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RESUM

La present tesi estudia el paper dels canals de calci de tipus T (TT-CC) en la modulacié de
I’autofagia en linies cel-lulars de glioblastoma (GBM), linies cel-lulars de GBM quimioresistent
generades al nostre laboratori i, biopsies de pacients (GBM primaris i recurréncies). Els TT-CC van
ser identificats en la década dels 70. No obstant, en els ultims anys han adquirit importancia en el
camp de la investigacid basica del cancer degut a que regulen la capacitat proliferativa i la
supervivencia cel-lular, motiu pel qual destaquen com a potencials dianes (de noves molécules o en
la reutilitzacié de medicaments orfes) per al tractament de tumors solids, com el GBM.

El GBM ¢s un tipus de tumor cerebral astrocitari (grau IV de malignitat segons la OMS) de mal
pronostic, caracteritzat per un rapid creixement i amb un patro histopatologic comu a tots els tumors
d’aquesta indole que revela arees necrotiques, zones d’elevada densitat cel-lular (zones de
pseudopalicada-hipoxiques) seguides d’extensions cel-lulars properes a vasos (riques en oxigen i
nutrients).

Els nostres resultats demostren que en condicions normoxiques les cél-lules de GBM expressen de
forma predominant la isoforma Cav3.1, mentre que en condicions hipoxiques és Cav3.2 qui
adquireix tot el protagonisme. A més, hem observat una tendéncia a I’increment de 1’expressio dels
TT-CC en biopsies de GBM recurrent comparat a les de GBM primari, que es confirma en un model
cel-lular in vitro de GBM quimioresistent.

Addicionalment, hem trobat que la aplicaci6é in vitro dels bloquejants de TT-CC, Mibefradil
(medicament orfe) i NNC-55-0396 (derivat de Mibefradil), inhibeixen la proliferacid, desregulen
la macroautofagia i finalment indueixen mort cel-lular per apoptosi. De forma interessant, hem
observat una sensibilitat major de les cel-lules de GBM als bloquejants de TT-CC en condicions
hipoxiques tan en cultius 2D com 3D (cameres microfluidiques). Finalment hem demostrat, a través
del silenciament geénic, que cadascuna de les isoformes exerceix un efecte diferencial sobre
I’autofagia en GBM relacionant positivament I’expressioé de Cav3.1 amb la proteina pro-autofagica
p62, encarregada de reclutar el cargo a degradar dins de 1’autofagosoma. Per tant, suggerim un
mecanisme d’accio en el que Cav3.1 podria actuar com a regulador transcripcional de p62, situant-
lo en una posici6 estratégica en la regulacié de 1’autofagia.

Conjuntament, els resultats obtinguts apunten als TT-CC com a possibles marcadors pronostics i/0

dianes terapeutiques en GBM, més enlla de la implicacio en proliferacio cel-lular.
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RESUMEN

La presente tesis estudia el papel de los canales de calcio de tipo T (TT-CC) en la modulacion de la
autofagia en lineas celulares de glioblastoma, biopsias de pacientes (GBM primarios y recurrencias)
y lineas celulares quimioresistentes generadas en nuestro laboratorio. Los TT-CC fueron
identificados en la década de los 70. No obstante, en los ltimos afios han cobrado importancia en
el campo de la investigacion basica del cancer puesto que regulan la capacidad proliferativa y la
supervivencia celular. Esto ha motivado su propuesta como potenciales dianas (en el disefio de
nuevas moléculas o la reutilizaciéon de medicamentos huérfanos) para el tratamiento tumores
solidos, como el GBM.

El GBM es un tipo de tumor cerebral astrocitario (grado IV de malignidad segtin las OMS) de mal
prondstico caracterizado por un rapido crecimiento y con un patron histopatolégico comun a todos
los tumores de esta indole que revela areas necroticas, zonas de elevada densidad celular (zonas de
pseudopalizada- hipdxicas), seguidas de extensiones celulares cercanas a vasos (ricas en oxigeno y
nutrientes).

Nuestros resultados demuestran que en condiciones normoxicas las células de GBM expresan de
forma predominante la isoforma Cav3.1, mientras que en condiciones hipdxicas es la isoforma
Cav3.2 quien adquiere el protagonismo. Ademas, hemos observado una tendencia hacia el
incremento de la expresion de los TT-CC en biopsias de GBM recurrente comparado a las de GBM
primario, resultado que se confirma en un modelo celular de GBM quimioresistente.
Adicionalmente, hemos observado que la aplicacion in vitro de los bloqueantes de TT-CC,
Mibefradil (un medicamento huérfano) y NNC-55-0369 (un derivado del Mibefradil), inhiben la
proliferacion, desregulan la macroautofagia y finalmente inducen la muerte cel-lular. De forma
interesante, hemos observado una sensibilidad celular mayor a los bloqueantes de TT-CC en
condiciones hipdxicas, tanto en cultivos 2D como 3D (camaras microfluidicas). Finalmente hemos
demostrado, a través del silenciamiento génico, que cada una de las isoformas ejerce un efecto
diferencial sobre el proceso de la autofagia en GBM, relacionando positivamente la expresion de
Cav3.1 con la proteina autofagica p62, encargada de reclutar el cargo a degradar dentro del
autofagosoma. Asi, sugerimos un modelo en el que Cav3.l podria actuar como regulador
transcripcional de p62, situdndolo en una posicion estratégica en la regulacion de la autofagia.

En conjunto, los resultados obtenidos apuntan a los TT-CC como possibles marcadores pronosticos

y/o dianas terapéuticas en GBM, mas alla de su implicacion en proliferacion celular.
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SUMMARY

The focus of this doctoral thesis has been to study the role of the T-type calcium channels (TT-CC)
in the modulation of autophagy in glioblastoma cell lines, biopsies from patients (primary GBM
and recurrences) and chemorresistant cell lines generated in our laboratory. TT-CC were identified
in the 70s. However, in recent years they have gained importance in the field of cancer research
because of their capability to regulate cell proliferation and survival. Thus, they could be potential
targets for the treatement of solid tumors, as GBM.

GBM is an astrocytic brain tumor (grade IV of malignancy, according to WHO) with poor
prognosis. GBM is characterized by fast growth and a hystopatological pattern including necrotic
areas, hyper-cellularized (hypoxic) zones, surrounded by cells in the proximity of blood vessels
(oxigen and nutrient rich).

Our results show that in normoxic conditions GBM cells predominantly express the isoform Cav3.1,
whereas Cav3.2 plays a leading role under hypoxic conditions. Moreover, we have observed a trend
indicating that the expression of TT-CC increases in recurrent GBM compared to primary GBM
biopsies, also confirmed in a chemooresistant GBM cellular model.

Additionally, we have found that TT-CC blockers, Mibefradil (an orphan medicine) and NNC-55-
0396 (a compound derived from Mibefradil), inhibit cell proliferation, dysregulate autophagy and
lead to cell death in GBM. Interestingly, we have observed a higher sensitivity to TT-CC blockers
in hypoxic conditions in 2D cell cultures and also in 3D cell cultures (microfluidic chambers).
Finally, we have demostrated through TT-CC gene silencing a differential role of the TT-CC
isoforms in the autophagic process in GBM. These results link Cav3.1 with the experession of the
pro-autophagic protein p62, which acts as a cargo receptor in the autophagosome. Therefore, we
suggest a possible mechanism by which Cav3.1 could act as a transcriptional regulator of p62,
placing Cav3.1 in a strategic position as an autophagic regulator.

Altogether, the results attained in this doctoral thesis point to T-type Ca?" channels as putative

prognosis markers and therapeutic targets in GBM.
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Introduccié

1. TUMORS CEREBRALS

El sistema nervids central (SNC) consta de neurones i cél-lules neuroglials (astrocits,

oligodendracits, cél-lules ependimals i la microglia).

Les cel-lules neuroglials o glia s’han descrit com a cél-lules de sosteniment de les neurones. Encara
que les c¢l-lules de la glia no participen directament en la transmissié de senyals eléctrics a llarga
distancia, actuen aportant nutrients, suport mecanic, orientacié en el desenvolupament neuronal, a
més tenen un rol important en la immunologia del teixit i 1’eliminacié de residus per les neurones
(Silverthorn et al., 2008). Des de comengament del segle XXI és acceptat que les cel-lules glials
funcionen associades amb les neurones en processos complexos com la transduccié de senyals

(Gourine et al., 2010) i la neurotrasmissioé (Wolosker et al., 2008).

