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RESUMO

Soares LC. Estudo do papel de RSK na sinalizagao celular em
glioblastoma. Sdo Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Os astrocitomas sdo neoplasias primarias do Sistema Nervoso Central,
graduadas de | a IV com base em critérios clinicos e histologicos. O
astrocitoma de grau IV, também denominado glioblastoma, é o tipo mais
comum e agressivo dos tumores gliais e apresenta baixa resposta a agentes
quimioterapicos. Em glioblastomas, mutacbes e superexpressao dos
receptores de fatores de crescimento podem levar a ativacdo desregulada
da via das proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK). A via de
MAPK é ativadora direta da cinase RSK, que esta envolvida com diversos
processos celulares. Apesar desta proteina ter sido estudada em diferentes
tipos tumorais, sua participagcdo em glioblastomas nunca foi avaliada. Dessa
maneira, este trabalho tem como objetivo analisar o envolvimento de RSK
em glioblastoma, e observar a participagdo dessa proteina em processos
como proliferacdo e senescéncia celular. Inicialmente, observou-se que a
regulacdo dessa proteina ocorre principalmente na tradugdo ou através de
modificagdes pos-traducionais em linhagens celulares de glioblastoma.
Utilizando células nocaute para RSK1 e/ou RSK2 obtidas pela metodologia
CRISPR/Cas9, pbdde-se constatar o envolvimento desta proteina na
proliferacdo celular. Além disso, a possivel relagdo entre RSK e a
senescéncia celular induzida pela perda de PTEN foi demonstrada em
células ndo transformadas, utilizando siRNA e inibidores quimicos de RSK.
Pbode-se, também, observar que inibidores de RSK comumente utilizados na
literatura possuem efeitos inespecificos que podem levar a interpretacdes
errdneas sobre as funcdes de RSK. Adicionalmente, foi demonstrado que o

melhor alvo para acessar a atividade de RSK é a proteina TSC2 (Ser1798).



SUMMARY

Soares LC. [Study of the role of RSK in cell signaling in glioblastoma].
Sao Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacédo Anténio Prudente].

Astrocytomas are primary Central Nervous System tumors graded from | to
IV based on histological and clinical criteria. The grade IV astrocytoma, also
known as glioblastoma, is the most common and aggressive of glial tumors
and presents low response to chemotherapeutic agents. In glioblastomas,
mutations and overexpression of growth factor receptors can lead to the
upregulated activation of the mitogen-activated protein kinases pathways
(MAPK). MAPK pathway is the major activator of the p90 ribosomal S6
kinase (RSK), which is involved in many cellular processes. RSK involvement
has been performed in several tumor types; however it has never been
studied in glioblastomas. Thus, this work aimed to analyze the involvement of
RSK in glioblastoma. Firstily, it was observed that the regulation of this
protein occurs mainly at translational level or by pos-tranistional control in
glioblastoma cell lines. Using RSK1 and/or RSK2 knockout cells obtained by
the CRISPR/Cas9 methodology, it was found the involvement of this protein
on cell proliferation. Furthermore, the possible relationship between RSK and
cellular senescence induced by PTEN loss has been demonstrated in
untransformed cells by using siRNA and chemical RSK inhibitors.
Additionally, it also was observed that RKS inhibitors commonly used in the
literature have unspecific effects that can lead to wrongful conclusions about
the true functions of RSKs. It was also demonstrated that the best target to
access the RSK activity is the TSC2 protein (Ser1798).
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1 INTRODUGAO

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), apesar de possuirem
uma incidéncia relativamente baixa, sdo de alta malignidade e impdem aos
individuos acometidos um tempo de sobrevida baixo (VAN MEIR et al.
2010). Sao considerados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o 14°
tipo tumoral mais frequente em homens e o 15° mais frequente em
mulheres, tendo sido esperada para 2015 uma mortalidade de 114.347
homens e 88.849 mulheres (FERLAY et al. 2013). Segundo dados do
Ministério da Saude (2014), a estimativa de incidéncia de tumores do SNC
no Brasil em 2014 foi 5,07 casos novos a cada 100 mil homens e 4,05 a
cada 100 mil mulheres.

Esses tumores podem aparecer em varias partes do SNC, sendo a
maioria com origem no cérebro, NnOs nervos cranianos ou nas meninges. As
formas mais frequentes desse tipo tumoral sdo os gliomas, que representam
cerca de 40% a 60% dos tumores de SNC, e originam-se a partir da
transformacdo maligna de células da glia. As células da glia, no contexto
fisioloégico, sdo responsaveis por fornecer nutrientes, oxigénio e suporte
mecanico ao tecido nervoso, promovendo a manuten¢ao do microambiente
adequado aos neurdnios (JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004). Inicialmente,
pressupunha-se que os gliomas surgissem a partir de células maduras do
cérebro, que, através de mutagoes, se desdiferenciavam (AGNIHOTRI et al.

2013). No entanto, novos estudos apontam que esse tumor evolui a partir de



células-tronco neurais que sofreram transformagcdo durante o
desenvolvimento (STILES e ROWITCH 2008).

Dependendo da célula de origem glial, os gliomas podem ser
classificados em astrocitomas (derivados de astrdcitos); oligodendrogliomas
(derivados de oligodendrécitos); ependimomas (derivados de células
ependimarias); ou tumores gliais mistos (derivados de mais de um tipo
celular). Os astrocitomas podem ser classificados em graus | a IV, conforme
quatro caracteristicas histolégicas: aumento do numero de células, mitoses,

proliferacdo endotelial e necrose (LOUIS et al. 2007).

1.1 GLIOBLASTOMA

O astrocitoma grau IV, também conhecido como glioblastoma,
anteriormente denominado Glioblastoma Multiforme ou GBM, & considerado
0 mais comum dos gliomas e de pior prognostico, e caracterizado
histologicamente pela presengca de areas de proliferagdo microvascular,
necrose ou ambos. Os glioblastomas sdo responsaveis por 50%-60% dos
tumores astrocitarios. Acometem mais homens que mulheres (razdo de
1,58:1), sdo mais comuns na populagdo caucasiana em relagdo aos
afrodescendentes (razdo de 2:1) (OSTROM et al. 2013).

A terapia padréo para esses tumores envolve a ressecgao cirurgica
(extracdo do tumor), quando possivel, seguida de radioterapia e
quimioterapia adjuvante com temozolamida (Temodal) (STUPP et al. 2005).

Glioblastomas ndo podem ser completamente eliminados cirurgicamente



devido a sua natureza infiltrativa. Dessa maneira, a importancia da cirurgia
em prolongar a sobrevida € modesta, sendo a radioterapia o pilar do
tratamento para esses tumores, capaz de aumentar a sobrevida de
pacientes para uma média de 13 meses (SCOTT et al. 2011). Apesar do
tratamento, quase todos os glioblastomas apresentam recorréncia. O tempo
médio de progressao, apds o tratamento com radioterapia e temozolamida, é
de 6,9 meses e a utilidade de radioterapia e da quimioterapia convencional
para glioblastomas recidivantes é controversa. Apenas 3%-5% dos
pacientes acometidos por glioblastomas sobrevivem por mais de trés anos
apos a cirurgia, e sao considerados sobreviventes de longo prazo (KREX et
al. 2007).

Os glioblastomas podem ser separados em dois subtipos principais
de acordo com a forma de surgimento e evolugdo do tumor, os quais
possuem diferencas biolégicas e genéticas (OHGAKI e KLEIHUES 2013). O
glioblastoma primario é a forma mais comum da doenca (90% dos casos),
apresenta caracteristica muito agressiva e ocorre ‘de novo’ tipicamente em
pacientes com mais de 50 anos de idade. No entanto, 10% do total de casos
de glioblastoma tém inicio em pacientes mais jovens na forma de
astrocitomas de baixo grau ou anaplasicos, e se transformam ao longo de
um periodo de varios anos em tumores conhecidos como glioblastomas
secundarios.  Glioblastomas primarios e secundarios possuem
caracteristicas morfologicas semelhantes, mas podem ser identificados

histologicamente através de areas de astrocitoma de baixo grau. (Figura 1).



Uma alteragao importante, que pode ser utilizada para a classificagao
de glioblastomas como primario ou secundario, foi descrita por PARSONS et
al. (2008). Essa alteragao consiste na mutagao dos genes IDH1 e IDH2, que
ocorrem frequentemente em glioblastomas secundarios (>80%) e sao muito
raras em glioblastomas primarios (6%) (BALSS et al. 2008; YAN et al. 2009).
Essas mutagbes sdo comuns em gliomas de baixo grau, assim como podem
ocorrer em células precursoras comuns entre glioblastomas secundarios e
tumores oligodendrogliais (Figura 1). As mutag¢des que ocorrem s&o pontuais
(troca de arginina por uma histidina na posi¢cao 132 em IDH1 e 172 em
IDH2), e levam a perda de fungdo normal da enzima codificada, isocitrato
desidrogenase. A enzima fica incapaz de converter isocitrato em o-
cetoglutarato, e inicia a formacdo de R(-)-2-hidroxi-glutarato (2HG), que
pode ser considerado um oncometabdlito (DANG et al. 2009). A presenca
desse oncometabdlito causa a inibicdo da prolil-hidroxilagdo do fator
transcricional HIF-1, resultando em superexpressao de seus genes alvos
(ZHAO et al. 2009). Essas alteragbes contribuem para a adaptagdo dos
tumores ao ambiente anaerdbico, além de estimular o processo de
angiogénese, contribuindo para a malignidade do tumor (SASAKI et al.

2012).
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Fonte: Adaptado de OHGAKI e KLEIHUES (2013).
Figura 1 - Formacao de glioblastomas primarios e secundarios. O glioblastoma

primario ocorre em 90% dos casos e progride em um intervalo de tempo de 3-6 meses em
pacientes com idade média de 62 anos de idade. O glioblastoma secundario ocorre em 10%
em pacientes, os quais tém idade média de 45 anos de idade, progredindo de astrocitomas
de baixo grau ou anaplasicos durante um intervalo de tempo de varios anos. A mutagdo em

IDH1 é um evento comum em glioblastomas secundarios.

Estudos recentes tém fornecido descobertas interessantes sobre as
vias moleculares envolvidas no processo de tumorigénese desse tipo
tumoral. As principais alteragbes moleculares encontradas englobam a
ativacdo da sinalizacdo de sintese proteica e a inativagcado de sinais proé-
apoptéticos (Figura 2). De acordo com o TCGA (2012) ocorrem amplificagéo
e superexpressao dos receptores tirosina-cinase, como o de EGF e o de
PDGF. Também ocorre a delecédo de supressores de tumor, como CDKNZ2A,
que inibe o ciclo celular, e a fosfatase PTEN, regulador negativo de PI3K.

Além disso, mutacdes e superexpressao dos receptores de fatores de



crescimento em glioblastomas podem levar a ativagdo desregulada de
diversas vias de sinalizacdo, como a via das proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPK) e de PI3K/AKT. As vias de MAPK e PI3K/AKT regulam
coordenadamente diversas atividades celulares desde expressao génica,
mitose, metabolismo, motilidade, sobrevivéncia, apoptose e diferenciacao.
Outro evento importante em glioblastomas € a inativagao dos genes tumor
supressor TP53 e RB, que participam do controle do ciclo celular, e de

processos como senescéncia e apoptose.
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Fonte: Adaptado de The Cancer Genome Atlas Research Network (2012).
Figura 2 - Principais alteragcbes moleculares em glioblastomas. Dentre as

principais alteragbes encontradas em glioblastomas, 90% dos tumores apresentam
mutagdes/amplificacdes de receptores de membrana que participam das vias de AKT e
MAPK, envolvidas com a sintese proteica. Também podem ser encontradas importantes
alteracGes na via de p53 (em 86% dos casos) e RB (em 79% dos casos). Essas vias estéo
envolvidas com a progressdo do ciclo celular, sinalizagdo de senescéncia e apoptose.
Genes com amplificacdo/mutagédo estdo representados em vermelho enquanto genes com

delegdo/mutacéo estdo em azul.

Estes estudos levaram a subdivisdo dos glioblastomas em subtipos
moleculares: classico, mesenquimal, proneural e neural (VERHAAK et al.
2010) (Figura 3). Os glioblastomas do tipo classico s&o altamente
proliferativos e costumam responder bem aos tratamentos convencionais

para glioblastomas. Esse tipo tumoral apresenta uma elevada expressao de

marcadores de células-tronco e precursores tumorais. O glioblastoma do tipo



mesenquimal também €& responsivo aos tratamentos classicos, e recebe
esse nome devido a um perfil de expressdao semelhante ao de células
mesenquimais e células comprometidas com a angiogénese. O terceiro tipo,
conhecido como glioblastoma proneural, possui alta expressao de genes
que participam do desenvolvimento neural. Esse tipo tumoral aparece em
individuos mais jovens, e, apesar de ser menos responsivo as terapias
classicas, implica uma sobrevida mais satisfatéria quando comparada aos
outros trés tipos. Glioblastomas proneurais sdo divididos nos subtipos G-
CIMP, com padrao de hipermetilagao tipo G-CIMP, associado com melhor
prognéstico, e mutagdes no gene IDH1; e subtipo Nao G-CIMP, sem as
alteragdes anteriores e presenga de amplificagdo no gene PDGFR.

O ultimo tipo, conhecido como glioblastoma neural, € o menos
caracterizado e recebe esse nome pela alta expressdo de marcadores de
tecido cerebral normal, além de apresentar células morfologicamente mais
diferenciadas. Os glioblastomas primarios podem ser classificados em
qualquer um desses quatro tipos, enquanto os glioblastomas secundarios

sao todos classificados como do tipo pré-neural.
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Figura 3 - Divisdo dos glioblastomas de acordo com as alteragcbes

genéticas. Células do tecido nervoso podem sofrer alteragdes genéticas levando a

existéncia de células iniciadoras tumorais (CIT), que podem sofrer outras alteragbes

genéticas tornando-se células cerebrais propagadoras do cancer (CCPC), ou evoluirem

para astrocitomas de menor grau. As CCPCs sdo as ultimas células responsaveis pela

formagao de glioblastomas. Os glioblastoma primarios podem ser divididos de acordo com o

perfil de alteragbes moleculares em Classicos, Mesenquimais, Neurais ou Proneurais,

sendo que o subtipo Proneural pode ser dividido em: tumores com presencga do padréo de

hipermetilagdo G-CIMP ou tumores com auséncia desse padrdo. Os glioblastomas

secundarios sao todos considerados tumores Proneurais.

Apesar de as alteragdes genéticas e moleculares que acometem os
glioblastomas estarem cada vez mais bem descritas, os tratamentos
disponiveis séo insuficientes e apenas aumentam a sobrevida dos pacientes
em alguns meses. Dessa maneira, € necessaria uma maior compreensao

sobre as vias alteradas e a relagao entre elas.
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1.2 AS VIAS DE SINALIZAGAO DE PI3K/AKT E RAS/ERK1/2

Dentre as vias de sinalizagdo celular que podem estar desreguladas
em glioblastomas, o TCGA descreve importantes alteragbes nos
componentes das vias de PISK/AKT e RAS/ERK1/2. Essas duas vias estéao
intrinsecamente relacionadas, pois compartiham alvos em comum e
participam dos mesmos processos celulares (Figura 4). Um dos processos
celulares diretamente regulados por essas vias de sinalizagdo € o controle
da sintese de proteinas. A sintese de novas proteinas € um processo
essencial para a proliferacdo, migragao e até a morte celular e, portanto, as
vias de controle da tradugdo podem exercer um papel-chave na
tumorigénese.

A via de sinalizagao de PI3K/AKT tem inicio com a ligagao de insulina
ou outros fatores de crescimento em receptores tirosina-cinase (RTKs),
permitindo a dimerizagdo e auto-fosforilagdo desses receptores. Uma vez
ativados, ocorre a fosforilacdo de PI3K, que fosforila fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) ligado a membrana para produzir fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3). PIP3, por sua vez, serve como um sinal para a ancoragem
na membrana de proteinas contendo o dominio PH, tais como AKT e PDK1.
PDK1 ativa AKT fosforilando seu residuo Thr308, enquanto a fosfatase de
lipideos PTEN defosforila PIP3, impedindo a ativagdo de AKT (VIVANCO e
SAWYERS 2002). Apods sua ativagao, AKT fosforila a proteina TSC2 no sitio
Thr1462, a qual junto com a proteina TSC1, formam o tfuberous sclerosis

complex (TSC). A proteina TSC2 inibe a atividade da GTPase RHEB,
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através da hidrolise de GTP. Assim, a fosforilagdo de TSC2 por AKT inibe
sua atividade, evitando a inibicdo de RHEB. RHEB, por sua vez, influencia
fortemente a atividade de mTOR, sendo necessaria a inativagao de TSC2
para a ativacado de mTOR (FINGAR e BLENIS 2004).

A via de RAS/ERK1/2 é ativada por fatores de crescimento, como
EGF, PDGF e FGF, que se ligam a RTKs especificos na membrana
plasmatica. A autofosforilagdo dos RTKs fornece sitios para a ligacdo da
proteina GRB2 através do seu dominio de homologia a SRC 2 (SH2).
Através do seu dominio de homologia a SRC 3 (SH3), GRB2 se liga a uma
proteina guanine nucleotide exchange factor (GEF) conhecida como SOS.
Quando o complexo GRB2-SOS esta ligado ao RTK, ocorre a ativagédo de
SOS, que, por sua vez, ativa a proteina GTPase RAS, através da troca de
GDP por GTP. A proteina GTPase RAS fosforila e ativa a proteina MAP
cinase cinase cinase (MAP3K) conhecida como RAF. RAF atua fosforilando
e ativando uma MAP cinase cinase (MAP2K) conhecida como MEK1/2. Em
seguida, MEK1/2 fosforila e ativa MAP cinase (MAPK) ERK1/2, resultando
na fosforilagdo de multiplos alvos no citoplasma e no nucleo (ROUX e

BLENIS 2004).
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Figura 4 - Controle da traducéo através das vias RAS/ERK1/2 e PI3K/AKT.

A via de PI3K/AKT tem inicio com a ativagado de RTKs presentes na membrana plasmatica,
que quando ativados por horménios ou fatores de crescimento, fosforilam e ativam a
proteina cinase PI3K. PI3K é responsavel pela fosforilagdo de PIP, em PIP3, o que resulta
na ativagdo de AKT. AKT regula a traducdo por fosforilar e inativar a fungdo do complexo
TSC, um heterodimero de TSC1 e TSC2, que regula negativamente a proteina RHEB. A
atividade de RHEB ¢ essencial para a ativagdo da via, pois essa proteina associa-se a
mTORC1 promovendo sua ativagdo e consequénte sinalizacdo para os alvos S6K1 e 4E-
BP1, essenciais para o inicio da traducdo. A via de sinalizagdo de RAS/ERK1/2 também
tem inicio com RTKs cuja ativagéo resulta na ativacdo da cinase MEK1/2, que por sua vez
fosforila e ativa ERK1/2, que participa da ativagdo da maquinaria de traducéo através de um

mecanismo dependente de RSK.

A via de RAS/ERK1/2 pode atuar no crescimento celular e na
proliferacdo, através de diversos mecanismos. Uma vez ativada, ERK1/2

pode deslocar-se ao nucleo e promover a fosforilacdo e ativacao de diversos
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fatores transcricionais que controlam o ciclo celular, tais como MYC e FOS
(CHEN et al. 1993; SEARS et al. 2000). Além disso, no citoplasma ERK1/2
controla a traducdo de mRNAs, através da fosforilacdo da cinase RSK. Essa
cinase tem sido muito estudada, e os alvos e processos celulares nos quais
esta envolvida estdo cada vez mais elucidados. Sabe-se que possui um
papel muito importante em diversos processos envolvidos com a

tumorigénese.

1.3 O CONTROLE DO INiCIO DE TRADUGAO

Grande parte do controle da sintese proteica ocorre na etapa inicial
da tradugdo do RNA mensageiro (mRNA), e envolve fosforilagdes
reversiveis de fatores de inicio de traduc&o (em eucariotos sdo chamados de
eukaryotic initiation factors — elFs) (SILVERA et al. 2010). Mudancgas nas
taxas de expressdo e de fosforilagdo de elFs estdo envolvidas com a
transformacgao de varios tipos celulares (CALKHOVEN et al. 2002).

Durante o inicio da tradugdo, o RNA transportador (tRNA) iniciador
acoplado a uma metionina (Met-tRNAi) é posicionado sobre a subunidade
ribossomal pequena (40S) junto com o fator de iniciacdo elF2 em sua forma
ativa, ou seja, ligado a um GTP. A unido entre esses componentes forma o
complexo de inicio de tradugao 43S, que é recrutado a extremidade 5 do
MRNA. A ligagdo desse complexo ao mRNA ocorre por intermédio do
complexo elF4F, formado por trés componentes: elF4E, elF4A e elF4G.

elF4E, frequentemente encontrado superexpresso em tumores (DE
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BENEDETTI e RHOADS 1990; CAMPBELL et al. 2015), é capaz de
reconhecer e se ligar ao Cap 5 do mRNA e esta relacionado com a
malignidade em glioblastomas (TEJADA et al. 2009). elF4A é uma helicase
dependente de ATP, cuja atividade é linearizar o mRNA durante a varredura
da regido nao traduzida até o cdédon de inicio da tradugao (cédon AUG). Sua
atividade é estimulada pela proteina ligante de RNA elF4B, que n&o é um
membro formal do complexo elF4F. A superexpressao de elF4A ja foi
descrita em diversos canceres, como carcinoma hepatocelular (SHUDA et
al. 2000) e melanoma (EBERLE et al. 1997). elF4G é responsavel por unir
todos esses fatores de inicio da tradugdo em um unico complexo (FUKUCHI-
SHIMOGORI et al. 2000). Apés varredura do mRNA até o cédon de inicio da
traducao, a subunidade ribossomal 40S se unira com a 60S para a formacéao

do ribossomo completo (Figura 5).
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Fonte: Adaptado de SILVERA et al. (2010).

