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Introduccio

1. Tumors glials: generalitats

Els tumors cerebrals primaris de I'adult constitueixen un grup heterogeni complexa de
neoplasies que deriven de diferents llinatges cel-lulars. Entre ells, els gliomes representen el
grup més important de tumors malignes en els adults. Als Estats Units es diagnostiquen
aproximadament unes 51.000 neoplasies intracranials a I'any, de les quals un 36 % son
d’origen glial o gliomes (Clarcke J,2010). Els tumors d’origen glial s’agrupen en distintes
histologies, entre els que s’inclouen els astrocitomes, els oligodendrogliomes i els
ependimomes, sent els astrocitomes els més freqlients i representen entre un 60-70% de tots

els casos (Louis DN, 2007).
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Figura 1 Incidéncia dels gliomes. Modificat de Adamson C,2009.

La classificacié histologica més utilitzada actualment dels astrocitomes és la proposada
per la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), que va ser inicialment establerta a I'any 1979,
revisada en diverses ocasions (anys 1993 i 2000), sent la darrera, i actualment vigent, la revisio
de I'any 2007 (Reifenberger G,2004; Louis DN,2007). Aquesta classificacié es basa en criteris
histopatologics (preséncia o no de: atipia nuclear, mitosis, angiogénesis i necrosi) que
reflecteixen de forma anticipada el comportament biologic del tumor (Huse Jt, 2010). La
gradacié dels astrocitomes d’acord a la classificacié de 'OMS inclou quatre graus de malignitat
(Figura2). Els astrocitomes pilocitics grau | representen els tumors biologicament més benignes

i que poden ser curats si s’efectua una exeresis quirdrgica completa (Furnari FB, 2007). Els
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tumors de grau Il, anomenats astrocitomes difosos, son tumors ben diferenciats de creixement
lent, perd0 amb una elevada tendencia a infiltrar estructures cerebrals adjacents.
Histologicament es caracteritzen per un augment moderat de la cel.lularitat, sense imatges de
necrosi ni presencia de proliferacié ni microvascularitzacié. Aquests tumors poden recidivar
desprées de la cirurgia i, en general, la recidiva es caracteritza per una progressié a graus més
malignes. Els astrocitomes anaplastics o grau lll sdn tumors que es caracteritzen per un
augment de la cel.lularitat i de I'activitat mitotica, aixi com preséncia d’atipia nuclear. Els
fenomens d’angiogénesis i necrosis son inexistents ( Ohgaki H, 2009; Dunbar E,2010). Al igual
gue en el cas dels astrocitomes grau Il, I'astrocitoma anaplastic també recidiva en un 98% dels
casos i en un elevat percentatge de vegades la recidiva es presenta com un tumor de major
grau de malignitat. Finalment el glioma més agressiu és el glioblastoma multiforme (GBM) o
astrocitoma grau |V, caracteritzat per proliferacid cel-lular totalment descontrolada, amb
infiltracié difusa, tendéencia a la necrosis, capacitat de neoformacidé vascular, una elevada

resisténcia a I’apoptosi i una gran inestabilitat genomica (Furnari FB, 2007).
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Figura 2. Progressidé a partir d’un astrocitoma difts grau Il a glioblastoma multiforme. Modificat de
Huse JT, 2010.

Els graus de I'OMS juntament amb altres parametres clinics i moleculars constitueixen
un grup de criteris que s’utilitzen per a predir la resposta al tractament i la supervivéncia dels
pacients amb gliomes en general. En aquest sentit, els astrocitomes de grau |l s’associen a una
supervivencia mitjana entre 5i 15 anys, mentre que en els pacients amb astrocitomes de grau
lIl aquesta supervivéncia disminueix fins a 3 anys i pels pacients amb GBM la supervivencia

mitjana és d’ aproximadament 1 any (Figura 3) (Louis DN, 2006; Oghaki H, 2009).
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Figura 3. Corba de supervivéncia per als diferents graus tumorals. Modificat de Ohgaki H,2009.

1.1 Glioblastoma multiforme: incidéncia i caracteristiques histologiques

El glioblastoma multiforme és la neoplasia intracraneal més freqlient en adults,
representant un autentic desafiament per a la Neuro-oncologia tenint en compte que, després
del tractament estandard, més del 95% dels casos recorren en el lloc original del tumor, el que
suggereix I'existencia d’'una elevada resisténcia als tractaments. En aquest treball de tesi ens

hem centrat en la recerca de noves dianes terapeutiques que puguin representar un avang en

el tractament de pacients amb GBM.

Els GBMs representen al voltant del 51% del tots els gliomes (Figura 1), sén més
freqlients en homes que en dones, i en individus de raca blanca (Wen PY,2008). La incidencia
dels GBM en Paisos Europeus i als Estats Units és de 3.19 (2.96-3.39) casos nous /100.000
habitants per any [Central Brain Tumor Registry of the United States: Central Brain Tumor
Registry of the United States (CBTRUS); http://www.cbtrus.org] (Ohgaki 2009). La seva
incidencia ha augmentat lleugerament en les Ultimes 2 décades, sobretot en adults d’edat
avancada, en part degut a la millora del diagnostic (Adamson C,2009). Els GBMs es poden
desenvolupar a qualsevol edat, pero sobretot en adults amb un pic d’incidencia entre els 45-75

anys, sent I'edat mitjana dels pacients amb GBM de 62 anys ( Louis DN, 2007).
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Els GBMs sén tumors difusament infiltrants i pobrament diferenciats, amb cél-lules
glials de creixement rapid, i amb una gran resisténcia als tractaments estandards (Purrow B,
2009; Clarcke J, 2010). La denominaciéo multiforme ve donada per I’heterogeneitat de les

cel-lules que el conformen.

Macroscopicament,  aquests
tumors son masses
necrotiques grans amb una
zona periferica de substancia
grisa que envolta la neoplasia
la qual acostuma a mostrar
edema. Es freqlient |Ia
presencia d°  hemorragies

intratumorals.

Microscopicament, sén tumors

altament anaplastics,
caracteritzats per una
sorprenent heterogenicitat
histologica, molecular i

genetica, no només de forma

Figura 4. Caracteristiques dels GBM. Modificat de Dumbar E,2010.

individual  entre diferents
pacients, siné també dins del mateix pacient (Dunbar E, 2010). Aquests tumors es caracteritzen
per una gran atipia nuclear i un index mitotic alt. La formacié patologica de nous vasos i la

necrosi (sovint de tipus pseudoempallissada) son essencials per el diagnostic histologic.

1.2 Presentacio clinica, diagnostic i factors pronostic del GBM

La simptomatologia dels pacients amb GBM és molt variada i basicament depen de la
localitzacié del tumor. Entre els simptomes més freqlients s’inclouen els déficits neurologics
focals, cefalees, convulsions, confusié, pérdua de memoria i canvis de personalitat (Wen
PY,2008). La majoria de GBMs es localitzen en el lobul frontal dels compartiments
supratentorials. No obstant, també es poden desenvolupar a qualsevol altre Iobul cerebral,
tronc encefalic, cerebel i la medul-la espinal. La major part de les cél-lules tumorals es troben
dins de la massa del tumor o dintre del perimetre de 2 cm que rodeja el tumor. Aixi i tot,

també s’han trobat cel-lules que migren varis centimetres o inclus als hemisferis contralaterals.
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La prova d’eleccié pel diagnostic d’un GBM és la ressonancia magnética amb i sense
contrast. Aquesta técnica proporciona informacié detallada sobre la mida, la composicié i la
localitzacié del tumor, sobre la presencia d’edema i e grau de captacié de contrast.
Radioldgicament, els GBMs es caracteritzen per masses hipodenses amb contorns irregulars
gue capten contrast de forma solida o en anell rodejant una area necrotica central (Van Meir
EG, 2010).

Des d’un punt de vista clinic i biologic els GBM es poden desenvolupar a partir de 2
vies neoplasiques: els glioblastomes primaris i els glioblastomes secundaris. La majoria dels
casos (> 90%) son glioblastomes primaris o també anomenats “de novo”, els quals en 2/3 dels
casos tenen una historia clinica de menys de 3 mesos , amb una mitjana de 6,3 mesos entre la
primera simptomatologia i el diagnostic histologic (Ohgaki H, 2007). Els GBM primaris es
diagnostiquen sense evidéncia clinica, radiologica o histopatoldgica d’una lesid prévia. Pel
contrari, els glioblastomes secundaris es desenvolupen més lentament a través d’una
progressid maligna d’'un astrocitoma de baix grau (astrocitoma difus, grau Il o astrocitoma
anaplastic, grau lll) a graus superiors (grau Il o V). La mitjana de progressié d’un astrocitoma
de baix grau a glioblastoma es d’uns 5 anys , mentre que a partir d’un astrocitoma anaplastic a
glioblastoma és d’ aproximadament 2 anys (Schwartzbaum JA, 2006; Ohgaki H, 2007; Wen
PY,2008).

Encara que l'etiologia dels GBMs és desconeguda molt probablement té un origen
multi factorial, en el qual hi poden intervenir agents medi ambientals i genéetics com factors de
risc. Els agents medi ambientals associats al desenvolupament d’'un GBM inclou I'exposicid a
altes dosis radiacid ionitzant, altes dosis de quimioterapics pel tractament d’altres neoplasies

en llocs diferents del cervell i carcinogens quimics.

En un 5% dels gliomes I'agregacié genetica familiar representa un paper important. A
partir d’estudis d’agregacié familiar, sensibilitat mutagenica o sindromes genetiques, s’han
trobat certes evidéncies que determinades alteracions genetiques augmenten la susceptibilitat
a desenvolupar un glioma. Malgrat tractar-se d’un nombre petit de casos, aguestes sindromes
donen una informacié molt valuosa a partir de la qual es poden identificar gens candidats o
vies que poden estar implicades en el procés de gliomagenesis (Figura 5). Sindromes com la de
la Neurofibromatosis 1i 2, I’esclerosi tuberosa, el retinoblastoma, la sindrome de Li-Fraumeni,
la sindrome de Turcot i multiples hamartomes, es troben associats amb un increment del risc a
desenvolupar gliomes o altres tipus de neoplasies cerebrals (Kanu OO, 2009; Schwartzbaum

JA,2006, Wen PY,2008).
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Figura 5. Sindromes familiars associats amb el risc de desenvolupar una neoplasia cerebral. Modificat
de Kanu 0O, 2009

En estudis poblacionals, la supervivencia mitjana en pacients diagnosticats de GBM es
de 17-30% durant el primer any, mentre que es només del 4% als 2 anys. El temps de
supervivencia esta molt relacionat amb la presencia de factors de bon pronostic que inclouen
'edat en el moment de diagnostic, I'estat clinic mesurat per I'escala KPS (Karfnosky
performance status), la preséncia de metilacio del promotor del gen 0O6-methylguanine
methyltransferase (MGMT) i una reseccid del tumor superior al 98% ( Adamson C, 2009; Kanu
00, 2009). Si bé no hi ha diferéncies en les taxes de supervivencia entre homes i dones, si que
és cert que les taxes son clarament superiors en pacients més joves (Schwartzabaum JA, 2006).
Les taxes supervivencia als 5 anys son del 13% en pacients de entre 15-45 anys, mentre que en
pacients amb edats superiors als 75 anys és de nomes un 1% (Adamson C, 2009; Kanu 0O,

2009).

Algunes de les alteracions genetiques detectades en gliomes poden tenir implicacions
en el diagnostic i pronostic de la malaltia, ja que es troben associades bé amb un tipus tumoral
ben definit o relacionades amb el grau de malignitat tumoral. Aquestos factors son utils per a
la classificacié histologica d’aquells tumors que mostren trets ambigus, a més de proporcionar

informacié de la resposta del pacient a un determinat tractament (Riemenschneider MJ, 2010).
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Fins al moment , el nombre de marcadors en neuro-oncologia és limitat a unes quantes
alteracions entre les que es troben:

e La codelecié 1p/19g en tumors oligodendroglials, associat a un millor pronostic en els
pacients que reben radio/quimioterapia adjuvant.

e La metilacié del promotor del gen MGMT en glioblastomes i astrocitomes anaplastics
és un factor predictiu de resposta al tractament amb agents alquilants. S’associa a una
major supervivéncia en pacients de GBM tractats amb radioterapia amb combinacié
amb temozolomida.

e Les mutacions en els gens IDH1 j IDH2 en gliomes difosos ha esdevingut un marcador
de bon pronostic per a gliomes difosos graus WHO 1l i lll, aixi com en GBMs secundaris.

e Duplicacions/fusions en el gen BRAF en astrocitomes pilocitics, és un marcador

diagnostic que ajuda a diferenciar-los de astrocitomes difosos.

1.3 Biologia molecular dels gliomes

El pas de grau Il fins a grau Ill representa un augment de I’agressivitat tumoral que a
nivell histologic es reflexa amb un augment de la cel.lularitat i un increment de I'activitat
mitotica. Des d’un punt de vista molecular, trobem alteracions en gens que regulen diferents
vies relacionades amb la proliferacié cel-lular, la supervivencia, la invasié i I'angiogénesis. A
més, en general, les alteracions moleculars es van adquirint de forma sequlencial. A la figura 6

s’'indiquen les alteracions moleculars més freqlientment observades en gliomes.
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Figura 6. Alteracions moleculars mes freqiients en el glioblastoma. Modificat de Riemenschneider MJ,
2010.