Tot i que les neoplasies poden sorgir de components tant neuronals com glials del SNC, els tumors

de la glia (o gliomes) s6n molt més importants tant en termes de freqtiéncia com de malignitat.

Els tumors glials es classifiquen en tres grups: astrocitomes, oligodendrogliomes i ependinomes
segons la similaritat morfologica amb els astrocits, oligodendrocits i les cel-lules ependimals,
respectivament. Addicionalment, hi ha un quart grup anomenat “glioma mixte”: tumors que
contenen més d’un tipus de cél-lula morfologicament distinguible (Ballester et al.,2017; Louis et
al.,2016). D’uns anys en¢a, no obstant, ha pres forga la hipotesi que els gliomes s’origen en cél-lules

mare neurals que comparteixen antigens astrocitaris (Alcantara-Llaguno et al., 2016).

1.1 Classificaci6 dels tumors astrocitics

Fins ara la Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) ha classificat els tumors astrocitics basant-se
només en el diagnostic histopatologic. A partir de 1’any 2016 es van incorporar a aquesta
classificacié algunes alteracions genctiques proporcionant més informacidé per al diagnostic i

coneixement més ampli del desenvolupament de la malaltia (Ballester et al., 2017).



Introduccié

1.1.1 Classificacio histopatologica

La OMS classifica els astrocitomes segons el grau de malignitat del tumor ( I a IV en ordre de
malignitat creixent) (Louis et al., 2016; Ballester et al., 2017). El grau de malignitat ve determinat
pel grau de diferenciacio del tumor, la cel-lularitat, nuclis atipics, activitat mitotica, proliferacio

microvascular, alteracions genetiques i preseéncia de necrosi (Louis et al., 2016).

Astrocitomes de grau | o pilocitics: tumors benignes, de baix potencial proliferatiu amb amplies

garanties d’exit després de la reseccio quirtrgica.

Astrocitomes de grau Il o difusos: inclouen lesions infiltrants amb cél-lules amb baixa activitat
mitotica. Tot i que el prondstic no ¢és fatal, el grau d’infiltracié que presenten, tot i que discret, fa

impossible la resecci6 quirdrgica completa.

Astrocitomes de grau IlIl o anaplasics: presenten lesions amb evidencies histologiques de
malignitat com soén atipia nuclear i augment de I’activitat mitotica acompanyat d’un procés

anaplasic i alta capacitat d’infiltraci6 en el teixit adjacent.

Astrocitomes grau IV o glioblastomes multiformes (GBMs): exhibeixen caracteristiques més
avangades de malignitat que inclouen la proliferacid vascular i arees necrotiques amb nuclis atipics
i elevada activitat mitotica (Louis et al., 2016).

Els GBMs poden ésser subdividits en dos subtipus GBM primari, que apareix de novo sense cap
lesio previa i GBMs secundaris que evolucionen des de tumors astrocitics (fins arribar a grau I'V).
Aquesta distincio dels GBMs només pot fer-se a nivell genétic ja que presenten les mateixes

caracteristiques histopatologigues (Wesseling et al., 2015).

1.1.2 Classificacio molecular del GBM

L’expansio de I’analisi genomica ha permes realitzar una classificacié dels GBM basada en criteris
moleculars, que permet con¢ixer quina resposta tindra el pacient front a la terapia i el llinatge neural
a partir del qual s’ha desenvolupat el tumor. També distingir entre un GBM de novo i un GBM
secundari; aixi doncs aberracions en 1’expressid dels gens Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), Neurofibromin 1 (NF1) i Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA) i
Isocitrate Dehydrogenase (IDH1) defineixen diferents subtipus de glioblastoma (neural, proneural,

classic i mesenquimal) (Fig 1) (Ford et al., 2010).
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Phillips = — Proneural Proliferative Mesenchymal
Verhaak ——> Proneural Neural Classical Mesenchymal
J J v J
Signature Olig2/DDL3/SOX2 MBP/MAL EGFR/AKT2  YKL40/CD44
Mutatedgenes TP53, PI3K, PDGFRA Chrom.7 gain NFkB
Chrom.10loss NF1
PDGFRA

Figura 1. Subtipus de GBM basats en les classificacions de Phillips i Berhaak. La classificacié
molecular inclou quatre subtipus de GBM, es basa en els perfils d’expressio genica diferencial
(Verhaak et al., 2010).

Neural: el subtipus neural va ser catalogat per 1’expressid6 de marcadors neuronals com
Neurofilament Light (NEFL), Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Alphal (GABRAL),
Synaptotagmin 1 (SYT1) i Solute Carrier Family 12 Member 5 (SLC12A5) (Wesseling, van den
Bent, and Perry 2015).

Proneural: presenta amplificacions i mutacions en el gen PDGFRA, mutacions puntuals en el gen
IDH1 (Noble et al., 2004), mutacions i perdua de heterozigositat en Tp53, un increment en
I’expressié de Oligodendrocyte Transcription Factor 2 (OLIG2) que s ha descrit com un regulador
negatiu del supressor tumoral p21 (CDKN1A) i per tant adquirint un major potencial proliferatiu
(Ligon et al., 2007). El llinatge proneural també presenta expressio de gens de desenvolupament

proneural com son SOX i TCF4 (Verhaak et al., 2010).

Classic: presenta elevats nivells d’amplificacio del gen EGFRVIII i mutacions al gen Tp53 éssent
aquest el gen més mutat en GBM, coexistint amb aberracions d'altres components de la ruta
Retinoblastoma (RB), com ara RB1, CDK4 i CCDN2. Les vies de senyalitzacié de precursors
neuronals i de les cél-lules mare neurals aixi com elements de les vies de senyalitzacié de Notch
(NOTCH3, JAGI1, LFNG) i Sonic Hedgehog (SMO, GAS1, GLI2) es troben sobreexpressades en
aquest subtipus (Verhaak et al., 2010).

Mesenquimal: es caracteritza per presentar delecions en NF1 i baixos nivells d’expressi6 de la
proteina NF1 que juntament amb mutacions a PTEN (Phosphatase and tensin homolog) provoquen
interferéncies a la via AKT. Trobem marcadors astrocitics i mesenquimals (CD44, MERTK) (Thiery

et al., 2002). Gens de la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) es troben especialment
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sobreexpressats (TRADD, RELB, TNFRSF1A) obtenint en general una major necrosi i infiltrats
inflamatoris (Verhaak et al., 2010).

L’associacio clinica més consistent per aquesta classificacio basada en la genetica del tumor és
I’edat del pacient; els classificats com a proneurals eren majoritariament associats a pacients més

joves (Murat et al., 2008).

L’ tnic marcador molecular predictiu que s ha associat amb una millor resposta al tractament amb
I’agent alquilant (utilitzat com a quimioterapeutic temozolomida (TMZ)) és la hipermetilaci6 del
promotor de I’enzim associat al silenciament transcripcional del gen MGMT (Wesseling, van den
Bent, and Perry 2015) capac¢ de reparar el dany induit per TMZ. Malgrat aixo, s’allarga la

superviveéncia en pocs mesos.

Per altra banda, mutacions en el gen que codifica per IDH1 permeten distingir entre GBM de novo,
habitualment IDH1 wild type, i GBM secundari on normalment el trobem mutat i és alhora indicatiu
de pronostic favorable ja que els pacients presenten una major taxa de supervivencia (Liu et al.,
2016). Mutacions als gens EGFRVIII, Tp53, CDKN2A presenten patrons diferencials entre el GBM

de novo i secundari (Taulal).

Mutacio GBM de novo GBM secundari
TP53 Wild type Mutat

EGFR Amplificat No amplificat
PTEN Mutat Wild type
Cromosoma 10 Pérdua total Wild type

19q Wild type Pérdua
CDK2NA Del.lecio bial.lélica Wild type

IDH1 Wild type Mutat

Taula 1. Relacio del tipus de GBM i gens alterats. Extret de Liu et al., (2016).

S’observa un patr6é genetic diferencial entre els glioblastomes que apareixen de novo dels que
esdevenen a partir d’un astrocitoma de baix grau o GBM secundaris (Ohgaki and Kleihues 2013),
indicant que es desenvolupen a través de vies genétiques diferents (Ohgaki et al., 2004; Ohgaki and

Kleihues 2007).
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1.2 Epidemiologia del GBM

Encara que el GBM ¢és un tumor que presenta una baixa freqiiéncia (la incidéncia global és de 10
malalts per cada 100.000 habitants), és el tumor cerebral més comu. El seu pronostic és fatal, amb

una taxa mitjana de supervivencia de 14.5 mesos (Hanif et al., 2017) (Fig 2).