Figura 5 - Tradugdo de mRNA dependente de reconhecimento do Cap 5. O

complexo ribossomal 43S é recrutado a extremidade 5’ do mRNA e sua ligacdo ao mRNA é

intermediada pelo elF3 e pelo complexo elF4F.
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Uma das mais importantes proteinas que regulam o inicio de tradugao
€ o mTOR, uma cinase que possui sitio de ligagdo para rapamicina no
dominio FRB (SABATINI et al. 1994). mTOR é um componente essencial de
dois complexos multiproteicos que exercem fungdes bioldgicas distintas: o
complexo mTOR 1 (mTORC1) e o complexo mTOR 2 (mTORC2) (KIM et al.
2002; SARBASSOV et al. 2004). Enquanto mTORC2 participa da
organizacgao do citoesqueleto e da ativagado de AKT, através da fosforilagéo
do residuo Ser473, mTORC1 esta diretamente relacionado com a regulagéo
do crescimento e da proliferacdo celular através do controle traducional. O
complexo mTORC1 é formado pelas proteinas mTOR, Raptor e mLST8.
Esse complexo é altamente inibido pela ligagdo da rapamicina ao dominio
FRB de mTOR.

mTORC1 atua em resposta a estimulos por fatores de crescimento,
hormdnios, neurotransmissores e quimiocinas, que ativam as vias de
PIBK/AKT e RAS/ERK1/2 (EFEYAN e SABATINI 2013). Essas vias ativam
MmTORC1 pela inibicdo do complexo TSC1/2 (Figura 4). O complexo
mTORC1 regula a sintese proteica de duas maneiras principais. A primeira
delas é através da fosforilagdo de 4E-BP1, uma proteina que se liga a elF4E
e impede a formacdo completa do complexo elF4F. A fosforilacdo da
proteina 4E-BP1 promove sua inativagdo, aumentando a disponibilidade de
elF4E e, consequentemente, aumentando a taxa de sintese proteica
(GINGRAS et al. 2001; HAY e SONENBERG 2004). A segunda maneira de
atuacdo de mTORC1 ¢é através da fosforilagdo de S6K1 no residuo Thr389.

S6K fosforila a proteina da subunidade ribossomal 40S RPS6 em diversos
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residuos (ROUX et al. 2007), facilitando a montagem do complexo de inicio
da traducdo. Adicionalmente, S6K1 fosforila elF4B, aumentando a atividade
de helicase de elF4A (DENNIS et al. 2012). S6K1 também fosforila e inibe

PDCD4, um regulador negativo de elF4A (YANG et al. 2004).

1.4 A PROTEINA CINASE RSK

Um dos principais alvos da via de sinalizacdo de RAS/ERK1/2 é a
familia de proteinas RSK. A familia de proteinas RSK é composta por quatro
isoformas (RSK1 — 4), que compartilham um alto grau de homologia (75%-
80% de identidade de aminoacidos) (ANJUM e BLENIS 2008).

A principal caracteristica dessa familia de proteinas € a presenca de
dois dominios cinase funcionais, separados por uma regido de ligagdo: o
dominio N-terminal e o dominio C-terminal (FISHER e BLENIS 1996).
(Figura 6). O dominio N-terminal € homologo a familia de cinases AGC e &
responsavel pela fosforilagdo de substratos. O dominio C-terminal, por sua
vez, compartiiha homologia com as cinases dependentes de
calcio/calmodulina (CaMKs), e esta envolvido com autofosforilagdo. Na
regidao de ligagdo existem também duas sequéncias que compartilham
homologia com as cinases da familia AGC, conhecidas como turn motif e
hydrofobic motif. Além disso, na regido C-terminal da proteina existe um sitio
de ligagdo para ERK conhecido como dominio D, que apresenta uma
sequéncia de aminoacidos especifica (Leu-Arg-Gin-Arg-Arg) (ROUX et al.

2003).
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Fonte: Adaptado de ANJUM e BLENIS (2008).
Figura 6 - Estrutura das RSKs. A principal caracteristica da proteina RSK é a

presencga de dois dominios cinase funcionais, dominios N-terminal e C-terminal, separados
por uma regido de ligagdo que contém as sequéncias turn motif e hydrofobic motif. Existe
uma sequéncia conhecida como dominio D na qual ocorre a ligacdo da cinase ERK. As

quatro isoformas dessa proteina compartilham alto grau de homologia.

As RSKs, quando inativas, estdo co-localizadas com o seu ativador, a
cinase ERK, tanto no citoplasma quanto no nucleo. As RSKs podem ser
ativadas no nucleo, citoplasma e membrana plasmatica, e estudos mostram
que, apos ativacdo, o transporte de fracbes da proteina para o interior do
nucleo correlaciona-se com a transcricdo de diversos genes (CHEN et al.
1992). O mecanismo de transporte nuclear dessas proteinas ainda é incerto,
uma vez que as RSKs ndo apresentam a sequéncia relativa ao sinal de
localizac&o nuclear NLS. A isoforma RSK3 apresenta uma sequéncia similar
a NLS, mas nao se sabe se essa sequéncia preserva a fungéo (ZHAO et al.
1995).

Em relacdo a localizacao tecidual, as RSKs podem ser encontradas

em todos os tecidos, com maior ou menor quantidade das isoformas, o que
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sugere que elas possuam fungdes distintas. Em humanos, RSK1 é expresso
predominantemente no rim, pulmao e pancreas, enquanto RSK2 e RSK3
sao altamente expressos no musculo esquelético e cardiaco, e no pancreas
(ZENIOU et al. 2002). RSK4, por sua vez, possui baixa expressdo em quase
todos os tecidos e pode estar envolvida com sinalizacdo independente de
fator de crescimento (DUMMLER et al. 2005).

As RSKs sao ativadas diretamente pelas ERKs em resposta a fatores
de crescimento, hormbnios, neurotransmissores, quimiocinas, entre outros
(DALBY et al. 1998). A completa ativagdo da proteina depende de uma
sequéncia de fosforilagcdo e auto-fosforilagbes. Uma vez ativada, a cinase
ERK1/2 se liga ao dominio D de RSK, promovendo a fosforilagdo dessa
proteina no residuo Thr573 do dominio C-terminal (Figura 7). Essa
fosforilagao ativa o dominio C-terminal que, por sua vez, é responsavel pela
autofosforilagdo na Ser380 do hydrofobic motif da regiao de ligagao. Além
disso, nessa regido ocorre a fosforilagdo da Ser363 e Thr359 por um
mecanismo ainda ndo muito compreendido, mas que pode ser pela propria
ERK1/2. A regidao hydrofobic motif fosforilada fornece um sitio de ligagao
para a cinase PDK1 que, uma vez ligada, ira fosforilar e ativar o dominio N-
terminal. Apesar da fosforilagdo de PDK1 por PI3K ser necessaria para a
ativacao de AKT, esse processo nao € necessario para que PDK1 ative
RSK. Acredita-se que a propria regiao de ligacdo de PDK1 em RSK
(conhecida como fragmento de interagdo com PDK1 — PIF) seja responsavel
por recrutar e também ativar PDK1 (FRODIN et al. 2000). O dominio N-

terminal ativado é responsavel pela fosforilacdo dos alvos de RSK, além de
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uma autofosforilagdo no residuo Ser749 do dominio D para a liberagao de

ERK1/2.
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Figura 7 - Ativacao das RSKs. O processo de ativagdo de RSKs depende de uma
sequéncia de fosforilagbes e auto-fosforilagdes, resultando na ativagdo do dominio N-
terminal. Inicialmente, a cinase ERK se liga ao dominio D de RSK, e é responsavel por
fosforilar e ativar o dominio C-terminal. Uma vez ativo, esse dominio promove uma
autofosforilagdo no hydrofobic motif, processo necessario para ancoragem de PDK1 em
RSK. Uma vez ancorado e ativo, PDK1 fosforila e ativa o dominio N-terminal de RSK,

responsavel pela fosforilagdo dos substratos dessa proteina.

As RSKs fosforilam muitos alvos citosdélicos e nucleares e estido

envolvidas na regulagdo de diversos processos celulares relacionados a
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tumorigénese, como a proliferacdo, sobrevivéncia e motilidade celular,
expressdo génica e sintese de proteinas (ANJUM e BLENIS 2008). As
proteinas-alvo de RSK possuem uma sequéncia consenso de aminoacidos
(Arg-X-Arg-X-X-pSer/Thr), que também ¢é compartilhada pelos alvos de
outras cinases como AKT e S6K.

As RSKs podem controlar a expressao génica através da fosforilagao
de diversos fatores transcricionais envolvidos com a progressao do ciclo
celular e proliferacdo, como CREB-1; SRF; MAPK15; NFKB; TIF1-alpha;
entre outros (ANJUM e BLENIS 2008). As RSKs também podem promover a
progressao do ciclo celular através da fosforilagao e inibicado de CDKN1B, o
qual atua como inibidor de cinases dependentes de ciclina (CDKs). As RSKs
também controlam processos como a motilidade celular através da
fosforilagdo de FLN-A, uma proteina do citoesqueleto que se associa a
membrana plasmatica promovendo a ligacdo desta com filamento de actina.
Através da fosforilagdo de RanBP3, as RSKs também participam do
processo de transporte de substancias entre nucleo e citoplasma.

As RSKs atuam na tradugcdo de mRNAs de varias maneiras. Através
da fosforilagdo do cofator transcricional TIF1-alpha as RSKs aumentam
biossintese de ribossomos (ZHAO et al. 2003). As RSKs também atuam na
formagdo do complexo de inicio da traducdo de mRNAs, através da
fosforilagdo e ativacdo de dois principais alvos: RPS6, no residuo
Ser235/236, e elF4B, no residuo Ser422 (SHAHBAZIAN et al. 2006). Além

disso, RSKs fosforilam GSK-3B na Ser9, inibindo a atividade cinase dessa
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proteina e liberando elF2B para o complexo de inicio da tradugao
(SUTHERLAND et al. 1993).

Outros alvos importantes de RSKs sdo componentes da cascata de
mTOR, como TSC2 (Ser1798), o que resulta em um aumento da sinalizagao
da via (ROUX et al. 2004). CARRIERE et al. (2008) demonstraram que RSK
também fosforila Raptor, um componente do complexo mTORC1.

A expressdo e ativacado diferenciada de RSKs foram descritas em
muitas doencas humanas, incluindo o cancer. As RSK1 e RSK2 sao
expressas em diversas variedades de tumores, incluindo mama (SMITH et
al. 2005); prostata (CLARK et al. 2005); mielomas multiplos (KANG et al.
2007); linfoma de <células T (KANG et al. 2009), e melanoma
(MIRMOHAMMADSADEGH et al. 2007), assim como tumores de cabega e
pescoco (KANG et al. 2010). Varios estudos realgam o papel de RSK na
transformacao celular e na tumorigénese. Em particular, RSK2 é essencial
para a transformacéo celular induzida por RAS (CHO et al. 2007) ou FGFR-1
(XIAN et al. 2009) constitutivamente ativados, estimulando a proliferagcao
celular e o crescimento independente de ancoragem. Coerente com isso,
RSK1 e RSK2 foram recentemente identificadas como principais agentes de
transicdo epitétio-mesénquima induzida por RAS/ERK1/2 (DOEHN et al.
2009). Além disso, RSK2 promove a transformagao hematopoiética induzida
por FGFR-3 em modelos de leucemia murina (KANG et al. 2009), e também
foi descrita com um papel-chave na formagdo de osteosarcomas
dependentes de FOS (DAVID et al. 2005).

Ao contrario do que se poderia esperar, considerando que as RSKs ja
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foram investigadas em muitos aspectos da tumorigénese, o papel destas
proteinas em tumores cerebrais nunca foi muito bem explorado. Dados
prévios do laboratério demonstraram que a expressao proteica das RSKs é
bastante variavel entre diferentes linhagens de glioblastoma. Enquanto a
expressao proteica de RSK2 é constante entre as células diferentes, a
expressdo de RSK1 varia entre as linhagens, como observado na Figura 8A
e B. Nenhuma linhagem apresenta expressdo proteica significativa das
isoformas RSK3 e RSK4 (Figura 8C). A expressdo de RSK1 é também
bastante variavel em tumores humanos, como observado por dados
anteriores do laboratério (Figura 9). Utilizando um tissue microarray
contendo 195 amostras de astrocitomas de diversos graus, é possivel
observar que a expressdo de RSK1 é aumentada em glioblastomas, no

entanto, existe uma alta variabilidade entre os casos.
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Figura 8 - Western Blotting de RSK nas diferentes linhagens de
glioblastoma. (A) Express&o proteica de RSK1 e RSK2 e sua relagdo com PTEN. A f-

actina foi utilizada como controle de carregamento. (B) Grafico da expressdo de RSK1 e
RSK2 em linhagens de glioblastoma. (C) A expressédo proteica de RSK3 e RSK4 é
praticamente inexistente em todas as linhagens. HA-RSKS3: controle positivo de RSK3; HA-
RSK4: controle positivo de RSK4. Os graficos sao resultado da quantificagdo densitométrica
de pelo menos 3 experimentos individuais. Realizado previamente por pesquisadores do
laboratoério (Dr. Martin Roffé e Fernanda Lupinacci).
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Fonte: MACHADO (2014).
Figura 9 - Expressdo de RSK em astrocitomas. Tissue microarrays contendo

amostras de astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reacbes de
imunohistoquimica contra RSK. Apés a reagdo, a quantificagcdo foi realizada
automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE foi calculado. Cada caso foi
marcado com um ponto e em vermelho esta indicada a mediana. A diferenca entre os
diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Dunn para comparagdes multiplas. NB: Cérebro normal (n=13); Gliose (n=16); Grau |
(n=37); Grau Il (n=49); Grau Ill (n=15); Grau IV (n=86). Grau IV estatisticamente diferente
de NB+gliose, grau | e grau I, p<0,05.

Adicionalmente, foi observada uma correlacido entre os niveis de
RSK1 e a presenga de PTEN em linhagens celulares de glioblastoma
(Figura 8A), sendo que as linhagens com delegdao homozigética de PTEN,
células U-87MG, A172 e U-118MG, apresentaram menores niveis de RSK1,
e as linhagens com PTEN selvagem, células LN-18 e LN-229, apresentaram
maiores niveis de RSK1. Essa correlagao foi observada também pelo nosso
grupo em tumores humanos através de imunohistoquimica. Tumores com
maior expressao proteica de PTEN apresentam maior ativagcdo e expressao
proteica de RSK1, enquanto tumores com menor expressdo de PTEN

apresentam menor expressao e ativagdo de RSK1 (Figura 10).
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Fonte: MACHADO (2014).
Figura 10 - Correlagcdo da fosforilagcdo e expressao de RSK1 e PTEN em

casos Grau V. Tissue microarrays contendo amostras de astrocitomas de grau IV foram

submetidos a reagbes de imunohistoquimica contra P(Ser380)-RSK1, RSK1 e PTEN. Apos
a reagdo, a quantificagdo foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e o
HSCORE foi calculado para a fosforilagdo e expressdo de RSK1. A expressao de PTEN foi
estimada manualmente utilizando uma escala de intensidade onde 2 representa marcacao
de células tumorais semelhante a observada no endotélio adjacente, 1 representa marcacéo
de células tumorais mais fraca que o endotélio adjacente e 0 representa auséncia total de
marcagao. Cada caso foi marcado com um ponto e em vermelho esta indicada a mediana.
A diferenga entre os diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-

Wallis seguido do teste de Dunn para comparag¢des multiplas, p<0,05. NB: cérebro normal.

Uma vez que a via de RAS/ERK é comumente alterada em
glioblastomas, a proteina RSK representa um potencial alvo terapéutico para
glioblastomas, sendo que atualmente existem diversas drogas que podem
ser utilizadas para inibir essa proteina. A primeira droga descrita, SL0101
(SMITH et al. 2007), foi purificada de extratos da planta Forsteronia refracta,
da familia Apocynaceae e € um inibidor reversivel que atua através da
ligacdo a regiao de interagcdo com o ATP no dominio N-terminal. Outra droga
ATP competitiva conhecida como BI-D1870 foi desenvolvida por SAPKOTA
et al. (2007) e também atua na por¢cdao N-terminal. O inibidor mais

recentemente descrito € o FMK, cuja agao ¢ irreversivel e ocorre através de
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ligacdo covalente com o dominio C-terminal (COHEN et al. 2005). Esses
inibidores tém sido comumente utilizados em estudos, no entanto existe
grande contradicdo na literatura quanto a especificidade destes inibidores.
Acredita-se que essa variabilidade seja devido a efeitos inespecificos sobre

a via de mTOR (ROFFE et al. 2015).

1.5 SENESCENCIA CELULAR INDUZIDA PELA PERDA DE PTEN

A proteina RSK estd envolvida com diversos processos celulares,
muitos deles culminando com a tumorigénese. Além dos processos ja
descritos, foi cogitado pelo nosso grupo o envolvimento dessa proteina no
processo de senescéncia celular induzida pela perda de PTEN (PICS), uma
vez que foi observada uma relacao interessante entre RSK1 e PTEN, tanto
em linhagens celulares quanto em glioblastomas humanos.

O processo de senescéncia celular pode ser definido como a inibicao
irreversivel da proliferacado celular (HAYFLICK e MOORHEAD 1965). Esse
processo € considerado oposto a transformacido neoplasica, sendo, no
entanto, ambos os efeitos ativados por vias similares, as vias de estimulo ao
crescimento e proliferacdo celular (BLAGOSKLONNY e HALL 2009). Pode-
se considerar que o processo de senescéncia possui duas etapas - parada
do ciclo celular e geroconverséo.

A primeira etapa, ou parada do ciclo celualar, é responsavel por iniciar
em o processo de quiescéncia celular, o qual € considerado um processo

reversivel. Essa etapa possui como componentes centrais as vias dos
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supressores de tumor p53 e da proteina RB (BEN-PORATH e WEINBERG
2005). Multiplos sinais de estresse celular podem ativar p53, como desgaste
dos telédmeros, estresse oxidativo e ativagdo de oncogenes (Figura 11)
(LANIGAN et al. 2011). As cinases ATM, ATR e CHEK1/2 podem ativar p53
em resposta a danos no DNA. Além disso, p53 também pode ser ativado
pela proteina ARF, que se liga a proteina MDM2 e previne a degradagao de
p53 por ubiquitinagdo. A estabilizacido e acumulo de p53 permite a ativacao
de genes como CDKN1A, também conhecido como p21, o que induzira a
senescéncia celular ou a apoptose, dependendo do contexto celular. p21 é
uma proteina inibidora de cinases dependentes de ciclina, que age através
da ligagcao e consequente inibicdo da atividade de diversas enzimas CDKs
essenciais para a progressao do ciclo celular (XIONG et al. 1993). Outro
inibidor de cinases dependentes de ciclinas envolvido com o processo de
senescéncia celular € o supressor de tumor CDKN2A, também conhecido
como p16-INK4, o qual é superexpresso em condi¢cdes de estresse celular.
Tanto p16-INK4a quanto p21 agem prevenindo a fosforilagdo e inativagao da
proteina RB, permitindo a associacao repressiva entre RB e os ativadores
transcricionais pro-proliferativos E2F, impedindo assim a progressao do ciclo
celular e, consequentemente, contribuindo para o processo de senescéncia

celular.
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Figura 11 - Mecanismos moleculares da senescéncia celular. Estimulos como

ativacdo de oncogenes, desgaste dos teldbmeros e estresse oxidativo podem desencadear
respostas que levam a senescéncia. Essas respostas envolvem inativacdo de diversas
proteinas que participam do ciclo celular, como ciclinas e CDKs. Inibidores de CDKs, como
p21 e INK4, também participam desse processo. Além disso, tumor-supressores, como p53

e RB sao essenciais para eventos que levam a senescéncia celular.

A segunda etapa da senescéncia, ou geroconversao, € o processo de
crescimento celular que ocorre sem ser sucedido pela divisdo celular em
células quiescentes. Esse processo € essencial para a conversao do estado
reversivel de quiescéncia em senescéncia irreversivel (BLAGOSKLONNY
2012). Enquanto na primeira etapa, a parada do ciclo celular ocorre com a
participacdo de inibidores proteinas envolvidas com o ciclo celular, a

geroconversdo é comandada por vias de sinalizagdo de sintese proteica e
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crescimento, como a via de mTOR (BLAGOSKLONNY 2014). Em condi¢des
normais, o excesso de estimulo de crescimento é percebido pela célula, a
qual iniciara uma resposta de seguranga que resultard na senescéncia
celular ou na morte celular programada por apoptose, impedindo a formagéao
tumoral. Esse mecanismo € superado pelas células neoplasicas durante a
tumorigénese (COSME-BLANCO et al. 2007; CHEN et al. 2009).

Além de mTOR, outas proteinas de vias do crescimento como RAS,
RAF, MEK1/2, PI3K e AKT também podem estar envolvidas com o processo
de geroconversao, podendo ser considerados oncogénicas e gerogénicas,
dependendo do contexto celular. Dessa maneira, o envolvimento de RSK
com o processo de senescéncia pode ocorrer de maneira semelhante a
MTOR. LEONTIEVA e BLAGOSKLONNY (2014) observaram que a via de
RAS/ERK1/2 pode promover a senescéncia tanto por induzir a parada do
ciclo celular quanto por promover a geroconversao.

Apesar das células senescentes nao proliferarem, elas continuam
metabolicamente ativas e comumente adquirem uma morfologia alterada,
caracterizada por um formato irregular, maior tamanho e pela presenga de
grande quantidade de vacuolos (NISHIO et al. 2001; LI et al. 2012). A
senescéncia celular pode ser avaliada pela atividade da enzima
senescence-associated  -galactosidase (SA-B-Gal), uma hidrolase
responsavel pela hidrélise de B-galactosideos em monossacarideos apenas
em células senescentes (DIMRI et al. 1995). Outra caracteristica das células
senescentes € a presengca no nucleo de regides de heterocromatina

associadas a senescéncia (SAHF) e de segmentos de DNA com alteragdes
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na cromatina que reforcam a senescéncia (DNA-SCARS) (FUNAYAMA e
ISHIKAWA 2007; RODIER et al. 2011).

Existem diferentes tipos de senescéncia celular ocasionados por
diferentes estimulos que ativam efetores em comum, principalmente p53 e
p21 (Figura 12). A senescéncia celular pode ser dividida em trés tipos:
senescéncia replicativa, causada pela erosao dos teldmeros (HARLEY et al.
1990); senescéncia induzida por oncogene (OIS) (SERRANO et al. 1997); e
senescéncia celular induzida pela perda de PTEN (ALIMONTI et al. 2010). A
senescéncia do tipo PICS difere dos outros tipos, pois ndo é derivada de
hiper-replicacdo e de danos no DNA, sendo mediada, principalmente, por
mecanismos traducionais controlados por mTOR. Além disso, ocorre a
regulagao positiva de p16-INK4a, através do acumulo de ETS2 (SONG et al.

2011).
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Fonte: Adaptado de NARDELLA et al. (2011).
Figura 12 - Tipos de senescéncia. Diferentes sinais podem induzir a senescéncia

através de efetores em comum, como p53/p21 e RB. (A) Senescéncia replicativa, causada
pela erosdao dos telébmeros; (B) Senescéncia causada por oncogene ou OIS; (C)
Senescéncia causada pela perda de PTEN ou PICS, que nio necessita de hiper-replicacao

e danos no DNA.

Uma vez que a senescéncia celular foi originalmente descrita in vitro,
0 processo de senescéncia in vivo ainda ndao € bem compreendido.
Atualmente, uma série de trabalhos tem mostrado a relevancia da inibicdo
desse processo para a tumorigénese em camundongos e em humanos
(CAMPISI e D’ADDA DI FAGAGNA 2007). Atualmente, a recuperagao da
senescéncia em células tumorais tem sido cogitada como possivel terapia
contra o cancer (NARDELLA et al. 2011).

Esse tipo de terapia sempre foi um obstaculo, principalmente pelo fato
de que a senescéncia do tipo OIS é precedida por eventos de danos no

DNA, os quais se acumulam nas células, favorecendo o tumor ao invés de
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se opor a ele. Além disso, a hiper-replicagdo € um evento necessario para
desencadear esse processo, e as células tumorais quiescentes ndo seriam
combatidas através desse tratamento. A terapia visando a inducido de
senescéncia do tipo PICS nao esbarra nesse problema, uma vez que,
embora a hiper-replicacédo e a presenca de danos no DNA potencializem seu
efeito, ndo sdo necessarios para induzi-lo (ALIMONTI et al. 2010).

Como mencionado anteriormente, o gene PTEN codifica uma
fosfatase responsavel pela conversao de PIP; em PIP,, inibindo a cascata
de sinalizacao de PI3K/AKT. Uma vez que a delegao do gene que codifica a
fosfatase PTEN é um evento de grande importancia para a formagao de
diversos tumores, parece controverso que a inibicdo dessa proteina esteja
envolvida com o processo de senescéncia. CHEN et al. (2009) descreveram
que a perda de um alelo de PTEN promove a proliferacdo e progressao
tumoral, porém, a perda homozigética desse gene desencadeia uma
resposta de senescéncia mediada por p53. A inibicdo de PTEN através da
utilizacdo de um inibidor conhecido como VO-OHpic iniciou o processo de
senescéncia celular em células heterozigéticas para Pten e em modelos
xenograficos de tumor de prostata com perda heterozigotica para Pten,
causando a inibicdo da progressao tumoral in vivo (ALIMONTI et al. 2010).

Em glioblastomas, a delecdo homozigética de PTEN ocorre em 41%
dos casos (The Cancer Genome Atlas Research Network 2012). Dessa
maneira, foi levantada a possibilidade de que outros agentes necessarios
para a senescéncia estejam mutados ou tenham fungao prejudicada nesses

tumores. De fato, linhagens celulares de glioblastoma que possuem delegéo
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homozigética de PTEN podem apresentar delecdo homozigodtica de
CDKNZ2A, TP53 e CDKNZ2C, todos necessarios para o processo de
senescéncia. Interessantemente, foi observado por alunos do laboratdrio,
que todas as linhagens de glioblastomas com dele¢cdo homozigdtica de
PTEN também possuem menor expressao proteica da proteina RSK1. Além
disso, em tumores humanos foi observada uma forte correlacdo entre a
auséncia da expressdo proteica de PTEN e de RSK1. Esse fato é
interessante, uma vez que, LEONTIEVA e BLAGOSKLONNY (2014) ja
descreveram que, dependendo do contexto celular, a via de sinalizagao de
RAS/ERK1/2 pode induzir o processo de senescéncia celular. No entanto, o

envolvimento direto de RSKs nesse processo nunca foi avaliado.

1.6 A UTILIZAGAO DO SISTEMA CRISPR/CAS9 EM ESTUDOS

A capacidade de promover o silenciamento génico em sistemas
bioldégicos € uma importante ferramenta de pesquisa, com alto potencial de
aplicagdo em diversas areas da saude. Técnicas de deplegdo, como o
silenciamento por RNA de interferéncia (RNAI) ou, até mesmo, a inibicdo
farmacologica de proteinas e vias de sinalizagdo geram um efeito de curta
duragdo. Para analises de silenciamento de longa duragdo é possivel a
realizacdo de edigdo gendmica do tipo nocaute. Existem diversas técnicas
de edigdo gendmica que promovem uma quebra na dupla fita de DNA com a

utilizagcdo de endonucleases, como as zinc-finger nucleases (ZFN) (URNOV
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et al. 2010), as transcription activator-like effector nucleases (TALENS)
(MILLER et al. 2011) e o sistema CRISPR/Cas9.

O sistema CRISPR/Cas9 é o método mais recente descrito, sendo
considerado mais eficiente e de realizagcdo mais simples que as técnicas
anteriormente citadas (RAN et al. 2013). Esse sistema € parte do sistema
imune inato de bactérias, sendo formado por uma regido de sequéncias
repetidas de DNA, a qual é conhecida como Clustered Regularly Interpasced
Short Palindromic Repeats ou CRISPR (DEVEAU et al. 2010), e por uma
endonuclease denominada Cas9.

O sistema CRISPR/Cas9 de bactérias foi adaptado para utilizacido em
laboratério com o intuito de promover em células o silenciamento de genes
de interesse (Figura 13). A edicdo gendmica ocorre através da agado da
endonuclease Cas9 guiada por uma sequéncia de RNA complementar ao
gene de interesse. Os componentes necessarios para a realizagdo dessa
técnica podem ser inseridos na célula através de uma transfeccdo com
plasmideos. Apds a Cas9 realizar a dupla quebra do DNA de interesse de
maneira eficiente, ocorrera a ativagao do sistema de reparo natural da célula
eucariotica, conhecido como jungédo de extremidade ndo-homodloga (NHEJ),
0 que eventualmente ira promover a adicdo ou delecdo de bases
nitrogenadas, ocasionando uma mudancga na fase de leitura da proteina ou
criando um codigo de parada prematuro (RAN et al. 2013). Essa técnica
também pode ser utilizada para promover a insercdo de mutagées de uma
maneira controlada. Nesse caso, o sistema de reparo mobilizado € o reparo

dirigido por homologia (HDR), no qual € necessaria a inser¢cdo de um
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oligonucleotideo contendo a sequéncia de interesse e extremidades
complementares as bordas do DNA gendmico clivado pela Cas9, conhecido

como molde de reparo (CONG et al. 2013).

Quebra da dupla

o Cas9 m fita de DNA .

] ] nE

Y am
NHEJ & “sgRNA \ HDR

DNA 5 == — = 3
5: " . 3: gendmico 3’ = = m— == 5

3 == ==5 Molde de 5 . 9’

reparo ¢ _\_/. —

l Stop 1
cédon
Mutagdes Indel prematuro Edicdo gendmica precisa
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3 -u 5 3 - -= b5

Fonte: Adaptado de RAN et al. (2013).
Figura 13 - Técnica de CRISPR/Cas9. Ap6s a quebra da dupla fita de DNA,

causada pela endonuclease Cas9, dois sistemas de reparo de DNA podem ser mobilizados,
o sistema NEHJ de jungédo de extremidade ndo-homologas, ou o sistema HDR de reparo
dirigido por homologia. O reparo do DNA eventualmente levara a inser¢cdes ou delegdes de
bases, o que podera causar mudanga no codigo de leitura ou cédigos de parada prematuro,
levando a perda da fung¢do da proteina. A ativacdo do sistema HDR é mais utilizada para

edi¢cdes genbmicas precisas.

Neste trabalho, foi realizado o nocaute de RSK1 e RSK2 em células
de glioblastoma, através da utilizagdo da técnica de CRISPR/Cas9. Essas
células foram essenciais para realizacdo de analises que proporcionaram
um melhor entendimento da acdo das RSKs nesse tipo tumoral. Além disso,
a utilizacado dessas células néo se restringe apenas a este trabalho, ficando
disponiveis ao grupo para a realizagdo de estudos posteriores e novas

investigacoes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar o envolvimento da proteina RSK em glioblastoma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar regulagdo da expressdao da proteina RSK1 - 4 em
glioblastoma;

Padronizar inibidores quimicos de RSK em linhagens de glioblastoma;
Verificar em linhagens de células nao transformadas, com o uso de
VO-OHpic (inibidor quimico de PTEN), se o RSK1 esta relacionado a
senescéncia celular induzida pela perda de PTEN;

Observar em linhagens de células nao transformadas, através da
inibicdo de RSK1, se o RSK1 é necessario para promog¢ao de
senescéncia celular;

Obter linhagens de glioblastoma nocaute para RSK e caracteriza-las

molecular e funcionalmente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA CELULAR

Para estudos de senescéncia foi necessaria a utilizacdo de uma
linhagem celular ndo transformada, uma vez que células tumorais perdem a
capacidade de iniciar esse processo. Dessa maneira, as células nao
transformadas de mama da linhagem MCF10A (ATCC® CRL-10317™)
foram mantidas em meio DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) acrescido de
5% de soro de cavalo (Thermo Fisher Scientific), 20ng/ml EGF (Sigma
Aldrich), 100ng/ml toxina colérica (Sigma Aldrich), 0.01mg/ml insulina (Sigma
Aldrich) e 500ng/ml hidrocortisona (Sigma Aldrich) (NEVE et al. 2009). Uma
vez que glioblastomas possuem diferentes alteragées moleculares, foram
utilizadas 5 linhagens celulares de glioblastoma com perfil de alteracbes
diferentes. As linhagens LN-18 (ATCC® CRL-2610™), LN-229 (ATCC®
CRL-2611™), U-87MG (ATCC® HTB-14™), U-118MG (ATCC® HTB-15™) e
A172 (ATCC® CRL-1620™) foram mantidas em meio DMEM High Glucose
(Thermo Fisher Scientific), acrescido de 10% de soro fetal bovino (Thermo
Fisher Scientific). Os meios de cultura utilizados receberam adicdo de
40ng/ml de Garamicina (Hipolabor Farmacéutica). As células foram mantidas
em estufa umida (Thermo Fisher Scientific), a 37°C e 5% de CO; em
garrafas de cultura celular da marca Corning de 25cm?, 75cm? ou 162cm?.

As células foram repicadas sempre que a confluéncia ultrapassou os 80%, e
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para isso foi usado PBS [NaCl (Merck) 0,14M; KCI (Merck) 0,27mM,;
Na;HPO, (Merck) 10mM; KH,PO, (Merck) 0,2mM] ou PBS + EDTA
(Invitrogen) 0,38mM para lavar as células, e tripsina 0,2% para soltar as
células da garrafa. Para a realizagdo dos experimentos, as células foram
semeadas em placas Corning de 35mm na densidade de 100.000 cel/placa,
em placas de 60mm na densidade de 150.000 cel/placa ou em placas de 96
micropogos na densidade de 3.000 cel/micropogo. Quando necessario, as
células foram carenciadas, ou seja, foram cultivadas em meio sem adi¢ao de

soro fetal bovino.

3.1.1 Tratamentos Celulares com Inibidores

Todas as drogas utilizadas foram diluidas em DMSO (Sigma Aldrich).
Células LN-18 foram plaqueadas em placas 60mm e carenciadas por 48h.
Apos esse periodo, as células foram pré-tratadas com diferentes
concentragdes do inibidor FMK (1uM, 5uM, 10uM, 20uM) (Axon Medchem),
ou com BI-D1870 (1uM e 10uM) (Enzo), por 30mim, 45min, 90min ou
150min e, em seguida, foram tratadas com PMA (Sigma Aldrich) por 15min.

Para promover a senescéncia induzida pela perda de PTEN, foi
utilizado o inibidor de PTEN, VO-OHpic (Sigma Aldrich), na concentragéo de
2uM por 24h, 48h e 72h nas células MCF10A em placas de 35mm. As
células-controle foram tratadas com veiculo (DMSOQO) pelo mesmo periodo de
tempo. Células MCF10A também foram pré-tratadas com os inibidores FMK

(10uM), BI-D1870 (10uM), SLO101 (50uM), Rapamicina (100nM) (Sigma
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Aldrich) e U0126 (10uM) (Sigma Aldrich) por 30min, em seguida, foram

tradas com VO-OHpic (2uM) por 48h.

3.1.2 Deplecgao Utilizando siRNA

Células MCF10A em placas de 35mm foram transfectadas com 4,5ul
de Lipofectamina® (Thermo Fisher Scientific), de acordo com instrugdes do
fabricante. Foi utilizado um total 200pmol de siRNA para RSK1 mais
200pmol de siRNA para RSK2 (Thermo Fisher Scientific) (Quadro 1), ou a
quantidade equivalente de oligonucleotideos controle (scrambled) em um
volume final de 1,5ml de meio Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific). Apos
6h, o meio foi trocado pelo meio de crescimento utilizado pela célula. Apds
24h adicionais, as células foram lisadas e as proteinas foram utilizadas para

Western Blotting das proteinas RSK1, RSK2, p21 e ERK1/2.

Quadro 1 - Sequéncias dos siRNAs para RSK1 e RSK2

Set a Sequéncia (5' - 3) Quantidade (pmol)
siRSK1_1496 GCUGUCAAGGUCAUUGAUA 200
siRSK2_1112 GCAUUCCACCUAGUGCUAA 200

scrambledRSK1_1496 GCUAACUGGUACGUGUAUA 200
scrambledRSK2_1112 GCACCCAUCGAGUCUUUAA 200

Setb Sequéncia (5' - 3) Quantidade (pmol)
siRSK1_1819 CCUGCGCAUCUGUGACUUU 100
siRSK1_1965 GCAUUCUGCUGUACACCAU 100

siRSK2_105 GGAGGAGAUUAACCCACAA 100
siRSK2_1855 GCAAAUGGUCCUGAUGAUA 100
scrambledRSK1_1819 CCUUACGUGUCCAGCGUUU 100
scrambledRSK1_1965 GCAUCCGGUAUACCUUCAU 100
scrambledRSK2_105 GGAUAGACAAUACCGGCAA 100
scrambledRSK2_1855 GCAGUUGCCGUUAGAAAUA 100
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3.2 EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

As células foram lisadas com tampao de lise [Tris (Invitrogen) pH 8,0
50mM; NaCl 150mM; EDTA 1mM; NP40 (Sigma Aldrich) 1%; deoxicolato de
sédio (Sigma Aldrich) 0,5%; Inibidor de fosfatase (Thermo Fisher Scientific)
10%; Inibidor de protease (Roche) 10%]. Os lisados foram centrifugados a
14.000rpm por 15min em centrifuga 5427R (Eppendorf) e o sobrenadante
transferido para novos microtubos de 1,7ml (Corning). As amostras foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bio-Rad) em uma placa de 96
micropogos, utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padrao (Sigma
Aldrich). A absorbéncia das amostras foi lida em comprimento de onda de
595nm no leitor de microplaca iMark™ (Bio-Rad). Ao final, foi adicionado
tampéao redutor as amostras [Tris-HCL pH 6.9 62,5mM; SDS (Merck) 2,5%;
Glicerol (Merck) 8,7%; EDTA 0,5mM; B-mercaptoetanol (Merck) 2,5%; tragos

de azul de bromofenol (Merck)].

3.3 WESTERN BLOTTING

As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel SDS-PAGE
utilizando fonte PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad) com
voltagem controlada (65V por 20min e 125V por aproximadamente 90min),
utilizando tampéao de corrida [Tris 25mM, Glicina (Sigma Aldrich) 191mM,
SDS 0,1%]. A porcentagem do gel de poli-acrilamida variou de 7% a 14%

dependendo da proteina a ser analisada. Para localizagao da proteina no gel
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foi utilizado um marcador de peso molecular (Bio-Rad). Apds a corrida foi
feita a transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose 0,45um
(GE Healthcare), utilizando voltagem controlada (100V por 1h) e tampao de
transferéncia [Tris 25mM, Glicina 191mM, SDS 0,1%; Metanol (Sigma
Aldrich) 20%].

Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada por 1h com 5% de
leite em p6 desnatado diluido em TBS-T [NaCl 150mM; Tris 50mM pH 7,4,
Tween® (Sigma Aldrich) 0,1%]. Foi colocado o anticorpo primario de escolha
overnight a 4°C diluidos em solugdo 5% BSA em TBS-T (Quadro 2). As
membranas foram lavadas com TBS-T e foi colocado o anticorpo secundario
acoplado a peroxidase [anti-Mouse (GE Healthcare); anti-Rabbit (GE
Healthcare)] por 1 hora a temperatura ambiente na diluicdo de 1:2500 na
solucdo de bloqueio. A membrana foi novamente lavada em TBS-T e
revelada com kit de quimioluminescéncia (Thermo Fisher Scientific) em filme
fotografico (GE Healthcare).

A quantificacdo densitométrica dos filmes foi realizada pelo software
ImagedJ, e os graficos gerados expressam a quantidade de proteina

relativizada por um controle de carregamento.
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Proteina Marca Catalogo Diluicao | Secundario
P(Ser380)RSK1 Cell Signaling 9341 1:1000 Rabbit
RSK1 Santa Cruz sc-231 1:1000 Rabbit
RSK2 Bi Novus NBP1-85552 | 1:1000 Rabbit

iologicals

RSK3 Santa Cruz sc-1431 1:500 Goat
RSK4 Santa Cruz sc-100424 1:500 Mouse
P(Thr202/Y204)ERK1/2 Cell Signaling #9101 1:1000 Rabbit
ERK1/2 Cell Signaling #9102 1:2000 Rabbit
P(Ser1798)TSC2 Santa Cruz sc-293149 1:500 Mouse
TSC2 Santa Cruz sc-893 1:1000 Rabbit
P(Thr308)AKT Cell Signaling #2965 1:1000 Rabbit
P(Serd473)AKT Cell Signaling #9271S 1:1000 Rabbit
AKT Cell Signaling #9272 1:1000 Rabbit
P(Ser235/236)RPS6 Cell Signaling #4856 1:1000 Rabbit
RPS6 Santa Cruz sc-74459 1:2000 Mouse
P(Thr389)S6K Cell Signaling #9234 1:1000 Rabbit
S6K Cell Signaling #2708 1:1000 Rabbit
PTEN Cell Signaling #9188 1:1000 Rabbit
P21 Cell Signaling #2947 1:1000 Rabbit
B-actina Sigma Aldrich A5441 1:5000 Mouse

3.4 EXTRAGAO DE RNA COM TRIZOL®

Placas de 60mm com as diferentes linhagens de glioblastoma foram
carenciadas por 2 dias. Foram adicionados 500ul de TRIzol® (Thermo
Fisher Scientific) por placa, e as amostras foram colocadas em microtubo de
1,7ml para homogeneizag&o através da inversdo do microtubo varias vezes.
O material insoluvel resultante da homogeneizagcdo foi retirado por
centrifugacdo a 12.000g por 10min a 4°C. Essa solugédo foi coletada e
transferida para novo microtubo de 1,7mL e incubada durante cinco minutos
a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacdo dos complexos
nucleo-proteicos. Apos esse periodo, foi acrescentado cloroformio (Merck)

na quantidade de 0,2mL por mL de TRIzol® utilizado, homogeneizando
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vigorosamente e incubando novamente, desta vez, por 3min a temperatura
ambiente. Apdés essa segunda incubagdo o material foi centrifugado a
12.000g por 15min a 4°C.

Para a precipitacdo do RNA, a fase aquosa formada foi separada em
um novo microtubo contendo 0,5ml de isopropanol (Sigma Aldrich) por mL
de TRIzol® e incubada por 10min a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, o material foi novamente centrifugado a 12.000g por 10min a 4°C.
O RNA sedimentado foi lavado com 1mL de etanol (Sigma Aldrich) 75%
gelado por mL de TRIzol® utilizado inicialmente e centrifugado a 7.500g por
5min a 4°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, apds a retirada
do excesso de liquido do fundo do tubo, o pellet foi seco a temperatura
ambiente durante cerca de 30min. O RNA total foi dissolvido em agua
ultrapura (Sigma Aldrich), e armazenado a -80°C. O RNA foi quantificado
pela absorbancia de 260nm usando espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo
Fisher Scientific), com fator de corregdo préprio para o RNA (40). Foi
também determinada a razdo entre as medidas espectrofotométricas
A260/A280 e A260/A230nm (razdo entre a quantidade de RNA e
contaminantes, aceitavel quando as duas razdes forem maiores que 1.8, o

que fornece uma estimativa da qualidade da extragéo).
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3.5 TRATAMENTO DO RNA COM DNASE

Conforme as instrugdes do protocolo DNase | - Amplification Grade
(Thermo Fisher Scientific), 1ug do RNA total destinado a reagdo de
transcricdo reversa foi transferido para microtubo estéril, onde foram
acrescentados 1,5uL de tampdo DNase, 1uL da enzima DNase | e agua
ultrapura na quantidade suficiente para completar 15uL de solucéo. Essa
solugédo permaneceu a temperatura ambiente durante 15min e, em seguida,

foi acrescida de 1uL de EDTA (25mM) e incubada a 65°C por 10min.

3.6 REAGAO DE TRANSCRIGAO REVERSA (RT)

A transcricdo reversa do RNA total obtido foi realizada seguindo
recomendagdes do protocolo SuperScript® Il Reverse Transcriptase
(Thermo Fisher Scientific). Foi adicionado 1,6yl de Random Primers
(50ng/ul) a todo o volume da reacdo anterior, além de 1,6ul de ANTP
(10mM) e 1,6ul de oligo(dT)20 (50uM). Essa reagao ficou por 5min a 65°C e,
em seguida, foram adicionados 6,4ul de tampé&o de transcriptase reversa (56X
First-Strand Buffer), 1,6 de DTT (0,1M), 1,6pl da enzima SuperScrip® Il RT
(200 U/pl) e 1pl agua ultrapura. Posteriormente, a mistura foi incubada a
25°C por 5min, seguido de um periodo de 60min a 55°C e finalmente, um
periodo de 15min a 70°C. Ao final, a amostra foi diluida em agua ultrapura
até a concentragdo de 10ng/ul. Foi feito um pool de mesma concentragéo

contendo cDNA de todas as células estudadas.
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3.7 REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL (QPCR)

Foram adicionados de 2ul da reacdo de RT de cada amostra a uma
mistura contendo 5ul de SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific), 0,2ul de primers foward e reverse (10uM) (Quadro 3) e o volume
foi completado para 10,5y com &gua ultrapura. A placa foi lida em
Termociclador 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).
Foram feitas duplicatas experimentais e biolégicas para cada linhagem.

Para analise dos dados, foram obtidos, para cada amostra e gene, 0s
valores de Ct em log2 (o ciclo em que o sinal de fluorescéncia atinge a linha
do threshold). A partir desse valor, foram obtidos o ACt (Ct da célula de
interesse — Ct do pool) e o AACt (ACt da célula de interesse — ACt de genes
endogenos). O valor da expressédo de mRNAs de cada amostra pdde, entdo,
ser calculado a partir da formula 2**“. Os genes enddgenos utilizados foram

HPRT e GAPDH.

Quadro 3 - Genes utilizados para reagdo de qPCR

Gene Numero de acesso Sequéncia do primer (5’ — 3’)
(F) GCCCTGTTCAAGCGGAATC
RSK1 NM_002953.3
- (R) GTGGAGTAGAAGACATGCCG
~SKa M 004586.2 (F) TTTCAGACACAGCAAAGGACC
- ' (R) GAGCACAAGAGCAGCAGTCA
(F) AAGCGCCATCCCTTCTTTGT
RSK3 NM_021135.4 (R) TGCCCACTGCTGGTTTGAA
(F) GGGATATGATGCTGCTTGTGA
RSK4 NM_014496.4 (R) AAATGGAGTGTAGCCAGCCAA
(F) TGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH NM_002046 (R) GAGGCAGGGATGATGTTC
(F) TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG
HPRT NM_000194.2 (R) GGCCTCCCATCTCCTTCATC

F: Primer foward - R: Primer reverse
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3.8 OBTENGAO DE UMA LINHAGEM DE GLIOBLASTOMA
NOCAUTE PARA RSK UTILIZANDO A METODOLOGIA

CRISPR/CAS9

3.8.1 Confecgao do Plasmideo

Para a realizagdo dessa técnica, foi adquirido o plasmideo
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene ID: 62988), o qual contém a
endonuclease Cas9 e genes de resisténcia a puromicina e ampicilina (Figura
14). Para guiar a endonuclease Cas9 ao sitio de interesse no genoma da
célula sdo necessarios RNAs guias (sgRNA), que s&o inseridos no
plasmideo original. Para isso, foram desenhados oligonucleotideos de DNA
que codificam os sgRNAs através de uma ferramenta disponivel na Internet
(http://tools.genome-engineering.org), os quais foram inseridos no plasmideo
apos corte com enzima de restricgdo Bbsl (Thermo Fisher Scientific). Essa
sequéncia guia permite que a endonuclease Cas9 clive o gene alvo iniciando

um processo de reparo de DNA do tipo NHEJ.
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. 5 CACCGGACTAGCTCCATGAGCGGCCA 2 — top
Guial 5 AAACTGGCCGCTCATGGAGCTAGTCC 3 — bottom

RSK1
. 5 CACCGGCACTAGCTCCATGAGCGGCC 3'-top
GuiaZ . A AACGGCCGCTCATGGAGCTAGTGCC 2 — bottom

5 CACCGGTCACCTCAGCGCTGTCGGAC 3’ -top

Guial . A ACGTCCGACAGCGCTGAGGTGACE % — bottom
RSK2
Guiaz ° CACCGGAGCCCGTCCGACAGCGLTG ¥ - top
uia 5 AAACCAGCGCTGTCGGACGGGCTC(E 3’ — hottom

EcoRl

Figura 14 - Esquema ilustrando o plasmideo obtido (pSpCas9(BB)-2A-Puro

(PX459) V2.0). Estao indicados os principais genes e os locais de corte das enzimas de
restricdo EcoRI (5520-6180) e Bbsl (245-267). As sequéncias top e bottom foram aneladas
e os oligonucleotideos dupla fita foram inseridos no local indicado apés digestdo do
plasmideo com Bbsl. Nas guias, os nucleotideos em azul estdo indicando a sequéncia
complementar ao DNA de interesse, e em verde a sequéncia necessaria para insergdo no
sitio especifico. Promotor Amp: promotor reconhecido por procariotos; Promotor UG6:
promotor reconhecido por eucariotos; Enhancer: acentuador; SpCas9: gene que codifica a
enzima Cas9; Puro: gene que confere resisténcia a puromicina; Ampicilina: gene que

confere resisténcia a ampicilina.
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Etapa 1. Preparo das guias

Foram feitas duas guias para cada isoforma: RSK1 guia 1, RSK1 guia
2, RSK2 guia 1, RSK2 guia 2, cujas sequéncias podem ser observadas na
Figura 14. Todas as guias tém como alvo a porgdo N-terminal de RSK1/2,
com excecao de RSK2 guia 1, cujo alvo € a porgéao C-terminal da proteina.

A primeira etapa da construgao visa ao preparo dos oligonucleotideos
que codificam as guias para inser¢ao no plasmideo. Foi feito o anelamento
entre dois oligonucleotideos complementares (top + bottom) para a formagéao
de uma sequéncia dupla-fita, que foi a seguir fosforilada pela enzima T4
polynucleotide kinase (Thermo Fisher Scientific). Para isso, foi adicionado
1ul do oligonucleotideo top (100uM) e 1ul do oligonucleotideo bottom
(100uM), além de 1ul do tampéo da enzima T4 10X DNA ligase (Thermo
Fisher Scientific), e 1ul da enzima T4 PNK em um volume final de 10ul. A
solucdo foi incubada a 37°C por 30min, 95°C por 5min e foi mantida a
temperatura ambiente até que a etapa 2 fosse concluida. Essa solugao foi

diluida 1:200 em agua Milli-Q® (Merck).

Etapa 2: Preparo do plasmideo

O plasmideo foi cortado com a enzima de restricdo Bbsl (245-267).
Para isso, 0,8ng do DNA do plasmideo foram adicionados a 5ul do tampao
NEB 2.1 (New England Biolabs) e 1,8ul da enzima Bbsl, e o volume foi
completado para 50ul com agua Milli-Q®. Essa solugéo foi incubada por 1h
e 30min a 37°C. Para impedir que o plasmideo se religue sem incorporar a

guia e ocorra a formagao de plasmideos vazios resistentes a ampicilina, foi
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feito um tratamento com a fosfatase alcalina CIAP (Thermo Fisher
Scientific), por 30min a 37°C. Apds esse passo, 0s plasmideos foram
purificados com o kit Gel/PCR DNA Extraction Kit (Real Genomics) e eluidos

em 30ul de agua Milli-Q®.

Etapa 3: Ligacao dos plasmideos com as guias

As guias foram inseridas no plasmideo cortado no sitio especifico, da
seguinte maneira: 2ul de oligonucleotideos diluidos da etapa 1 foram
adicionados a 5ul de plasmideo provenientes da etapa 2, além de 2ul de
tampéao T4 ligase 10X (Thermo Fisher Scientific) e 1ul da enzima T4 ligase
(Thermo Fisher Scientific). O volume foi completado para 20ul com agua

Milli-Q® e a solugao foi incubada a 25°C por 30min.

Etapa 4: Transformacao de bactérias para verificacdo do plasmideo

Bactérias (E. coli, cepa JM109) quimicamente competentes foram
utilizadas para amplificagdo do plasmideo. O plasmideo contendo a guia,
proveniente da etapa 3, foi colocado em 200ul de bactéria e essa solugao foi
submetida a um choque térmico:

- 20min em gelo;

- 2min a 42°C;

- 5min em gelo.

Foi adicionado 1ml de meio LB (1% de triptona, 0.5% de extrato de
levedura, 1% de NaCl e pH 7.0), sem ampicilina e a solugéo foi centrifugada

por 2min a 8000rpm. O sobrenadante foi descartado e as bactérias foram
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plagueadas em meio LB + agar [com 50ug/ml de ampicilina (Affymetrix)], e
ficaram overnight na estufa a 37°C.

Foram selecionadas duas coldnias de bactérias transformadas, as
quais foram capturadas e colocadas em 2ml meio LB (com 50ug/ml de
ampicilina) overnight a 37°C no Shaker (Gemini BV) com rotagao de 200rpm.
Das bactérias que cresceram, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial
utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
(Promega), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Os plasmideos
foram cortados através de digestdo com enzima de restricdo, da seguinte
maneira: 200ng do DNA extraido foram adicionados a 0,2yl de BSA
(10mg/ml) e 0,2ul da enzima de restricdo EcoRI (Thermo Fisher Scientific)
ou Bbsl, além de 2ul do tampao especifico para cada enzima. O volume foi
completado para 20ul com agua Milli-Q® e a solugao foi incubada a 37°C
por 1h.

Apds a digestdo, os plasmideos cortados e nao cortados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Esperava-se que
ocorresse a perda do sitio de corte para a enzima Bbsl, enquanto o corte
com EcoRI deveria liberar a regido que codifica a resisténcia para
puromicina. Uma col6nia foi selecionada aleatoriamente para multiplicacao

dos plasmideos.

Etapa 5: Purificacdo do plasmideo para transfeccéo de células
Foi feito um pré-inéculo com o raspado da placa de cultura de

bactéria das colénias selecionadas em 2ml de meio LB (com 50ug/ml
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ampicilina) e incubado a 37°C no Shaker por 6h com agitagao (200rpm).
Apds esse periodo foi feito o inéculo em 100ml de LB (com 50ug/ml
ampicilina) e incubado a 37°C overnight no Shaker com agitagao (200rpm).
A extracdo de DNA foi feita de acordo com protocolo do kit HiSpeed Plasmid

Midi Kit (Qiagen).

3.8.2 Curva de Sensibilidade para Puromicina

Foram feitas curvas de puromicina nas células LN-18 para determinar
a concentragao ideal dessa droga para selecao das células transfectadas. A
concentracdo ideal € aquela que promove a sobrevivéncia das células
transfectadas, e a morte das células que nao foram transfectadas. Para isso,
foram semeadas placas de 6 pogos (Corning) com células nao transfectadas
e células transfectadas com o plasmideo vazio (sem os oligonucleotideos
das guias). Essas células foram tratadas com diferentes concentragcbes de
puromicina (Thermo Fisher Scientific) (0,25ug/ml, 0,5ug/ml, 0,75ug/ml,
1ug/ml e 1,5ug/ml) durante 4 dias, sendo o meio trocado a cada 2 dias.
Através dessa curva foi possivel determinar a concentracédo de 1,2ug/ml

para ser utilizada na seleg¢ao das células transfectadas.

3.8.3 Transfeccao de Células LN-18

Foram semeadas 8 placas de 60mm de células LN-18 para
transfeccdo com os plasmideos confeccionados. A transfeccdo foi feita
utilizando Lipofectamina® (5ul em 3ml de meio Opti-MEM®) e 4ug de DNA

no total por placa. As seguintes condigdes foram feitas:
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(1.) Sem plasmideo (controle para selegao de puromicina);

(2.) Plasmideo vazio (controle: vetor sem a guia - 4ug);

(3.) RSK1 G1 (RSK1 guia 1 - 4ug);

(4.) RSK2 G1 (RSK2 guia 1 - 4ug);

(5.) RSK1 G1 (RSK1 guia 1 - 2ug) + RSK2 G1 (RSK2 guia 1 - 2ug);

(6.) RSK1 G2 (RSK1 guia 2 - 4ug);

(7.) RSK2 G2 (RSK2 guia 2 - 4ug);

(8.) RSK1 G2 (RSK1 guia 2 - 2ug) + RSK2 G2 (RSK2 guia 2 - 2ug).

A transfeccao foi feita por 6h, e, apos esse periodo, o meio Opti-
MEM® foi trocado pelo meio normal da célula e, 48h depois, as células
foram tratadas com 1,2ug/ml de puromicina, durante 6 dias, e nesse
intervalo de tempo, o meio com puromicina foi trocado a cada 2 dias. O
tempo de tratamento foi determinado de acordo com a placa controle, sendo

finalizado assim que todas as células dessa placa morressem.

3.8.4 Isolamento de Células e Obtencao de Coldnias

Apods a selegao com puromicina, 500 células de cada condigao foram
plaqueadas em uma placa de 100mm, que foi deixada em estufa 37°C até
que colbnias derivadas de uma unica célula apresentassem mais que 30
células (aproximadamente 10 dias). Essas colénias foram entdo capturadas
com uma pipeta e transferidas para uma placa de 24 micropogos. Assim que
cada colbnia atingiu 80% de confluéncia, foram passadas para placas cada
vez maiores até atingirem quantidade suficiente para realizagdo de um

extrato de proteinas utilizado para acessar o conteudo de RSK desses
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clones. As col6nias que obtiveram éxito na delecdo de RSK foram utilizadas
para confeccado de um pool de clones que foram entdo utilizados para os

experimentos.

3.8.5 Curva de Crescimento

Para a analise do crescimento das células nocaute para RSK1 e
RSK2, foram semeadas placas de 35mm com 2.000 cel/placa para que ao
final ndo houvesse confluéncia das células prejudicando a interpretacéo dos
resultados. Durante seis dias consecutivos uma placa de cada condicido era
tratada com tripsina para que as células soltassem, e entdo as células foram
contadas em Camara de Neubauer (Optik Labor). A quantificacdo foi
baseada em cinco experimentos, e em cada experimento foram semeadas

duas placas de cada condicao, e cada placa foi contada trés vezes.

3.8.6 Analise da Proliferagao Celular

Células LN-18 foram plaqueadas em placas de 96 micropocos e
carenciadas por 48h. Apods esse periodo, as células foram pré-tratadas com
FMK na concentragdo de 10uM por 30min, e incubadas por 16h com EGF
(50ng/ml) ou soro fetal bovino (10%). As células entdo foram incubadas com
BrdU por 5h para que ocorresse a incorporacao; e para a detecgao foi
utilizado o BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Cell Signaling). A absorbancia
foi lida no leitor de microplaca em comprimento de onda 450nm. Foi feita a
quantificacdo de quatro experimentos individuais, nos quais foram feitas,

também, duplicatas experimentais para cada condicio.
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4 RESULTADOS

41 EXPRESSAO DE MRNA DAS ISOFORMAS DE RSK

A primeira etapa de trabalho com as RSKs em glioblastomas foi a
verificacdo do padrdo de expressao das diferentes isoformas em linhagens
celulares. Uma vez que dados prévios do laboratério demonstraram que a
expressdo proteica das RSKs é bastante variavel (Figura 8 e 9), foi
verificado se esta expressao diferencial € devida a um controle transcricional
ou traducional. Para isso, foi feita a avaliacdo da expressao do mRNA das
RSKs, através da técnica de qPCR.

Na Figura 15A estdo representados os resultados de expressado de
MmRNAs de RSK1. Foi observado que as linhagens que possuem delegao
homozigotica de PTEN (U-87MG, A172 e U-118MG) apresentaram ligeira
diminuicdo da expressdo de mRNAs de RSK1 em relacdo as linhagens com
PTEN selvagem (LN-18 e LN-229), o que ¢ similar ao padrao de expressao
proteica de RSK1. No entanto, as outras isoformas de RSK apresentaram
um perfil de expressdo de mRNAs diferente do perfil de expresséo proteica.
A expressao de mRNAs de RSK2 é maior em células A172, em comparacgao
com as outras linhagens (Figura 15B), o que ndo é observado na expressao
proteica. A expressdao de mRNAs de RSK3 é maior em células A172 e U-
118MG em comparagdo com as outras linhagens (Figura 15C), e a

expressao de mMRNAS de RSK4 é maior em células LN-18 e U-87MG em
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comparagao com as outras linhagens (Figura 15D). A expressao proteica de
RSK3 e 4 é praticamente inexistente.

Os resultados de expressdao de mRNAs das isoformas de RSK
mostraram que existe baixa correlacdo entre a expressao de mRNAs e
proteica das RSKs nas linhagens de glioblastoma, indicando a regulagao
dessa proteina pode ocorre principalmente na traducdo ou através de

modificacdes pods-traducionais.
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Figura 15 - Expressdo de mRNA das isoformas de RSK em diferentes

linhagens. (A) Expressdo de mRNAs de RSK1; (B) Expressdo de mRNAs de RSK2; (C)
Expressdo de mRNAs de RSK3; (D) Expressdo de mRNAs de RSK4. Os graficos sao
resultado do calculo de 4 experimentos individuais. As imagens acima de cada grafico sao
provenientes de Western Blotting para comparacdo da expressdao de mRNAs com
expressao proteica previamente realizada. Os géis de RSK3 e RSK4 possuem controles

positivos.
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4.2 PADRONIZAGAO DOS INIBIDORES BI-D1870 E SL0101

Uma parte importante desse mestrado foi realizada na tentativa de
padronizar inibidores quimicos de RSK. Esses resultados foram publicados
em um artigo cientifico (Anexo 2).

Inicialmente, foram escolhidos dois inibidores amplamente utilizados
na literatura para os ensaios, SL0101 e BI-D1870. No entanto, foi observado
que os inibidores possuiam efeitos discrepantes. Dessa maneira, foi feita
uma investigagdo mais detalhada dos inibidores citados, o que resultou na
publicacdo de um artigo cientifico (ROFFE et al. 2015 - Anexo 2).

Neste artigo, primeiramente foi feita uma comparagao entre os efeitos
de BI-D1870 e SL0101 sobre a fosforilagdo de RPS6 e S6K em linhagens de
glioblastoma (Figura 2 de ROFFE et al. 2015 - Anexo 2). Foi observado que
enquanto SL0101 inibiu a fosforilagdo de ambas as proteinas, BI-D1870
promoveu forte ativagdo de S6K. Além disso, células pré-tratadas com
inibidor de MEK, U0126, e tratadas com os inibidores estudados
apresentaram a mesma resposta (Figura 3 de ROFFE et al. 2015 - Anexo 2),
indicando que esse efeito dos inibidores € independente de ERK1/2 e de
RSK.

Para analisar se a fosforilagdo de TSC2 por RSK possui efeito sobre a
ativacdo de S6K, foi utilizado siRNA para RSK1 e 2 e as células foram
tratadas com PMA para estimular a via RAS/ERK1/2 (Figura 4 de ROFFE et
al. 2015 - Anexo 2). Foi observado que a deplecdo de RSK diminuiu a

fosforilagdo de TSC2 na Ser1798, porém nao afetou a fosforilacdo de S6K



57

na Thr389 e diminuiu levemente a fosforilagdo de RPS6 na Ser235/236.
Esse dado indica que apenas a fosforilacdo de TSC2 na Ser1798 reflete de
maneira consistente os niveis de RSK.

Os efeitos inespecificos e opostos dos inibidores SL0101 e BI-D1870
foram confirmados em ensaios de proliferacdo. Para isso, células foram pré-
tratadas com os inibidores estudados na presenga ou auséncia de
rapamicina, e tratadas com EGF. As concentragdes dos inibidores de RSK
utilizadas foram as que inibiram RSK em propor¢cdes equivalentes;
informacéo esta obtida através de alvos de RSK como GSK3p ou RPS6 na
presenca de rapamicina (Figura 6 de ROFFE et al. 2015 - Anexo 2). A
utilizacdo de SL0O101 inibiu a proliferacdo de maneira mais potente que BlI-
D1870 (Figura 9 de ROFFE et al. 2015 - Anexo 2); um efeito que pode ser
considerado inespecifico. Além disso, a utilizacdo de rapamicina
potencializou o efeito de BI-D1870, no entanto ndo alterou o efeito de
SL0101. Esse resultado aponta para a inibicdo n&o especifica de mTORCA1
pelo inibidor SLO101.

Juntos, esses resultados levaram a elaboragdo de um modelo sobre
os efeitos ndo especificos dos inibidores estudados (Figura 10 de ROFFE et
al. 2015 - Anexo 2). Enquanto BI-D1870 ativa S6K por mecanismos ainda
nao conhecidos, SL0101 inibe mMmTORC1 por mecanismos também
desconhecidos. Esses efeitos ndo especificos podem levar ao
mascaramento das fungcbes de RSK, e a confusdo sobre as funcdes

dependentes de RSK ou mTORC1. Dessa maneira, as fungdes previamente
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descritas para RSK que foram baseadas nesses inibidores devem ser

reavaliadas.

4.3 INIBIDOR QUIMICO FMK

Uma vez que os estudos iniciais de padronizacdo de inibidores
quimicos para RSKs evidenciaram que os dois inibidores escolhidos, Bl-
D1870 e SL0101, possuem efeitos inespecificos na via de PI3K/AKT, ficou
evidenciada a necessidade da padronizagdo de outro inibidor que pudesse
ser utilizado nos experimentos.

FMK €& um inibidor quimico irreversivel que se liga a porgao C-
terminal de RSK, impedindo sua autofosforilagdo, processo necessario para
a completa ativagdo da proteina. Assim, analisaram-se a fosforilagdo de
RSK no residuo Ser380 (proveniente da autofosforilagdo) e a fosforilagdo de
TSC2 no residuo Ser1798, em concentragdes crescentes de FMK em
células LN-18.

Foi possivel perceber a diminuigdo da fosforilagdo de RSK1 e de seu
alvo, com o aumento da concentracdo da droga (Figura 16). Foi
estabelecido que a concentracdo de 10uM é suficiente para inibicdo da acao

de RSK1.
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Figura 16 - Padronizacédo do inibidor FMK. (A) Western Blotting de células LN-18

apos pré-tratamento com FMK em diferentes concentragdes (1uM, 5uM, 10uM ou 20uM)

por 30min e tratamento de PMA, 100ng/ml, por 15min; (B) Grafico da fosforilagdo de TSC2
na Ser1798; (C) Grafico da fosforilagdo de RSK1 na Thr380. Os graficos sado resultado da

quantificacdo densitométrica de 4 experimentos individuais.

Para avaliar os efeitos de FMK na via de PI3K/AKT, foi feita uma

analise da fosforilagdo de S6K e RPS6, utilizando-se 5uM ou 10uM do

inibidor estudado em diferentes tempos de tratamento (Figura 17). Péde-se

notar que houve diminuicdo na fosforilagdo de RPS6 utilizando 10uM de

FMK. Além disso, observamos que nao houve diferenca na fosforilacdo de

S6K nesse residuo, indicando a maior especificidade desse inibidor.
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Figura 17 - Fosforilagao de S6K e RPS6 utilizando FMK. (A) Western Blotting

de células LN-18 apds pré-tratamento com FMK em diferentes concentragées (5uM ou

10uM) por 45min, 90min ou 150m in e tratamento de PMA, 100ng/ml, por 15min; (B) Grafico
da fosforilagdo de S6K na Thr389; (C) Grafico da fosforilacdo de RPS6 na Ser235/236. Os

graficos sao resultado da quantificagcdo densitométrica de 3 experimentos individuais.
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4.4 PAPEL DAS RSKS NA PROLIFERAGAO CELULAR

Utilizando a concentragdo de FMK determinada (10uM), o efeito da
inibicdo de RSK na proliferagéo celular foi estudado através de ensaio de
incorporagao de BrdU (Figura 18). Nao foi observada nenhuma diferencga
entre as células-controle (DMSO) e as tratadas com FMK em nenhuma
condigdo, o que leva a conclusao de que a inibicdo de RSK por essa droga
nao é suficiente para inibir a proliferagdo de células de glioblastoma. Este
experimento argumenta contra a participacdo das RSKs no controle da

proliferacao celular.
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Figura 18 - O efeito do inibidor FMK na proliferagdo em células LN-18.

Células LN-18 foram carenciadas e pré-tratadas com FMK 10uM, por 30min e tratadas com
EGF 50ng/ml, ou soro fetal bovino 10%, por 16h. As células foram entdo encubadas com
BrdU por 5h e sua incorporagao foi medida em leitor de microplaca no comprimento de onda

450nm. As médias sao referentes a 4 experimentos individuais.
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4.5 ENVOLVIMENTO DE RSK1 NA PICS

Uma vez se observou uma correlagdo entre niveis de RSK1 e PTEN
em glioblastomas, e que o envolvimento da sinalizagdo de RAS/ERK1/2 com
0 processo de senescéncia celular ja foi previamente descrito (LEONTIEVA
e BLAGOSKLONNY 2014), prosseguiu-se com a analise do envolvimento de
RSK1 na senescéncia celular do tipo PICS.

Como células transformadas perdem a capacidade de entrar em
senescéncia, os experimentos foram realizados em uma linhagem celular
nao tumoral disponivel em nosso laboratorio, a MCF10A (célula normal de
mama). Utilizando o inibidor de PTEN, conhecido como VO-OHpic, foram
realizadas curvas de tempo para analisar a expressdo e atividade das
proteinas RSK1, ERK1/2 e AKT e do indicador de senescéncia p21 (Figura
19A).

A proteina p21 € uma inibidora de cinases dependentes de ciclina,
que age através da inibicdo da atividade de cinases dependentes de ciclina
essenciais para a progresséo do ciclo celular, e, portanto, é possivelmente
um indicador de senescéncia. Inicialmente, observou-se que ha um aumento
de p21 ao longo do tempo de tratamento com VO-OHpic, o que ndo ocorre
em células tratadas com veiculo (DMSO), o que pode ser relacionado ao
aumento de senescéncia di tipo PICS (Figura 19D). Além disso, observou-se
claramente que a ativagcao de ERK1/2 e de RSK1 acompanha a expresséo
de p21, indicando que RSK1 pode estar envolvida com esse processo de

senescéncia (Figura 19B e C). Ou seja, em células ndo tumorais, a perda da
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funcdo de PTEN - através do inibidor - induz a expressao de RSK1. Também
se nota um aumento da ativagdo de AKT no inicio do tratamento com VO-
OHpic, as 24h, como ja esperado, uma vez que o PTEN atua como
regulador negativo da via do PI3K/AKT. No entanto, essa ativagao diminui
ao longo do tempo, enquanto ocorre o aumento de p21 (Figura 19E).

Com o intuito de observar se a auséncia de RSK1 é capaz de diminuir
os niveis de p21 apods inibicdo de PTEN foram feitos dois experimentos de
deplegdo de RSK em células MCF-10A, utilizando inibidores quimicos
(Figura 20A e B) ou siRNA (Figura 20C). O inibidor de mTORCH1,
Rapamicina, diminuiu os niveis de p21 tanto na presengca quanto na
auséncia de VO-OHpic. Além disso, de maneira muito interessante, os
inibidores quimicos FMK e U0126 diminuiram os niveis de p21 apenas apos
a inibicado de PTEN, o que pode indicar o envolvimento de RSK com esse
tipo especifico de senescéncia. Os inibidores BI-D1798 e SL0101 tiveram
efeitos opostos, 0 que ja era esperado uma vez que esse inibidores atuam
inespecificamente sobre a via de mTOR de maneira antagdnica. Ja o siRNA
diminuiu consideravelmente os niveis de p21 mesmo que a deplecao de
RSK1/2 causada ndo tenha sido completa. Esses resultados indicam que
RSK pode estar envolvida com o processo de senescéncia celular induzida

pela perda de PTEN.
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Figura 19 - Tratamento de MCF10A com VO-OHpic. (A) Western Blotting de
células MCF10A apés tratamento com VO-OHpic (2uM) por 24h, 48h e 72h; (B) Grafico da
fosforilagao de RSK1 na Ser380; (C) Grafico da fosforilagao de ERK1/2 na Thr202/Y204; (D)
Grafico da expressdo de p21 normalizada por ERK1/2; (E) Gréfico da fosforilagdo de AKT

na Thr308. Os gréaficos séo resultado da quantificagdo densitométrica de 4 experimentos
individuais.
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Figura 20 - Avaliagcdo de p21 em MCF10A depletadas de RSK. (A) Western
Blotting de células MCF10A apds pré-tratamento com FMK (10uM), BI-D1870 (10uM),
SL0101 (50uM), U0126 (10uM) e Rapamicina (100nM) por 30min e tratamento com VO-
OHpic (2uM) por 48h; (B) Grafico da expressdao de p21 normalizada por ERK1/2; (C)
Western Blotting de células MCF10A transfectadas com dois Sets diferentes de siRNA para
RSK1 e RSK2 (SiA e SiB) ou com dois Sets de oligonucleotideos controle (ScrA e ScrB). Os

graficos sao resultado da quantificagdo densitométrica de 4 experimentos individuais.
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4.6 CELULAS NOCAUTE PARA RSK1 E RSK2

A técnica do CRISPR/Cas9 foi utilizada com o intuito de obter uma
linhagem de células de glioblastoma (LN-18) nocaute para as proteinas
RSK1 e RSK2, visando ao estudo das alteragdes moleculares e funcionais
causadas por essa delecdo. Para evitar que sejam observadas alteragdes
provenientes da inespecificidade da guia em outras vias de sinalizagao,
foram feitas duas guias para cada isoforma.

Inicialmente, realizamos a clonagem das guias especificas para RSK1
e 2 no plasmideo contendo a enzima Cas9. Para a confirmagao de que a
confecgdo dos plasmideos contendo as guias foi correta, estes foram
cortados com as enzimas de restricdo EcoRI ou Bbsl, e os fragmentos de
DNA foram separados em gel de agarose 0,8% para observagédo das bandas
(Figura 21). A enzima EcoRI cortou o plasmideo de maneira a separar o
gene de resisténcia a puromicina (660pb) do resto do plasmideo (8515pb).
No entanto, a enzima Bbsl ndo cortou o plasmideo, resultando em uma
unica banda de 9175pb. Isso ocorre, pois, a correta insergdo da guia faz
com que o sitio da enzima se perca. Foi possivel concluir que a confecgao
dos plasmideos foi eficiente, e foram escolhidas aleatoriamente uma coldnia

de cada guia para que fossem multiplicadas.
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Figura 21 - Teste da insergdo das guias para RSK1 e RSK2 no plasmideo.

Foram feitos géis de agarose 0,8% e foram testadas duas colénias de cada guia (col 1 e col

2), as quais foram cortadas com as enzimas de restricao Bbsl e EcoRI.

Uma vez que as guias foram corretamente inseridas no plasmideo, o
mesmo foi, entdo, utilizado para transfec¢cao de células LN-18. A curva de
puromicina realizada mostrou que, em 4 dias, a concentragdo de 1ug/ml era
a mais eficiente em preservar as células transfectadas e eliminar as nao
transfectadas. No entanto, a eficiéncia na eliminagao nio foi de 100%; dessa
maneira, foi determinada a concentracéo de 1,2ug/ml para ser utilizada na
selecao das células transfectadas.

As células transfectadas com os plasmideos contendo as guias foram,
entdo, selecionadas com puromicina (1,2ug/ml) e isoladas para obtengao de
colbénias. Para confirmar a auséncia da proteina de interesse, foi feito um

extrato proteico de cada coldnia, os quais foram submetidos a um Western
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Blotting para RSK1 e RSK2. Foram obtidos um total de 132 colbnias, sendo
21 de células transfectadas com o plasmideo vazio, 33 com guias para
RSK1, 44 para RSK2 e 34 colbnias para RSK1 e 2. A figura 22 € um
exemplo de gel de Western Blotting-teste das col6nias, no qual podem ser
observados um clone nocaute para RSK1 (clone RSK1 G2 |); trés clones
nocaute para RSK2 (clones RSK2 G2 H, | e K); e um clone nocaute para

ambas as isoformas (clones RSK1/2 F).
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Figura 22 - Exemplo de gel de acrilamida para teste quanto ao conteudo de

RSKSs. O clone RSK1 G2 | é nocaute para RSK1; os clones RSK2 G2 H, | e K s&o nocaute

para RSK2; e o clone RSK1/2 G2 F & nocaute para as duas isoformas da proteina.

A capacidade das guias em produzir célula nocaute homozigotas foi
calculada através da porcentagem entre as colénias homozigotas e o total
de colonias testadas (Quadro 4). No geral, ambas as guias de RSK2
produziram mais colénias nocaute em comparagdo com as guias de RSK1,
sendo que a guia 1 de RSK1 ndo produziu nenhuma col6nia nocaute, o que
também explica o fato de nenhuma colbnia transfectada com RSK1 guia 1 +

RSK2 guia 1 serem utilizadas. Esse fato pode ser explicado por duas
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possibilidade. A primeira seria a baixa eficiéncia das guias para RSK1, a
segunda seria a grande importancia de RSK1 para a sobrevivéncia da
célula, o que dificultaria a obtengao de clones nocaute para essa isoforma

da proteina.

Quadro 4 — Porcentagem de coldnias obtidas por guia testada

$ol6nias Total de colonias Porcentagem (%)
estadas nocaute

RSK1 guia 1 9 0 0.0

RSK1 guia 2 24 1 4.2

RSK2 guia 1 11 4 36.4

RSK2 guia 2 33 4 12.1

RSK1 e 2 guia 1 14 0 0.0

RSK1 e 2 guia 2 20 4 20.0

Total 132 13 9.84

Para minimizar a chance de eventos inespecificos influenciarem no
fendtipo observado nas células nocaute para RSK, os clones obtidos para
cada guia foram misturados entre si, criando populagdes de células. O grupo
controle transfectado com vetor vazio foi composto por um pool de 5
diferentes coldnias, o grupo nocaute para RSK1 derivado de apenas uma
coloénia obtida com a guia 2; o grupo nocaute para RSK2 um pool de 4
diferentes colbnias obtidas com a guia 2; e o grupo duplo-nocaute derivados
de apenas um clone obtido com a guia 2 para ambas as isoformas.

O primeiro estudo realizado com as células obtidas foi uma analise
das vias de sinalizagdo celular envolvidas com a tradu¢do de mRNAs

PI3K/AKT e RAS/ERK1/2, com foco nos alvos de RSK (Figura 23).
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Figura 23 - Western Blotting de células nocaute para RSK1 e/ou RSK2. (A)
Western Blotting foi feito apds tratamento com EGF (50ng/ml) ou PMA (100ng/ml). (B)
Grafico da fosforilagdo de RPS6 na Ser235/236; (C) Grafico da fosforilagdo de S6K na
Thr389; (D) Grafico da fosforilagdo de TSC2 na Ser1798; (E) Grafico da fosforilacdo de
ERK12 na Thr202/Y204. Os graficos s&o resultado da quantificagdo densitométrica de 4

experimentos individuais.
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Inicialmente, nota-se que nao houve qualquer alteragdo de
fosforilagao ou expressao de ERK1/2 nas células nocaute, mostrando que a
realizacéo dessa técnica nao afetou a via acima de RSK (Figura 23E). Além
disso, é possivel observar que células nocaute para as duas isoformas de
RSK nao apresentaram alteracdo na fosforilacdo em RPS6, ocorrendo
apenas uma ligeira diminuicdo nas células duplo nocaute (Figura 23B).
Células nocaute para RSK1 e para as duas isoformas tiveram uma grande
diminuicdo na fosforilagdo da Ser1798 em TSC2 (Figura 23D). Outro
resultado interessante foi a constatacdo de que o anticorpo utilizado para
reconhecer a fosforilacdo de RSK1 na Ser380 também reconhece RSK2,
uma vez que foram observadas bandas com a utilizagao desse anticorpo em
células nocaute para RSK1 (Figura 23A). Interessantemente, nossos
resultados mostraram que a auséncia de RSK1, de RSK2 e de ambas as
isoformas aumentou a expressao de S6K na Thr389 (Figura 23C), sugerindo
que as RSKs exercem um efeito de feedback negativo sobre a via de
sinalizagao PI3K/AKT.

Foi realizada também a analise das outras duas isoformas da proteina
para verificar se houve alguma alteracdo em sua expressao nas células
nocaute, no entanto, ndo se observou qualquer diferenca da expressao de
RSK3 e RSK4 nas células nocaute, comparadas com as células- controle,

sendo a expressao praticamente nula nessa linhagem (Figura 24).
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Figura 24 - Verificagcdo de RSK3 e RSK4 em células nocaute. Western Blotting

de células nocaute para RSK1 e/ou RSK2 apos tratamento com PMA (100ng/ml). RSK3+:
controle positivo para RSK3; RSK4+: controle positivo para RSK4.

Uma vez que a velocidade de crescimento confere agressividade ao
tumor, foi feita a analise da curva de crescimento nessas células, com o
intuito de avaliar o envolvimento de RSK1 e RSK2 nesse processo. E
possivel observar diminuicdo de crescimento de todas as células nocaute
em comparacdo com o controle, apdés o quarto dia de crescimento,

mostrando que na auséncia dessa proteina as células crescem mais

devagar (Figura 25).
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Figura 25 - Curvas de crescimento das células nocaute para RSK1 e/ou

RSK2. A quantificagéo foi baseada em cinco experimentos, e em cada experimento foram

feitas duplicatas experimentais.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, acredita-se cada vez mais que o tratamento para
tumores, incluindo o glioblastoma, deve ser individualizado e de acordo com
as caracteristicas de cada tumor. As alteragcbes moleculares que diferem
entre tumores de diferentes pacientes sdo a principal razao para a falta de
resposta a tratamentos. Dessa maneira, na tentativa de dividir tumores com
respostas diferentes em subgrupos, de acordo com o perfil molecular, varios
estudos tém sido realizados.

Em gliomas difusos de baixo grau ja existe a proposta de substituir a
estratégia comumente utilizada, que consiste em esperar a evolugido do
tumor, para uma estratégia mais personalizada, levando em consideragao
aspectos clinicos, radioldgicos e histo-moleculares de cada tumor (DUFFAU
e TAILLANDIER 2014). Em glioblastomas, as alteragdes atualmente
utilizadas para definir o tratamento dos pacientes sdo metilagdo do promotor
do gene MGMT e mutagdées no gene EGFR (WELLER et al. 2012), porém
poucos sao os biomarcadores utilizados na pratica, sendo as decisdes
tomadas principalmente pautando-se em aspectos clinicos. Uma vez que
glioblastomas possuem altas taxas de recorréncia e baixa eficiéncia da
terapia padrao; estudos moleculares e ensaios clinicos podem ajudar a
compreender as alteragdes que definem o comportamento do tumor e as
diferentes respostas frente a tratamentos.

Uma vez que a proteina RSK tem sido descrita como alterada em
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diversos tumores, o entendimento sobre sua participacdo em glioblastomas
pode fornecer uma importante ferramenta para terapia. Foi descrito
previamente por alunos do laboratério uma grande variabilidade na
expressdo e ativacdo de RSKs, tanto em linhagens celulares de
glioblastomas, quanto em glioblastomas humanos. O que essa diferenca
determina e como a expressao desta proteina é regulada em glioblastomas
€ uma informacédo de grande importancia para melhor compreensao sobre
esse tumor.

Para o melhor entendimento sobre o nivel em que ocorre a regulagéo
da expressdo de RSKs nesses tumores, foi feita uma analise de expressao
de mRNAs das isoformas de RSK em linhagens celulares de glioblastomas,
objetivando a comparagao com a expressao proteica previamente realizada.
Os resultados mostraram que ndo existe correlacdo entre os niveis de
expressdo de mRNAs e proteica de RSKs, indicando que essa regulagao
pode ocorrer na tradugao ou através de modificagdes pds-traducionais. Por
exemplo, sabe-se que SGK1 sofre ubiquitinagdo por estimulo de vias de
sinalizagdo em resposta ao ambiente extracelular (GWALTER et al. 2009), o
que poderia regular sua estabilidade.

Durante este mestrado também foi feita uma investigagdo sobre a
acao de RSKs em glioblastoma. Para isso, inicialmente houve a tentativa de
padronizagao de ensaios com inibidores de RSK amplamente utilizados na
literatura, SL0O101 e BI-D1870 (NGUYEN 2008). Uma investigagcdo mais
detalhada dos inibidores citados resultou na publicacdo de um artigo

cientifico (ROFFE et al. 2015 - Anexo 2), no qual foi descrito que enquanto o
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inibidor SL0101 inibe inespecificamente a via de PI3K/AKT, a droga BI-
D1870 ativa inespecificamente a mesma via. Muitos alvos de RSK e
processos descritos na literatura foram baseados na utilizacido desses dois
inibidores que possuem efeitos inespecificos, evidenciando que esses
achados devem ser vistos com cautela.

Além disso, nesse artigo € descrito um alvo especifico de RSK que
pode ser utilizado para acessar sua atividade. Sabe-se que para acessar a
atividade de uma cinase € necessario observar a ativacdo de seu principal
alvo, geralmente uma proteina diretamente por ela fosforilada. Essa tarefa
se complica em se tratando de RSK, uma vez que sao descritos muitos
alvos para essa proteina, e quase nenhum deles pode ser considerado seu
alvo exclusivo (ANJUM e BLENIS 2008). Comumente é utilizada a
fosforilagdo de RPS6 no residuo Ser235/236 (ROUX et al. 2007), no entanto
observou-se que essa fosforilacdo ocorre principalmente por S6K. Através
da utilizacao de siRNA, foi observado que a fosforilagdo de TSC2 no residuo
Ser1798 é um alvo mais especifico para acessar a atividade de RSKs.

Uma vez que os inibidores inicialmente cogitados foram considerados
inespecificos, percebeu-se a necessidade de padronizagdo de outra droga
conhecida como FMK. Os resultados mostraram que esse inibidor pode ser
considerado mais especifico, pois nao afetou a fosforilacdo de S6K. A
especificidade de FMK ja foi demonstrada previamente por COHEN (2005)
em lisados proteicos de células epiteliais humanas, nas quais a droga FMK
marcada com biotina foi encontrada associada apenas as RSK1 e RSK2,

detectadas através de imunodeplecdo com anticorpos especificos.
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A inibicdo de RSK foi causada também através da realizacdo de
edicdo gendmica utilizando o sistema CRISPR/Cas9. Comparada com
outras técnicas de edicdo gendmica, o sistema CRISPR/Cas9 é considerado
mais simples, com padrdo de clivagem mais especifico e com taxa de
eficiéncia mais alta (RAN et al. 2013). Foi constatado que a realizagdo da
técnica ndo afetou a via acima de RSK, uma vez que nao houve qualquer
alteracao de fosforilagado ou expressdao de ERK1/2 nas células nocaute.

Além disso, como proposto pelo nosso grupo anteriormente (ROFFE
et al. 2015 - Anexo 2), foi observado que a fosforilagdo de TSC2 na Ser1798
€ um alvo especifico para RSK, uma vez que células nocaute para RSK1 e
células nocaute para as duas isoformas tiveram a fosforilacdo desse residuo
muito afetada, indicando que RSK é a principal cinase responsavel por esse
processo. A fosforilagdo de TSC2 por RSK1 de maneira independente de
AKT foi inicialmente descrita por ROUX et al. (2004), no entanto, a
fosforilagdo de RPS6 na Ser235/236, € mais comumente utilizada na
literatura para acessar a atividade de RSK (ROUX et al. 2007). Nao foram
observadas muitas alteracbes das células nocaute na fosforilacdo desse
residuo em RPS6, apenas foi observada ligeira diminuicdo nas células
nocaute para RSK1 e RSK2. Esse dado corrobora os achados nos quais se
descreveram que a via principalmente responsavel por essa fosforilacdo é a
via de mTORC1 através de S6K, e que de fato a fosforilagdo de TSC2 na
Ser1798 é um melhor alvo para ser utilizado em estudos que visam acessar
a atividade de RSK. Outra constatacido interessante foi o fato de que o

anticorpo que reconhece a forma fosforilada de RSK1, também reconhece a
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isoforma RSK2, uma vez que foram observadas bandas com a utilizagao
desse anticorpo em células nocaute para RSK1. Esse fato pode ser
explicado pelo alto grau de homologia entre as isoformas RSK1 e RSK2, que
corresponde a aproximadamente 80% dos aminoacidos (ANJUM e BLENIS
2008).

Finalmente, foi observado que a inibicdo de RSK promoveu ativacao
de S6K, componente da via de PISK/AKT, potencializando a agao de EGF e
do Soro. Sabe-se que as vias de RAS/ERK e PI3K/AKT possuem ponto de
interacdo, que ativam ou inibem uma a outra dependendo do contexto
celular (AKSAMITIENE et al. 2012). De maneira semelhante ao encontrado
neste mestrado, HAYASHI et al. (2008) demonstraram que em resposta a
fatores de crescimento, a via de ERK regula negativamente a via de
PI3K/AKT, uma vez que a inibicdo de ERK potencializou a ativagao de AKT
em fibroblastos embrionarios. Dessa maneira, a proteina RSK pode possuir
um papel na inibicdo causada pela via de RAS/ERK sobre a via de
PI3K/AKT.

O envolvimento de RSK na proliferacdo celular também foi
investigado. Inicialmente, foi feito um ensaio de incorporacédo de BrdU
utilizando o inibidor quimico FMK na concentracdo padronizada. Nao foi
observada diferenca na proliferagao das células quando tratadas ou nao
com FMK, seja sob estimulo de EGF ou Soro. De fato, KANG et al. (2010)
observaram que tratamento com FMK atenua invasdo e migragédo, porém
nao afeta proliferacdo em carcinoma de células escamosas em cabeca e

pescoco, tanto in vitro quanto in vivo. Um possivel mecanismo para esse
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processo € a existéncia da via de RSK2/CREB-1, que confere potencial
metastatico em linhagens celulares de diversos tipos tumorais de maneira
independente da proliferagdo, por controlar a proteina agregadora de
filamentos de actina, conhecida como Fascin, controlando a formacdo de
filopddios (LI et al. 2013).

De maneira oposta a este resultado, observou-se que células nocaute
para RSK1, RSK2 e para ambas as isoformas proliferam mais devagar do
que as células controle. Essa divergéncia de resultados pode ocorrer pela
diferenca de tempo de tratamento, uma vez que o tratamento realizado com
FMK foi agudo (24h de tratamento). As células nocaute, por outro lado,
estdo cronicamente expostas a falta de RSK. Muitas proteinas que
estimulam a proliferagao celular sao alvos de RSK e podem ter sido afetadas
nas células nocaute. O fator transcricional FOS é ativado por RSK2 e regula
positivamente a expressao de ciclina D1, processo essencial para formagao
de osteossarcomas em camundongos (DAVID et al. 2005). Além disso,
RSKs também regulam negativamente GSK-33 (SUTHERLAND et al. 1993),
evitando a degradagado de MYC e ciclina D1 pelo proteassomo (COHEN e
FRAME 2001). RSKs também podem estimular a proliferacdo através da
fosforilagdo da proteina MXD1, a qual compete com MYC pela
heterodimerizagdo com MAX, sendo que a fosforilacdo pelo RSK e por S6K
acelera sua degradagédo pelo proteassomo (ZHU et al. 2008). Dessa
maneira, terapias visando a inibicdo de RSK podem ter como objetivo a
inibicdo de crescimento e proliferagao celular.

Adicionalmente a tratamentos visando inibir o processo de
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crescimento celular e proliferacdo, uma alternativa que tem sido cada vez
mais investigada para combater o cancer € o resgate da senescéncia celular
(NARDELLA et al. 2011). Durante este mestrado foi feita uma analise do
envolvimento de RSK1 com a senescéncia induzida pela perda de PTEN.

Primeiramente, observou-se a existéncia de uma correlagdo entre
aumento de RSK1 e aumento da proteina p21. Com 24h de tratamento com
VO-OHpic, células MCF10A apresentaram aumento da ativagcao de AKT na
Thr308, o que é esperado uma vez que PTEN é um regulador negativo
dessa via. Com apenas 24h de tratamento com VO-OHpic ja se observa o
aumento de expressao de p21, que continua ao longo do tempo. De fato,
ALIMONTI et al. (2010) observaram em fibroblastos embrionarios de
camundongos o aumento de senescéncia em 24h apds inibicado de PTEN.
Segundo os autores, a senescéncia do tipo PICS ocorre nas primeiras horas
de inibicdo de PTEN por ser independente de uma longa fase de hiper-
replicagcdo, como ocorre em outros tipos de senescéncia. Curiosamente, foi
observado o aumento da ativagdo de RSK1 no residuo Ser380 ao mesmo
tempo em que ocorreu 0 aumento da expressao de p21. Dessa maneira, de
fato constatamos uma correlagao entre RSK1 e os nives de p21, o que pode
indicar uma correlagao de RSK1 com a senescéncia do tipo PICS.

Além disso, foram realizados experimentos de inibicido de RSK1 com
0 objetivo de observar se a célula perde a capacidade de entrar em
senescéncia quando na auséncia dessa proteina. Inicialmente foi feita uma
curva de inibidores quimicos utilizando os trés inibidores de RSK disponiveis

em nosso laboratério (SLO101, BI-D1870 e FMK), bem como o inibidor de
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MEK (U0126), e a rapamicina, inibidor de mTOR. A utilizacdo de VO-OHpic
aumentou os niveis de p21 em todos os tratamentos, indicando que a
inibicdo de PTEN por essa droga pode ter resultado no processo de
senescéncia do tipo PICS, como ja esperado (ALIMONTI et al. 2010). A
utilizacdo de rapamicina inibiu a senescéncia tanto na presenca quanto na
auséncia de VO-OHpic. Esse fato se deve ao envolvimento de mTOR do
processo de geroconversao, e a utilizagdo de rapamicina pode inibir esse
processo (DEMIDENKO et al. 2009). Oportunamente, a inibicdo de RSK
tanto pela droga FMK quanto pela inibicdo da via acima com a utilizagéo de
U0126 resultou na diminuicdo dos niveis de p21 somente apds a inibigcao de
PTEN, indicando o possivel envolvimento de RSK nesse tipo de
senescéncia. O inibidor BI-D1870 resultou em um aumento mais acentuado
de p21 quando na presenca de VO-OHpic em comparacdo ao FMK. Esse
fato pode ser explicado pela ativagcédo inespecifica que essa droga causa
sobre a via de mTOR (ROFFE et al. 2015 - Anexo 1), aumentando ainda
mais o estimulo de senescéncia. Além disso, ja foi descrito que BI-D1870
induz acumulo de p21 de maneira independente de RSK (NEISE et al.
2013). Por sua vez, a utilizagdo de SL0101 inibiu a expressdo de p21 na
presenca de VO-OHpic em comparagao com FMK, o que é compativel com
a inibicdo inespecifica dessa droga sobre a via de mTOR, diminuindo o
estimulo de geroconversao causada por essa proteina.

Tanto a inibicdo quimica, quanto a deplecao de RSK utilizando siRNA
foram capazes de diminuir os niveis de p21 em células nao transformadas.

Dessa maneira, com esses resultados evidenciou-se o0 possivel
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envolvimento de RSK1 com senescéncia do tipo PICS. O envolvimento de
RSK com o processo de senescéncia pode ocorrer de maneira semelhante a
MTOR. LEONTIEVA e BLAGOSKLONNY (2014) observaram que a via de
RAS/ERK1/2 pode promover a senescéncia tanto por induzir a parada do
ciclo celular quanto por promover a geroconversao.

O conceito de uma terapia pro-senescéncia é relativamente recente,
sendo que as primeiras evidéncias de seu potencial no tratamento contra o
cancer apareceram em 2005 (NARDELLA et al. 2011). XUE et al. (2007)
demonstraram que células senescentes podem limitar o crescimento do
tumor por ativar o sistema imune inato in vivo, fornecendo forte evidéncia do
potencial dessa terapia. Mais do que isso, a senescéncia do tipo PICS, por
nao depender da hiperproliferagéo, atinge tanto as células em divisdo quanto
as células quiescentes, que também contribuem para a manutencdo do
tumor (DONNENBERG e DONNENBERG 2005). Assim, a recuperagao de
PICS pode ser uma importante estratégia terapéutica para pacientes com
glioblastomas, e o melhor entendimento das moléculas envolvidas e que
podem ser utilizadas para a ativacdo desse processo € de extrema

importancia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a expressao diferencial de RSKs em glioblastoma afeta

mecanismos como proliferacado celular e senescéncia.

1 A regulacdo de RSK pode ter ocorrido na tradugdo ou através de
modificagdes pds-traducionais em linhagens de glioblastomas;

2 Os inibidores SL0101 e BI-D1870 foram inespecificos, pois tiveram
efeitos sobre a sinalizacdo de mTORC1 e S6K, enquanto o inibidor FMK se
apresentou especifico através das proteinas avaliada. A analise da
fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser 1798 foi especifica para a atividade de
RSK;

3 Em cultura de células nao transformadas (MCF10A) encontrou-se
relacao entre ativagcao de RSK1 e expressao de p21, apos inibicao de PTEN;
4 A utilizagao de inibidores quimicos ou siRNA para RSK1/2 diminuiu os
niveis da proteina p21 em células MCF10A, apds inibicdo de PTEN;

5 A metodologia CRISPR/Cas9 foi eficiente para produzir células LN18
nocaute para RSK1 e/ou RSK2 e evidenciou o papel de RSK na proliferagao

celular.
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The 90 kDa ribosomal S6 kinases (RSK) are effectors of the Ras-ERK1,/2 signaling pathway. RSK signaling controls
proliferation and protein synthesis, and is altered in several types of tumors.BI-D1870 and SLO101 are two widely
used inhibitors of RSK. After revision of the literature, discrepancies in the effects of the inhibitors were identiffed.
Herein we report that while SL0101 inhibited mTORC1-p70S6K signaling, BI-D1870 increased p70S6K activation.
Both effects were independent of ERK1/2 and RSK, and thus nonspecific. We also demonstrated how these
opposite nonspecific effects mislead the identification of the RSK-dependent phosphorylation of rpS6 {5235/
236), aknown RSK and p70S6K substrate. Phosphorylation of tuberin at S1798 by RSK was proposed to mediate
ERK1,/2-dependent activation of mTORC1-p70S6K signaling. In glioblastoma-derived cells, phosphorylation of
tuberin was abolished after RSK depletion or ERK1/2 inhibition, suggesting that RSK is its main kinase. However,
RSK depletion did not reduce PMA-dependent p70S6K phosphorylation, which suggests that tuberin phosphor-
ylation at $1798 is not the main mediator of ERK1/2-dependent activation of mTORC1. Remarkably, tuberin
phosphorylation (§1798) followed the activation status of RSK in different cells and experimental conditions,
suggesting that phosphorylation of that residue could be used as readout for RSK activation in cells. We
confirmed the difference in the effects of SL0101 and BI-D1870 in cellular proliferation assays. Rapamycin
potentiated the inhibition of proliferation induced by BI-D1870, but not by SL0O101. We thus conclude that
SL0O101 and BI-D1870 induce distinct off-target effects in mTORC1-p70S6K signaling, and thus, the functions

previously ascribed to RSK based on these inhibitors should be reassessed.
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1. Introduction

The family of p90 ribosomal 56 kinase (RSK} is among several direct
targets of extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2} [1].
Correspondingly, RSK contributes to many cellular functions, including
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control of cell proliferation, growth, survival, and migration. RSK can
control gene expression by regulating transcription factors and also at
the level of protein synthesis [2]. Human cells express four different
RSK isoforms (RSK1-4) that are highly homologous. Furthermore,
RSK possesses two distinct functional kinase domains, one at the
N-terminus (NTKD) and one at the C-terminus (CTKD} [3]. The CTKD
mediates regulatory functions and is necessary for activation of the
NTKD by the Ras-ERK1/2 pathway. When activated, the NTKD phos-
phorylates numerous proteins, preferentially at serine residues [4].
The association of RSKs with different stages of tumorigenesis is steadily
increasing, thereby making them an attractive therapeutic target [5,6].

In 88% of glioblastomas (GBs), the most common type of malignant
primary brain tumor diagnosed, alterations in receptor tyrosine kinases
(RTK)}, Ras, and/or PI3K pathways have been identified [7]. Moreover,
the epidermal growth factor receptor (EGFR), which can activate both
Ras-ERK1/2 and PI3K-Akt-mTORC1 signaling pathways, is the RTK
most frequently altered in GBs [7]. Clinical trials targeting the EGFR-
PI3K-mTORC1 signaling pathway have been conducted. However, resis-
tance to this treatment is usually observed. Several lines of evidence
suggest that compensatory activation of Ras-ERK1/2 may contribute to
this resistance [8]. RSK is at the nexus of the cross-talk that occurs



M. Roffé et al. / Cellular Signalling 27 (2015) 1630-1642 1631

between the Ras-ERK1/2 and mTORC1 pathways. Thus, RSK potentially
represents an attractive pharmacological target for GBs.

Over the past decade, three RSK inhibitors, including fmk, SLO101,
and BI-D1870, have been widely used. Fmk is an irreversible inhibitor
of the CTDK of RSK [9], although two caveats restrict its application:
1) it does not inhibit RSK3 [9], and 2} it cannot inhibit RSK when it is
activated by mechanisms independent of the CTKD [9,10]. On the
other hand, SLO101 [11] and BI-D1870 [12] are both ATP-competitive
inhibitors of the NTKD of RSK and are effective against the four RSK iso-
forms in vitro. Correspondingly, an increasing number of cell-based
studies continue to use SLO101 or BI-D1870 for inhibition of RSK
(Fig. 1A). However, the concentrations published for these inhibitors
vary by more than an order of magnitude (Fig. 1B and C). It is possible
that these discrepancies are due to the lack of a well-defined reporter
(e.g., RSK substrates) to determine the minimum effective concentra-
tion of RSK inhibitors in order to avoid nonspecific effects. Indeed, the
main RSK substrates that have been used as reporters include ribosomal
protein 56 (rpS6), eukaryotic translation initiation factor 4B (elF4B),
and glycogen synthase kinase 3a and p (GSK3« and ). However,
these substrates can also be phosphorylated by other AGC kinases
[13]. For example, $235/236 of rpS6 and 5422 of elF4B can be phosphor-
ylated by RSK and/or p70 ribosomal 56 kinase (p70S6K} [14,15]. RSK
may also induce rpS6 phosphorylation by regulating tuberin (TSC2}
and raptor, thereby resulting in activation of mTORC1-p70S6K [16,17].
Phosphorylation of GSK3a and [ is even a more complex process,
since these proteins can be phosphorylated by RSK, protein kinase B
(Akt), and cAMP-dependent protein kinase (PKA) [12,18-20]. More-
over, GSK3a« and b can also be phosphorylated by p7056K following
loss of the TSC1-TSC2 complex [21]. Therefore, these substrates may
not accurately reflect RSK activity depending on their basal phosphory-
lation levels, cell type, and/or treatment involved. Accordingly, these
substrates could be misleading in determinations of optimal concentra-
tion for RSK inhibitors.

The most commonly reported concentration for BI-D1870 is 10 uM
(Fig. 1B), and it has been shown to provide good inhibition of GSK3ct
and 5 phosphorylation [12]. However, it was recently reported that
Akt activity may be affected by 10 uM BI-D1870 [22,23]. In addition,
both RSK and Akt can phosphorylate the same residues of GSK3a and
. Therefore, data obtained using these substrates may not be accurate.
In another recent article, 10 uM BI-D1870 was shown to induce p21 ex-
pression in a RSK-independent manner, and to induce senescence [24].
Furthermore, in vitro studies have shown that PLK1 can be inhibited
when BI-D1870 is present at slightly higher concentrations. AuroraB,
MELK, PIM3, and M5T2 can also be inhibited when BI-D}1 870 concen-
trations are 10 times higher than those used for RSKs [12,25]. On the
other hand, it has been demonstrated that concentrations lower than
2.5 uM can affect several biclogical functions [23,26-36], thereby
suggesting that RSK may be inhibited by BI-D1870 at concentrations
lower than 10 pM. Therefore, the results obtained when BI-D1870 has
been applied at higher concentrations should be accompanied by an
alternative validation method, such as with siRNA targeting of RSK or
another RSK inhibitor. However, only 54% of the 114 papers that de-
scribed studies of RSK and BI-D1870 provided any validation of the
results obtained using BI-D1870 (Fig. 1D}. Unlike BI-D1870, the con-
centrations reported for studies of SLO101 are rather variable, with
100 uM being the most used concentration (Fig. 1C} [24]. There was
also a high proportion of papers that described the use of SLO101 as
the unique tool to demonstrate the involvement of RSK (Fig. 1D). In ad-
dition, in several articles SLO101 was used to validate the effects of BI-
D1870[10,23,28,32,34,37-46), although unexpected differences were
observed between the two inhibitors. For example, SL0101 and BI-
D1870 were both observed to inhibit glucose uptale, yet by different
mechanisms [23]. Moreover, as mentioned above, BI-D1870 can also
induce senescence via a p21-dependent mechanism, which s an action
not ohserved for SLO101 [24]. These results suggest that at least one of
the inhibitors mediates off-target effects. Moreover, Fonseca et al.
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reported that RSK was not involved in PMA-induced activation of
p70S6K [22], and suggested that the inhibition of p7056K phosphoryla-
tion by BI-D1870 was the result of the off-target inhibition of Akt.
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In this study, the effects of SL0101 and BI-D1870 were compared in
two widely used human GB-derived cell lines, LN-18 and LN-229. In
particular, optimization of the concentrations used to inhibit RSK ac-
tivity was analyzed. A strong RSK-independent inhibition of mTORC]
by SLO101 was chserved. Conversely, BI-D1870 promoted the activa-
tion of p70S8K in an ERK1/2 and RSK independent manner. SLO101
was also found to affect cell proliferation to a greater extent than Bl-
D1870, which represents another important difference between the
two inhibitors. One of the proposed mechanisms for the ERK1/2-
dependent activation of mTORC1 is the phosphorylation of tuberin
(51798) by RSK, which inactivates the TSC1-TSC2 complex [16].
Here we show that tuberin phosphorylation at $1798 is mainly,
if not only, dependent on RSK in GB-derived cell lines. However,
we were unable to see any involvement of either RSK or tuberin
(51798) phosphorylation in PMA-induced phosphorylation of
p7056K. Taken together, these results indicate that neither BI-D1870
not SLO101 should be used as sole indicators of RSK involvement in
cellular processes. Moreover, a critical reevaluation of previously pub-
lished reports is recommended in order to verify the true functions of
RSK. The results of the present study also indicate that the phosphor-
ylation of tuberin (51798} can be a good reporter to assess the activity
of RSK in cells.

2. Experimental procedures
2.1. Data mining

The terms, “BI-D1870" and “SL0101", were used as queries for
searches performed using Google Scholar. The last search was conducted
on January 19, 2015. Only articles that described the treatment of mam-
malian cells with these inhibitors were considered. A total of 210 arti-
cles were analyzed. A list of these articles is presented in
Supplementary Table $1. In addition, panels B and C of Fig. 1 include
the concentrations described in each of these papers. In the case of con-
centration curves of the inhibitors, the concentration of each point of
the curve was considered to design the graph.

2.2, Antibodies and reagents

510101 was purchased from Tocris (although in some experiments
S10101 from Calbiochem was used and the same results were
achieved}. BI-D1870 was purchased from Enzo®. Both inhibitors
were dissolved in DMSQ. Rapamycin, EGF, and PMA were purchased
from Sigma. PF4708671 was purchased from Calbiochem. U0126 was
purchased from Promega. P(5235/236)-rpS6 (#4857), P(5240/
S244)-rpS6 (#2215), rpS6 (#2317), P(T389)-p70S6K (#9234),
p70S6K (#2705), P(T37/46)-4E-BP1 (#9459), 4F-BP1 (#9452),
P(5473)-Alt (#9271), P(T308)-Akt (#2965), Alct (#9272), P(S380)-
RSK1 (#9341}, RSK1 (#9333}, RSK2 (#9340), P(5422)-elF4B (#3591,
elF4B (#3592), P(T202/Y204)-ERK1/2 (#9161}, and ERK1/2 (#9102)
antibodies were purchased from Cell Signaling Technology. P(521)-
GSK3aw was purchased from Signalway. P(S1798)-tuberin (sc-
293149), tuberin (sc-893}, rpS6 (sc-74459), RSK3 (sc-1431), RSK4
(sc-100424), and RSK1 (sc-231} antibodies were purchased from
Santa Cruz Biotechnology.

2.3. Cell culture, transfections, and treatments

LN-18 (ATCC® CRL-2610), LN-229 (ATCC® CRL-2611), and HEK293
(ATCC® CRL-1573) cells were maintained in Dulbecco's Modified Fagle
Medium (DMEM), high glucose, GlutaMAX, pyruvate (Gibco®} con-
taining 10% fetal calf serum (growth medium). Transfections were
performed using 4.5 yl Lipofectamine® 2000 (Invitrogen™), according
to the manufacturer’s instructions, in 35 mm dishes with a final volume
of 1.5 ml Opti-MEM® (Gibco®). A total of 200 pmol siRSK1 plus 200
pmol siRSK2, or the equivalent amounts of scrambled oligonucleotides

(the sequences are presented in Supplementary Table 52} were applied
for transfections. After 6 h, medium was replaced with fresh growth
medium. After an additional 24 h, cells were serum-starved for 2 days
(LN-18 and LN-229) or 1 day (HEK293) prior to treatments. Where
indicated, cells were pretreated with 100 nM rapamycin or the indicated
amount of RSK inhibitors for 30 min. PF4708671 at 20 M was added for
30 min before pretreatment with the RSK inhibitors. U0126 at 20 M was
added for 30 min before pretreatment with the RSK inhibitors, however,
in Fig. 6(E), 10 uM U0126 was added together with the RSK inhibitors
for 30 min. After pretreatment, cells were subsequently treated with
100 ng/ml PMA or 50 ng/ml EGF for 15 min. IN-18 cells were transfected
to express influenza hemagglutinin (HA)-tagged RSK3 (HA-RSK3} or
RSK4 (HA-RSK4) using Lipofectamine® 2000 (Invitrogen™). These plas-
mids were previously described [47].

24, Celtlysis and fmmunoblotting

Cells were lysed in 50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM Nadl, 1%
Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 1 mM EDTA, and 1 mM
EGTA supplemented with a protease and phosphatase inhibitor cocktail
{Roche and Thermo Fisher Scientific, respectively). Immunoblots were
performed as previously described [48].

2.5, BrdU incorporation

Serum-starved LN-229 cells were pretreated for 30 min with chem-
ical inhibitors and incubated for 16 h with or without EGF (50 ng/ml).
Cells were then incubated with BrdU for 4-5 h and assayed using a
BrdU Cell Proliferation Assay kit (#6813, Cell Signaling Technology).

3. Results

3.1. 510101 and BI-D1870 differentially affect p70S6K and rpS6
phosphorylation in an ERK1/2-independent manner

To compare the effects of SL0101 and BI-D1870 on RSK-mediated
phosphorylation of rpS6, two widely used cell lines derived from
human GBs were examined, LN-18 and LN-229. In non-stimulated
cells, it was expected that the RSK inhibitors display no effect or a
reduction in the basal levels of rpS6 and p70S6K phosphorylation, de-
pending on the activation of RSK (Fig. 2A}. Serum-starved LN-229 cells
were incubated with 50 UM SLO101 or BI-D1870 at 1 UM or 10 uM.
SL0101 inhibited both p70S6K and rpS6 phosphorylation after
150 min (Fig. 2B, Cand D). Conversely, 1 wM BI-D1870 did not affect
the phosphorylation of p7056K, and rpS6 was scarcely reduced. How-
ever, 10 UM BI-D1870 strongly induced p70S6K activation after 90 min
of incubation (Fig. 2D}. Next, serum-starved LN-18 cells were individ-
ually treated with 100 pM SL0101, 1 puM BI-D1870, and 10 uM BI-
D1870, and the levels of p70S6K and rpS6 phosphorylation were ana-
lyzed (Fig. 2E, Fand G). As previously observed in LN-229 cells, SLO101
behaved very differently from BI-D1870. BI-D1870 at 10 pM stimulat-
ed the phosphorylation of rpS6 and p70S6K, displaying a peak at
90 min. SLO101 at 100 uM strongly reduced p70S6K phosphorylation
after 45 min of incubation, and this was followed by a reduction in
rpS6 phosphorylation beginning at 90 min. A lower concentration of
BI-D'1870 (1 M) was also observed to modestly increase phosphory-
lation levels of p70S6K and rpS6. The effects of the RSK inhibitors on
p70S6K phosphorylation implied that mTORC] activity was affected.
Accordingly, the phosphorylation of other target of mTORC1, 4E-BP1,
was also reduced in the presence of SL0101, however, BI-D1870 did
not exhibit the same effect (Supplementary Fig. $1).

The opposite effects of BI-D1870 and SLO101 on rpS6 and p7056K
phosphorylation indicated that at least one of the RSK inhibitors
possesses nonspecific activities. The function of RSK1 and RSK2 depends
on their direct activation by ERK1/2 [2]. In the absence of ERK1/2 activity,
RSK1 and RSK2 cannot become activated and any effect displayed by
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phosphorylation of rpS6 and p7056K, and the phosphorylated residues of each protein. (B) Serum-starved LN-229 cells were treated with the indicated concentrations of SL8101 or Bl
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(£ SEM). Basal phosphorylation levels were obtained from cells incubated for 150 min with DMSO and no RSK inhibitor. (E) Serum-starved LN-18 cells were treated with the indicated
concentrations of SLO101 or BI-D1870. At the indicated times, extracts were prepared and western blotting detected levels of the indicated proteins. Cells treated with EGF were used as
a positive control. Quantification of (F) rpS6 and (G) p7086K phosphorylation is also shown. The mean levels (4 SEM) determined from at least three independent experiments are shown.

SL0101 or BI-D1870 can be considered as RSK independent. Thus, we
pretreated the cells with the MEK specific inhibitor, U0126, to inhibit
ERK1/2 and study the RSK independent effects of SLO107 and BI-D1870
on rpS6 and p70S6K phosphorylation (Fig. 3A). In the presence of
U0126, the phosphorylation of ERK1/2 was completely abolished in
both cell lines, indicating the complete inhibition of ERK1/2 (Fig. 3B
and 3E). In this condition, the phosphorylation of rpS6 and p70S6K was
strongly reduced by 100 uM SLO101 in LN-229 cells (Fig. 3Cand D}. Con-
versely, 10 M BI-D1870 induced p7056K phosphorylation (Fig. 3D). It is
important to mention that the levels of Akt phosphorylation in LN-229
cells remained undetectable after the treatment with U0126, which sug-
gests that the SLO101 effect on p7056K is not dependent on Akt inhibition
(Supplementary Figure S2A). In LN-18 cells that were pretreated with
U126, the phosphorylation of rpS6 and p70S6K was stimulated by
10 uM BI-D1870 (Fig. 3F and G). UD126 promoted an increase in Akt
phosphorylation in LN-18 cells, and this was probably a mechanism of
compensation for MEK-ERK1/2 inhibition (Supplementary Figure S2B).
This might be the reason for the modest effect of SL0101 on p7056K
phosphorylationin LN-18 cells. These results indicate that both inhibitors
display ERK1/2 and RSK-independent effects that affect mTORC1. While
SLO101 inhibits mTORC1-p70S6K, BI-D1870 induces p7056K activation.

3.2, RSK1 and RSK2 depletion inhibit PMA-induced phosphorylation of
tuberin but not of p70S6K phosphorylation

1t was proposed that RSK can mediate the activation of mTORC1-
p7056K upon treatrnent with PMA, and the phosphorylation of tuberin

at 51798 by RSK was involved in this process (Fig. 4A) [16]. To deter-
mine the effect of RSK on p70S6K phosphorylation in GB-derived cell-
lines, two different sets of siRNAs (a and b} designed to target both
Rsk1 and Rsk2 were transfected into the cells. It should also be noted
that neither LN-18 nor LN-229 cell lines express detectable levels of
RSK3 or RSK4 (Fig. 4B). LN-229 cells were transfected with the two dif-
ferent sets of siRNA and after undergoing serum starvation, cells were
treated with PMA for 15 min to activate ERK1/2. Set a reduced the
expression of RSK1 and RSK2 by 70.7% and 89.6%, respectively (Supple-
mentary Fig. S3A}, while set b decreased the levels of RSK1 and RSK2 by
76% and 93.7%, respectively (Supplementary Fig. S3B). The PMA-
induced phosphorylation of tuberin was reduced in cells depleted
of RSK (Fig. 4C and F, and Supplementary Fig. $3C and S3F). How-
ever, RSK depletion did not reduce PMA-induced phosphorylation of
p70S6K (Fig. 4E and Supplementary Fig. S3E). A slight reduction of
pS6 phosphorylation was observed in cells transfected with siRSK1/2,
being more evident with set b (Fig. 4D and Supplementary Fig. $3D).
These results suggest that PMA-induced phosphorylation of p7056K
is not mediated by the RSK-dependent phosphorylation of tuberin,
which is consistent with the results obtained using other cell lines [22].

LN-18 cells were also transfected with the siRNAs and then, serum
starved. Depletion of RSK1 and RSK2 in LN-18 cells wasless effective in
comparison to LN-229 cells (Supplementary Fig. S4A and 54B). How-
ever, reduction of PMA-induced tuberin phosphorylation was still ev-
ident in RSK-depleted LN-18 cells (Figs. 4G and ], and Supplementary
Fig. 54C and 54F). Also in this case, the reduction in tuberin phosphor-
ylation was not followed by a reduction in the phosphorylation
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of p7056K and rpS6 (Fig. 4H and I, and Supplementary Fig. $4D and
S4E}. The phosphorylation of rpS6 at $235/5236 can be mediated by
RSK and/or p70S6K. Since LN-18 cells exhibit hyperactivation of Akt
[49], high levels of p70S6K phosphorylation at T389 (phosphorylated
by mTORC1), and rpS6 phospharylation at $235/5236 are observed
(Supplementary Fig. $5). Thus, to detect the phosphorylation of rpS6
by RSK we used the mTORC] inhibitor, rapamycin (Fig. 4A). LN-18 cells
were transfected and serum-starved before pretreatment with rapamycn
to prevent p7056K-dependent phosphorylation of mS6. The effidency of
siRSK1/2 remained unaltered in the experiments using rapamycn (Supple-
mentary Fig. $4G and $4H). PMA-induced phosphorylation of tuberin and
pS6 was reduced in LN-18 cells depleted of RSK (Fig. 4K, Land M, and Sup-
plementary Fig. 541, $4] and S4K). While tuberin phosphotylation consis-
tently reflected the reduction in RSK levels, the effects of RSK depletion
on the phosphorylation of $235/236 of pS6 were only evident upon inhibi-
tion of p7056K. These results indicate that in 1N-18 cells the contribution of
RSK to the levels of rpS6 phosphorylation is minimal.

3.3. Effects of SLO101 and BI-D1870 on PMA-induced phosphorylation of
p70S6K and rpS6 in HEK293 and LN-229 cells

A call tuna that was nnt derived fram slinhlastnma wiac inclidead tn

of p70S6K and rpS6. Serum-starved HEK293 cells were pretreated with RSK
inhibitors prior to PMA stimulation. The PMA-induced rpS6 phosphoryla-
tion was inhibited by SL0101 and BI-D1870 at concentrations higher than
1 M (Fig 5A and B). However, SL0101 strongly inhibited PMA-induced
p70S6K phosphoarylation, while BI-D1870 did not (Fig. 5C). Since p70S6K
can also phosphorylate rpS6, the actual effect of the RSK inhibitors on
rpS6 phosphorylation could be masked. We then pretreated the cells
with rapamycin to prevent p70S6K activation, and observed that 1 uM
BI-}1870 became a potent inhibitor of rpS6 phosphorylation (Fig. 5A).
In the presence of rapamycin, SLO101 continued to inhibit rpS6 phos-
phorylation but showing a lower potency than 1 uM BI-D1870. It is im-
portant to note that rapamycin did not change the levels of PMA-
induced RSK1 phosphorylation (Supplementary Fig. S6A}. To validate
the use of rapamycin, HEK293 cells were also pretreated with a
p70S6K specific inhibitor, PF4708671 [50]. Pretreatment with
PF4708671 (30 min) , slightly reduced the levels of PMA-induced
RSK1 phosphorylation, probably in a nonspecific manner (Supplemen-
tary Fig. S6B). However, this small effect did not interfere with the
experiments using the RSK inhibitors. The effects of BI-D1870 and
SLO101 on rpS6 phosphorylation in the presence of PF4708671 were
similar to those obtained in the presence of rapamycin (Fig. 5D).

Next. the effacts of PMA on serum-starved IN-229 cells nretreated
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Fig.4. Effect of RSK1 and RSK2 depletion on the phosphorylation of 1 pS6, p70S6K and tubserin. (A) This scheme illustrates the phosphorylation of tuberin at §1798 by RSK, which was pro-
posed to lead to the inhibition of the tuberous sclerosis complex and thus, to the activation of mTORC1. The inhibition of p70S6K by the mTORC1 inhibitor, rapamyecin, is also shown. (B) To
detect levels of RSK3 and RSK4, extracts of LN-18 and LN-229 cells were analyzed bywestern blot (15 yg each). As positive controls, HA-RSK3 and HA-RSK4 were individually expressed in
IN-18 cells and 5 pg of each extract was analyzed. A Ponceau-stained membrane is shown below and was used as a loading control. (C) LN-228 cells were transfected with siRNA targeting
Rsk? and Rsk2 (set b), or with the corresponding scrambled oligonucleotides. Following serum starvation, cells were treated with PMA for 15 min. Western blots were then performed to
detect the indicated proteins. Quantification of (D) rpS6, (E) p70S6K and (F) tuberin phosphorylation was determined from at least three independent experiments (+SEM). (G) LN-18
cells were transfected with siRNA targeting Rskl and Rsk2 (set a), or with the corresponding scrambled oligonucleotides. Following serum starvation, cells were treated with PMA for
15 min and western blots were performed to detect the indicated proteins. The graphs in (H), (I) and (J) present the mean levels of phosphorylation determined for tpS6, p70S6K and
tuberin, respectively, from three independent experiments (+SEM). (K) LN-18 cells were transfected with siRNA targeting Rskl and Rsk2 (set a), or with the corresponding scrambled
oligonucleotides. Following serum starvation, cells were pretreated with rapamycin for 30 min, followed by PMA treatment for 15 min. Western blots were then performed to detect
the indicated proteins. Quantification of (L) rpS6 and (M) tuberin phosphorylation was determined from at least three independent experiments (+SEM).

inhibited the PMA-induced phosphorylation of rpS6é (Fig. 6A and B}.
However, while 100 uM SL0101 strongly reduced the phosphorylation
of p70S6K, BI-D1870 induced a modest increase (Fig. 6C). Conversely,
the phosphorylation of tuberin was reduced by both SLO101 and BI-
D1870 (Fig. 6D). The phosphorylation of p7056K did not follow the re-
duction in tuberin phosphorylation induced by BI-D1870, which

suggests that BI-D1870 is inducing p70S6K phosphorylation in a RSK
and tuberin-independent manner. Since the different effects of SLO101
and BI-D1870 on the activation of p7056K could mask the true effects
of RSK inhibition on PMA-induced rpS6 phosphorylation, rapamycin
was used to eliminate p70S6K contribution. Rapamycin pretreatment
slightly increased PMA-induced RSK1 phosphorylation, however, this
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rapamycin for 30 min before PMA was added. Western blots were subsequently
performed to detect levels of the indicated proteins. Levels of (B) rpS6 and (C) p7056K
phosphorylation were quantitated for cells that were not treated with rapamycin. Mean
values were determined from at least four independent experiments (+SEM) and are
shown. (D) Serum-starved HEK203 cells were pretreated with the indicated concentra-
tions of SLO101 and BI-D1870C in the presence or absence of the p70S6K inhibitor,
PF4708671, for 30 min before PMA was added. Western blots were subsequently pei-
formed to detect levels of the indicated proteins.

small effect did not interfere with the effects of the RSK inhibitors (Sup-
plementary Fig. S7A}. In the absence of p70S6K activity both inhibitors
strongly inhibited rpS6 phosphorylation in all concentrations tested
(Fig. 6A). The effects of BI-D1870 and SLO101 on tuberin phosphoryla-
tion remained essentially the same in the presence of rapamycin

(Fig. 6D). These results suggested that 10 wM BI-D1870 is more potent
than 100 uM SL0101 for the inhibition of tuberin phosphorylation, and
thus of RSK activity. To validate the stronger effect of 10 uM BI-D1870,
phosphorylation of GSK3a (521) was analyzed as another readout for
RSK function, particularly since LN-229 cells are characterized by low
levels of Akt activity (Fig. 6E). Treatment with 100 M SL0O101 was
found to inhibit PMA-induced GSK3a phosphorylation with potency
comparable to 1 uM BI-D1870 (Fig. 6F). Moreover, both 5 WM and
10 uM BI-D1870 further inhibited GSK3e phosphorylation, consistent
with their effects on tuberin phosphorylation (Fig. 6D}.

Since RSK depletion by siRNA did not affect p7056K phosphoryla-
tion, the strong inhibition of PMA-induced p70S6K phosphorylation
by 510101 was unexpected and probably nonspecific. To study the off-
target effects of SLO101 on the mTORC1 pathway, we pretreated LN-
229 cells with U0126 to prevent ERK1/2-RSK activation, and treated
the cells with SLO101 and BI-D1870 before the incubation with EGF
(Fig. 6G). In these conditions EGF should only activate p7056K by the
PI3K-Akt-mTORC1 pathway. Moreover, pretreatment of LN-229 cells
with U0126 increased EGF-dependent Akt phosphorylation, probably
as a compensatoty mechanism to MEK-ERK1/2 inhibition (Supplemen-
tary Fig. 57B). However, this effect was not accompanied by a corre-
sponding increase in p7056K and rpS6 phosphotylation (Fig. 6H). The
phosphorylation of ERK1,/2, RSK1 and tuberin was completely abolished
in the presence of U126 (Fig. 6H). Remarkably, the phosphorylation of
p7056K and rpS6 was strongly inhibited by SLO101, even in the absence
of activated ERK1/2-RSK (Figs. 61 and ]}, indicating that SLO101 is indeed
inhibiting mTORC! in a RSK-independent manner.

34. Determining the optimal concentration for RSK inhibitors in LN-18 cells

In the absence of rapamycin, depletion of RSK1 and RSK2 in LN-18
cells showed no effect on PMA-induced phosphorylation of rpS6 and
p70S6K (Fig. 4). Next, the effects of SL0101 and BI-D1870 were studied
in serum-starved LN-18 cells treated with PMA. While BI-D1870 did not
change the levels of rpS6 and p7056K phosphorylation, SLO101 reduced
the PMA-induced phosphorylation of both rpS6 and p70S6K (Fig. 7A, B
and C). Conversely, both inhibitors modestly reduced the levels of
PMA-induced phosphorylation of tuberin (Fig. 7D}. In LN-229 cells,
S10101 showed a potent inhibitory activity on mTORC] that was inde-
pendent of RSK inhibition (Fig. 6). We thus prevented ERK1/2-RSK acti-
vation by treating LN-18 cells with 10 uM U0126 in order to check for
off-target effects of SLO101 and BI-D1870. Similar to LN229 cells, the
pretreatment of LN18 cells with U126 resulted in increased levels of
EGF-induced Akt phosphorylation that were not followed by increased
phosphorylation of p7056K and rpS6 (Supplementary Fig. S8A). Itis
noteworthy that a lower concentration and incubation time of U126
was used for LN-18 cells. In LN-18 cells, the phosphorylation of rpS6
was impaired by the stronger treatment used for LN-229 cells (Supple-
mentary Fig. S9}. In the absence of ERK1/2 activity, EGF should only
activate p70S6K by the PI3K-Akt-mTORC1 pathway. As expected, the
phosphorylation of ERK1/2, RSK1 and tuberin was strongly abolished
in the presence of U0126 (Fig. 7E). BI-D1870 showed no important
change in EGF-induced phosphorylation of rpS6 and p7056K (Fig. 7F
and G}. However, the phosphorylation of p7056K and, to a lesser extent,
ofTpS6, was reduced by SLO101, even when ERK1/2 was inhibited, indi-
cating that SLO101 is indeed inhibiting mTORC1 in a RSK-independent
manner also in LN-18 cells (Fig. 7G).

The activity of p7056K was differentially affected by the two inhibi-
tors, which could mask the real RSK-dependent phosphorylation of
rpS6. Thus LN-18 cells were pretreated with a specific p7056K inhibitor,
PF4708671, before the incubation of the cells with SLO101 and BI-D1870
(Fig. 7H). In this condition, PMA-induced phosphorylation of rpS6 was
inhibited by both 510101 and BI-D1870 (Fig. 71). Thus, different effects
of the RSK inhibitors on rpS6 phosphorylation are the result of their dif-
ferent modulation of p7056K activation. A similar result was obtained
by using the mTORC] inhibitor, rapamycin, to avoid p7056K activation
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Fig. 6.5L0101 inhihits PMA-induced p70S6K phosphorylation in an ERK and RSK-independent manner in LN-229 cells. (A) Serum-starved [IN-226 cells were pretreated with the indicated
concentrations of RSK inhibitors in the presence or absence of rapamycin for 30 min prior to the addition of PMA. Western blots wete performed for the indicated proteins. Quantification
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(Fig. 7]}. We observed a slight reduction of PMA-dependent RSK1 phos-
phorylation in the presence of PF4706871 or rapamycin, however, this
small effect did not preclude this approach for the study of SL0101 and
BI-D1870 in conditions where p70S6K was inhibited (Supplementary
Fig. S8B and S8C). In the presence of PFA708671 or rapamycin (30 min pre-
treatment), the phosphotrylation of rpS6 was more inhibited by the higher
concentrations of BI-D1870 (Fig. 71 and K). Accordingly, other direct-targets
of RSK, tuberin (51798} and elF4B (5422}, were more potently inhibited by
the higher concentrations of BI-D1870 (5 and 10 gM} than by 100 pM

S10101 (Fig. 71 and M). In IN-229 cells in the absence of rapamycin, a sim-
ilar inhibition pattern was observed for other RSK-direct target, P(521
GSIGa (Fig. 6F). These results confirm that 10 uM BI-D1870 inhibits the
phosphorylation of most RSK targets stronger than 100 wM SLO101.

R
T

3.5. The phosphorylation of Akt in the presence of SLO101 and BI-D1870

It is possible that the different effects of the RSK inhibitors on
mTORCT activity are the result of the differential modulation of Akt.
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Fig. 8. The effects of RSK inhibitors on Akt phosphorylation. (A) Serum-starved LN-18 cells were treated with the indicated concentrations of SLO101 or BI-D1870 as in Fig. 2(E). At the
indicated times, extracts were prepared and western blotting detected levels of the indicated proteins. Cells treated with EGF were used as a positive control. Quantification of Akt phos-
phorylation at (B) T308 and (C) 5473 are shown. The mean values from at least three independent experiments (£SEM) are presented. (D) Serum-starved HEK293 cells were pretreated
with the indicated concentrations of RSK inhibitors in the absence of rapamycin, followed by an incubation with PMA for 15 min. Cell extracts were western blotted to detect Akt phos-
phorylation. Graphs showing the quantification of Akt phosphorylation at (E) T308 and (F) 473 are shown. These values represent the mean of at least three independent experiments
(£SEM). (G) The same experiment was perforined as described in (D), except treatment with rapamycin was included. Graphs showing the quantification of Akt phosphorylation at
(H) T308 and (I) 473 in the presence of rapamycin are shown. These values represent the mean of at least three independent experiments ( +SEM).

To address this possibility, serum-starved LN-18 cells were individually ~ (Fig. 5C). It was previously suggested that the effect of 10 uM BI-
treated with 100 WV SLO101, 1uM BI-D1870, and 10uM BI-D1870,asfor ~ D1870 on PMA-induced phosphorylation of p70S6K would be mediated
Fig. 2E. No important alteration in Akt phosphorylation was induced by~ via nonspecific inhibition of Akt [22]. To reconcile the activation of
1uM BI-D1870 (Fig. 8A, B and C). However Akt phosphorylation was ~ p70S6K elicited by 10 uM BI-D1870 in unstimulated GB-derived cells
reduced by 10 uM BI-D1870 after 150 min (Fig. 8B and C). In this  with both, the reported off-target inhibition of Akt and the reduction
manner, we can conclude that the strong activation of p7056K phos-  of Akt phosphorylation by high concentrations of BI-D1870, we hypoth-
phorylation by 10 uM BI-D1870 at shorter times (Fig. 2E} wasnotelicit-  esized that p7056K could be triggering a negative feedback that reduces
ed by an activation of Akt. SLO101 reduced only Akt phosphorylationat Akt activation [52] Accordingly, when cells were pretreated with
S473 but not at T308, suggesting that mTORC2 might be affected bythe  rapamycin, the inhibitory effect on Akt by high concentrations of BI-
inhibitor [51]. PMA-induced Akt phosphorylation was analyzed in ~ D1870 was precluded (Fig. 8G, H and I). Previously it was shown that
HEK293 cells. Neither SLO101 nor 1 uM BI-D1870 reduced the levelsof  rapamycin treatraent alone can induce phosphorylation of Akt at 5473
phosphorylated Akt, however, 5 and 10 1M BI-D1870 inhibited Akt. Re-  [53]. However, this effect was not observed when HEK293 cells were
markably, PMA-induced p7056K phosphorylation was reduced by the  treated with rapamycin for 45 min in the presence or absence of PMA
highest concentration tested of BI-D1870 (10 uM} in HEK293 cells  (Supplementary Fig. $10}). These results suggest that at least at shorter

Fig. 7. Determining the optimal concentration for RSK inhibitors in LN-18 cells. (A) Serum-starved LN-18 cells were pretreated with the indicated concentrations of RSK inhibitors for
30 min prior to the addition of PMA. Western blots were performed for the indicated proteins. Quantification of (B) rpS6, (C) p70S6K and (D) tuberin phosphorylation is shown, with
mean values determined from at least three independent experiments (+SEM). (E) Serum-starved IN-18 cells were pretreated with the indicated concentrations of RSK inhibitors in
the presence of 10 M of the MEK inhibitor, UC126, for 3¢ min before the addition of EGF for another 15 min. Western blots were performed for the indicated proteins. Levels of
(F) rpS6 and (G) p70S6K phosphorylation were quantitated for cells that were treated with UG126. Mean values were determined from three independent experiments (£ SEM) and
are shown. (H) Serum-starved LN-18 cells were pretreated with the p70S6K inhibitor, PF4708671, for 30 min before the addition of the indicated concentrations of RSK inhihitors for an-
other 30 min prior to the addition of PMA Western blots were performed for the indicated proteins. (1) Levels of 1 pS6 phosphoiylation were quantitated for cells treated with PF4708671.
Mean values were determined from three independent experiments (+SEM) and are shown. (J) Serum-starved LN-18 cells were pretreated with the indicated concentrations of RSK
inhibitors in the presence of rapamycin for 30 min prior to the addition of PMA Western blots were performed for the indicated proteins. For the tuberin blots, the first two lanes
werenot contiguous to the restof the lanes, and this wasindicated by aline. Levelsof (K) rpS6, (L) tuberin and (M) elF4B phosphorylation were quantitated. Mean values were determined
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times, the RSK inhibitors affect mTORCT activity by mechanisms inde-
pendent of Akt modulation.

3.6. SLO101 and BI-D1870 differentially effect cell proliferation in
LN-229 cells

To investigate whether the difference between RSK inhibitors could
also differentially affect cellular processes such as proliferation, serum-
starved LN-229 cells were pretreated with RSK inhibitors in the pres-
ence or absence of rapamycin, and then were stimulated with EGF.
BrdU incorporation assays were subsequently performed and 100 uM
SLO101 was observed to inhibit cell proliferation more effectively than
1 M BI-D1870 (Fig. 9). Since these concentrations were previously ob-
served to inhibit RSK to a similar extent {with rpS6, in the presence of
rapamycin, and GSK3q asreporters), it was unexpected to observe a dif-
ference in this assay. These results suggest that a mechanism distinct
from the expected RSK inhibition influences the effect of SLO101 on
the proliferation of LN-229 cells. One possibility is the nonspedfic inhib-
itory effect of SL0101 on mTORC1. This possibility was further support-
ed by the observation that SL0101 alone was as effective as the
combination of SLO101 and rapamycin for inhibiting cell proliferation
(Fig. 9). Moreover, inhibition of proliferation by 10 M BI-D1870 was
more effective than that mediated by 1 uM BI-D1870 (Fig. 9). Remark-
ably, the addition of rapamycin further increased the inhibitory effect
of BI-D}1870 on proliferation. In combination, these results pointed out
that biological activities could be incorrectly ascribed to RSK depending
on the type of RSK inhibitor used.

4, Discussion

To evaluate the use of chemical inhibitors that target cellular protein
kinases, a cellular reporter of treatment efficiency is needed. An optimal
inhibitory concentration needs to be identified in order to avoid off-
target effects. Typically, a protein that is directly phosphorylated by
the kinase targeted for inhibition can be used. For example, the extent
of mTORC1 inhibition can be estimated based on the extent of phos-
phorylation of its direct targets: 4E-BPs and p70S6K. For the RSKs,
there is no well-defined reporter-substrate to assess the effectiveness
of chemical inhibitor treatments, mainly because other AGC-kinases
can phosphorylate the same residues that are evaluated as RSK targets.
As a result, the concentrations of BI-D1870 and SL0101 that have been
applied for studies of RSK inhibition vary, sometimes by at least one
order of magnitude (Fig. 1B and C).

Originally, RSK-dependent phosphorylation of 5235 and 5236 on
rpS6 was identified as an ERK1/2-dependent and rapamycin-resistant

LN-229
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Fig. 9. The effects of RSK inhibitors on the proliferation of IN-229 cells. Serum-starved IN-
229 cells were pretreated with the indicated concentrations of BI-D1870 (BI) or SLO101
(SL) in the presence or absence of rapamycin (rapa) for 30 min. Cells were subsequently
incubated with or without (Basal) EGF for 16 h before BrdU incorporation was measured.
The graph shows BrdU incorporation relative to BrdU incorporation by EGF + DMSO-
treated cells. The mean incorporation measured from three independent experiments
(£SEM) is presented. *p < 0.05, ANOVA followed by Tukey's post-hoc test.

event [54]. Moreover, this phosphorylation was found to stimulate in-
teractions between rps6 and the 7-methylguanosine complex to affect
mRNA translation [14]. Since the same serine residues can also be phos-
phorylated by p7056K, rapamycin and PF4708671 were used to dissect
RSK-mediated phosphorylation in order to specifically assess the effec-
tiveness of RSK inhibitors. In the three cell lines tested, phosphorylation
of rp$6 was found to drastically decrease upon mTORCT and p70S6K in-
hibition, indicating that p7056K was primarily responsible for rpS6
phosphorylation. Moreover, in previous studies, RSK was not found to
be a significant contributor to rp$6 phosphorylation when p7056K
was inhibited [14,55]. However, with the use of rapamycin, PMA-
induced phosphorylation of rpS6 by RSK could be detected, and this
was confirmed by siRNA-mediated depletion of RSK1 and RSK2. In LN-
18 cells, the phosphorylation of rpS6, in the presence of rapamycin or
PFA708671, was sufficiently high to titrate the inhibitory effect of the
RSK inhibitors. BI-D1870 at higher concentrations (5 and 10 UM} medi-
ated a stronger inhibition of rpS6 phosphorylation than SLO101. We
confirmed the effects of RSK inhibitors analyzing elF4B phosphorylation
at 5422 in LN-18 cells. Since elF4B is a substrate for both RSK and
p7086K, rapamycin was used. However, mTORC1-p70S6K inhibition
did not aftect the basal or PMA-induced levels of elF4B phosphorylation
in LN-18 cells. Varying sensitivities to rapamycin were observed for
elF4B phosphorylation in different cell types [27,56,57], and thus un-
known contributions by p7056K may explain the discrepancies in the
reported effects of BI-D1870 on elF4B phosphorylation { Supplementary
Table 53). In contrast to BI-D1870, the effect of SL0101 on elF4B phos-
phorylation has not previously been reported. The effects of the RSK in-
hibitors were also confirmed by the analysis of the phosphorylation of
another target of RSK, GSK3aw at 521, in LN-229 cells. This was possible
because these cells show low basal levels of activated Akt, which can
also phosphorylate GSK3e. Similarly to elF4B, discrepancies in the liter-
ature regarding the effects of RSK inhibitors on GSK3a phosphorylation
may also be due to differing contributions of Akt in each of the cellular
systems studied (Supplementary Table $4). Moreover, GSK3e and p
can be phosphorylated by PKA at the same residues targeted by RSK
and Akt [12,20], which further complicates the interpretation of these
data. In this work, the use of three different RSK-targets in conditions
where the contribution of other AGC-kinases waslow or absent, provid-
ed the same conclusions regarding RSK inhibition.

In the present article we also show the effects of BI-D1870 and
SLO101 on the phosphorylation of tuberin at $1798 by RSK. Tuberin
phosphorylation was completely abolished by the inhibition of ERK1/
2, suggesting that RSK is the main, if not the unigue, kinase for $1798
in the studied GB-derived cell lines. Accordingly, RSK depletion by
sIRNA strongly and consistently inhibited PMA-dependent phosphory-
lation of this substrate. Both SL0101 and BI-D1870 were also able to
reduce tuberin ($1798) phosphorylation. The inhibitory effect of Bl-
D1870 on PMA-induced phosphorylation of tuberin (51798) was
also observed in HEK293 cells [22]. As with the other RSK-substrates
tested, the highest concentration of BI-D1870 (10 uM) showed a
stronger effect than 100 uM SLO101. We thus propose that tuberin
(51798) is a promising candidate to be used as a suitable reporter-
substrate for determining the effective concentration for RSK inhibi-
tors in cells. Accumulating evidence suggests that phosphorylation of
the transcription factor, Y-box binding protein 1 (YB1}, at residue
$102 might be used as reporter-substrate of RSK activity (Supplemen-
tary Table $5). However, it is important to note that Akt can also phos-
phorylate this same residue [58], which may restrict the use of YB1
(5102) as a reporter.

It was proposed that RSK is at the nexus of the cross-talk that occurs
between the Ras-ERK1/2 and mTORC1 signaling pathways [3,59]. RSK
can activate mTORC1, and thus p7056K, by phosphorylating tuberin
{$1798) and raptor [16,17]. Accordingly, it has been shown that RSK
inhibition reduces the levels of activated p7056K in cells exhibiting
hyperactivation of ERK1/2 [46]. However, it has also been suggested
that RSK does not mediate PMA-induced p7056K activation in other



M. Rofft et al [ Cellular Signalling 27 (2015) 1630-1642 1641

cell types [22]. Studies that have reported both outcomes are listed in
Supplementary Table $6. Thus, the involvement of RSK in the PMA-
mediated p7 056K activation in GB-derived cell lines was also addressed.
Depletion of RSK was very efficient in LN-229 cells, but it failed to abol-
ish PMA-induced p7056K phosphorylation. However, depletion of RSK
strongly inhibited PMA-induced phosphorylation of tuberin (S1798).
Thus, in LN-229 cells, tuberin (51798} phosphorylation was not con-
nected to the expected reduction in p7056K activation. IN-18 cells
show high levels of p70S6K activity in non-stimulated conditions. This
was the probable reason of the modest PMA-induced increase in
p70S6K phosphorylation. Depletion of RSK was less effective in LN-18
cells, however, the reduction of PMA-dependent phosphorylation of
tuberin was still apparent and consistent. Also, the reduction in tuberin
phosphorylation by RSK was not reflected in the expected reduction of
p70S6K. These results raised the possibility that tuberin (51798} phos-
phorylation is not regulating mTORC1 at least in the GB-derived cells
tested (Fig. 10).

We also studied the effects of RSK on the phosphorylation of rpS6
(5235/236) without the inhibition of p7056K, which also phosphory-
lates the same residues of rpS6. Incubation of GB-derived cells with
the RSK inhibitors in the absence of any stimulus revealed strong non-
specific actions of SL0101 and BI-D1870. The non-specific actions of
SLO101 and BI-[1870 were remarkably different. Unexpectedly, 10 uM
BI-D1870 strongly increased p70S6K phosphorylation in LN-18 and
LN-229 cells in the absence of basally activated RSK (first lane of
Fig. 6H and 7E}, suggesting that RSK inhibition was not responsible for
p70S6K activation (Fig. 10A). In addition, the phosphorylation of
p70S6K was induced by 10 uM BI-D1870 even when ERK1/2 was
inhibited, which confirmed the non-specificity of BI-D1870. On the
other hand, SLO101 strongly reduced rpS6 and p70S6K phosphorylation
even in the absence of detectable basal activation of RSK (first lane of
Fig. 6H and 7E), suggesting that RSK inhibition was not the involved
mechanism (Fig. 10B). Accordingly, in the presence of a MEK inhibitor,
which precludes ERK1/2-RSK activation, SLO101 further reduced
1pS6 phosphorylation. Remarkably, SL0101 also strongly reduced the
phosphorylation of the mTORC1-target, 4E-BP1, in LN-18 cells, con-
firming the off-target inhibition of mTORC1. Thus, in the present work
we were able to unambiguously identify opposite off-target RSK-
independent effects on both rpS6 and p70S6K phosphorylation for
SLO101 and BI-D1870. However, further work will be necessary to
uncover the underlying mechanisms. The off-target effects of the RSK
inhibitors on p70S6K made it impossible to determine the true RSK
actions on PMA-induced rpS6 phosphorylation. Correspondingly, the
optimal concentration for each inhibitor based on rpS6 phosphotylation
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b

A
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=)
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alone can be misleading. It is important to note that the reported effects
of BI-D1870 or SL0101 on rpS6 phosphorylation are controversial
{Supplementary Table S7), and appear to depend on cell type, on the
duration and type of treatment, and on the concentration of the inhibi-
tor. In this manner, our work provides important information for the
reinterpretation of previously published results.

Fonseca et al. suggested that the inhibition of PMA-induced p70S6K
phosphorylation by 10 uM BI-[}1870 was mediated by off-target inhibi-
tion of Akt [22]. Other studies have also reported reduced Akt activation
in the presence of BI-D1870 [23,30,60]. Conversely, there are several
reports that demonstrate that BI-D1870 treatment did not alter levels
of Akt phosphorylation (Supplementary Table 58). We observed that
10 uM BI-D1870, but not 1 uM, strongly reduced Akt phosphorylation
after 150 min of treatment in unstimulated LN-18 cells. However,
10 uM BI-D1870 induced p70S6K phosphorylation at earlier time points,
which suggests that Akt was not involved in that effect. In PMA-treated
HEK293 cells, 10 uM BI-D1870 reduced both Akt and p7056K phosphor-
ylation, in accordance with Fonseca et al. [22]. To conciliate these
observations, we hypothesized that the increased activation of p70S6K
by BI-D1870 can trigger a negative feedback that reduces Akt phosphor-
ylation, resulting in the eventual inhibition of p70S6K [52]. Accordingly,
the reduction in Akt phosphorylation by 10 WM BI-D1870 was abolished
in the presence of rapamycin. However, further evidence will be neces-
sary to support this conclusion. It has also been consistently reported
that SLO1071 has no effect on levels of Akt phosphorylation [23,61].
Based on our experience, SLO101 reduced the phosphorylation of Akt
at $473 in unstimulated LN-18 cells, however, that action was not evi-
dent in PMA-treated HEK293 cells. In this manner, we cannot rule out
the off-target inhibition of Akt phosphorylation at 5473 as the cause
for the strong inhibitory effect of SLO101 on mTORC1.

A greater inhibition of proliferation was observed in the presence of
100 M SLO101 when compared to 1 M BI-D1870, yet these concentra-
tions inhibit RSK-dependent phosphorylation of rpS6, elF4B, and GSK3
to a similar extent. Addition of rapamycin further increased BI-D1870-
dependent inhibition of proliferation, however, rapamycin did not
affect SLO101-dependentinhibition of proliferation. This result indicates
that the distinct off-target effects of the RSK inhibitors on the mTORC1
pathway are responsible for the differential biological outcomes. There
have been differences reported in the effects of SL0101 and BI-D1870
upon other biological processes. For example, it has been shown that
SL0101 inhibits insulin-induced glucose uptake by a mechanism distinct
from that used by BI-D1870 [23]. Moreover, treatment with 10 pM
BI-D1870, and not with SLO101, was found to induce p21 expression
and senescence in a RSK-independent manner [24]. Together these
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)
=

Fig. 10. Model for the nonspecific effects of SLO101 and BI-D1870. (A) We found that BI-D1870 can stimulate the activation of p70S6K, however, the mechanism for this action is unclear
(red dotted line). This nonspecific effect results in the misassignment or masking of RSK functions. We could not observe a direct relationship between tuberin phosphorylation at 51798
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observations emphasize the need of reassessing the biological effects
ascribed to RSK based on the use of BI-D1870 and SLO101.

5. Conclusion

Based on the present work, it is recommended that the conclusions
obtained using SLG101 or BI-D1870 to inhibit RSK should be confirmed
using a different approach (e.g. RSK depletion). Moreover, the impor-
tant off-target effects shown in this article might preclude the use of
SLO101 and BI-D1870 for the study of RSK. It is mandatory that the
selection of a cellular reporter-substrate to evaluate RSK activity be
optimized according to cell type. It is now evident that the use of
some reporter-substrates can be misleading if the potential for other
kinases to phosphorylate the same residues is not considered. Our
work reinforces the possibility that PMA-induced p7056K activation is
not mediated by RSK. Also, the phosphorylation of tuberin (51798)
appeared to be not related to mTORC1-p70S6K activation in the two
GB-derived cell lines tested. However, phosphorylation of this residue
of tuberin was mainly, if not only, dependent on RSK and thus suitable
as a good reporter-substrate to assess RSK activation in cells. In combi-
nation, these considerations will help elucidate the true functions of
RSK, thereby facilitating the design of RSK-targeted therapies that may
prove efficacious for cancer treatment.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.cellsig.2015.04.004.
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