Les seglients seccions descriuen aquestes aberracions genetiques observades en GBM i

les vies de senyalitzacio alterades.

1.3.1. Via EGFR/RAS/NF1/PTEN/AKT/mTOR

Receptors tirosin quinasa, com I'EGFR, esdevenen actius a través de la unié als seus
lligams (p.e, EGF) al domini extracel-lular. Aquesta unid permet el reclutament de PI3K
(fosfatidilinositol 3-quinasa) el qual fosforila PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfat) convertint-lo
en PIP3, que activara molecules efectores com AKT o mTOR. Aquestes cascades de
senyalitzacio faciliten la mitogenesis i angiogénesis aixi com la disminucié de I'apoptosi. Les

proteines PTEN i NF1 actuen com a inhibidors d’aquestes vies (Figura7) (Ohgaki H, 2009).

10
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Figura 7. Via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K involucrada en la patogénesis dels GBM. Modificat de Ohgaki
H,2009.

En el desenvolupament dels GBM primaris la via de senyalitzacié més freqlientment
alterada és la via EGFR/PTEN/Akt/mTOR.

1. LU'amplificacid de EGFR s’observa en el 40% dels GBMs primaris perd rarament en els
secundaris. El gen EGFR també pot trobar-se sobrexpressat en més del 60% dels GBMs
primaris i en menys del 10% del GBMs secundaris. Tots els GBMs que mostren
amplificacions en aquest gen també mostren sobreexpressid de la proteina, mentre
que entre el 70-90% dels que tenen sobreexpressid mostren simultaniament
amplificacidé génica. L'amplificacié del gen EGFR sovint esta associada amb mutacions,
sent la més freqlient la delecié del exd 2 al 7 (EGFRvIIl). Aquesta variant es troba
autofosforilada el que li confereix una activitat tirosina quinasa constitutivament
activada malgrat mancar-li el domini extracel-lular d’unié al lligam i, per tant, promou
un creixement cel-lular de forma descontrolada (Mukherjee B,2009; Gan HK,2009). A
més, s’ha observat que aquesta variant confereix un augment de la resistencia a la

radioterapia, ja que promou una rapida reparacio dels trencaments al DNA induits per

11
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les radiacions ionitzants. Aquesta variant s'observa en 1/3 dels GBMs en els quals en
moltes ocasions s’associa a la amplificacié de la seva forma salvatge de EGFR (Purrow

B,2009; Ohgaki H,2007).

P 3\
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ATP binding (AAs 622-644)
site (K721 =l
( ; Intracellular
Tyrosine = > Domain
phosphorylation { (AAs 645-1186)
sites. %
J

Wt EGFR EGFRuVIII

Figura 8. Estructura del Receptor de I'EGF. Formacié de I'EGFRvIIl per delecié. Modificat de Gan
HK,2009.

2. PTEN (phophatase and tensin homology), és un gen localitzat al cromosoma 10qg23.3,
que codifica per a una proteina de 403 residus que actua com a proteina tirosina
fosfatasa tant en lipids com en proteines (Planchon SM,2007). Presenta activitat 3’
fosfoinositol, regulant de forma negativa PI3K a través de la desfosforilacié de
fosfatidilinositols-2,4,5 trifosfats (PIP3) i fosfatidilinositol-3,4 difosfat (Adamson
C,2009). La seva funcid és la de controlar la migracié i proliferacié cel-lular mitjancant
la regulacié de la quinasa serina/treonina AKT (Louis DN, 2006). El gen PTEN es troba
alterat entre el 15-40% dels GMBs primaris, i rarament en els GBMs secundaris (Ohgaki

H,2009).

3. Les mutacions o amplificacions en el gen PIK3CA sén rares tant en GBMs primaris com
en secundaris, amb una incidéncia del 5 i 13%, respectivament. Al voltant del 63% dels
GMBs primaris mostren alteracions en almenys un d’aquestos gens: EGFR, PTEN i

PIK3CA.

4. Lincrement en I'expressié del mRNA de PDGFR, s’ha observat en tots els graus del
tumors astrocitaris, mentre que I'amplificacié genica només es detecta en un petit

nombre de GBMs (13%) (Chin L, 2008; Ohgaki H,2009).

12
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5. A més, el gen supressor de tumors NF1, que codifica per a la proteina neurofibromina,
inhibeix RAS, un regulador negatiu de la via i es troba alterat en un 18% de GBMs

(Ohgaki H,2009).

1.3.2. Via TP53/MDM2/MDM4/p14°%*

El gen TP53 codifica per a la proteina p53, la qual actua regulant multiples funcions
cel-lulars com I'apoptosi, el cicle cel-lular, la senescéncia, la reparacié del dany del DNA, el
metabolisme cellular o l'autofagia (Krusse JP,2009) evitant que la cél-lula pateixi una
transformacio neoplasica. La proteina p53 controla la divisié de les cél-lules amb genomes poc
estables, bloquejant les cél-lules en fase G1 o activant la via d’apoptosi o senescencia si el dany

cel-lular és molt més greu (Vogelstein B,2000).

MDMZ2, és una proteina amb activitat ubiquitina ligasa E3 encarregada de la regulacio
de p53 mitjancant la unié al domini de transactivacié N-terminal de p53, reprimint la seva
activitat transcripcional. MDM2 i p53 formen un feedback, a través del qual les dues proteines

ARF

regulen els seus nivells mdtuament. La proteina p14™" s’uneix a MDM2 i d’aquesta forma

inhibeix la degradacié i el silenciament transcripcional de TP53 per part de MDM2; p14*%F és
regulada negativament per TP53 (Figura 9). A més, altres proteines de la familia MDM2 com

MDM4 també regulen TP53 (Ohgaki H,2009).

13
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Figura 9. Activacio de la via de p53. Vogelstein B,2000.

La via de TP53 té un paper fonamental en el desenvolupament del GBMs secundaris.
Les mutacions en aquest gen son detectades en 2/3 del astrocitomes difosos i en més d’un
65% dels casos de GBMs secundaris. En els GBMs primaris també s’observa la preséncia de
mutacions en el gen TP53, encara que en una freqiliéncia inferior (<30% casos) (Ohgaki H,
2007; Kanu 00,2009). En els GBMs secundaris, al voltant del 57% de les mutacions que s’han
trobat es localitzen en els codons 248 i el 273 i, son transicions de nucleotids. En el cas del

GBMs primaris, les mutacions es troben distribuides per igual al llarg del gen TP53 i només el

17% es troben en aquestos dos codons descrits anteriorment (Figura 10) (Ohgaki H, 2007).

A  TP53 mutations 17%
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Figura 10. Distribucio de les mutacions en el gen TP53 en GBMs primaris i secundaris. Ohgaki H,2004.
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Amplificacions en MDM2 es troben presents en menys del 10% de GBMs,

exclusivament en GBM primaris amb abséncia de mutacions en TP53 (Ohgaki H, 2009).

Finalment, la pérdua d’expressié en pl14”%s’observa en un 76% del GBMs, i es
correlaciona amb una delecid homozigdtica de CDKN2A o amb la metilacié génica del seu
promotor, (Purrow B,2009). Les delecions homozigotiques o la metilacié del promotor sén més

freqlients en GBMs primaris observant-se en un 50% de casos (Ohgaki H, 2009).

Es important destacar que al menys una mutacié en un dels gens que conformen la via
TP53/MDM2/MDM4/p14**" es observat al voltant del 50% del GBMs primaris i en >70% dels

secundaris.

1.3.3. Via p16™***/RB1/CDK4

El gen RB1, localitzat al cromosoma 13g14.2, codifica per la proteina RB1 la qual
controla la progressié de la fase G1 a la fase S del cicle cel-lular. En condicions normals, quan
les cel-lules quiescents reben estimuls mitogens es produeix un increment en |'expressid de
ciclina D, la qual formara complexos amb les ciclines depenens de quinasa (Cdk ), Cdk4 o Cdké.
Aquestos complexes sén els encarregats d’alliberar el complex ciclina E/Cdk2 del seu inhibidor
p27""*. Es aleshores quan els dos complexes ciclina D/Cdk4 i ciclina E/Cdk2 sén susceptibles de
fosforilar a la proteina del retinoblastoma (RB1), la qual no podra seguir unint-se als membres
de la familia dels factors de transcripcié E2F. Una vegada alliberat E2F, s’iniciara la transcripcié
dels gens necessaris per iniciar la fase S del cicle cel-lular. L’activacié de la ciclina D/Cdk4 és

INK4

controlada per la familia de proteines INK4, on p16 """ és el membre més conegut (Figura 11)

(McNeish 1, 2004; Scherr CJ,2002).
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Figura 11. Activacié de la via p16™“**/RB1/CDK4. Modificat de McNeish 1,2004.

La perdua cromosOmica és un esdeveniment freqient en els tumors i en el cas del
gliomes la perdua del cromosoma 13q14 en el qual es localitza el gen del RB1, s’observa entre
un terg i la meitat dels casos d’astrocitoma d’alt grau. Aquesta perdua facilita la transicié cap a
estadis més malignes. A més el gen RB1 també pot inactivar-se per mutacions puntuals o per la
metilacié del promotor, fet que s’observa en el 43% de GBM secundaris i en un 14% en GBM

primaris (Ohgaki H, 2007).

Amplificacions del gen CDK4, que es localitza en el cromosoma 12q13-14, sén altres
formes d’eludir el control del cicle cel-lular i facilitar la progressié a GBM en el 18% del casos
de gliomes malignes (Louis N,2006; Chin L,2008). Les amplificacions en els gens CDK4, CDK6
(1%) o ciclina D1 representen una alternativa a alteracions en els gens CDKN2A o RB1, perqué

aquestos canvis rarament passen en el mateix tumor (Ohgaki H,2009).

Es important destacar que el gen CDKN2A, localitzat al cromosoma 9p21, codifica per a
dos proteines totalment diferents: p16™*® i p14"* (Figura 12). Els transcrits tenen lloc per
splincing alternatiu. Estructuralment diferents, aquestes proteines actuen com a supressores

tumorals de dos vies clau en el desenvolupament neoplastic (Sekulic A ,2008). Com s’ha

INK4a ARF

esmentat anteriorment, p16 regula la via del retinoblastoma, mentre que p14™" participa
en la via de p53. Aquestes dues vies tenen un paper fonamental en el control del cicle cel-lular,
pel que una alteracié en la seva funcionalitat comporta un estimul en el procés de

gliomagenesis (Kanu 00, 2009).
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Figura 12. Locus CDKN2A. Modificat de Chudnovsky Y, 2005.

1.3.4. IDH1/IDH2

El gen IDH1 es localitza en el cromosoma 2qg33 i codifica per a la proteina IDH1

(isocitrat deshidrogenasa 1) la qual catalitza la reaccié de carboxilacid oxidativa en el pas

s’isocitrat a a-cetoglutarat donant com a resultat la produccié de NADPH en el cicle de Krebs.

Aguesta proteina forma homodimers asimeétrics i intervé en el control cel-lular produit a través

de dany oxidatiu (Parson DW, 2008). L'IDH1 és la major font de produccié de NADPH citosolic

necessari per a la regeneracid del glutatio reduit el qual actua com el principal antioxidant en

cél-lules de mamifer (Ducray F, 2009). Les formes mutades de IDH1 ocasionen que els nivells

de a-cetoglutarat siguin baixos provocant un increment en els nivells del factor de transcripcio

HIF-a (factor induible per hipoxia) el qual facilita el creixent tumoral (Ohgaki H, 2009).
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Figura 13. Via de senyalitzacié implicada en la patogénesis del glioblastoma. Ohgaki H,2009.

En gliomes les mutacions de IDH1 sén molt freqiients, i s'observen en més del 80% dels
casos, a excepcidé del astrocitomes pilocitics i dels GBM primaris a on la taxa de mutacid es
<5%. IDH1 es troba preferentment mutat en pacients joves, amb una mitjana d’edat de 33
anys. La majoria del astrocitomes de baix grau (>60%) tenen mutacions en TP53 juntament
amb mutacions a IDH1 (Ohgaki H,2009). En I'estudi realitzat per Parson i col-laboradors, els
pacients amb GBM que presentaven mutacions a IDH1 tenien una mitjana de supervivéncia de
3.8 anys en comparacié amb els pacients amb la forma no mutada amb una superviveéncia

mitjana de 1.1 anys (Parson DW,2008) Figura 14.
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Figura 14. Supervivéncia d’acord amb I’estat de IDH1 en glioblastomes. Modificat de Parson W, 2008.
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1.3.5. MGMT

MGMT (O6-metilguanina-DNA-metiltransferasa) és una proteina ubiqua encarregada
de reparar danys ocasionats en el DNA. MGMT es troba altament conservada evolutivament.
Aquest enzim reverteix la metilacié en posicié 0° de la guanina mitjancant una transferéncia
d’aquest grup alquil al seu centre actiu. La falta d’aquest enzim provoca una acumulacié de
guanines metilades en el DNA que tindra com a conseqiiéncia un aparellament incorrecte amb
la timidina, donant lloc a mismatch repair que induira I'activacié de gens reguladors de la
reparacio al dany cel-lular i, si la lesid és irreversible, s’activaran mecanismes que ocasionaran

la mort cel-lular.