S’observa un increment de I’incidéncia dels gliomes amb 1’edat; les raons biologiques son a dia
d’avui desconegudes, essent el pic maxim d’aparicid entre els 55-60 anys. L’observaci6 reflexa
també que els GBM secundaris es desenvolupen en pacients més joves, amb una mitjana d’edat de
45 anys 1 son més comuns en homes amb un ratio home/dona que varia entre 1.28 1 1.32 (Ohgaki

and Kleihues 2013).

B GEMOWHO V)

B Astrocitoma anaplasic (WHCHI
B Astroctoma difos (WHO L

B Astrocitoma pilocitic (WHOT)

B Oligodendroglioma

] El:em] oI

Altres gliomas

w Alfres astrocitomas

Figura 2. Incidencia dels diferents tumors cerebrals. Extret de Wesseling et al., (2015).

La incidéncia de tumors cerebrals en els Estats Units d’ America entre 2007 i 2011 va ésser de 21
persones cada 100.000 habitants; d’aquestes la meitat van ésser diagnosticades amb GBM. Si es
compara amb la incidéncia de tumors cerebrals al Japo s’observa que és menys de la meitat que als
Estats Units i Europa (Weller et al., 2015). A Espanya, la Associacido Espanyola Contra el Cancer
(AECC) presenta xifres de 7.5 malalts per cada 100.000 habitants, que suposa al voltant d’un 2%
de la poblacio adulta. No hi ha dades concloents que facin sospitar que pugui haver augmentat la

incidéncia dels tumors cerebrals en les ultimes décades (Fuentes-Raspall et al., 2017).
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1.2.1 Factors de risc

Els coneixements sobre els factors ambientals que afavoririen el desenvolupament d’una neoplasia
cerebral sén limitats; només s’ha demostrat 1’exposici6 a elevades dosis de radiaci6 ionitzant com
a factor de risc (Hanif et al., 2017). Altres factors com alérgia i I’increment de inmunoglobulina E
(IgE), la infeccio6 per citomegalovirus, sindromes familiars com la Neurofibromatosi tipus 1 que
s’associa a astrocitomes pilocitics i Neurofibromatosi tipus 2 relacionada amb ependimomas i
astrocitomes subependimals de cél-lules gegants, s’han suggerit com a probables factors, tot i que
no s’ha demostrat una associacid. Pacients diagnosticats amb sindroms de Fraumeni o Turcot,
anbdues malalties hereditaries que es caracteritzen per presentar mutacions en gens supresors
tumorals, TP53 en el cas del sindrom de Fraumeni i APC en el sindrom de Turcot, caracteristica
que fa a aquests pacients més propensos a desenvolupar gliomes, meduloblastomes i cancer de

colon (Weller et al., 2015).

1.2.2 Clinica

Els signes i simptomes més comuns als pacients amb GBM s6n mals de cap progressius i simptomes
derivats de la pressid intracranial que pot produir somnoléncia, a mesura que el tumor augmenta de
tamany. Més especificament i depenent de la localitzacié poden aparcixer dificultats per parlar,

deficit de camp visual, pérdua de forga i convulsions (Kanu et al., 2009).

Deteccio

Si es sospita que el pacient pot estar desenvolupant un tumor cerebral es procedeix a la realitzacio
d’una ressonancia magnética (RM) amb ’objectiu de determinar la localitzacio, extensio i relacio

amb estructures properes de la masa tumoral.

El GBM apareix com una massa amb una millora del contrast a causa de la interrupci6 parcial de
la barrera hematoencefalica; a més s’observa un contorn irregular que envolta un centre necrotic

més fosc i un area peritumoral hipodensa (Vanden Berghe et al., 2010)(Fig 3).
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Figura 3. Heterogeneitat i diversitat anatomica de lesions per GBM. Es poden observar imatges
de resonancia magnética del cervell de quatre pacients amb GBM. a) Massa amb necrosi central
al lobul parietal dret amb edema al voltant. b) Massa irregular que atravessa el cos callos amb un
centre necrotic. ¢) Massa circumscrita homogeéniament al lobul dret i sense edema. d) Massa

infiltrativa no definida en el lobul frontal esquerre sense necrosi apreciable (Hanif et al., 2017).

Localitzacio

Els GBM es poden trobar arreu del SNC, incloent el cerebel, tronc cerebral i medul-la espinal;
trobant-se en major freqiiéncia en el lobul frontal o bé al 1obul temporal (Kanu et al., 2009). S’ha
trobat una preferéncia pel 10obul frontal de I’astrocitoma de grau II que porta la mutacié IDH1/2,
que pot evolucionar cap a GBM o tumors oligodendroglials (Stockhammer et al., 2012). Aquestes
observacions suggereixen que els oligodendrogliomes, astrocitomes i GBMs poden originar-se
preferentment a partir de cé¢l-lules precursores localitzades o bé migrades cap al lobul frontal

(Ohgaki and Kleihues 2013).

1.3 Origen del glioblastoma

La manca d’informaci6é sobre sobre la génesi cel-lular d’aquests tumors impossibilita fer una
prediccid sobre la seva evoluci6 i tractament.

El conflicte amb les cél-lules iniciadores del tumor radica en que mai s’ha arribat a probar
adequadament el mecanisme de gliomagénesi a partir de glia diferenciada, a més el concepte de
desdiferenciaci6 de glia madura és molt qiliestionable i sobretot i més important, no €s capag
d’explicar 1’origen d’alguns tipus de glioma, si els astrocitomes de graus I i II que amb els anys
evolucionen cap astrocitomes de grau III o IV pero no el GBM de novo (Sanai, Alvarez-Buylla, and

Berger 2005).
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Des que I’any 1994 Singh et al., (2004) aillessin cel-lules mare canceroses (CSC, de ’anglés Cancer
Stem Cells) de leucémia mieloide aguda, un major nombre d’investigacions indiquen que només
una petita poblacié de cél-lules glials malignes tenen potencial tumorogenic. Es creu que aquesta
poblacid cel-lular anomenada cél-lules iniciadores de glioma (GICs), cél-lules iniciadores de tumor
cerebral (TICs) o cél-lules mare de glioma sén les causants de la iniciacid, propagacid i recurréncia
dels tumors. Les seves caracteristiques sén capacitat de regenerar el tumor, proliferacié mantinguda
i elevat potencial oncogeénic gracies a la seva capacitat de resisténcia als tractaments (Zhuang et al.,
2011).

S’ha trobat a biopsies de GBM derivats de pacients cultivats in vitro, cél-lules que expressen
marcadors de cél-lules mare o progenitors (CD133, Sox2, Musashi, Nestin). Per tant dins la
heterogenia poblacié cel-lular que conforma el GMB, trobem cél-lules mare que han sofert
mutacions a gens com ara Nfl i Trp53 que els han proporcionat caracteristiques diferents a les
cel-lules progenitores neurals (Morokoff et al., 2015; Ricci-Vitiani et al., 2008).

Un altre punt a tenir en compte és ’ambient hipervascularitzat que rodeja les GICs, el qual s’ha
descrit com imprescindible per al manteniment de les caracteristiques d’aquesta poblacid cel-lular.
A més aquesta hipervascularitzacié és distintiva a nivell histopatologic del GBM; Rooset al., (2017)
va evidenciar la relacié funcional entre la vascularitzaciéo tumoral i les funcions de les GICs
mostrant que nivells elevats de produccié de Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) per
cél-lules de GBM CD133" contribuien a la capacitat d’iniciar el tumor. A més utilitzant cél-lules
GBM CD133" perd no GBM CD133 van ésser capaces de crear un tumor altament vascularitzat i
hemorragic en cervells de ratolins immunodeprimits, donant valor a la hipotesi de les GIC com a
iniciadores del tumor, a més de reforcar la idea de que el ninxol perivascular els ajuda a mantenir
les seves caracteristiques (Gilbertson & Rich et al., 2007; Singh et al., 2004).

1.4. Biologia del glioblastoma

1.4.1 Hipoxia i angiogénesi

Els GBM presenten un alt grau d’angiogeénesi, proliferacid6 microvascular, vasos pleomorfics,
resisténcia a 1’apoptosi i necrosi a la pseudopalicada, area que es carateritza per tenir una elevada
densitat cel-lular tipicament rodejada de cél-lules necrotiques, a més es sap que les cel-lules que
composen aquesta estructura tan comt del GBM secreten elevats nivells de factors proangiogenics
que promouen el creixement del tumor (Brat et al., 2004). Aquesta morfologia es dona per

I’existéncia de regions hipoxiques que contribueixen a aquest fenotip altament proliferatiu i

10



Introduccié

maligne. Les cél-lules que es troben a les regions hipoxiques han estat descrites com les causants
de la resisténcia a la quimio i radioterapia ja que estan també protegides per la vasculatura

desenvolupada potenciada per I’ambient hipoxic (Huang et al., 2016).

En els GBM trobem una elevada expressi6 de VEGF, enzims glicolitics, Transforming Growth
Factor-p (TGF-B) i una amplia varietat de gens de resposta a la hipoxia essencials per a la
homeostasi i creixement del tumor. En GBM la hipoxia i els Factors Induits per Hipoxia (HIFs)
ajuden a la resisténcia als agents quimioterapeutics i radioterapia facilitant la metastasi, recurréncia

tumoral i el manteniment de la poblacié de GIC (Yang et al., 2012).

L’angiogenesi és necessaria per al creixement del tumor; a nivell molecular I’éxit d’aquest procés
esta relacionat amb una sobrexpressio de VEGF que esta regulat pels nivells d’oxigen tant en
cel-lules normals com tumorals. El principal factor de transcripcio en la sobreexpressio de VEGF
¢s HIF1o implicat en la induccié d’angiogénesi i resisténcia als tractaments en GBM. El rapid
creixement del tumor requereix d’un aport d’oxigen que es tradueix en un major grau d’hipoxia
afavorint I’angiogenesi per proveir d’oxigen a les cel-lules la seva supervivéncia i creixement

(Fischer et al., 2005).

S’ha descrit una major expressio dels factor HIF1a en les cél-lules que conformen la pseudopalicada
al voltant de les arees necrotiques i en zones d’infiltracio en teixit cerebral sa. Aquest factor de
transcripcid sobreregula I’enzim anhidrasa carbonica 9 (CA9) en GBM que resulta en una
acidificacio del microambient tumoral conduint a I’adquisici6 de potencial invasiu. A més la hipoxia
condueix a la transcripcié de gens com Notchl, un increment en 1’activacié de calcineurina i NFAT
que ajuden al GBM a esdevenir més proliferatiu i agressiu (Chigurupati et al., 2010; Yang et al.,

2012).

1.4.2 Recurrencia en el GBM

La resisténcia pot ser intrinseca al tumor o bé adquirida en el decurs de la malaltia com a
consequiéncia de la seleccié que exerceixen els tractaments quimioterapeutics. Sén varis els
mecanismes que participen en la resistencia dels GBMs als diferents tractaments entre els que
tenim, (1) alteraci6 del transport i disminuci6 de la retencié cel-lular del farmac, (2) bloqueig de

vies de senyalitzacié inductores d’apoptosi, i (3) heterogeneitat cel-lular.

11



Introduccié

Alteracio del transport i disminucio de la retencio del farmac

La barrera hematoencefalica (BHE) és un mecanisme selectiu que s’oposa al pas de a majoria de
molecules grans al teixit cerebral. Permet el pas de substancies com la glucosa, ions, oxigen i
molecules lipofiliques de baix pes molecular; aquest aillament del teixit cerebral és el factor
responsable de que molts quimioterapéutics siguin poc efectius per al GBM tot i que s’ha demostrat
que la BHE pot trobar-se alterada en processos patologics (Dauchy et al., 2008).

Malgrat molt farmacs antineoplastics compleixen els requisits de poder travessar la BHE, les
propies cel-lules canceroses sobreexpressen transportadors del tipus ABC, que contribueixen en
gran mesura a l’adquisicid6 d’un fenotip resistent mitjangant 1’extrusi6 d’aquestes molécules,

resultant la disminucié de la concentracié intracel-lular del farmac (Lu and Shervington 2008).

Bloqueig de vies de senyalitzacio inductores d’apoptosi

Una altre de les vies involucrades en el mecanisme de resisténcia al tractament és resisténcia a
I’activacié de la via intrinseca de 1’apoptosi. Un dels mecanismes és a través del segrest en el
citoplasma de la proteina PUMA, no poguent translocar al mitocondri on activaria la cascada de
senyalitzacié per iniciar 1’apoptosi (Zhu et al., 2010). També sén freqiients les mutacions en
proteines de la via p53, impossibilitant 1’activacié d’aquesta ruta i evitant d’aquesta manera

I’apoptosi ( Li et al., 2017).

Heterogeneitat cel-lular

Les GICs constitueixen una petita poblacid dins la heterogeneitat que presenta el GBM. Degut a les
seves caracteristiques han estat considerades com a responsables de la reaparicié del tumor després
del tractament de primera linia i, per tant, de la recurréncia. La incapacitat de les terapies actuals
per eliminar subpoblacions de GICs és considerada com un factor important per al desenvolupament

de recurréncia en pacients amb GBM (Auffinger et al., 2015).

Les GICs poden resistir la radiaci6 gracies a I’activacio del control de dany al DNA, resposta que
incrementa la capacitat de reparacié del DNA i que es troba hiperactivada en cél-lules CD133" en
comparacié a les GBM CD133". A més la radiacié6 gamma indueix autofagia en les cél-lules de
glioma contribuint ’activacié d’aquesta via a la radioresisténcia tumoral del GBM (Liu et al.,2017).

Les GIC també han estat relacionades amb la capacitat del tumor de migrar. (Chen et al., 2017).
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1.5 Tractament

1.5.1 Tractaments de primera linia

Cirurgia

El tractament inicial del GBM és la cirurgia que permet obtenir material per al diagnostic histologic
i aconsegueix alhora una descompressio immediata del cervell. L’objectiu és realizar la maxima
reseccid respectant la funcié neurologica. En el cas que no es pugui efectuar la resecci6 es realitza

una biopsia (Lacroix et al., 2001; McGirt et al., 2009).

Radioterapia

Segons I’estandard d’actuacid en els GBM ¢és recomanable la radioterapia (RT) aproximadament
entre la segona i la quarta setmana després de la cirurgia. Les dosis son de 60 Gy sobre un volum i
area del tumor (amb un marge de 2 cm) determinat per ressonancia magnética (RM) i TAC
(tomografia axial computeritzada). Només les zones on la irradiaci6 suposi un risc de disfuncio,
com pot ésser al quiasma optic o estructures oculars, la dosi s’administra en fraccions de 1.8-2.0
Gy cinc vegades a la setmana.

La irradiaci6 post-operatoria ha estat fins avui I’opcid escollida després de demostrar un increment

de la supervivéncia dels pacients d’entre 6 1 8 mesos (Stupp et al., 2005).

Quimioterapia

Els estudis amb quimioterapeutics en el tractament inicial dels gliomes s’iniciaren en la década de
1970. L’any 2005 es va publicar el primer estudi amb temozolomida (TMZ) que ha definit
I’estandard de tractament per al GBM (Mason and Cairncross 2005). La TMZ, agent alquilant que
s’absorbeix rapidament per via oral i s’hidrolitza espontaniament al seu metabolit actiu, imidazole-
4-carboxamide (MTIC). Els estudis de Hegi et al., (2008) demostren un benefici en la supervivéncia
que s’associa amb una millora en la qualitat de vida d’aquests pacients. L’European Organisation
for Research and Treatment of Cancer (EORTC) i el National Cancer Institute of Canada (NIC)
varen fer public un estudi en fase III amb pacients amb GBM on es comparava el tractament post-
quirargic només amb RT i amb RT i TMZ. La mitjana de supervivéncia global va ser d’entre 12.1 i
14.6 mesos, respectivament.

Es important destacar I’estudi en el que es va comparar els resultats amb els pacients amb tumors

que presentaven metilacié en el gen O-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) front els
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que no la presentaven. Per al subgrup amb metilacié al promotor MGMT la supervivéncia global
va ésser de 21.7 mesos amb RT i TMZ. En el subgrup que no presentava metilacio de MGMT, la
diferéncia de supervivéncia entre el grup RT i TMZ front RT no va arribar a la significacid
estadistica (Hegi et al., 2008). Per tant, el tractament amb el quimioterapeutic TMZ només s’ha
demostrat eficag, incrementat 1’esperanca de vida, als pacients amb metilacié al promotor de

I’enzim MGMT.

1.5.2 Tractaments a la recurrencia

Malgrat la cirurgia, la radioterapia i la quimioterapia, la major part dels pacients finalment
recurreixen amb 1’aparicié d’un nou tumor, ja sigui en les proximitats d’on es va trobar el primer
tumor o en altres arees del cervell. A dia d’avui establir el millor tractament per un GBM recurrent
representa un repte a nivell clinic, ja que la literatura cientifica actual ens aporta informacid
incompleta alhora que controvertida sobre la supervivéncia dels pacients en funci6 de la decisio

clinica i el tractament atorgat (Clarke et al., 2011).

Segons les guies sobre practiques cliniques en oncologia del National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) s’ha de considerar entre les opcions en el tractament de la recurréncia del GBM
la segona reseccio quirdrgica. Aquest procediment pot alleujar alguns simptomes derivats de
I’elevada pressio intracraneal (Nishikawa et al., 2010), no obstant no es pot confirmar que aquest
procediment allargui significativament la vida dels pacients (Kaloshi et al., 2017). A més també
esta permes el tractament amb quimioterapia amb els composts de la taula 2 si I’estat del pacient

ho permet.

Taula 2.Tractaments amb quimioterapia després de la recurréncia o d’'una mala
resposta al tractaments de primera linia segons les guies de la NCCN (Nishikawa et
al., 2010).

Bevacizumab amb o sense quimioterapia

Temozolomida

Nitrosurees o PCV

Ciclofosfamida

PCV: Procarbazina, lomustina i vincristina.
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2. AUTOFAGIA

2.1 Homeostasi cel-lular

L’homeostasi cel-lular és el balang adequat i correcte entre la sintesi i la degradacioé dels
components cel-lulars (Ohsumi et al., 2014).

El terme homeostasi fa referéncia al conjunt d’accions cel-lulars que permeten el manteniment de
I’equilibri en preséncia d’agents o estimuls estresors que poden interrompre la homeostasi proteica
o proteostasi i que resulta en el malplegament i agregaci6 de proteines (Frakes and Dillin 2017). La
protedstasi €s essencial per mantenir la viabilitat cel-lular gracies a la regulacidé coordinada entre la

traduccio, plegament, trafic i degradacio de les proteines cel-lulars (Lopez-otin et al., 2013).

Al llarg de la seva vida les cel-lules s’enfronten de manera continua a estimuls estresors a més de
demandes fisiologiques que poden afectar la proteostasi. Aquest fet esta especialment potenciat en
cel-lules canceroses les quals necessiten ajustar dinamicament la produccié de proteines secretades
en resposta a factors ambientals i a la disponibilitat de nutrients. En resposta a aquests efectes i
quan la carrega de proteines sintetitzades de novo, i I’existéncia de proteines malplegades o no
plegades sobrepassa les capacitats de la maquinaria del Reticle Endoplasmatic (RE), la cél-lula
activa la via Unfolded Protein Response (UPR) del RE amb la finalitat de restaurar 1’homeostasi

(Wang and Kaufman 2016).

Per alleujar I’estrés de reticle i orquestrar la recuperacio de la funcié d’aquest organul, les cél-lules
tenen un sistema de senyalitzacid integrat que consisteix per una part en I’activacio de la UPR i per
altre en ’estimulacié de la ruta de degradacié associada a RE (ERAD, Endoplasmic Reticle
Associated Degradation), la qual consisteix en 1’activacié de la via ubiquitina-proteasoma i la via

autofagica-lisosomal (Schroder and Kaufman 2005).

La via ubiquitina-proteasomal degrada principalment proteines de vida mitjana curta (Mrschtik and
Ryan 2015), mentre que 1’autofagia s’encarrega de la degradacid i reciclatge de components
citosolics, incloent proteines mal plegades, proteines de llarga vida mitja i organuls danyats amb la

finalitat de mantenir la homeostasi cel-lular (Kim et al., 2011) (Fig 4).

La paraula autofagia deriva del grec “auto” (propi) i “fagia” (phagos, menjar); es refereix al procés
catabolic pel qual el material marcat per a la ruta de degradacio es transportat fins als lisosomes on
es degraden en molécules mes simples per un procés de reciclatge cel-lular (Xie and Klionsky

2007).
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L’elucidacio dels mecanismes de la degradacio proteica fou posible al descobriment del lisosoma
per Christian Duve. Gracies a I’observacio d’activitat fosfatasa en diferents fraccions cel-lulars en
homogeneitzats de fetge de rata. S’anomena aixi seu paper com organul amb funcié litica. Gracies
al descobriment del lisosoma, la descripci6 de les seves funcions fisiques, i el mecanisme pel qual
exerceix aquestes funcions Christian Duve va ser guardonat amb el Premi Nobel en Medicina i

Fisiologia I’any 1974 (Duve et al., 1955).
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Figura 4. Relacio estres de reticle i degradacio proteica per al reestabliment de la homeostasi

Macr

cel-lular. Diferents estimuls provoquen la manca de funcionalitat alhora de plegar de les proteines
al RE, aquesta disfuncio desemboca en [’agregacio de proteines mal plegades que han d’esser o bé
degradades, per via autofagica-lisosomal i/o proteasomal, o bé replegades de nou per mitja de
proteines xaperones, reestablint-se de nou la homeostasi cel-lular. Adaptat de Lopez-Otin et al.,

(2013)

2.2 Estrés de Reticle

El RE és un organul cel-lular imprescindible en les cél-lules eucariotes pel seu paper fonamental en
la sintesi, maduracio i plegament de les proteines que segueixen la ruta secretora (Braakman and
Bulleid 2011). Hi ha dos tipus de reticle endoplasmatic: RE rugés (RER) i RE llis (REL) (English

et al., 2012). El RER té ribosomes adherits i el seu paper principal és la produccio, plegament i
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control de qualitat de les proteines (English, Zurek, and Voeltz 2012) mentre que el REL participa
en la produccio i el metabolisme de greixos i hormones esteroidees (Shibata et al., 2006). El RE
requereix d’uns nivells adequats d’adenosina trifosfat (ATP), calci (Ca*") i un ambient oxidant per
dur a terme les modificacions post-traduccionals adients. (Bottomley et al., 2001; Galluzzi et al.,
2014; Hetz et al., 2011). Es troba adjacent a I’embolcall nuclear i associat I’aparell de Golgi, aixi
les proteines poden ser transportades directament entre organuls mitjangant vesicules secretores a

traves del citoplasma (Voeltz et al., 2002).

Endoplasmic

Reticulum (ER)
_ \

Disturbance of cellular ATP levels,
redox state and Ca’* concentration.

Interfering the ER functions
|

Cause an accumulation of misfolded and
unfolded proteins in the ER lumen

l
ER Stress =~

P -I 3

Unfolded Protein Response (UPR)

|

Adaptive control

Feedback control

Cell fate

Su!'vi\'al

Figura 5. El RE s’encarega de mantenir I’homeostasi a través de la sintesi de lipids, plegament
correcte i maduracio de proteines pero per portar a terme aquestes funcions els nivells de ATP/ADP
han d’esser els adequats aixi com [’estat d’oxidacié-reduccio i concentracié de Ca®* dins d’aquest
organul; quan aquestes condicions es veuen alterades fins al punt d’interferir en les funcions del
RE es produeix una acumulacio de proteines malplegades o no-plegades en el lumen del RE
esdevenint estrés de reticle i desencadenant una resposta adaptativa front aquest tipus de situacions
anomenada Unfolded Protein Response (UPR) i que s’ empra com a ruta per al reestabliment de

I’homeostasi Extret de Bahar et al.,(2016).

El RE es el primer organul involucrat en la transduccidé de senyals relacionades amb canvis en la
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homeostasi cel-lular proporcionant un feedback a altres organuls. L’estrés de reticle es defineix com
aquell esdeveniment en el que hi ha una reducci6 en la capacitat de plegament de les proteines que
resulta en la seva I’acumulaci6 i agregacio; aquest proces d’estrés pot esser detectat de diverses
maneres: pertorbament dels ratio ATP/ADP, concentracié de Ca*" o 1’estat d’oxidacio-reduccié i/o

I’exces de trafic proteic (Bahar et al., 2016) (Fig 5) i pot conduir a superviveéncia o mort cel-lular.

L’estrés de reticle condueix a la UPR, mecanisme adaptatiu activat davant la necessitat de respondre
i reestablir la homeostasi cel-lular (Kozutsumi et al.,1988), on es veuen implicades les proteines
transmembrana IRE1 (lnositol-Requiring Enzyme 1), PERK (Pancreatic ER kinase) i ATF6
(Activating Transcription Factor-6) , que defineixen les tres branques de senyalitzacid de la UPR
(Fig 6). Mentre la cel-lula no esta sotmesa a cap estres i es mantenen les condicions fisiologiques,
els dominis exposats a la part luminal del RE d’aquestes tres proteines es troben unides a la
xaperona Grp78 (Glucose-regulated protein 75kDa, també coneguda com BIP) romanent aixi
inactivades; en situacions d’estrés de RE aquestes proteines es dissocien de Grp78 activant vies de
senyalitzacioé que produiran 1’activacié de diferents senyals i conduiran a la supervivéncia o mort
cel-lular en funcid de si son capaces o no de reestablir I’equilibri cel-lular (Yadav et al., 2014). La
UPR té un paper dual depenent de 1’estatus cel-lular, podent ser citoprotectiva o citotoxica. Si
I’estrés de RE es mant¢ al llarg del temps i la UPR és incapag de reestablir la homeostasi, la cél-lula
activa vies per conduir a la mort cel-lular programada (apoptosi); no obstant, la UPR també pot
protegir a la cel-lula d’aquest desenllag restaurant la homeostasi cel-lular afavorint la supervivéncia

(Yadav et al., 2014).

Mecanismes d’activacio de la UPR

Durant I’estrés de RE, la proteina Grp78/ BIP s’uneix a les proteines mal plegades activant IRE1,
ATF6 i PERK les quals poden detectar el nivell de proteines mal plegades en el lumen del RE i
transferir el senyal al citoplasma i nucli (Patil et al., 2001)(Fig 6).

PERK s’activa per dimeritzacio i autofosforilacio i pot fosforilar al Factor eucariotic d’Iniciacio
elF2a, activant el factor de transcripcié ATF4 que indueix la transcripcié de gens relacionats amb
el transport d’aminoacids, antioxidants i xaperones (Szegezdi et al., 2006), a més d’inhibir la sintesi
proteica i induir I’autofagia (Kania et al., 2015).

IRE1, proteina que té activitat RNAsa produeix I’splicing de X-box binding protein 1 (XBP1),
permetent la seva entrada a nucli, on afavoreix la transcripcid de gens relacionats amb la sintesi de
lipids i xaperones (Acosta-Alvear et al., 2007). ATF6 es transloca des del RE a I’aparell de Golgi,
on es proteolitza formant un fragment, que un cop al nucli que activa la transcripcié de gens

associats que codifiquen per xaperones i Endoplasmic reticulum associated protein degradation
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(ERAD) (Yadav et al., 2014) (Fig 6).

A més, Destrés condueix també a la sortida de Ca®* des del RE al citosol, produint ’activacié de

nombroses kinases i proteases involucrades en ’activacidé de 1’autofagia (Heyer-Hansen et al.,

2007).
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Figura 6. Esquema de les vies de senyalitazio en I’activacio de la UPR. Extret de Yadav et al.,

(2014).

Importancia de la UPR en cancer

Una de les principals caracteristiques dels tumors solids és el seu creixement descontrolat, que
exposa a les cel-lules a continus canvis en la capacitat de captacié de nutrients i oxigen degut a la

vascularitzacié insuficient, obligant-les a una adaptacio constant (Meister et al., 2007).

L’activacio de I’eix PERK-elF2a-ATF4 es critic en I’adaptacié de les cel.lules al microambient
tumoral, demostrant-se que en linies de carcinoma colorectal la deficiéncia de PERK condueix a
uns majors nivells d’apoptosi en condicions d’hipoxia, una menor taxa de proliferacié i

d’angiogéenesi (Blais et al., 2006).
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S’ha demostrat que també la senyalitzaci6 per la via IRE1 contribueix en I’angiogénesi i creixement
tumoral a través de la induccidé de VEGF-A. Drogat et al., (2007) descriu que ratolins amb tumors
deficients per IRE1 presenten menor capacitat angiogenica i proliferativa que els ratolins wild type.
Per tant, es demostra que la resposta del RE ¢és important perque les cel-lules canceroses puguin
proliferar en situacions d’estrés, obrint una via d’estudi interessant per combatre diferents tipus de

cancer.

2.3 Macroautofagia

Autofagia es el nom global que reben la microautofagia, autofagia mediada per xaperones i
macroautofagia, processos amb una mateixa funci6 de reciclatge de components cel-lulars, que es
produeixen mitjancant diferents vies i mecanismes. No obstant, la major part de les vegades
utilitzem el terme autofagia per referir-nos a macroautofagia. La degradacié de materials
intracel-lulars és I’objectiu comu als tres processos gracies al pas final en el qual intervé el lisosoma.
Aixi en cada una d’elles, els senyals que condueixen a la seva inducci6 son diferents, aixi com el
tipus de cargo a degradar, el mecanisme de segrest del cargo 1 la seva entrega al lisosoma (Itakura
et al., 2010; Noda et al., 2000; Parzych et al., 2014). En aquest estudi ens hem centrat en aquells

aspectes referents a macroautofagia.

Com ja s’ha comentat, 1’autofagia és el procés degradatiu de proteines mal plegades i organuls
danyats amb la finalitat de reciclar-los obtenint energia i nutrients. El procés comenga amb la
formacio de vesicules de doble membrana, autofagosomes, que inclouen en el seu interior porcions
de citoplasma, proteines i/0 organuls marcats per a la seva degradaci6. Aquests autofagosomes es
fusionaran amb els lisosomes i com a resultat d’aquesta fusi6 es degradaran els components inclosos
en els autofagosomes. Es tracta d’una ruta que s’indueix sota condicions d’estrés, com pot esser la
deprivaci6 de nutrients, per a la eliminacié d’agregats proteics citoplasmatics o patdogens, encara
que també pot trobar-se activada basalment per eliminar components citoplasmatics redundants o

envellits (Itakura et al., 2010; Ravikumar et al., 2010).
Tot i que I’origen de la membrana que conforma I’autofagosoma no és del tot clar, s’han proposat

contribucions del RE, mitocondris, Aparell de Golgi i membrana plasmatica (Axe et al., 2008;

Hailey et al., 2010; Hayashi-Nishino et al., 2009; Moreau et al., 2011).
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Les proteines implicades en el desenvolupament del procés autofagic van ésser descobertes en S.
cerevisiae, on es van identificar al voltant d’un 30 gens relacionats amb autofagia (anomenats
ATGs) (Xie et al., 2007). Aproximadament la meitat d’aquests gens tenen el seu homoleg en
cel-lules de mamifer. Es tracta d’un procés altament conservat on molts aspectes centrals en
organismes més complexes son practicament iguals que en S. cerevisiae (Ravikumar et al., 2009).
A dia d’avui un dels aspectes fonamentals en el camp de I’autofagia es entendre a nivell molecular
que succeeix exactament durant la biogenesi de 1’autofagosoma, aixi com les rutes que la regulen

amb la finalitat de poder modular-la com a estratégia de superviveéncia cel.lular (Yin et al., 2016).

L’autofagia es pot dividir en tres fases: (1) iniciacid i nucleacid, (2) expansié i maduracié de
I’autofagosoma, i (3) tancament i fusié amb el lisosoma. En cadascuna de les fases intervenen

diferents proteines, convertint-lo en un procés altament regulat (Fig 7).

(1) La iniciaci6 comenca amb el procés de senyalitzacid que convergeix en el complex
mTORC1(mammalian Target of Rapamycin Complex-1), una cinasa Ser/Thr reguladora central
del procés autofagic, que controla I’estat d’activacié de mTORC1 mitjangant la seva dissociacio
del complex unc-51-like kinase 1/2 (ULK 1/2) format per ULK1/2 juntament amb Atgl3,
Atgl01 i focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa (FIP200). D’aquesta
manera, ULK1/2 fosforila Atg13 i FIP200 i s’inicia la formaci6 de I’autofagosoma. Per contra,

guan mTOR esta actiu, aquesta cinasa fosforila ULK1/2, inhibint-la (Fig 6).

El complex ULK1/2 recluta el complex de PI3K de clase 111 que conté Beclin-1 (Atg6), Vps34,
pl150 i Atgl4 a I’estructura pre-autofagosomal. PI3K-Vps34 fosforila fosfatidilinositols (PI) a
la membrana de 1’autofagosoma per generar PI3P. Atg9A es la unica proteina transmembrana

identificada a ’autofagosoma (Noda et al., 2000).
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Figura 6. Regulacié del complexe ULK1. En condicions basals, mTOR/raptor interacciona
amb ULKZ1 i el fosforila inhibint la seva activitat quinasa i la seva capacitat per fosforilar la
proteina d’autofagia Atgl3 i FIP200; en aquest complet AMPK també interaccion amb ULK1.
En moments d’estress cel-lular, AMPK fosforila mTOR/raptor conduint a la disociacio de
ULK1 i fosforilant-lo. Consequentment ULK1 es activat i autofosforilat, fosforilant també
Atgl13 i FIP200. Extret de Sanchez et al., (2012).

(2) En I’expansio i maduracio de ’autofagosoma son necesaris dos complexes de conjugacio. El
primer, el complex Atgl6L involucra la proteina Atgl2 conjugant-la amb Atg5. En el segon
complex s’aconsegueix la lipidacié de LC3-A/B (proteina associada a microtubuls, autophagic
mamifer ATG8 protein). Atg4 es la encarregada d’escindir pro-LC3-1 i conjugar-la amb
fosfatidiletanolamina (PE) via Atg3-Atg7 i Atgb-Atgl2, formant el que s’anomena LC3-II
lipidat. Aquest procés permet 1’associacié de LC3-I1 a la membrana autofagosomal, a més de

facilitar el reclutament del cargo dins de I’autofagosoma (Kabeya et al., 2000).

(3) El tancament de I’autofagoma i fusio amb el lisosoma és el procés menys conegut (Coultts et
al., 2016) pero es sap que involucra un conjunt de proteines SNARE (SNAP-Receptors),
incloent la Sintaxina-17 (STX17), SNAP29 i VAMPS, implicades en la fusié amb el lisosoma.
Una vegada s’ha produit la fusi6 amb el lisosoma, I’entitat resultant s’anomena
autofagolisosoma, i el seu contingut es degradat per les hidrolases acides d’aquest

compartiment (Anding et al., 2017) (Figura 7).
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Figura 7. Activacio de [’autofagia, iniciacié i implicacié de les proteines Atg i fusio de

I"autofagosoma amb el lisosoma. Extret de Fleming et al., (2011).

Selectivitat de !’autofagia

Inicialment I’autofagia va ser considerada com un procés no selectiu (Kopitz et al., 1990). No
obstant, estudis recents revelen que la membrana de ’autofagosoma pot reconeixer de forma
selectiva proteines especifiques i organuls a degradar (Kraft et al., 2010). En cél-lules de mamifer,
el substrat autofagic millor conegut és la proteina p62/SQSTML1 (Fig 8). Les funcions d’aquesta
proteina s6n multiples, entre les que trobem la tumorogenesi, ja que I’acumulacié d’aquesta proteina
al citoplasma de cél-lules hepatiques ha demostrat ser citotoxica (Pankiv et al., 2007). També s’ha
vist que realitza una funci6 de proteina receptora de proteines ubiquitinitzades, organuls cel-lulars
i bacteris (Dupont et al., 2009; Kirkin et al., 2009; Komatsu et al., 2007).

Altres proteines implicades en aquest procés d’inclusio del cargo a I’autofagosoma amb finalitat de
degradacié selectiva son NRB1(Neurabin-1), Atgl9 i Atg32, totes elles presenten a la seva
estructura dominis d’interaccié amb LC3 (WXXL/I) anomenats sequéncies de reconeixement de
LC3 (LRS). No obstant aix0, esta per descobrir quin és el mecanisme precis pel qual els substrats i
els receptors del cargo s’inclouen selectivament dins 1’autofagosoma per ésser degradats (Figura
8). L’idea és que el cargo s’inclou dins 1’autofagosoma en el procés d’elongacié de la membrana

de manera LC3 depenent (Itakura et al., 2016).
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Figura 8. Estructura de la proteina adaptadora p62/SQSTM1. Aquesta proteina alberga multiples
motius funcionals enstre els que s’inclouen un domini N-terminal Phox1 i Bem1p (PB1), un dit de
zinc (ZZ), un factor de necrosi tumoral associat al receptor (TRAF6) i d’unio a un motiu TB, una
regio d’interaccio associada a microtubuls (LC3) que interaccion amb una regié LIR, una regio
KIR que interactia amb la proteina Keapl i finalment un domini C-terminal associat a domini
ubiquitina (UBA). Extret de Taniguchi et al., (2016).

Vies de senyalitzacio que regulen [’autofagia

En condicions fisiologiques 1’activitat autofagica es troba en estat basal. No obstant quan els
nutrients minven 1’activitat autofagica s’incrementa. Aquest increment d’autofagia esta mediat per
I’activaci6 de diverses vies de senyalitzacié que ajuden a modificar la conducta autofagica en el

moment precis.

ViamTOR

Mammalian target of rapamycin (mTOR) es una proteina cinasa de serina/treonina de la familia de
PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) que controla el creixement i metabolisme
cel-lular regulant funcions tant cataboliques com anabdliques. Aquesta proteina va ser inicialment

identificada i purificada a S. cerevisiae.

mTOR conté 2549 aminoacids i consta de varis dominis estructurals desde 1’extrem N-terminal, on
es troben 20 repeticions en tandem HEAT, fins a I’extrem C-terminal que conté el domini cinasa.
mTOR és la subunitat catalitica de dos complexes proteics diferents que s6n mMTORC1 i mMTORC2
(Kaur et al., 2017).
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Aquesta proteina esta implicada en moltes rutes i es pot activar per aminoéacids, insulina, factors de
creixement. mTOR regula positivament el creixement cel-lular, la proliferacio, la supervivencia i
la sintesi proteica, entre d’altres processos. En canvi és inhibit per senyals d’estrés com la manca

de nutrients i la hipoxia (Saxton et al., 2017), resultant en la inducci6 de I’autofagia.

En presencia de nutrients, mTOR fosforila ULK i I’inactiva, inhibint I’autofagia. En condicions de
manca de nutrients, mMTORCI1 inactiu deixa de fosforilar ULKI i s’activa I’inicia 1’autofagia

(Figura 6). La inhibicio de mTORCI1 indueix 1’autofagia via ULK.

MTOR també és capa¢ d’inhibir I’autofagia, evitant la translocacio al nucli del Factor de
Transcripcié EB (TFEB), que activa la transcripcio de gens implicats en la biogénesi lisosomal i en

autofagia (Martina et al., 2012; Settembre et al., 2012).
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Figura 9. Via de senyalitzacio mTOR. L autofagia es negativament regulada per mTOR, que

integra processos anabolics i catabolics. mTOR inhibida indueix I ’autofagia. Extret de Saxton et

al., (2017).

Via AMPK

AMPK (AMP-activated protein kinase) és sensible a la baixa disponibilitat de nutrients i als canvis
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en la ratio AMP/ATP i ADP/ATP. Presenta un domini catalitic amb una subunitat o, B i 0, aquesta
ultima d’uni6 a AMP, que motiva la fosforilacié de la Treonina 172 del complex LKB1-STRAD-
MO25.

Una vegada s’activa la via AMPK per un augment de la ratio AMP/ATP, el resultat és una major
eficiéncia en la captacio de glucosa i la induccié de ’autofagia, mentre que s’inhibeix la sintesi
biogenica de proteines. Les vies AMPK 1 mTOR han d’estar perfectament coordinades per una

eficient regulacio i execucio de I’autofagia (Carroll et al., 2017).

AMPK inhibeix mTORCI fosforilant directament el component Raptor del complex (serines 722 i
792). Aquest pas permet la uni6 de la proteina 14-3-3 a Raptor i la inhibicio de la senyalitzacio
produida per mTORC1. A més, AMPK es pot coordinar amb el complex iniciador d’autofagia
ULKI1 per tal de regular-la positivament afavorint la seva iniciaci6. Cal destacar que ULK1 també
és capag de fosforilar tres subunitats d’AMPK inhibint la seva activitat (Loffler et al. 2011).

Evidéncies recents indiquen que AMPK també¢ participa en I’activacio de 1’autofagia en condicions
d’hipoxia reduint I’expressio de mTOR. LKB (Liver kinase B1) i CAMKKJ (Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase kinase ) juguen un paper important en la fosforilacio i activacié de

AMPK (Crino et al., 2016; Ravikumar et al., 2010).

Via PI3K

La via PI3K ¢és la principal via de senyalitzacié que controla a mTOR. El factors de creixement o
la insulina son senyals que 1’activen. PI3K activa converteix el lipid de membrana plasmatica
fosfatidilinositol-3,4,5-difosfat (PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) que recluta
proteines amb dominis plekstrina (PH), que son serina/treonina quinases com ara la proteina
quinasa dependent de fosfatilinositols (PDK) i AKT/PKB a la membrana plasmatica. AKT es
activada per fosforilacié en dos residus diferents. AKT és capag de modular 1’activitat autofagica
cel-lular regulada per la via PI3K. S’ha vist que mutacions en AKT, tant per suprimir-la com per
activar-la, produeixen 1’activacio i/o supressiod de la ruta autofagica, convertint-la en una proteina

efectora directe de la ruta PI3K (Ravikumar et al., 2010).

2.4 Autofagia en cancer

L’autofagia pot portar a terme una funci6 dual, pro-supervivéncia o pro-mort, en c¢l-lules

metabolicament molt actives com les cel-lules canceroses. El rol de 1’autofagia en el context
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tumoral depén del seu estadi (inici, progressio, metastasi i/o desenvolupament de resisténcia al
tractament), el teixit implicat i del balang dels canvis genétics en pro-oncogens o gens supressors
tumorals, aixi com 1’ordre d’aparici6 o desaparicio d’aquests (Lozy et al., 2012).

Tot 1 que I’autofagia es troba suprimida o a nivells basals en els primers estadis de formacio del
tumor, sembla que durant la progressio les cél-lules que el conformen esdevenen més depenents
d’aquest procés que ofereix una resposta adaptativa a situacions de deficiéncia d’oxigen, nutrients
1 estressos, aconseguint mantenir la proliferaci6 i supervivencia cel-lulars. A mesura que el tumor
es desenvolupa, les cél-lules de la periféria que estan en contacte amb vasos sanguinis proliferen
mantenint les vies anaboliques actives, i les que queden més allunyades d’aquesta zona i dels vasos
sanguinis recorren a la induccio de I’autofagia per tal de sobreviure en condicions adverses (Kondo

et al.2005).

L’ autofagia com a supressor tumoral

Hi ha nombroses evidéncies i possibles explicacions sobre com I’autofagia pot actuar com a
supressor tumoral, adquirint un paper rellevant en processos com la senescéncia, mort cel-lular i

gestio de I’estres metabolic (Panda et al., 2015).

L’activaci6 de ’autofagia en la senescéncia induida per oncogens fa pensar que aquesta via té un
paper important a la hora de limitar processos tumorogenics (Johnson et al., 2012). Es sap que les
cel-lules que es troben senescents tenen nivells més alts d’autofagia, un increment del tamany
cel-lular, nombre d’organuls i de secrecio de senyals pro-inflamatories que les mateixes cél-lules
amb un fenotip no senescent (Carroll et al., 2017). L’activacio de I’autofagia durant la senescéncia
ve acompanyada d’una retroalimentacid negativa de la via PI3K/mTOR, a més d’una
sobreexpressio de gens d’autofagia. D’altra banda, la inhibicié de gens d’autofagia retarda el fenotip
de senescéncia aixi com el perfil de secrecié de senyals, indicant que 1’autofagia es un procés

necessari per 1’adquisicio del fenotip senescent (Young et al., 2009).

L’autofagia segons els estimuls que rep també es capag d’activar mecanismes que condueixen a la
mort cel-lular prevenint la transformaci6é maligna. Els mecanismes en els que se 1’ha implicat son
I’apoptosi, la necrosi i la mort per autofagia. (Sharma et al., 2014) varen proposar tres criteris per
definir la mort per autofagia: és independent d’apoptosi (activacié de caspases), hi ha un increment
del flux autofagic previ a la mort cel-lular i la supressié génica o farmacologica del procés autofagic

¢s capag de prevenir la mort cel-lular.

Les evidéncies genétiques que relacionen l'autofagia i el cancer son innegables (Taula 3). Beclinl
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fou la primera proteina autofagica implicada en tumorogeénesi. Es va evidenciar que es presentava
monoalélica al voltant del 50% dels casos de cancer de fetge, ovari, cervell, pit, prostata, colon i
glioma, suggerint que la pérdua d’un al-lel podia relacionar-se amb el desenvolupament del tumor,
on actuaria com a supressor tumoral afavorint I’autofagia en heterozigosi (Aita et al. 1999). Estudis
en ratolins van demostrar que la pérdua bial-lelica de Beclinl és letal a nivell embrionari; els ratolins
que mantingueren una copia de Beclinl van néixer perd presentaven una major incidéncia de
limfomes, i carcinomes de pulmo i fetge a mes d’hiperplasies mamaries. Karantza et al., (2007) van
reintroduir Beclinl dins la linia cel-lular de cancer de mama MCF7 restaurant la capacitat

autofagica 1 inhibint el seu potencial tumorogenic.

Gen Fenotip Referéncia
k.o. a la linia
germinal
Atgde Apareixen defectes autofagics al diafragma (Panda et al. 2015)

reduint I’activitat motora durant la innanicio.
Major  susceptibilitat a  desenvolupar
fibrosarcomes davant un estrés quimic.

Beclin 1" S’ha detectat una elevada freqiiencia de lessions  (Aita et al. 1999)
neoplasiques mamaries, ovariques, prostata,
colon.

Bif 1" Increment de la freqiiéncia de limfomes,
sarcomes i carcinomes.

Atg5 Neixen pero moren en deprivacié de nutrients (White et al., 2009)
durant I’etapa post-natal.

Atg7 - Neixen pero moren en deprivacioé de nutrients (Lozy et al., 2012)
durant I’etapa post-natal. (Rosenfeldt et al.,

2009)
Mutacions a la linea
somatica
Beclin 1 (mutacié Relacionat amb cancer de mama, ovaris, (Aitaetal., 1999)
monoal-lelica) prostata, glioma. Possiblement per la

inestabilitat genomica i1 un creixement no
regulat. Autofagia defectiva.
UVRAG (mutacié Carcinoma colorrectal i menor activaci6 de (Rosenfeld et al.,

monoalélica) I’autofagia. 2009)
Atg2B, AtgS, Atg9B, La mutacio d’alguna d’aquestes proteines esta (Panda et al., 2015)
Atgl2 associat a una major incidencia (28%) en cancer

colorectal.

Taula 3. Efecte de les delecions bial-Ieliques i mutacions en gens relacionats amb autofagia i el

seu efecte sobre el fenotip del ratoli knockout.
Normalment la deplecié d’un gen codificant per proteines autofagiques produeix un fenotip

oncogeénic possiblement degut, a que la inhibici6o de 1’autofagia indueix dany genétic, acumulacio

de proteines ubiquitinitzades, excés de peroxisomes i increment d’espécies reactives d’oxigen
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(ROS) (Karantza et al., 2007). Per altra banda, si s’inhibeix génica o farmacologicament la via
autofagica en cél-lules tumorals ja establertes aquestes es tornen més sensibles als estressos

ambientals i metabolics, mostrant de nou el paper dual de 1’autofagia.

L’autofagia en [’oncogeénesi

Durant la genesi del cancer, les cél-lules tumorals experimenten canvis intracel-lulars i estrés iniciat
des del medi extracel-lular. Aquesta situacio hostil provoca danys a les proteines, produccié de ROS
i la proliferacié de cel-lules amb dany al DNA. Per tant, les c¢l-lules tumorals han d’utilitzar
mecanismes homeostatics per aconseguir mantenir la integritat i obtenir I’energia suficient per
sobreviure. Es a aquest punt on 1’autofagia juga un paper important ja que permetria soportar aquest
tipus de demandes a través de la degradacio lisosomal de proteines i d’organuls; aixo no només
serveix per eliminar components de rebuig, sind també per proporcionar intermediaris catabolics
per a la producci6 intracel-lular d’ATP quan les reserves energetiques exogenes son limitades

(Rosenfeldt and Ryan 2009).

En el context tumoral trobem cél-lules que per la seva localitzacié es troben mancades de nutrients
i d’oxigen; aquests dos potents senyals inductors de 1’autofagia activen aleshores el procés amb la
finalitat de lluitar per la supervivéencia cel-lular i el reestabliment 1’ordre homeostatic, mantenint el
metabolisme i creixement tumoral (Panda et al., 2015; