. Esquema do peptideo liberador de gastrina (GRP). A ilustracdo mostra
a sua composicdo de 27 aminoacidos e sua aminacdo na porcdo C-terminal.
Imagem retirada da Sigma-Aldrich.

Evidéncias recentes demonstram a influéncia do GRP na neurogénese no
hipocampo de camundongos, e mostram que o knock-down do receptor deste
peptideo (GRPR) estimula a diferenciacdo neuronal (WALTON et al.,, 2014).
Considerando as evidéncia recentes, € possivel formular a hipotese de que alguma
via de sinalizacdo celular relacionada ao GRPR, possa ser um possivel alvo na

terapia contra o cancer. A expressdo de GRPR foi confirmada em linhagens
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celulares MB (SCHMIDT et al., 2010), e apesar de estudos iniciais demonstrarem
gue a modulacdo de GRPR néo influéncia na viabilidade destas células, ndo ha

nenhum estudo sobre a influéncia desse receptor em CTT de MB.

O ligante do GRP liga-se ao receptor GRPR, um receptor de membrana com
7 dominios transmembrana, que € acoplado aos membros heterodiméricos da
Proteina G, como os da familia Ggll e G12/13 (FRUCHT et al., 1992). Diversos
trabalhos demonstraram a capacidade deste receptor em ativar cascatas de
sinalizacao celular ligadas ao cancer, bem como sua atuagdo em outros processos
fisiologicos, como formacdo de memoria ao medo (ROESLER et al., 2014), a sua
influéncia em processos de inflamagéo e coceira (ANDOH et al., 2011; SUN; CHEN,
2007) e na quimiotaxia de neutrofilos (CZEPIELEWSKI et al., 2012). O receptor tem
como mensageiro secundario o AMP ciclico (CAMP), e através deste ativa diversos
nodos de sinalizag&o celular como a fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) (ISHOLA et al.,
2007) e leva a influxo de céalcio em neurbénios ou mesmo a liberacdo de calcio do
reticulo na formacdo de memoérias (ROESLER et al., 2006), desencadeando a
ativacdo de complexos calcio-dependentes intracelulares. Além disso, a
transativacdo de complexos GTPases Rho através de receptores acoplados a
Proteina G foi relacionada a processos mitogénicos. Foi demonstrada a ativacao da
Ga13 através da estimulagdo com GRP pela via PDZ-RhoGEF (PDZ), por sua vez
ativa RhoA/ROCK (PATEL, M. et al., 2014). Esta via (Rho) foi capaz de aumentar a
capacidade de migracdo em células de cancer de colo uterino através do aumento

dos niveis de Ciclooxigenase-2 (Cox-2).
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O receptor GRPR foi descrito também em uma via de ativacdo da sinalizacao
SHH por crosstalk através da ativacdo de transcricdo do ligante hedgehog em
cancer de pulmdo de pequenas células (CASTELLONE et al.,, 2014). Foi
demonstrado que a proteina G acoplada ao receptor GRPR, nas subunidades Gaq e
Ga12/13, ativa a GTPase Rho, sendo que esta comunica ao NFkB (YE, 2001) a
ativacao da transcricdo do gene hedgehog, o qual inibindo o receptor Patch, deixa
de inibir Smo e como destino final ativa a via SHH, que atua em um sistema

autocrino e pardcrino.

paracrine
signalin
autocrine @ 9 9

signaling

3 j——— Cyclopamine

Proliferation
Survival
Invasion

IkBaM

Figura 4. Modelo de ativacdo do NF-kB pela sinalizacdo por GRP e seu receptor
GRPR. Neste exemplo, feito por Castellone e colaboradores (2014), é demonstrado

como o receptor acoplado a proteina G GRPR pode ativar o fator de transcricdo NF-
KB. (Imagem retirada de CASTELLONE et al., 2014)

Um trabalho feito por LI e colaboradores em 2010, com linhagens de células
de carcinoma hepatocelular demonstrou a presenca de GRP e GRPR, nestas

células, e constatou que ha um aumento da proliferacdo tanto em células HepG2
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guanto em MHCC97H em concentragcdes que atingiram um plateau na proliferacéo
em 100 nM de GRP. De acordo com os autores, que trabalharam sob condi¢cdo de
supresséo de SFB, o efeito do GRP estaria relacionado a ativagdo da via ERK, pela
fato de ocorrer um aumento na fosforilagdo de ERK na presenca de GRP. ERK é
uma proteina da via de sinalizacdo das MAPK, que habitualmente esta a jusante do
receptor tirosina quinase EGFR, e apresentou-se mais fosforilada na condicdo de
tratamento com GRP 100 nM em relagcdo ao controle, indicando que a sinalizacao
por GRPR pode estimular vias atuantes na proliferacéo, invasado e metastase. (LI et

al., 2010).

Fica evidente portanto a importancia do estudo do GRPR e seu ligante nos
diversos tipos de canceres que o expressam, tanto para entender a biologia tumoral,
guanto para predizer novos alvos terapéuticos, tanto em monoterapia ou em
adjuvancia. Outro beneficio do entendimento da biologia tumoral, € o novo conceito
de letalidade sintética (MCLORNAN; LIST; MUFTI, 2014), cujo racional € ter como
alvo duas vias importantes para a manutencao celular, que de modo ao atingi-las, o
impacto seria tdo grande que levaria & morte celular. Um exemplo é o conceito do
uso de inibidores de PARP para atingir células que possuem o reparo de DNA
defeituoso, o que leva a um efeito cumulativo de dano ao DNA que tera por fim a

morte celular (AUDEH, 2014).

A importancia deste entendimento permite criar estratégias inteligentes para a
terapia contra o cancer, e propicia, por exemplo, utilizar um anticorpo anti-receptor

conjugado a um quimioterapico ou a um mRNA, para dar mais especificidade a
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terapia e diminuir os efeitos colaterais da doenca, que ja sdo tdo intensos e

devastadores.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho visa entender qual a resposta e fungéo da via de sinalizagédo do
GRP e GRPR na proliferacdo e expansdo de células tronco tumorais de

medulloblastoma.

Obijetivos especificos:

- Avaliar a expressdo de mRNA do marcador de célula tronco tumoral Sox2 por
meio da técnica de transcriptase reversa — reacdo em cadeira da polimerase
(RT-PCR) em esferas tratadas ou ndo com GRP e RC-3095, o antagonista do

receptor do GRP;

- Avaliar os efeitos do GRP e do antagonista do seu receptor, o RC-3095 na
proliferacdo e expansao de células tronco tumorais da linhagem celular D283

de meduloblatoma.
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3. TRABALHO EXPERIMENTAL NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Pesquisa em
Céancer (LaPesc) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob orientagdo de Rafael
Roesler durante o periodo de julho de 2014 a dezembro do mesmo ano.

Apoio financeiro: HCPA, INCT-TM, ICI-RS e CNPq.

A revista escolhida foi a Journal of Molecular Neuroscience, pois ela visa
entender a funcdo do SNC com énfase a clinica, bem como divulgar avangos na
ciéncia basica. Estes, portanto, foram os critérios de escolha da revista.

Fator de impacto (2013): 2,757
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Abstract

Medulloblastoma (MB) is a highly undifferentiated solid tumor, often featuring
remarkable cellular heterogeneity and the association with neural development.
Cancer stem cell (CSC) is a model that is important for tumor initiation, progression
and resistance to treatment, and studies have showed CSC characteristics in MB
samples and cell lines. GRP receptor (GRPR) plays an important role in many cancer
types, but few studies aimed at the understanding of its function in medulloblastoma.
The aim of this study is to test the influence of gastrin-releasing peptide (GRP) in the
maintenance of CSC. To do this, we used a cancer stem cell-enrichment model,
defined as medullospheres formation assay (MSA), to select and expand the CSC
population, that we found to be Sox2 positive. Also, sphere morphometric analysis
was performed to evaluate the growth of medullospheres (MBS), and we found that
GRP increased significantly the Sox2+ MBS size under the depletion of growth
factors EGF and FGF in the MSA. So far, we sought a better understanding of the
role of GRP in MB, as well to find new potential therapies targets or risk factors for

the disease.

Keywords: Medulloblastoma, Gastrin-releasing peptide, Cancer stem cells, Brain

tumor, Medullosphere, Childhood cancer.
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Introduction

Medulloblastoma is a primitive neuroectodermal tumor with origins in the
cerebellum, probably derived from brain progenitors during inter or post-neural
development (Singh et al., 2003; Marshall et al., 2014). MB is more frequent in
children, and the incidence ranges from a double peak in age 3 to 4 and 7 to 8
(GIORDANA et al., 1999). During the past four decades, significant improvement has
been made to increase global survival and diminish disease burden, and such efforts
increased the survival in 5 years from around 40% in 1970 decade (Kopelson et al.,
1983) to 70% to 80% in 2013 (Aref; Croul, 2013). This was possible due to more
efficient chemotherapy protocols, craniospinal radiotherapy and adjuvant care.
Despite the improvement, MB still has a harsh prognostic, especially considering the
cognitive impairments resulting from the intensive treatment (Gerber et al., 2014).
Currently is consensus the stratification of MB into four molecular subgroups: Sonic
Hedgehog (SHH), Wnt (Wingless), Group 3 and Group 4. Each group predict
prognosis, potential of metastasis and are age-dependent (Taylor et al., 2012).

Gastrin-Releasing Peptide is a small peptide, with a role in a multitude of
physiological process, such as memory consolidation (Roesler et al., 2006) ,
neuronal differentiation (Walton et al., 2014), neutrophil chemotaxis (Czepielewski
al., 2012), and in cancer, GRP has been found to promote proliferation, enhance
cancer cell migration and cell cycle progression (Patel; Shulkes; Baldwin, 2006,
Ishola et al., 2007). Beyond that, its receptor GRPR, that is coupled to the G protein,
has been found to crosstalk with Sonic hedgehog (Shh) signaling through
transcriptional activation of Patch’s ligand hedgehog in small cell lung carcinoma

(Castellone et al., 2014). In neuroblastoma, GRP receptor downregulated PTEN, an
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inhibitor of PI3K (Ishola et al., 2007), which is an important pathway in cancer due to
phosphorylation of its downstream Akt and activation of genes that are related to cell
cycle progression and inhibition of apoptosis (Liang; Slingerland, 2003).

Our group has previously demonstrated the presence of GRPR in D283 cell line, but
there was no difference in the viability when MB cell lines were treated with the
agonist of the receptor, GRP. Although the result did not show difference, the
importance of the receptor in other cancers indicate that the influence of this
signaling in MB requires more investigation (Schmidt et al., 2010).

MB has a well-characterized population of Cancer Stem Cells (CSC) (Fan;
Eberhardt, 2008; Manoranjan et al., 2013). CSC are hypothesized to be the cancer
initiating cells, due to the capability to initiate xenographic tumors in NOD/SCID (non-
obese diabetic, severe combined immunodeficient) mice (Singh et al., 2003).
Furthermore, in a medulloblastoma-induced model, the neural stem cells (NSCs)
derived population presented markers for CSC, such as Sox2 and Nestin, whereas
the cancer population derived from granule cell layer did not present these markers.
The NSC-derived cells were able to generate MB in mice in quantities as few as 100
cells, and when comparing to granule cells, the tumor burden was more significant
(Sutter et al., 2010). Sutter (2010) also showed that Sox2 expression in MB lead to a
decrease in disease-free survival, when comparing to the patients who are Sox2
negative.

Beyond that, Sox2 cells demonstrated lower proliferative capacity, increased
resistance to anti-mitotic therapy, with Sox2 population being enriched after that, and
also could drive MB progression by stimulating SHH  subgroup proliferation

(VANNER et al., 2014). Besides, a recent study showed differences in CSC markers
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for migration and stemness. While CD133+ cells had higher migration capabilities,
CD271 was endowed with self-renewing characteristics. (Morrison et al., 2013).
Considering the potential harm that CSC may have, and the evidences showing
that GRP and its receptor might be linked to pathways that drive cancer progression,
our aim with this study was to better understand the function of GRP in CSC, as well
to track for evidences that allow the creation of more specific therapies that can

target these cells.
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Materials and Methods
Cell culture

D283 cell line was purchased from ATCC — American Type Culture Collection
(Rockville, USA). D283 cell line was cultured in Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Low (DMEM/Low, Gibco, Grand Island, USA) containing 10% Fetal Bovine
Serum (SBF, Gibco, BRL), 1% Penicillin-Streptomycin (Gibco, BRL) and 1%
Fungizone (Gibco, BRL) in T25 flasks (TPP, Switzerland). The cells were maintained

in 5% CO2 at 37°C.

Medullosphere formation assay (MSA)

This method was described previously by (Nor et al., 2013) with small
modifications. When reaching a confluence higher than 80% in monolayer, cells were
trypsinized and maintained in serum-free DMEM/F12, 1% Penicillin-Streptomycin,
0,1% Fungizone, 20 ng/mL Epidermal Growth Factor (EGF, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), 20 ng/mL basic Fibroblast Growth Factor (bFGF, Sigma-Aldrich), 1X B27
(Gibco, BRL), 1X N-2 supplement liquid (Life Technologies, USA), 50 ug/mL of
bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) and plated in 96 well plate (TPP,
Switzerland), at 1x102 cells/mL with FGF/EGF supplementation or in the privation of
these factors. Cells were kept at 37°C for 5 days or until optimal sphere growth was
observed. New medium was added at day three, or when there was signals of
acidification. Each experiment was repeated at least three times. Spheres that

contained more than seven visible cells were counted.

Reverse transcriptase - polymerase chain reaction (RT-PCR)
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To perform RNA extraction, we maintained 1x10* D283 cells/mL in 12 well plate,
(TPP, Switzerland) for 5 days as a MSA, otherwise until the sphere formation was
optimum for extraction. Cells were kept at 37°C and CO2 at 5%. In order to
demonstrate that our cells express the markers for CSC, we isolate RNA through
Trizol (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s instruction.
RNA was quantified using Nanodrop (Thermo-Scientific, Waltham USA). To obtain
higher yields of pure RNA, we performed RQ1l RNase-Free DNase protocol
(Promega, Fitchburg, USA), according to the manufacturer’s protocol, followed by
SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Promega, Fitchburg, USA)
to obtain cDNA. PCR was performed under optimal conditions for each primer, with
GoTag Green Master Mix (Promega, Fitchburg, USA), starting with a first cycle of 5
minutes at 94 °C, as requested in manufacturer’s protocol, followed by 32 cycles of
the sequence: denaturation at 95°C for 60s, annealing at the optimum temperature
for each primer (at ~60°C) for 40s, and an extension at 72°C for 40s, followed by a
final extension at 72°C for 5 minutes. The amplified fragments were separated in 1%
agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide. The primers were
bought by IDT (Coralville, USA) and the sequences are: 3-actin Forward 5° AAA CTG
GAA CGG TGA AGG TG 3, B-actin Reverse 5 AGA GAA GTG GGG TGG CTT TT
3; Sox2 Forward 5 ACACCAATCCCATCCACACT 3, Reverse 5’

GCAAACTTCCTGCAAAGCTC 3.

Medullosphere morphometric analysis and statistics
To evaluate medullosphere (MBS) volume size, we used ImageJ software. Spheres
that presented more than seven cells were counted, using an ImageJ contrast

threshold. We defined the relation pixel per uM using as pattern a bar generated by
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the microscope Olympus IX71 software, ensuring that all samples have the same
scale. Data is shown as mean + standard error of the mean (SEM). Differences
between mean values were evaluated by one-way analysis of variance followed by
Tukey post hoc tests when appropriate. In all comparisons, P<0.05 was considered

to indicate statistical significance.

Oncogene databank analysis

In order to have a preliminary notion about the expression of GRPR, we first
assessed Oncogene databank and checked for the comparison between the GRPR
transcription in cancer versus cancer condition, and also the differences between
cancer and normal cerebellum tissue. The mRNA expression profile provided by
Oncogene databank was generated in a microarray Affymetrix platform. The data
source analyzed was identified as Ramaswamy Multi-Cancer Statistics and Pomeroy

Brain Statistics.
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Results

Tumor databank Oncogene shows higher expression of GRPR in
medulloblastoma rather than in other brain tumors

We analyzed the relative expression of the GRPR mRNA by RNA microarray data
provided by Oncogene. The relative expression of GRPR was higher in MB (Figure 1)
when compared to other tumors. Some samples of MB showed higher expression of
GRPR even when compared with another CNS cancer, glioblastoma, and also in
comparison to lung adenocarcinoma. In addition, when comparing to the normal
tissue of cerebellum, some types of medulloblastoma showed a relative increase in

the expression of GRPR (Figure 2).

D283 medullospheres show transcription factor Sox2 as a CSC marker

The expression of Sox2 in MBS was analyzed in comparison to a control of 3-actin.
In figure 3, we show that our model of CSC population have the CSC marker Sox2, in
either MBS or MBS treated with 100 nM GRP group (LI et al., 2010). The expression
of Sox2 indicates that our model of CSC is consistent to the literature, and can stand

as an assay to test our treatment.

GRP does not increase the number of medullospheres

The effect of GRPR ligand, GRP, and its antagonist RC-3095 was investigated.
Figure 4 shows that GRP at a concentration of 100 nM does not increase the relative
number of medullospheres when compared to the control. We also tested the
hypothesis that MBS might have an autocrine signaling, and this does not seems to

be true, because in the group with 500 nM RC-3095 we did not find significant
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changes in sphere number. This group had the supplementation of FGF and EGF. In
figure 5, we also compared sphere number, but under privation of the growth factors

FGF and EGF, and also no difference was found in the GRP and RC-3095 groups.

GRP increases medullosphere size in the lack of EGF and FGF growth factors

In order to check if there is any effect on the average size of medullosphere, we
performed a MSA for 5 days under the FGF/EGF growth factor supplementation or in
privation of them. In figure 6, we supplemented the medium with FGF/EGF and no
significant size difference was observed between the control group, GRP 100 nM and
RC-3095 500 nM. RC-3095 was used in order to check if MBS are secreting GRP, as
a autocrine signaling, but no significant change between this group and the control
was observed. In figure 7, we cultured MBS under privation of EGF and FGF, and
surprisingly we found that GRP, under this condition, can increased sphere volume
size. Again, no significant difference among the 500 nM RC-3095 group and the
control was observed. The representative images are showed in figure 8.

The increase in MBS size in the privation of EGF and FGF indicates that some
downstream of EGF or FGF receptor may crosstalk with the downstream of GRPR.
Previous evidences of the interaction between GRPR and a downstream of ERK
pathway have been described in hepatocellular carcinoma (Li et al., 2010), which is a
common node of both pathways.

We can also see an increase in the frequency of bigger MBS in the treatment with
GRP (Figure 9E) when comparing to control (Figure 9D), indicating that some
downstream pathway of GRPR can act increasing the volume size of MBS. It is not

possible to see this difference is MBS size in the group with FGF/EGF
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supplementation when comparing GRP (Figure 9B) to the control group (Figure 9A),

with a similar plot profile among these groups.



33

Discussion

GRP and GRPR play an important role in many cancer types, so refined strategies
are being tested to target and investigate this signaling pathway (Sioud; Mobergslien,
2012). Although previous studies were made to understand GRPR signaling in MB
(Schmidt et al., 2010), little is known about the effect of GRPR in CSC. MB presents
itself as a highly heterogeneous tumor, with many types of cells that show different
morphology and have a variety of responses that differ from each protein expression
profile (Morrison et al., 2013). Our study shows that GRP can increase MBS size
only under depletion of growth factors FGF and EGF in medulloblastoma CSC. It is
still unknown if gastrin-releasing peptide can enhance CSC self-renewal and
proliferation or if it stimulates the differentiation of these cells into cells that possess
higher proliferative capacity to then, increase MBS size.

A previous study showed that stimulation GRPR with its agonist GRP can induce
ERK phosphorylation in hepatocellular carcinoma (Li et al., 2010), which is a
downstream of EGF, and this may be the reason to the lack of response to GRP in
the supplemented medium with EGF and FGF.

We did not find any response to the RC-3095 treatment in either group, so the
hypothesis of MB CSC having GRP as an autocrine signaling did not appear to be
right. So far, another group showed that glioblastoma cultured as monolayer does not
alter its proliferation when treated with GRPR antagonist RC-3095, so it does not
seems credible that GRP-GRPR function as an autocrine signaling (Kiaris et al.,

1999).
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For the future, is it necessary to clarify which pathway is driving the increase in
MBS size, and if it is involved with CSC differentiation, generating a population that

replicates faster, or if it directly increases CSC proliferation.
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Figures Caption

Fig 1. GRPR expression in several cancer types. The GRP receptor expression is
higher in medulloblastoma in comparison to other cancer types, even to others
central nervous system cancers, like glioblastoma. In this image, generated from
Oncogene databank, was used an Affymetrix HumanGeneFL Array, Hu35KsubA

platform to verify the mRNA expression of several primary cancer samples.

Fig. 2. GRPR expression compared to the cerebellum normal tissue. The GRPR
expression is increased in some MB samples in relation to the cerebellum normal
tissue. The image shows the receptor being expressed in MB while in others CNS
cancers like glioma and PNET, GRPR has a low expression profile. In this image,
generated from Oncogene databank, was used a Affymetrix HumanGeneFL Array
platform to verify the mRNA expression of several primary cancer samples compared

to a normal cerebellum tissue.

Fig. 3 RT-PCR shows the expression of sox2 in both MBS and MBS treated with
GRP 100 nM. MSA in the presence of EGF and FGF was performed as described
previously, and cDNA was analyzed by RT-PCR. The PCR product size was 190
base pair (bp) for B-actin and 224 bp for Sox2.

Fig. 4 GRP does not increases medullosphere number in FGF/EGF supplemented
medium. 1x1073 cells/well were plated in serum-free DMEM-F12 medium with
FGF/EGF supplementation, and in the presence of GRPR agonist (GRP) or with
GRPR antagonist RC-3095. No difference was found between the groups. (mean
+SEM)

Fig. 5 GRP does not increases medullosphere number in FGF/EGF free medium.
1x10"3 cells/well were plated in DMEM-F12 medium without FGF/EGF
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supplementation, and in the presence of 100 nM GRPR agonist (GRP) or with 500
nM GRPR antagonist RC-3095. (mean +SEM)

Fig. 6 GRP does not increases medullosphere size in FGF/EGF supplemented
medium. 1x10"3 cells/well were plated in DMEM-F12 medium with FGF/EGF
supplementation, and in the presence of 100 nM GRPR agonist (GRP) or with 500
nM GRPR antagonist RC-3095. (mean +SEM)

Fig. 7 GRP increases medullosphere size in FGF/EGF free medium. 1x1073
cells/well were plated in DMEM-F12 medium with or without FGF/EGF
supplementation, and in the presence of GRPR agonist (GRP) or with GRPR
antagonist RC-3095. Significant difference was found between the control group and
GRP 100 nM. (mean +SEM; *. P=<0,038)

Fig. 8 Representative photomicrograph of the MBS at 100x magniture. Groups A-C
were supplemented with FGF/EGF or deprived of EGF/FGF, groups D-F. Groups B
and E were treated with 100 nM GRP, whereas groups C-F were treated with 500nM
RC-3095. The scale bar representes 500 nM.

Fig. 9 Distribution of medullospheres according to their size. It is possible to see that
GRP 100 nM can increase MBS size in the FGF/EGF deprived medium (E) when
comparing to control, but this does not happens when the medium was
supplemented with EGF/FGF. This indicated that the GRPR downstream action
might be related to the downstream signaling of FGF or EGF.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do GRP na proliferacdo e
expansdo de CSC, bem como se havia alguma sinalizacdo autdcrina entre o GRP e

0 GRPR, através da utilizacdo do inibidor do receptor RC-3095.

Considerando que a influéncia desta sinalizagcéo j& esta descrita em diversos
tipos de tumores, e muitos estudos mostram que esta sinalizacdo € importante e se
comunica com diversos nodos envolvidos na tumorigénese, o estudo do desta via
pode indicar novos alvos terapéuticos, bem como fornecer novas informacdes sobre

mecanismos envolvidos na biologia tumoral.

Este trabalho mostrou que o GRP aumenta significativamente o tamanho das
meduloesferas na condicdo de auséncia de EGF e FGF. Isto mostra que tanto o
GRP influencia na expansao ou diferenciacédo de células tronco tumorais, bem como
gue alguma via downstream ao FGF e EGF pode estar envolvida nesta sinalizacao,
j& que ndo houve resposta do GRP na condicdo de suplementacdo com estes

fatores.

Identificamos também que as MBS expressam Sox2, um marcador de CSC
que estad ligado a indiferenciagdo celular e cuja expressdo est4d presente em
progenitores neurais. Este dado indica que o modelo de meduloesferas é valido, e
gue estas células representam uma populacdo com caracteristica de CSC, de

acordo com o que vem sendo descrito na literatura.
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Os resultados apresentados neste trabalho sao preliminares, e mais estudos
sdo necessarios para complementa-lo. Por exemplo, realizar o know-down do
receptor e inibir as vias de sinalizagdo como a ERK ou PI3K, que sdo vias
downstream do receptor GRPR, poderdo no futuro servir como estratégias viaveis
para melhor compreender a funcédo deste receptor. A superexpressdo de GRPR
tanto em MB quanto em fibroblastos para avaliar proliferacdo e diferenciacdo
também seriam estratégias interessantes no futuro. Caracterizar como ocorre este
aumento no volume das esferas, bem como por qual via o receptor GRPR esta

atuando, sera necessario para elucidar a influéncia deste receptor em MB.
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