El gen MGMT es localitza al cromosoma 10g26q. El seu promotor conté 96 illes CpG
localitzades a la regié 5’ de MGMT , les quals en teixits normals no es troben metilades (Weller
M,2010). MGMT antagonitza els efectes genotoxics d’agents alquilants, pel que se I’'ha associat
amb una resisténcia del tumor a aquestos tractaments. Una molécula de MGMT pot reparar
Unicament un adducte alquil. Per tant, la capacitat de la cel-lula d’eliminar els grups O6-
metilguanina formats dependra del nombre de enzims disponibles i de la taxa de resintesis de
MGMT. Les molecules de MGMT inactives, perqué contenen al seu centre actiu un grup alquil,
s'ubiquitinitzen i es degraden via proteasoma (Kaina B, 2007). En teixits neoplastics, la manca
d’expressié de MGMT rarament és conseqliéncia d’'una mutacié puntual, una delecié o el
reordenament génic, sent la hipermetilacio de les illes CpG del promotor les que ocasionen el
silenciament del gen (Esteller M,1999). La metilaci6 en gliomes de baix grau i gliomes
anaplastics es produeix en un rang del 60-90%. L’ incidencia de metilacié en GBM és del 40-
50% (Ducray F,2009). L’estudi portat a terme per Hegi i col-laboradors va concloure que els
pacients amb metilacié del promotor de MGMT tenen una millor pronostic i responen més a

la temozolomida que aquells que no el tenen metilat (Figura 15) (Hegi ME,2009).
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Figura 15. Probabilitat de supervivéncia segons I'estat del promotor de MGMT. Maodificat de Hegi
ME,2009.

1.3.6. Pérdua d’heterozigositat

La perdua d’'un fragment o el cromosoma sencer és un fet comu en molts tipus de
cancers inclos el GBM. Amb freqliencies que comprenen entre el 60 i el 80%, la pérdua de
heterozigositat en la regidé cromosomica 10q, és |'alteracié génica més freqiient tant en GBMs
primaris com secundaris, sent la delecié 10g25-qter la més comu. Pel contrari, la pérdua de
10p és exclusiva de GBMs primaris al igual que la pérdua del cromosoma sencer (Ohgaki
H,2007). En GBM sembla ser que almenys 3 locis de gens supressors de tumors es localitzen al
cromosoma 10 en les posicions: 10p14-ter, 10g23-24 (PTEN) i 10g25-qgter. Els gens supressors
de tumors situats a 10p tenen un paper important en el desenvolupament del GMB primari

perd no en el GBM secundari (Fujisawa H,2000)

La perdua de 13q, es detecta en el 12% del GMB primaris i en el 38% dels secundaris.
Aqguesta pérdua inclou el locus del gen RB1. A més, la pérdua de 22q és també freqiient en
GBMs primaris en un 41% dels casos i s'observa en un 82% de GBMs secundaris (Ohgaki

H,2009).

1.3.7. Pérdua de 1p i 19q

La codelecié 1p/19q és la consequiéncia d’una translocacié no balancejada que té lloc
entre el brag llarg del cromosoma 19 i el brag curt del cromosoma 1 [t(1;19)(q10;p10)]. A nivell

genomic, aquesta translocacié representa la perdua completa dels bragos 1p i 19q i la formacié
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d’un gen derivatiu 1g-19p, mentre que el gen derivatiu 1p-19q es perd (Riemenschneider MJ,
2010; Jeuken JW, 2010). D’acord amb d’hipotesi de Knudson, les delecions en 1p i 19q és
probable que contenguin gens supressors de tumors que s’ inactiven i la perdua coordinada
d’aquest dos fragments suggereix que els dos gens es troben involucrats a la mateixa via
(Sanson M,2004).

Cairncross i col-laboradors van documentar que els oligodendrogliomes amb pérdua
del brag curt del cromosoma 1 (1p) responien millor al tractament amb agents quimioterapics
(Cairncross JC,1998). A més, pacients amb codelecions de 1p i 199 son més sensibles al
tractament amb quimioterapia (procarbazina, CCNU i vincristina) a més de tenir un temps de
supervivéncia major. La pérdua de 1p/19q és util com a marcador de vulnerabilitat del tumor,
aixi com un factor de bon pronostic associat a la resposta a la quimioterapia (Ohgaki H,2009)
La freqliencia de codelecid en el oligodendrogliomes de grau Il es troba al voltant del 80-90%,
mentre que en oligodendrogliomes de grau Ill es del 50-70%. El gens que es localitzen en
aquesta regié romanen encara desconeguts, el que si s’ha observat sén correlacions amb altres
alteracions molecular. Per exemple, tumors amb codelecié 1p/19q acostumen a tenir també
mutacions en el gens IDH1 i IDH2 (Ducray F,2009). Finalment, es important destacar que les
delecions aillades de 1p sén infreqlients en gliomes i s’associen a mal pronostic (Ohgaki H,
2009).

En GBMs les codelecions 1p/19q sén infreqiients. La pérdua en 1p en GBMs primaris és
del 12%, mentre que en GBMs secundaris és del 15%, per0 associat amb una major
supervivencia del pacient. La perdua en 19q (la delecié més comu és 19q13.3) s’ha trobat que

es més freqlient en GBMs secundaris (54%), que en GBMs primaris (6%) (Ohgaki H,2009).

2. Tractament dels pacients amb glioblastoma multiforme

El tractament dels pacients amb gliomes d’alt grau és un desafiament per a la terapia
moderna degut a que malgrat els avangos sorgits tant en la biologia molecular com en les
tecniques terapeutiques, el pronostic d’aquestos pacients continua sent dolent. La capacitat
d’aquestos tumors per infiltrar les arees cerebrals adjacents al tumor i fins hi tot migrar a arees
més allunyanes, fa que els GBMs recidivin després de la cirurgia i el tractament amb
radio/quimioterapia. El tractament estandard actual dels GBMs inclou cirurgia lo més amplia

possible, seguida de radioterapia i quimioterapia concomitant i adjuvant amb temozolomida.
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2.1. Cirurgia

La cirurgia en els GBMs ha d’intentar ser el maxim d’extensa possible, encara que
degut al comportament infiltrant d’aquests tumors, I'exéresi complerta és microcopicament
impossible. No obstant, sempre que és possible cal intentar una exéresi macroscopica
complerta, intentant evitar pérdues de funcié neurologica (Lacroix M,2001), ja que estudis
recents han demostrat que aquells pacients als que s’ha pogut extirpar el 98% o més del volum
tumoral tenen una major taxa de supervivéncia amb una mitjana de 13 mesos en comparacié
als 8.8 mesos que s’observa en pacients amb una reseccio inferior al 98% (Adamson C, 2009,
Kanu OO, 2009). Per als tumors localitzats en arees eloglients o critiques que poden tenir una
elevada morbiditat pel pacient, s’ha d’intentar reseccions parcials lo més amplies possibles
amb tecniques quirdrgiques especifiques per a preservar les arees eloqlients. En els casos en
que no és possible I'abordatge quirdrgic és recomanable la realitzacié de biopsies

esterotaxiques amb I'objectiu de poder fer el diagnostic histologic (Van Meir EG,2010).

2.2. Radioterapia

A més de la cirurgia, la radioterapia forma part també del tractament estandard dels
GBMs. La seva eficacia es va demostrar entre els anys 1960s-1970s, on es va observar que
duplicava la supervivéncia de la cirurgia sola de 4-6 mesos fins als 10-11 mesos (Adamson
C,2009). La radioterapia actua ocasionant trencaments a les cadenes del DNA d’una forma
directa o bé indirecta, el que provoca alteracions estructurals que tenen com a conseqiiencia

final la mort cel-lular.

Els acceleradors lineals son els aparells encarregats d’administrar al pacient la dosi de
radiacio establerta (Figura 16). Els acceleradors lineals funcionen produint i accelerant
electrons que es generen en un filament per efecte termic al que se li aplica una diferencia de
potencial que accelera els electrons. Quan als electrons se’ls fa xocar contra una placa de
tungsté es generen fotons, i aquestos fotons es fan servir per al tractament de tumors amb
una localitzaci6 més profunda, degut a que el fotd té més capacitat de penetrabilitat. Pel

contrari, els electrons s’utilitzen pel tractament de tumors superficials.

Els pacients amb GBM reben 60 Gy en la zona on es localitza el tumor (radioterapia

focal), administrats en 30 fraccions de 2Gy x 5 dies /setmana durant 6 setmanes.
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Figura 16. Accelerador lineal per el tractament amb radioterapia. Modificat de Suh JH, 2010.

2.2.1 Mecanisme d’accié de la RDT: induccié de trencaments de doble cadena (DSB)

La radiacié ionitzant produeix trencaments en les cadenes del DNA, anomenades
trencaments de doble cadena (Double Strand Breaks, DSB) tant d’'una manera directa com
indirecta via produccié d’especies reactives d’oxigen (ROS). Les DSB son lesions critiques que
generen talls desiguals al DNA que requereixen d’'una maquinaria de reparacié per eliminar-
les. Una manca de reparacié de DSB o una reparacié inadequada pot desencadenar un gran
ventall d’alteracions genétiques entre les que s’inclouen delecions, pérdua d’heterozigositat,
translocacions o pérdues cromosomiques. Si les lesions son massa importants per ser
reparades es desencadena un procés d’apoptosi per a prevenir la propagacié de les alteracions

genetiques a les cél-lules filles (Shrivastav M,2008).

2.2.1.1 Senyalitzacioé de les DSB.

Molts factors es troben involucrats en la senyalitzacid i reparacié de les DSB que
s’acumulen en dominis cel-lulars anomenats focus. La forma en que la cel-lula reconeix les DSB
és encara incerta i existeixen diverses teories. Una d’elles postula que les DSB generen canvis
estructurals en la cromatina les quals sén suficients per a I'activacié de la proteina ataxia
telangiectasia mutated ,ATM. Una altra teoria postula que el primer complex que reconeix la
lesié es MRN (format per les proteines Mrel1, Rad50 i Nbs1) al qual s’uneix a les DSB i permet

el reclutament i activacido d’ATM. Per tant I'activacié d’ATM en cel-lules de mamifers després
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de DSB és un fenomen constant i aquesta té lloc entre 30 segons i 5 minuts després del
trencament, trobant-se totalment activa als 15 minuts i decaient la seva activitat al voltant de

les 4-8 hores (Riches LC, 2008).

Quan es produeix una lesié en el DNA la cel-lula requereix d’un temps per a poder-la
reparar. Per aix0, es imprescindible que la cél-lula deixi temporalment de proliferar, pel que el
dany al DNA s’acompanya d’una parada del cicle cel-lular. Al llarg del cicle cel-lular hi ha
diversos punts de control (checkpoints) que s’activen davant dany del DNA (punts de control
del dany del DNA) i que tenen com a funcidé no tan sols aturar la progressio del cicle cel-lular

sind també activar la induccié de gens de reparacié del DNA i d’induccié d’apoptosi.

2.2.1.2 Regulacié del punt de control de la fase G1/S

Entre les fase G1i S del cicle cel-lular, el punt de control s’activa en presencia de dany
al DNA evitant I’entrada a la fase S i impedint el inici de la replicacié del DNA. Aquest punt de
control esta senyalitzat a través de la via ATM-p53-p21-Cdk2. Després de la induccié de dany al
DNA tipus DSB, el complex MRE11/Rad50/NBS1 es reclutat als llocs amb dany i s’activa ATM, la
qual fosforila diferents molécules diana com p53, Chk2 i MDM2. Aquestes fosforilacions
permeten |'activacié de dos vies de senyal: una que inicia i I’altre que manté I'aturada en G1/S.
La reaccid que inicia I'aturada de la fase G1/S és I'activacié de Chk2 per ATM, el que ocasiona
la fosforilacid Cdc25a a la Ser123 induint la seva degradacié via proteasoma. La proteina
Cdc25a és una fosfatasa encarregada d’eliminar els grups fosfats inhibidors de Cdk2 en
preséncia de DSB. La proteina Chkl també es capac d’induir la fosforilacié d’aquesta fosfatasa i
activar la seva degradacié. Per altre part, I'activacidé d’aquesta via de resposta rapida d’aturada
de cicle va seguida de I'activacié d’una via de manteniment de la parada G1/S que té com a
mediador p53. ATM fosforila p53 directament a la Serl13 o indirectament a la Ser20 a través de
Chk2. La fosforilacié de p53 activa i estabilitza la proteina i, promou la dissociacié del seu
inhibidor MDM2. Una vegada p53 es troba activada, pot portar a terme el seu paper
d’activador transcripcional de diversos gens que permetran el manteniment de la parada del
cicle cel-lular en G1/S, entre els que trobem la proteina p21, la qual exerceix un paper
important en la regulacié de la fase G1/S mitjangant la unid i inhibici6 del complex
Cdk2/ciclinak. A més, p21 també s’uneix al complex CDK4/ciclina D evitant aixi la fosforilacié
de RB i ocasionant I'alliberacid del factor de transcripcio E2F, el qual participa en la transcripcid
dels gens necessaris per a la progressié a la fase S (Sancar A,2004; Sengupta S, 2005; Cann

KL,2007).
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Figura 17. Regulacié de la fase G1/S. Adaptat de Zhou BBS, 2004; Tanada T, 2007; Frosina G, 2009.

2.2.1.3 Regulacio del punt de control de la fase G2/M

El punt de control de la fase G2/M evita que les cel-lules inicien la mitosi en cas de
dany al DNA. L'activacié de ATM fosforila Chk2 i p53, estabilitzant p53. L’estabilitzacié de p53
permet la transcripcié de p21 i de 14-3-3¢ i juntes poden iniciar el punt de control de G2/M,
amb la inhibicié de complexos Cdk/ciclina. Chkl s’activa per via ATM-ATR just després de
I’exposicid a radiacioé ionitzant. (Zhou BBS, 2004). A més, amb I’activacié de Chk1 i Chk2 també
es fosforilen els membres de la familia Cdc25 (Cdc25a, Cdc25b i Cdc25c), encarregats de
desfosforilar i activar Cdks (Sancar A,2004; Sengupta S, 2005; Cann KL,2007). Després del dany
al DNA induit per radiacions ionitzants, Cdc25a es la fosfatasa efectora que manté la parada en

el punt de control G2/M (Boutros R, 2007; Nakabayashi H, 2006).
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Figura 18. Regulaci6 de la fase G1/S. Adaptat de Zhou BBS, 2004; Tanada T, 2007; Frosina G, 2009.

2.2.1.4 Activacié del mecanisme d’apoptosi

En cas que les lesions en el DNA no es puguin reparar,

s’inicia el procés d’apoptosi a

través de la via ATM. ATM activa p53 directament i indirectament via Chk2, i p53 pot induir la

transcripcié de proteines proapoptotiques com NOXA, PUMA

o Bid, les quals actuen com a

inhibidors de BCL-2 i BCL-xL. La proteina p53 també activa la transcripcido de Bax, el qual

participa en la formacié del porus mitocondrial que permetra la sortida de citocrom c i

I"activacié de la via intrinseca. (Cann KL,2007).
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2.2.1.5 Fosforilacié de la histona H2AX

b Nucleosome with H2AX tail

Una de les primeres respostes que s’inicien
després del dany de DNA induit per radiacions
ionitzants és la fosforilacié de la histona H2AX, un
dels subtipus de histones H2A que es troben a
cél-lules eucariotes. La histona H2AX és un membre

de la familia H2A, una de les 5 families d’histones

gue empaqueten i organitzen la cromatina. La
subunitat basica de la cromatina és el nucleosoma  Figura 19. Estructura del nucleosoma.
format per 2 proteines H2A, 2 proteines H2B, 2 Adaptat de Bonner WM,2008.
proteines H3 i 2 proteines H4, a més de la histona H1, la qual fa de pont d’unié entre
nucleosomes (Figura 19). Cada nucleosoma conté proteines H2A, de les quals entre un 2-25%

sén H2AX depenent del tipus cel-lular i teixit analitzat. (Bonner WM,2008; Van Attikun H,2009)

La histona H2AX posseeix una petita cua a I'extrem c-terminal que la fa diferent de les
altres isoformes, i un residu serina localitzat a 4 aminoacids del extrem COOH que la fa Unica,
el qual rapidament es fosforila en resposta al dany al DNA induit per radiacions ionitzants,
(Fernandez-Capetillo 0,2004). La fosforilacié a la Ser139 del domini carboxi-terminal té lloc
entre 1i 3 minuts després de la lesié del DNA, arribant al maxim als 30 minuts. El nombre de
molécules de H2AX fosforilades creix linealment amb la gravetat de la lesié (Paull TT, 2000;
Kinner A,2008). La forma modificada mitjancant fosforilacié es anomenada YH2AX. En cél-lules
de mamifer aquesta fosforilacié s’estén 2MB al voltant de |la DSB. La fosforilacié d’aquesta
histona es un senyal pel reclutament o acoblament de proteines al lloc del trencament del DNA

(Van Attikun H,2009).
2.2.1.6 Reparacio de la DSB

L'eleccié del sistema de reparacid dependra en gran mesura de |'estadi del cicle
cel-lular en que es trobi la cél-lulai el tipus de lesié produida. Aixi, les DSB que es produeixen
en les fases S i G2 sdn susceptibles de ser reparades mitjancant recombinacié homologa, ja
gue permet I'Gs de la cromatide germana intacta que servira com a motlle de reparacid. Pero
poc després de la progressié a la fase G2/M, aquest tipus de reparacid resulta impossible ja
que trobem els cromosomes condensats. Es aleshores quan té lloc altre tipus de reparacié

anomenada reparacié per unio d’extrems no homolegs (NHEJ) (Branzei D, 2008).
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2.2.1.6.1 Mecanisme de reparacié per unié d’extrems no homolegs (NHEJ- Non Homologous

End Joining)

La NHEJ és la via de reparacid predominant que actua sobre les fases G1 i S
primerenca. El mecanisme de NHEJ s’inicia amb la unié de les subunitats reguladores de la
DNA-PK, Ku70 i Ku80 que conformen un heterodimer, a cada costat dels trencaments en la
molécula de DNA. Es creu que aquesta unié al DNA provoca un canvi conformacional en la
regid c-terminal de les dues Ku el qual facilita I'entrada de la subunitat catalitica DNA-PKcs i
altres proteines . La funcid de la subunitat catalitica és la de capturar els dos extrems del DNA i
ajuntar-los. Posteriorment la lligasa IV/XRCC4 uneix les dues cadenes. La Ultima part del procés
acostuma a provocar delecions o petites adicions de nucleotids (Weterings E,2008; Mahaney

BL,2009).

Break formation

End binding;

End juxtaposition;

No end processing required End processing required

Figura 20. Representacid del procés de reparacié mitjangant el mecanisme de unié d’extrems no
homolegs. Modifcat de Wyman C, 2006.
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2.2.1.6.2 Mecanisme de reparacié per recombinacié homologa

La recombinacié homologa s’ajuda de
la cromatide germana com a motlle per a la
reparacid. Aquest procés es porta a terme en
la fase S tardana i inici de G2 quan els
cromosomes no es troben compactats i la
cromatide germana poc actuar com a cadena

motlle.

La DSB activa la proteina ATM el que
ocasiona l'activacié d’'un grup de proteines
amb activitat exonucleasa les quals eliminen
nucleodtids del trencament a I'extrem 3’ i 5’ de
les dues cadenes trencades, produint una cua
3’. En aquest procés participen les proteines
BRC1 i BRC2, i el complex MRN
(MRE11/Rad50 i NBS1). A més, la proteina
Rad51 es reclutada i activada per membres de
la familia PIKK3 polimeritzant als extrems 3’
de cadena simple generats, creant un filament
nucleoproteic el qual s’encarregara de buscar
la zona d’homologia de la cromatide germana.
Posteriorment envaira el DNA de doble
cadena per formar una molécula unida en la

qual I'extrem 3’ de la cadena simple sempre

Homologous recombination

5 DSB ¥
om—..

- N%il, l 5 — 3 resection
€11 Rad50

Rad52 End-binding
Rad51 mediated Single-strand
anneeling

:ouoom:—/g—

Strand 1 Rad51,

invasion BRCAZ
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MMS4 1

Cleavage of 3’

MUS81 nonhomology

=
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) e—a
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junction
resolution

Branch
migration

Ligation l

Figura 21. Representacio del procés de
reparacio mitjancant el mecanisme de
recombinacié homologa . Modificat de Sancar
A,2004

estira aparellat per les seves bases a la cadena complementaria sobre la cadena de DNA

homologa.

En el seglient pas, la DNA polimerasa sintetitzara el nou DNA a I'extrem 3’ reparat

utilitzant com a motlle les seqléncies complementaries en el segment de DNA homoleg no

malmes.

A continuacié I'extrem 3’ reparat s’aparellara amb el extrem 3’ de la cadena simple de

I'altre extrem malmes i finalment I’espai es reomplert per la DNA polimerasa i la lligasa, la qual

unira els extrems (Lord CJ,2006; Lodish H, 2005).
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2.3. Quimioterapia

Tal com s’ha comentat, el tractament estandard dels GBMs també inclou
guimioterapia amb temozolomida. La temozolomida és un agent alquilant que s’administra via
oral gracies a que la seva absorcio és molt bona. Aquest farmac va ser inicialment
desenvolupat per al tractament de les metastasis cerebrals de melanoma maligne (Dresseman
G, 2010). La temozolomida (TMZ) va ser aprovada per la FDA a I'lany 1999 per al tractament
dels astrocitomes anaplastics recurrents i a I'lany 2005 es va ampliar el seu us al tractament

adjuvant dels GBMs en primera linia (Mrugala MM, 2008).

El volum mitja de distribucié de la temozolomida es de 17 I/m?, i la vida mitjana de 1,8
hores (Barker SD,1999). El transport del farmac inclou el pas de la barrera hematoencefalica
(BHE), a més del transport a cél-lules peritumorals i tumorals (Villano JL, 2009). Després de la
seva absorcid, la TMZ és hidrolitzada a pH fisiologic a metil-triaze-imidazol-carboxamida
(MTIC). Aquesta conversié de TMZ a MTIC te lloc de forma espontania i el MTIC rapidament es
convertit a 5-amino-imidazol-4-carboxamida (AIC), una forma inactiva, i a metildiazol una

forma activa alquilant que transfereix un grup metil a la cadena de DNA (Villano JL, 2009).

FEN ” - + CH3 + Ny
'y 3
c [ OCH:
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)\("\ . f e 3
N N » - - N . Z N
s N=N—N o NH HN = N
L N 'I‘\ NJ\( I N)\( 2 J\ [ ‘>l )\ ‘ \>
\H/ CHs L NH Hs ”_NH HaN ’\‘;:4 : ']“, HaN N 'l‘
o 2 Deoxyribose 2’ Deoxyribose
Temozolomide MTIC AIC Guanine 05-Methylguanine

Figura 22. Conversié quimica a pH fisiologic de la Temozolomida. Modificat de Villano JL,2009.

La alquilacié de la guanina en posicié 0° és un esdeveniment que només es produeix
amb una freqiiéncia del 5%, encara que és el responsable primari del efectes citotoxics de la
TMZ. Normalment la majoria dels adductes que es formen al DNA es produeixen en posicié N*
de I'adenina i en posicié N’ de la guanina. Les lesions produides en la posicié 0° de la guanina
son les causants de les DSB i per tant de la induccié del dany al DNA que es pot traduir en

apoptosi i autofagia (Roos WP, 2007, Kanzawa T,2004).

Les lesions produides en la posicié O° de la guanina poden ser revertides per I'enzim

reparador del DNA MGMT (veure apartat 1.3.5 de la Introduccid), de tal manera que nivells

30



INTRODUCCIO

elevats d’aquest enzim confereixen resistencia al tractament amb TMZ. Cada molecula de
MGMT sols pot reparar un adducte alquil, fet que condiciona que la reparacié del DNA ocasioni
la inactivaci6 irreversible de MGMT, per la qual cosa sera necessari sintetitzar-la de novo per a
reparar nous adductes. La restauracid de la activitat de MGMT es un procés que té lloc en

gliestio d’hores (Villano JL, 2009).

A més del seu efecte directe sobre el DNA, diversos grups han demostrat que el

tractament amb TMZ produeix també una parada de cicle cel-lular en G2/M (Hirose Y,2001).

La TMZ incrementa les taxes de supervivéncia en pacients amb GBM quan es combina
amb radioterapia. La combinacid de radioterapia i TMZ incrementa la supervivéncia en
comparacié a la radioterapia sola, augmentant la mitjana de supervivéncia de 12.1 fins a 14.6
mesos. La supervivéncia als 2 anys en pacients que reben radioterapia i TMZ és superior que
en pacients que només reben la radioterapia, sent les taxes de supervivencia als 2 anys del

26.5% i del 10.4%, respectivament (Stupp R,2005).
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Figura 23. Corba de supervivéncia estimada d’acord amb el tractament amb radioterapia o en
combinacié amb temozolomida. Modificat de Stupp R,2005.

Kil i col-laboradors va demostrar que la TMZ té també un efecte radiosensibilitzador
tan in vitro com in vivo com a conseqliencia d’una inhibicid en la reparacié del DNA el que

desencadena una catastrofe mitotica (Kil WJ,2008).
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2. 4. Resisténcia al tractament

La biologia cel-lular i molecular dels gliomes és complexa i caracteritzada per un
fenotip agressiu i invasiu que confereix resisténcia als tractaments actuals. La resisténcia al
tractament pot ser intrinseca del propi tumor o bé pot ser adquirida en el decurs de la malaltia
com a consequéncia de la seleccid que exerceixen els tractaments antineoplastics. Diversos
mecanismes participen en la resistencia dels GBMs als diferents tractaments, entre els que

s’inclouen:

e Alteracié del transport del farmac

e Disminucio de la retenci6 cel-lular del farmac

e Eficiencia i capacitat de reparaci6 del DNA

e Pérdua de la capacitat d’activacié del mecanisme d’apoptosi

e Preséncia de glioma stem cells o cél-lules iniciadores de tumors (TIC).

2.4.1 Alteracié del transport i disminucié de la retencid cel-lular dels farmacs en

GBMs

La barrera hematoencefalica (BHE) és un mecanisme selectiu que s'oposa al pas de la
majoria dels composts de molecules grans de la sang al liquid cefaloraquidi i al teixit cerebral,
permetent el pas selectiu de substancies com la glucosa, ions, O,, i moléecules lipofiliques de
baix pes molecular. La BHE representa un dels factors responsables que molts tractaments
amb quimioterapia siguin poc efectius en gliomes. Esta composada per cél-lules endotelials
gue es troben rodejades per pericits, extrems neuronals i d’astrocits. En els tumors aquesta

barrera pot trobar-se alterada (Dauchy S,2008).

Malgrat que molts farmacs antineoplastics compleixen els requisits per poder travessar
la BHE, el pas al seu través és limitat. Aixo pot explicar-se, en part, per I'expressioé de proteines
de la familia de transportadors ABC, anomenats aixi perqué es caracteritzen per uns dominis
d’unié a ATP altament conservats, o caixes d’unié a ATP (ATP-binding cassetes). Aquestes
proteines contribueixen en gran mesura a la adquisicié d’'un fenotip resistent mitjancant
I'extrusié de molecules de les cel-lules endotelials fins a la circulacié, donant lloc a la
disminucio de la concentracié intracel-lular del farmac (Cooper GM,2002). Un altre explicacié
per la baixa eficiencia de transport és el fet que sovint la cel-lula tumoral mostra sobreexpresio

d’aquestes proteines a la membrana.
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Les proteines ABC utilitzen I’energia derivada de I’ hidrolisi de I’ATP per transportar els
diversos farmacs del citosol fins al medi extracel-lular. Entre els membres d’aquesta familia
ABC trobem la P-glycoprotein (Pgp), i membres de la familia de proteines MDR (Multidrug
resistance-associated), on el membre més ben estudiat és MRP1 (Multidrug Resistance-
associated Protein 1). La gran majoria d’aquestes proteines s’ha observat que es troben

altament expressades en gliomes. (Lu C,2008).

La proteina MRP1 pot ser la causant de I'adquisicié d’un fenotip resistent en gliomes ja
gue es troba altament expressada. En astrocits normals els nivells d’aquesta proteina també
son elevats, pero difereixen en la localitzacid en relacié a les cél-lules tumorals. Mentre que
I'expressid en astrocits es troba restringida a certes arees, en les cél-lules dels gliomes la

localitzacié és al voltant de tota la membrana plasmatica.(Spiegl-Kreinecker S,2002).

2.4.2 Eficiéncia i capacitat de reparacié del DNA i pérdua de la capacitat d’activacié

de I'apoptosi en gliomes

Una altre de les possibles causes de resisténcia al tractament esta relacionada amb la
reparacio de les lesions produides al DNA durant el tractament. Molts estudis han indicat que
I'enzim MGMT (veure apartat 1.3.5 de la Introduccié) pot ser un factor de resisténcia a la
guimioterapia amb agents alquilants. Diversos estudis posen de manifest que la metilacié del

promotor d’aquest gen i el tractament amb TMZ sén beneficiosos pel pacient (Hegi ME,2009).

Un altre de les proteines involucrades en el mecanisme de resisténcia al tractament
per disminucié de la capacitat de reparacié del DNA es el receptor de I'EGFR (figura 24). Aquest
receptor es troba sobreexpresat en GBM, en algunes ocasions com a conseqliéncia
d’amplificacié del mateix i també per mutacions activadores com EGFRvIIl (delecié que
compren de I'exd 2 fins al 7 mancant-li el domini de regulacid). Diversos estudis posen de
manifest les propietats resistents que la preséncia de EGFRvIIlI confereix al tumor, ja que
I’'EGFRvIII fa augmentar la supervivencia cel-lular despres del tractament amb radioterapia.
Aguest receptor incrementa la hiperactivacié de proteines implicades al procés de reparacid
com la DNA-PKcs (Mukjerjtee B,2009), i a més estimula I'activacié de la recombinacio
homologa i la NHEJ (Golding SE,2009). Aquest receptor té la capacitat de translocar-se al nucli,
on interaccionara i estimulara la activitat quinasa de la DNA-PKsc (Hatanpaa KJ,2010). A més,

tan el receptor del EGFR en la seva forma salvatge com el EGFRvIIl sén capacos de unir-se a la
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proteina PUMA, implicada en l'activacié de la via intrinseca de I'apoptosi. Aixo fa que PUMA

guedi segrestrada al citoplasma, i no pugui translocar-se al mitocondri (Zhu H,2010).

EGF
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Figura 24. Senyalitzacié de I'EGFR i translocacié al nucli per estimular la reparacié a través del
mecanisme d’unié d’extrems no homolegs. Hatanpaa KJ, 2010.

La proteina ATM regula la reparacié de les DSB produides a través del control al cicle
cel-lular, i la seva abséncia comporta un increment en la radiosensibilitzacié cel-lular. A més,
sembla que ATM pot interaccionar amb vies de senyalitzacié activades per factors de
creixement (PI3K-AKT/RAS-RAF-MEK-ERK) (Golding SE,2009). Aixi mateix, s’ha observat en un
model de glioma en ratoli, que la perdua de components de la maquinaria de reparacio
ATM/CHK2/p53 accelera la formacié tumoral. A més, la proteina Chk2 és important per a la

sensibilitzacié de la cel-lula front a la radioterapia (Squatrito M,2010).

El membre de la familia de les IAPs , Survivina esta implicat en la resisténcia a la

radioterapia, possiblement en relacié a un augment de la reparacié (Chakravarti A,2004).
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2.4.3 Glioma stem cells o cél-lules iniciadores de tumors (TIC)

Les caracteristiques bioldgiques de les cél-lules de glioblastoma, aixi com la resistencia
a quimioterapia i radioterapia, la seva naturalesa invasiva i el comportament proliferatiu,
suggereixen la preséncia de cél-lules amb caracteristiques de cel-lules mare tumorals o cél-lules
iniciadores de tumors (TIC) entre les cél-lules des glioblastomes. Les TIC comparteixen
caracteristiques de cél-lules mare embrionaries, com resistencia a drogues a través de
I’expressié de transportadors ABC, alta capacitat per reparar el dany produit al DNA,
resisténcia a I'apoptosi i una manca d’estat quiescent. Dins la massa tumoral s’engloben
cél-lules tumorals clonals i per altra banda TIC (Altaner C,2008; Singh SK,2004). Es coneix que
les TIC depenen de les mateixes vies moleculars que les cel-lules mare embrionaries, que

sovint es reactiven durant el inici i progressié tumoral ( Galli R, 2007).

Les TIC mostren a la superficie de la membrana plasmatica una proteina de 120 kD3,
anomenada CD133, que és a la vegada un marcador per a precursors neurals normals en
humans. Aquesta proteina pot ser utilitzada com a marcador de TIC en tumors cerebrals.
(Vescovi AL,2006). El grup de Bao i col-laboradors va demostrar que la supervivéncia en les
cél-lules CD133+ després de irradiar-les era superior que en les cél-lules CD133- i aquesta
major supervivencia estava relacionada amb una menor activacié de proteines inductores de
mort cel-lular per apoptosi, com ara la caspasa 3. Aquesta baixa induccié de mort semblava ser
deguda a la gran eficiencia a I’hora de reparar el dany al DNA ocasionat per la radiacié (Bao S,

2006).

3. Apoptosii gliomes

L’apoptosi o mort cel-lular programada, és un procés bioquimic que es troba altament
organitzat i regulat. Es tracta d’ un procés actiu programat genéticament i conservat
evolutivament, que resulta essencial pel desenvolupament normal d’organs, la remodelacié de
teixits, la resposta immune i la supressié tumoral. Com a exemple, durant I'embriogenesi les
cél-lules de les regions interdigitals entren en apoptosi i aixd ocasiona la formacié de dits en
mans i peus. Per tant, és un procés crucial pel manteniment de ’homeostasi corporal. (lannolo

G,2008).
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3.1 Canvis morfologics i bioquimics durant I’apoptosi

L'apoptosi es caracteritza per distints canvis a nivell cel-lular. Per una part es
produeixen canvis morfologics que inclouen I'arrodoniment de la cél-lula, la formacié de blebs
a la membrana plasmatica, el desacoblament del citoesquelet, la condensacid del cromatina, la
reduccié del volum cel-lular i nuclear i, la formacié de cossos apoptotics (Kroemer G,
2009;Korokawa M,2009; Steinbach JP, 2004). L’eliminacié del cossos apoptotics té lloc per
fagocitosis (Figura 25).

Els canvis morfologics sén conseqliéncia de canvis bioquimics caracteristics de la
cél-lula apoptotica. En la cél-lula apoptotica es produeix una la translocacié del fosfolipid
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana cel-lular per a facilitar-ne el reconeixement
per part dels macrofags i la posterior eliminacié cel-lular. Per altre part, el DNA gendomic es
fragmenta a través d’una exonucleasa que talla entre els espais internucleosomals que donara
lloc a fragments de 180 parells de bases o multiples. A més, nombrosos senyals provoquen
canvis en el potencial de membrana mitocondrial i en la permeabilitat d’aquesta que dona lloc
a la sortida de citocrom c al citoplasma. També s’observa una activacié de proteines membres
de la familia de Bcl-2 com Bak o Bax aixi com la degradacié de proteines de la familia de les
IAPs per via proteasomal.( Kroemer G,2009; Hotchkiss RS, 2009; Bader M, 2009). Els canvis

bioquimics s’utilitzen com a marcadors de les diferents etapes de |'apoptosi.
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Figura 25. Canvis morfologics i bioquimics produits durant 'apoptosi. Modificat de Hotchkiss RS, 2009.

3.2 Fases de l'apoptosi

En el procés d’apoptosi podem distingir 3 fases. En la fase iniciadora factors o bé
fisiologics o bé estimuls externs a la cel-lula, com la perdua de contacte amb I’entorn, la
deteccié de dany intracel-lular, o la contradiccié de senyals de divisid cel-lular, poden
desencadenar el procés d’apoptosi. Aquesta fase va seguida de la fase integradora, moment
en el qual es produeix I'activacid de les caspases, i el procés es torna irreversible. Per ultim, la
fase executora, en la qual apareixen el canvis morfologics i bioquimics caracteristics de

I"apoptosi (Hengartner MO, 2000).
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3.3 Maquinaria efectora de I'apoptosi: les caspases

Les caspases sOn una familia de proteases conservada evolutivament que tenen un
residu de cisteina al seu nucli catalitic el qual permet el trencament d’altres proteines que
contenen residus d’acid aspartic (Fuentes-Prior P, 2004; Lamkanfi M,2007; Chowdhury 1,2008).
La primera proteasa membre d’aquesta familia que es va identificar va ser la proteina ICE
(interleukine-1B- converting enzyme; enzim convertidor de la interleuquina 1B) anomenada
també caspasa 1 i que és la responsable de la maduracio de la pro-IL-1B (Black RA,1989). En
I'actualitat s’han descrit 11 caspases en humans i 15 membres en mamifers (Earnshaw

WC,1999).

Dins de la cél-lula totes les caspases es troben en forma inactiva com zimogens inerts o
procaspases. Les procaspases sén proteines de cadena simple que consten d’un prodomini N-
terminal, anomenat també domini de mort (DD), el qual precedeix als dominis catalitics. El
prodomini participa en la transduccié del senyal apoptotic servint com a plataforma de
reclutament i unié de proteines activadores (Korokawa M,2009). El DD pot tenir dos tipus de
dominis, el domini efector de mort (DED) i el domini de reclutament de caspases (CARD). Els
dominis catalitics consten d’una subunitat llarga (p20) de 17-21 kDa i una curta (p10) d’una

mida de 10-13 kDa, situada a la regié C-terminal (Chowdhury 1,2008).

Subunitat
Pro-domini Subunitat gran  petita

N-Terminal : [ ) I "i"'"‘ul

:

C-Terminal

*

Pro-caspasa

* Lloc de tall

Figura 26. Representacié esquematica dels dominis de les caspases. Modificat de Chowdhury 1,2008.

En els vertebrats, les caspases es poden classificar segons la seva funcionalitat, la qual
esta relacionada amb la seva estructura, en: caspases iniciadores (caspases 2, 8, 9 i 10),
caspases efectores o executores (caspases 3, 6 i 7) i caspases inflamatories (caspases 1, 4, 5 i

12).
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1. Caspases iniciadores: activacié per dimeritzacié. Son les primeres en activar-se
després de I'estimul apoptotic. Normalment es troben en forma de monomers inerts
els quals requereixen de I’homodimeritzacio per la seva activacié. La dimeritzacié esta
facilitada per la preséncia a I'extrem N-terminal de les caspases iniciadores d’unes
plataformes o dominis que faciliten la interaccié a altres proteines relacionades amb la
senyalitzacié de la cascada apoptotica: domini CARD a les caspases 2 i 9 i domini DED
a les caspases 8 i 10. En tots dos casos, aquests dominis interaccionen amb adaptadors
que condueixen a l'activacié de les caspases iniciadores per mecanisme de proximitat

o per auto processament ( Pop C, 2009; Bao Q, 2007).

2. Caspases executores: activacié per ruptura: Les caspases executores es troben en
forma de dimers inactius que disposen d’'un petit prodomini que necessita ser tallat
perque la caspasa esdevingui activa. El processament proteolitic permet el
reordenament dels loops afavorint la formacid del lloc catalitic._Sén les responsables

de la majoria de proteolisi de la fase executora de I'apoptosi (Pop C, 2009).

3. Caspases inflamatories: la majoria d’elles s’activen per mecanismes de dimeritzacio i

no estan implicades en I'apoptosi.

3.4 Vies de regulacio de les caspases: IAPs

La familia de les IAP (inhibitor of apopotosis proteins) esta formada per un grup de
proteines inhibidores fisiologiques de les caspases que actuen com a guardaespatlles cel-lular
de I'apoptosi. Les IAP es van descobrir per primera vegada com a proteines de baculovirus
capaces d’inhibir el procés d’apoptosi en cél-lules d’insectes infectades per aquest patogen
(Crook NE,1993) i posteriorment es varen descriure homolegs a invertebrats i vertebrats

(Gimenez-Bonafe P, 2009).

Els membres principals d’aquesta familia sén XIAP, IAP1, IAP2 i Survivina. Les IAPs es
caracteritzen per posseir tres motius d’'unid a zinc d'uns 70 residus aproximadament
anomenats baculoviurus IAP repeat (BIR), que permeten la interaccié proteina-proteina i
serveixen per al reconeixement de motius d’'unié a IAP (motius IBM) situats a la regié N-
terminal de la caspasa iniciadora 9 i la caspasa efectora 7 (Altieri D, 2010). També contenen un
domini a la posicié C-terminal anomenat RING el qual participa en el marcatge de proteines

per a la seva degradacié per ubiquitinitzacid, ja que actuen com a E3 ubiqitina ligases. A més,
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IAP1 i IAP2 tenen també un domini CARD o domini d’interacié proteina-proteina el qual

afavoreix el reclutament de caspases (Zangesmeister-Wittle U,2004).

A la figura 27 es mostren els membres de la familia IAP en humans i els dominis més

caracteristics.

1

- BIR1 BIR2 @ UBA .
XIAP B — ——TL LA = RING

cIAPs RING
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Survivina U.Q | ahélix
Li\'in=m —
ILP2 =.m —
Apollon =m A\
NN

Figura 27 Diagrama esquematic dels dominis representatius en les IAPs. Adaptat de Altieri DC,2010 i
Dubrez-Daloz L,2008.

S’han descrit proteines amb capacitat per a inhibir a la majoria de les IAP o
antagonistes de les IAPs. Els antagonistes de les IAP es troben segrestats al mitocondri (Smac /
DIABLO, o OMI/HTRA2) o al reticle endoplasmatic (GSPT1/eRF3) i, davant d’un estimul
apoptotic, son alliberats al citosol on bloquegen I'accés de les IAP a les caspases mitjangant la

unié als dominis BIR (Ziegler DS, 2009).
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3.5 Vies d’activacié de les caspases

Existeixen diferents mecanismes de senyalitzacio a través dels quals es pot iniciar el

mecanisme d’apoptosi: la via extrinseca i la via intrinseca.

3.5.1 Via extrinseca

L’activacid de les caspases per la via extrinseca s’inicia amb la unié de lligams especifics
a receptors de mort (death receptor, DR) de la membrana cel-lular (DC95/Fas/Apol (CD95),
TNF receptor 1(TNFR1 or DR1/CD120a ), TNF receptor 2(TNFR2), TRAILR1 (DR4/APO-2), TRAIL2
(DR5/KILLER/TRICK2) i DR3-6, ). Els lligams que poden unir-se als DR inclouen TNFa, Fas, i el
TNF-related apopotosi-inducing ligand (TRAIL). (Chowdhury, Tharakan et al. 2008). Una vegada
s’ha unit el lligam al receptor, el senyal produit es transmet intracel-lularment, mitjangant
I’'acoblament del death-inducing signaling complex (DISC). L’agregacié d’aquestos complexes
provoca canvis conformacionals a les molécules que el composen i desencadenen I'activitat
catalitica de la caspasa iniciadora 8 la qual promoura la cascada d’activacid de les caspases

efectores 3 i 7 (Figura 28) (Hotchikiss RS, 2009; Ziegler DS,2007).
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Figura 28 Green DR,2002 Activacio de la via extrinseca.
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3.5.2 Via intrinseca o mitocondrial

La principal via d’activacié de les caspases és la via intrinseca, en la qual el mitocondri
hi té un paper fonamental (Tait SW, 2010). La via intrinseca esdevé activa per multiples
estimuls externs o interns com agents citotoxics, hipoxia, radiacié UV, molecules d’estrés
(espécies reactives d’oxigen (ROS) i nitrogen) i factors de creixement. De forma general, la via
intrinseca de I'apoptosi s’activa en resposta a estrés cel-lular. Aquests estimuls proapoptotics
modifiquen diversos components cel-lulars el qual actuen com a sensors i transmeten el senyal
d’inici de mort al mitocondri. El pas critic en aquesta cascada es el procés conegut com la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa (MOMP, de mitochondrial outer
membrane permeabilization) que comporta la sortida de proteines proapototiques des de
I'espai intermebrana mitocondrial les quals activaran les caspases iniciadores i I'apoptosi.
Degut a d’importancia d’aquest pas, es troba altament regulat per una familia de proteines

anomenada BCL-2.

La membrana externa del mitocondri conté canals anionics dependents de voltatge,
mentre que l'espai intermembrands conté diverses moléecules com citocrom c, certes
procaspases, les proteines Smac/Diablo i el factor inductor d’apoptosi (AIF). Una vegada activat
el MOMP, s’ alliberen una gran quantitat de substrats del mitocondri al citoplasma, un dels
més importants és el citocrom c, el qual s'unira als dominis autoinhibitoris de la proteina
APAF1 (apoptotic protease activating factor), activant-la. La unié de tots dos permet I'exposicid
del domini d’oligomeritzacié. EI domini CARD (caspase recruiting domain, o domini de
reclutament de caspasa) de | ‘oligomer s’uneix als dominis CARD de la procaspasa 9. Les 3
molécules (citocrom c, APAF1 i procaspasa 9) formaran I'apoptosoma, un complex heptameric
format per varies molécules de citocrom c, APAF1 i procaspasa 9. L'apoptosoma indueix la
reorganitzacié del centre actiu i activacio de la caspasa 9, la qual actua com a activadora de les
caspases efectores 3 i 7. En aquest pas el procés de mort cel-lular és irreversible (Figura 29)

(Gupta S,2003).
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Figura 29. Esquema de la via intrinseca o mitocondrial. Modificat de Gupta S,2003.

3.5.2.1 Reguladors de la via intrinseca: familia de Bcl-2:

Els membres de la familia BCL-2 regulen la via intrinseca mitjancant la regulacié de la
formacié del MOMP (Green DR,2002).A la familia BCL-2 es distingeixen membres amb funcié
antiapoptotica i membres amb funcid proapoptotica. Les cél-lules expressen tant membres
proapoptotics com antiapoptotics i el balang entre tots dos dictaminara la supervivencia o la

mort cel-lular (Figura 30).

Les proteines BCL-2 antiapoptotiques contenen quatre dominis d’homologia amb BCL-
2 (BH1-4) i entre els membres principals d’aquesta familia trobem, Bcl-2, Bcl-xL (isoforma
llarga), Bcl-w, i Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1). Actuen prevenint la integritat de la membrana

mitocondrial, inhibint directament als membres proapoptotics (Danial NN, 2004).

Els membres proapoptotics és divideixen en proteines efectores i les proteines BH3-
only. Les proteines efectores BAK (BCL-2 antagonist killer 1) i BAX (BCL-2 associated X protein),
contenen 3 dominis BH (BH1-3). Aquestes dues proteines homo-oligomeritzen als porus
proteolipids de la membrana mitocondrial, facilitant la seva permeabilitzacié (MOMP) i la
sortida de molecules al espai intermembranos. En situacions produides per estres cel-lular,
actuen preferentment les proteines BH3-only, les quals es subdivideixen basant-se en la seva
habilitat per interactuar amb proteines antiapoptotiques o per altra banda, amb proteines
antiapoptotiques i proteines efectores (Danial NN, 2004). Entre els membres BH3-only que
només s’uneixen a membres antiapoptotics trobem les proteines BAD (BCL-2 antagonist of cell
death) i Noxa. Per altra part, la proteina BIM (BCL-2 interacting mediator of cell death) pot

actuar tant amb proteines antiapoptotiques com amb proteines efectores, induint
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I'oligomeritzacié de BAK i BAX. Finalment, BIM i BID tenen la capacitat d’activar directament la

funcid de proteines efectores.(Chipuk JE, 2010).

a) Proteines antiapoptotigues: BH1-4 —-BCL-2, BCL-xL, MCL-1, A1, BCL-w

BH4 BH3 ™ BCL-2

b) Proteines proapoptotiques: BH1-3 —BAX, BAK, BOK

c) Proteines proapoptotiques BH3-only:
BIK, BID, BIM, BAD, PUMA, NOXA, HRK etc

Figura 30. Membres de la familia BH3. Modificat de Lomonosova E,2009.

3.6 Apoptosi en glioblastomes

Un dels grans trets que caracteritzen als gliomes malignes és la resisténcia intrinseca
envers als tractament amb quimioterapia i radioterapia. Diversos estudis il-lustren que molts
dels passos que condueixen a la cél-lula a una mort programada es troben alterats. En el
gliomes malignes, la balanga entre proteines proapoptotiques i proteines antiapoptotiques es
troba desnivellada afavorint la supervivéncia cel-lular. A continuacié es detallen les alteracions

més rellevants del mecanisme d’apoptosi que s’han descrit en gliomes malignes.

3.6.1 Receptors de mort (DR, death receptors)

Els receptors de mort més importants associats als GBMs inclouen TNFR1
(DR1/CD120a), TRAILR1 (DR4/APO-2), TRAIL2 (DR5/KILLER/TRICK2) i CD95 (DR2/Fas/APO-1).
Diversos estudis han demostrat la importancia d’aquestos receptors en el procés de
gliomagenesis. Els nivells d’expressié d’aquestos receptors, en concret aquells que es
corresponen amb receptors antagonistes es correlaciona amb una major susceptibilitat de les

cél-lules de glioma a una mort induida per lligam. Un exemple d’aix0 es el receptor antagonista
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per al lligam CD95L, DcR3, I'expressié del qual en gliomes es correlaciona amb el grau de
malignitat. (Roth W,2001) Per altra banda, en relacié al sistema de receptors inductors
d’apoptosi TRAIL, s’ha descrit que la seva expressié es correlacionava positivament amb la

superviveéncia en pacients amb GBM primari (Kuijlen JM, 2006).

3.6.2 Familia BCL-2

En els pacients amb GBM, s’ha observat una expressido preferent de proteines
antiapoptotiques versus proapototiques de la familia BCL-2, fet que podria ser el responsable
de la inhibicio de I'activacié de caspases. En GBM s’ha descrit un increment en la expressid de
proteines com Bcl-2 i Bcl-xl amb funcié antiapoptotica i una disminucié dels nivells de Bax amb
funcié antagonista a les anteriors, el que suggereix un pressié a I’hora de desenvolupar un
fenotip resistent a la mort per apoptosi, i no només aixo, sind que a més afavoreix I'augment
de la motilitat de la cél-lula tumoral (Steinbach JP,2004). A més, els GBMs portadors de la
mutacié EGFRvIIl indueixen I'expressié descontrolada de la proteina antiapoptotica BCL-xl.
Aquesta sobreregulacié s’ha observat que, a més, confereix quimioresistencia al cisplati

(Nagane M, 1998).

Aixi mateix, el grup de Zhu i col-laboradors, va demostrar que els receptors EGFR i
EGFRvIII, regulen negativament I'apoptosi que s’inicia al mitocondri a través de la unié a
PUMA, una proteina BH3-only amb funcié proapoptotica altament expressada a GBM (Zhu H,
2010).

3.6.3 Familia IAPs

S’ha observat que membres de la familia de IAPs com XIAP, c-IAP1, c-IAP2 i Apollon es
troben sobreexpressades en un gran nombre de linies cel-lulars de glioma. Per altra part, la
preséncia de Survivina, un altre membre de la familia de IAPs s’ha relacionat amb un temps de
supervivencia més curt. A més, Survivina pot provocar resisténcia a la radioterapia de forma

independent a la seva activitat inhibidora de caspases (Chakravarti A,2004).
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3.6.4 Altres estimuls inhibidors de I'apoptosi

En cél-lules tumorals , la inactivacié de la proteina p53 paralitza la resposta
proapoptotica perque no es podra dur a terme I'activacié de gens proapoptotics com Bax, Fas,
PUMA , Noxa etc. A més, també s’ha descrit en gliomes la preséncia d’una inactivacié de

caspases.

Per altre banda, dins de les cel-lules tumorals s’hi poden trobar proteines
sobrexpressades amb una funcionalitat antiapoptotica, com és el cas del NFkB, que es coneix
gue a part de mediador en processos immunologics o d’inflamatoris, té la capacitat d’activar la
transcripcié de membres de la familia de les IAPs com c-IAP, XIAP i Survivina. A més també es

capag d’induir la expressié de BCL-2 i BCL-XL (Van Meir EG,2010).

4. Via de p53. Nutlines

En un 35% del total dels gliomes malignes s’observa alteracié molecular del gen TP53
(per mutacions puntuals o per delecions del cromosoma 17). La proteina p53 també
s’anomena “el guardia del genoma” perque es I’'encarregada de coordinar la resposta cel-lular
enfront un gran ventall d’estimuls tan diversos com |'estres produit per un trencament en una
cadena de DNA, o per radiacions UV o per activitats oncogéniques, entre altres. Depenen del
tipus i el nivell de I'estimul, p53 pot funcionar activant mecanismes d’apoptosi, senescencia,
parada de cicle cel-lular, reparacié del dany al DNA, metabolisme cel-lular o autofagia
(Vogelstein B,2000) . Per portar a terme qualsevol d’aquestes accions, p53 actua com a factor
de transcripcié activant o reprimint la transcripcié de gens essencials per a cada tipus de
resposta. La proteina p53 es troba molt ben regulada per una serie de modificacions
postraduccionals durant ’lhomeostasi en cél-lules normals i en resposta a una estimul d’estrés

(Kruse JP,20009).

4.1 Estructura i funcié de p53

El gen TP53 es localitza al brag curt del cromosoma 17 i conté 11 exons amb dos llocs
alternatius de traduccid, un situat a I'exd 2 i I'altre a I’'exd 11. La proteina p53 consta de 393
aminoacids, i mitja dotzena de dominis que participen en la seva funcié. El domini N-terminal

té 2 dominis de transactivacié (TAD, Trasactivation domain) imprescindible per a I'activacié
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transcripcional de gens diana. El segon domini TAD es troba al costat d’un domini ric en
prolines que facilita la interaccié proteina-proteina. Es en el domini N-terminal on MDM?2
s'uneix i no li permet dur a terme la seva activitat trancripcional. En la regié central es troba el
domini d’unid al DNA, el qual és molt susceptible a patir mutacions durant el procés de
carcinogenesis (>90% de les mutacions de p53 es concentren en aquesta zona). A continuacio,
trobem el domini d’oligomeritzacié que permet la formacié de tetramers de p53. Una proteina
p53 funcional actua de forma tetramérica, constituida per dos homodimers de p53. En aquest
domini a més, es localitza un senyal d’exportacié nuclear (NES, Nuclear Exportation Signal).
Finalment, a la regié C-terminal, es troben 3 senyals de localitzacié nuclear de la proteina (NLS,

Nuclear Localization Signal) (Figura 31) (Shu KX,2006, Olsson A,2007).

Acetylation
MDM2
Ubiquitylation
NLS NES
h 4
1-42 63-97 98-292 300-323 324-355 363-393
Transactivation SH3 DNA binding Domain Oligomerization(tetra- C-terminal
Domain mization) Domain regulatory Domain

Figura 31 Estructura proteica de p53. Shu KX, 2006.

4.2 Regulacio de p53 a través de la interaccio amb MDM2

Els nivells i I'activitat de p53 han d’estar estretament regulats perqueé la seva activacio
atura la proliferacié cel-lular el que condueix a una parada de cicle o a la mort per apoptosi. En
cél-lules normals en abséncia d’estrés i de mutacions de TP53, la proteina p53 presenta una
vida mitja molt curta. El mecanisme principal que explica aquesta vida mitja curta consisteix en
un bucle de retroalimentacidé autorreguladora, en el qual MDM2 hi participa de forma molt
important (Barak Y, 1993). Quan els nivells de p53 nuclear sén alts, la propia proteina p53
activa la transcripcié del gen mdm2. MDM2 actua inhibint I’activitat de p53 mitjancant: a) la
unié al domini de transactivacid de p53; b) Exportant p53 del nucli al citoplasma, promovent-
ne la seva degradacié; c) MDM2 té activitat E3 lligasa, inductora de la degradacié de p53 via

proteasoma (Vassilev LT,2005). El lloc d’interaccié entre les dues proteines es troba en el
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domini N-terminal de MDM2 i en el domini de transactivacié a la part N-terminal de p53,
també anomenat domini BOX1. En la interacci6 MDM2-p53 s’ha observat que participen un
nombre limitat de residus d’aminoacids que sén fonamentals per a la interaccid entre les dues
proteines. De fet Unicament 3 aminoacids de p53 son essencials per a la unié a MDM2: Phel9,
Trp23 i Leu26 son inserits a una butxaca hidrofobica que es troba a la superficie de la molécula

de MDM?2. (Figura 32) (Klein C,2004; Sangary S,2008).
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Figura 32. Aspectes estructurals de la interaccié p53-MDM2. Modificat de Vassilev LT,2007.

4.3 Mecanisme d’estabilitzacio i activacio de p53

L'activacié de p53 a través de senyals d’estrés (llum UV, hipoxia, deprivacié de
nutrients, senyals oncogeniques, etc) depén de les modificacions postraduccionals que es
produeixin a molecula de p53. Aquestes modificacions poden donar-se a diferents llocs i
impliquen fosforilacions, acetilacions, metilacions, sumolitzacions, a més de modificacions a
MDM2 que poden potenciar la seva autoubiquitinitzacid i degradacié (Figura 33). (Harris SL,

2005; Lavin MF,2006).
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Figura 33. Diversitat de senyals que porten a I'activacié de p53. Harris SL,2005.
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Entre les modificacions més estudiades es troben les fosforilacions de p53, les quals
realitzen un paper important en la estabilitzacié i posterior activacié de la proteina. La
fosforilacié de p53 pot ser realitzada per un gran nombre de quinases com ATM/ATR/DNA-PK
Chk1, Chk2, JNK (Jun NH2-terminal kinase), p38, i altres (Lavin MF, 2006). La fosforilacié més
freqlient és la que es produeix en la Serina 15. Aquesta fosforilacié té lloc de forma rapida en
resposta a trencaments en les cadenes de DNA i depen de ATM. Els residus Thrl8
(trencaments al DNA i estres replicatiu) i Ser20 situats a la regié N-terminal de p53 on es troba
el lloc d’'unié a MDM2, sén importants en la interaccié entre p53-MDM2 i amb les
fosforilacions induides per estres la afinitat entre les dues proteines disminueix. També es
poden observar desfosforarilacions de p53 com la de la Ser376, que crea un lloc per a la unié
de la proteina 14-3-3, contribuint a que p53 tingui una major afinitat per seqléncies

especifiques en el DNA. (Thompson T, 2004; Harris SL, 2005; Lavin MF, 2006).

4.4 Dianes moleculars de p53

Existeixen gens diana de p53 implicats en I'aturada del cicle cel-lular com els que
codifiquen per a les proteines p21, 14-3-3c i GADD45( Vogelstein B,2000). Altres estan
implicats en apoptosi, ja sigui la via extrinseca (CD95/Fas/Apol, DR4, DR5, APAF-1) o la
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intrinseca (Bax, Bid, Noxa i PUMA), i altres que ajuden a I'apoptosi encara que per mecanismes

desconeguts (Perp, Scotin, p53 AIP i alguns PIG) (Lavin MF,2006).

4.5 Inhibicid de la interaccioé entre p52 i MDM2: les Nutlines

4.5.1 Introduccio

El gen mdm2 es troba amplificat o sobreexpressat en molts tipus tumorals com
osteosarcoma, glioma, mama, i linfomes (Chen L,1998). La sobreexpressi6 de MDM?2
condiciona que la proteina p53, malgrat ser funcional en molts casos, es trobi inhibida per
aquesta interaccid, i es promogui el procés de carcinogenesi. Diversos estudis mostren que la
disrupcié de la interaccié entre les dues proteines mitjancant I'is d’oligonucleotids (Chen
L,1998; Tortora G,2000) o petits péptids (Chéne P,2003), poden desencadenar I'activacié de
p53 i la inhibicid del creixement tumoral. S’han descrit una série de molécules de petita mida
qgue actuen inhibint de forma especifica aquesta interaccié. Entre aquests destaquen uns
compostos analegs a les cis-imidazolines anomenats Nutlines. Les Nutlines poden actuar

desplagant a la proteina p53 i evitant la interacciéo amb

NH
. . . L Cl o)
Les Nutlines es sintetitzen com a racémics on els O YN\)

enantiomers poden ser separats a través de I'Us de e &
/>—</ >‘
. . . \
columnes. Hi ha descrites 3 classes de Nutlines: O N
Cl

MDM2 (Vassilev LT, 2004) ;L

(0]

);

pot subdividir en Nutlina 3a i 3b. S’ha demostrat que les  Figura 34. Estructura molecular de
la Nutlina-3. Modificat de Vassilev
LT, 2004.

Nutlina-1; Nutlina-2 i la Nutlina 3 (Figura 35) la qual es

Nutlines actuen en un rang entre 100-300nM pero amb
diferencies d’afinitat entre enantiomers de 150-200
vegades. La Nutlina 3a és la forma més activa mentre que la Nutlina-3b es 150 vegades menys

activa (Vassilev LT,2005).

4.5.2 Mecanisme d’accio

Les Nutlines penetren a la membrana cel-lular i actuen desplagant la interaccié de p53
amb MDM2, degut a que la molecula de Nutlina imita els 3 residus aminoacids de p53

essencials per a la interaccié entre MDM2-p53 (Figura 35). Les Nutlines permeten activar la via
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de p53 en cel-lules amb una proteina p53 salvatge i per tant inhibir el creixement tumoral a

concentracions molt baixes.

Figura 35. Mecanisme d’accié de la Nutlina. La molécula de Nutlina 2(vermell) unida a la butxaca de
p53 a la superficie de MDM2, imitant els 3 residus aminoacids crucials de p53 per a la interaccié entre
MDM2-p53. Modificat de Vassilev LT,2007.

Les Nutlines poden induir diferents tipus de resposta en funcié del tipus cel-lular
tractat per mitja d’'una aturada en el cicle cel-lular, apoptosi, o senescéncia. La resposta ve

donada a través de la activacio transcripcional dirigida per p53 (Vassilev LT,2007).

Un dels primers mecanismes per a l|'activaci6 de p53 sén les modificacions
postraduccionals que pateix la molécula, on les fosforilacions sén les més estudiades. En un
estudi de Thomson i col-laboradors on van tractar cél-lules de cancer de colon huma amb
Nutlina-3 i van analitzar 6 residus de serina claus per a la activacié de p53, van demostrar que
la Nutlina-3 a diferéncia d’altres compostos no indueix fosforilacions. No obstant, la nutlina és
capac¢ d’induir la transactivacié de gens diana de p53, i la induccié d’apoptosi, igual o millor

gue altres agents quimioterapics (Thompson T,2004).

El tractament in vitro amb Nutlina-3 de cel-lules tumorals amb p53 wt, com per
exemple, limfoma de cél-lules de mantell (Tabe Y, 2009),limfoma de Hodgkin (Drakos E,2007),
cancer de prostata (Logan IR,2007), leucemia linfoblastica aguda (Gu L,2008)i leucémia
linfocitica cronica (Coll-Mulet L, 2006; Hasegawa H,2009) pot induir, depenent del tipus
cel-lular, diversos fenomens entre els que s’inclouen aturada en el cicle cel-lular, disminucié de
la proliferacié cel-lular, induccié d’apoptosi i en alguns casos senesceéncia. En molts dels estudis
anteriors també s’ha observat que la combinacié de Nutlina-3 amb un altre agent

antineoplastic potencia el seu efecte per un mecanisme sinérgic.
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Les cél-lules tumorals amb mutacions a p53 sdn resistents al tractament amb Nutlina-
3, pero en un estudi de Ambrosini i col-laboradors mostren que la Nutlina-3 pot induir
citotoxicitat en cel-lules amb un p53 no funcional a través de I'estabilitzacié i activacié d’E2F1

(Ambrosini G,2007).

4.5.3 Nutlines i radioterapia

Tal com s’ha comentat préviament en aquesta seccié (apartat 2.2) moltes neoplasies,
entre les que s’inclouen els gliomes, sén resistents al tractament amb radioterapia. Degut a
aix0 s’estan realitzant grans esforcos per a la recerca de noves molécules que permetin
sensibilitzar aquests tumors enfront al tractament i aconseguir millorar la supervivéncia del

pacient aixi com la seva qualitat de vida.

Diversos estudis mostren que uns nivells baixos de p53 en la cél-lula indueixen
resisténcia després del tractament amb quimioterapia o radioterapia. La inhibicié de p53 per
part de MDM2 pot ser unes de les causes que explicarien aquesta resistencia (Chen J,1996). La
induccio de dany al DNA provocada per exemple per les radiacions ionitzants indueix
I'activacié de p53, perd a la vegada també activa MDM2 el que provoca una disminucidé en
I’aturada del cicle cel-lular i I'apoptosi (Cao C,2006) . Per tant, la inhibicié de MDM2 pot ser un

mecanisme per induir radiosensibilitzacié cel-lular .

Estudis previs han demostrat que el tractament amb Nutlina-3 sensibilitza enfront a les
radiacions ionitzants induint diferents mecanismes en funcié del tipus cel-lular tractat. En un
estudi realitzat en cel-lules tumorals de pulmé es va observar que la combinacié de Nutlina-3
seguida de radioterapia sensibilitza a les cel-lules tumorals induint parada de cicle, disminucié
de la viabilitat cel-lular i induccié de apoptosi a través de |'activacié de la via de p53 (Cao C,
2006). Aixi mateix, en linies cel-lulars de cancer de prostata o carcinoma de laringe, la
sensibilitzacio de Nutlina-3 a la radioterapia pot induir un estat de senescéncia cel-lular

depenent de p53 (Lehmann BD,2007; Arya AK,2010).
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5. Survivina

5.1 Estructura

La Survivina és el membre més petit de la familia de les IAPs o inhibidors de I"apoptosi,
estructuralment es caracteritza per tenir un domini BIR (Baculovirus IAP repeat) a la regid
central, perd li manca el domini RING-finger present en altres membres de la familia. La
Survivina existeix principalment com a homodimer (Sah NK,2006; Capalbo G,2007). El gen
huma de la Survivina pot patir de splicing alternatiu i donar 5 isoformes diferents : la forma
salvatge de la Survivina, Survivina-2B, Survivina-AEx3; Survivina-3B i Survivina 2A (Duffy MJ,
2007). La Survivina pot localitzar-se subcel-lularment en el nucli i el citoplasma, i sén regulades
independentment durant la progressio del cicle cel-lular. Recentment, s’ha trobat en cél-lules
tumorals que la Survivina pot estar també localitzada al mitocondri, i que al produir-se
I'estimul que desencadena el procés d’apoptosi pot ser alliberada al citoplasma, conferint

citoproteccid a través d’un bloqueig de I’activacio de la caspasa 9 (Dohi T,2004).

5.2 Regulacio de la Survivina

Un dels mecanismes de regulaci6 de Survivina te lloc a nivell trascripcional. El
promotor de la Survivina és regulat a través de B-catenina el qual indueix al factor de cel-lules
T o TCF. A més, la transcripcié també pot ser induida per Stat 3, EGFR, PI3K/AKT i Sp1. El
mateix promotor conté 2 llocs de reconeixement per Spl. El factor de transcripcié p53 pot
reprimir I'activacié del promotor de la Survivina mitjancant la inhibicié de Sp1. La Survivina té
una vida mitja de 30 minuts, que és regulada per mitja de la degradacié pel proteasoma

després de ser poliubiquitinitzada (Yamamoto H,2008).

A més de la regulacié transcripcional, la Survivina pot patir modificacions
postraduccionals com la fosforilacid a la Thr34 la qual ocasiona una perdua d’expressié

proteica de la Survivina que comporta |I'activacié de I'apoptosi (Wall NR,2003).

5.3 Funcions de la Survivina

La Survivina juga un paper multifuncional dins de la cél-lula ja que pot actuar en

diferents mecanismes fisiologics a més de participar en la regulacié de I'apoptosi. Survivina
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intervé en multiples funcions cel-lulars relacionades amb el cicle cel-lular com la divisio
cel-lular, la resposta a I'estrés i la vigilancia dels punts de control del cicle cel-lular, mitosis i
reparacio del DNA (Altieri D, 2008; Gimenez-Bonafe P,2009). A nivell de I'apoptosi, Survivina
actua com a inhibidor mitjancant la unié amb les caspases 3, 7 i 9 evitant la seva activacié. A
més, Survivina pot interaccionar directament amb la proteina proapoptotica Smac/DIABLO per
aixi reduir 'antagonisme de Smac/DIABLO per altres IAPs (Song Z,2003). A nivell de regulacié
de la divisié cel-lular, Survivina actua durant la metafase i I'anafase a on té dues localitzacions
diferents, una associada a la polimeritzacié de la tubulina, que inclou centrosomes i
microtubuls, suggerint que participa en la regulacié del moviments dels microtubuls. L’altra
localitzacié té lloc al cinetocor del cromosomes a la metafase on participa en la correcta
segregacio cromosomica. (Mita AC, 2008) Finalment, s’ha descrit que la Survivina localitzada al
nucli pot desenvolupar un paper dins del procés de reparacié del dany al DNA, ja que s’ha
observat que interacciona amb membres de la maquinaria de reparacié i es capag de regular

I'activitat de la DNA-PKsc. (Capalbo G,2010).

5.4 Survivina i resisténcia al tractament

Els nivells d’expressid de la Survivina en teixits normals adults séon molt baixos.
Unicament s’expressa de forma abundant i ubiqua durant el desenvolupament. En la majoria
de les cel-lules la seva expressid queda restringida a la fase G2-M seguida d’'una rapida

disminucio en G1 (Andersen MH,2007).

La Survivina és troba sobreexpresada en la majoria de tumors en comparacié als teixits
normals. Es coneix que el promotor de Survivina esta basicament silenciat en les cél-lules
normals, perd altament expressat en cél-lules tumorals. L'expressid diferencial de Survivina
entre cel-lules normals i tumorals sembla estar relacionada no tan sols amb una hiperactivitat
de determinades vies oncogeniques (STAT3 y NFkf, entre altres), sind també amb la perdua de
gens supressors de tumors (p53 i PTEN) que de forma constitutiva silencia el gen de la

Survivina (Altieri D,2008).

La sobreexpresid de Survivina s’ha relacionat amb resisténcia a un gran ventall
d’agents quimioterapics aixi com a la radioterapia. La supressié de |'expressio de la proteina
podria conferir sensibilitzacié als diferents tipus de tractament. La radiosensibilitzacio
observada després de la inhibici6 de Survivina es de caracter multifactorial i inclou

mecanismes depenents i independents de les caspases (Pennati M,2007; Chakravarti A, 2004).
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Finalment és important destacar que la radiosensibilitzacid per inhibicié de Survivina també
podria estar relacionada amb una alteracié en els mecanismes de reparacié del DNA (Capalbo

G,2010).

S’han desenvolupat multiples estratégies per inhibir I'expressié i/o la funcié de la
Survivina com la inhibicié de la transcripcié a través del bloqueig del promotor (molécules com
YM155), inhibicié de la traduccié proteica (Us de siRNA o de Oligonucleotids) o interferéncia en
la seva funcid (mutants doble negatius) (Ryan BM,2009). L'Gs d’un siRNA de Survivina en
cél-lules de cancer de recte sensibilitza les cél-lules tumorals a la radioterapia, ocasionant una
parada de cicle cel-lular en G2-M, induint I'activacié de caspases 3 i 7 que desencadenara
I'apoptosi, a més de fer augmentar el marcatge amb YH2AX després del tractament amb

radioterapia (Rodel F,2005).

5.5 Petites molecules inhibidores de Survivina: YM155

Com que Survivina no és una proteina de membrana i no té una activitat enzimatica
intrinseca, trobar tractaments que tinguin com a objectiu inactivar les funcions de Survivina ha
estat una tasca complexa. A més, estudis cristal-lografics han demostrat la preséncia de pocs
llocs potencials per actuar amb farmacs. Malgrat aix0, s’han descrit multiples estrategies que
tenien com objectiu disminuir I'expressié o funcié de Survivina, ja sigui per unié al seu
promotor (YM155), o per inhibicié translacional mitjangant siRNA o interferint la funcié de

Survivina amb mutants dominat-negatius.

Una de les primeres moléecules de baix pes molecular utilitzades per inhibir Survivina és
YM155 monobromo (1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(piracina-2 ymetil)-4,9-dihidro-1H-
nafto[2,3-d ]bromuro de imidazolium), un petit

compost que especificament inhibeix el promotor

N
—
de Survivina. YM155 va ser seleccionat mitjancant

un cribratge d’alt rendiment com supressor Q \ /

N
especific de I'expressié de Survivina per inhibicid N
+ Br
del seu promotor. La inhibicid del promotor | :
N
0
__/ \

ocasiona una inhibicié del mRNA i de la proteina

de forma temps i dosi depenent, donant lloc a una
activacido de l'apoptosi, sense afectar els nivells

Figura 36 Estructura quimica del YM155
d’expressié d’altres IAPs tant in vitro com in vivo. Modificat de Minematsu T, 2008.
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Aquesta molecula, inhibeix el creixement cel-lular independentment de l'estat de p53

(Nakahara T,2007).

Els estudis de farmacocinética revelen que la distribucié en els teixits tumorals és 20
vegades mes alta que en plasma, i aquesta diferencia entre les dues localitzacions podria ser

explicada per la estructura de la molécula (Nakahara T,2007).

Els seus efectes antitumorals s’han analitzat en una bateria de 119 linies tumorals
humanes, observant-se una major activitat en les linies derivades de limfoma no Hodgkin,
cancer de prostata hormono-depenent, cancer d’ovari, sarcoma, cancer de pulmd de cél-lula
gran, cancer de mama, leucémia i melanoma. La mitjana del valor d’inhibicié de creixement del
50% de les cel-lules Glso avaluat per I'assaig de sulforhodamina B va ser de 15nM (Nakara T,

2011).

Actualment, YM155 esta en estudis fase I/Il. En estudis de fase | , YM155 ha estat
testat en pacients amb tumors solids en un estat avangat i en limfomes. Les conclusions de
I'estudi permeten afirmar que YM155 pot ser administrat de forma segura, sense aparicié
d’una toxicitat severa. En alguns pacients es mostra reduccié tumoral analitzada per

tomografia computeritzada (Tolcher AW, 2008; Satoh T, 2009).

Fins ara, s’han portat a terme 2 estudis de fase Il, un amb pacients diagnosticats de
cancer de pulmd de cel-lula petita i un altre amb pacients amb melanoma, els resultats dels
quals has demostrat que en monoterapia YM155 té una modesta activitat antitumoral, pero es
probable que en combinacié amb altres tractaments pugui tenir una accié quimio o
radiosensibilitzant (Giaccone G,2009; Lewis KD,2011). El que s’ha observat és que el
tractament en cel-lules tumorals de cancer de pulmd de cel-lula petita in vitro i in vivo amb la
combinacié de YM155 i radioterapia, té un efecte additiu que sensibilitza les cel-lules a la

radiacio, induint apoptosi i inhibint el procés de reparacio del DNA (Iwasa T,2008).

Actualment hi ha 3 estudis clinics en fase I/l (http://clinicaltrials.gov) per analitzar 'eficacia de
YM155 associat a altres substancies en limfoma no Hodgkin (NCT01007292), cancer de mama

(NCT01038804) i en tumors solids (NCT01100931).
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6. Noves estratégies terapeutiques pels pacients amb

glioblastoma

Degut al mal pronodstic que presenten els gliomes, i que malauradament acaben
presentant recurréncia i resisténcia als tractaments actuals es fa necessari trobar noves
molécules que permetin millorar el tractament, i amb aix0 augmentar la supervivéncia i la

qualitat de vida del pacient.

S’han portat a terme nombrosos treballs, que finalment no han donat els resultats
esperats, no obstant, aquestos estudis han permés coneixer més profundament la biologia
molecular del GBM, facilitant nous camins per a futurs estudis clinic. Els treballs que es porten
a terme inclouen terapies antiangiogéniques, terapia génica, immunoterapia, terapies per

millorar la resposta a la radiacid, o farmacs que vencin la resisténcia.

A més, avui en dia es fan servir molécules petites que permetin I’ inhibicié de dianes
com poden ser: Akt (perifosina), EGFR (erlotinib), histones desacetilases (varinostat), mTOR
(sirolimus), proteasoma (bortezomib),etc. Moltes d’aquestes molécules s’estan provant a

diversos assajos clinics amb combinacié amb les terapies actuals (Kanu 00,2009).

La terapia génica fa servir virus, nanoparticules, plasmids d’expressié o preparacions
liposomals per el transport i entrega de gens suicides directament al tumor. En canvi, la
immunoterapia inclou I'ds de vacunes ja sigui amb cél-lules detritiques, o amb péptids

especifics de tumor o anticossos monoclonals per al tractament (Kanu 00,2009).

Actualment, hi ha diversos estudis clinics (http://clinicaltrials.gov) per al tractament de

GBM recurrents o en primera linia, com a monoterapia o en combinacio (Taula 2).
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Tipus d’estrategia
terapeéutica

Terapia amb  moleécules
petites

Terapies antiangiogéniques

Immunoterapia

Terapia genica

Moleécules per resisténcia a
T™™Z

Diana

Inhibidor d’Akt

Inhibidor  activitat TK
d’EGF

Inhibidors de factors de
creixement
Inhibidors de
deacetilases
Inhibidor de proteasoma
Inhibidors de mTOR

histones

Inhibidors de
topoisomerasa

Anti-integrina avB5
Anti-factor de creixement
d’hepatocits

Anti-VEGF

Anti-VEGFR

Anticossos biespecifics
Mediadors de citoquines

Vacunes amb céellules

dendritiques
Inmunotoxines
Inmunoestimuladors

Radioinmunoterapia

Vectors adenovirals

Gens de citoquines

Virus oncolitics

Inhibidors de MGMT
Inhibidors de PARP

Agent

Perifosina
Erlotinib,
cetuximab,etc.
Suramina, leflunomina

gefitinib,

Varinostat, depsipeptid,
panobinostat, etc.

Bortezomib

Everolimus, sirolimus,
rapamicina,etc

Etoposid, Irinotecan,

Topotecan, etc

Cilentigida, ATN-161
AMG-102

Bevacizumab
Sorafenib,sunitinib,
cediranib,etc

MDX447 (EGFR i CD64)
Aldesleuquina (analeg
IL2), etc

Peptid EGFRvIII (CDX-110),
mRNA de cel-lules mare
tumorals
Transferrina-CRM107
(transferrina + diftéria)
GM-CSF+PEP-3-KLH
(peptid EGFRVIII)

Anticos  l-anti-tenascina
(81c6)
Adenovirus  recombinat-

hIFNb, Ad5CMV-p53, etc

Transferéncia genica de
IFNb

G207 (herpes simplex )

06-Benzilguanina
BSI-201, ABT-888

Taula 2. Seleccié de dianes moleculars que actualment es troben en desenvolupament de assaig clinic
per al tractament de gliomes (Modificat de de Groot JF,2007; Adamson C,2009; Okada H,2009 i Van

Meir EG,2011.
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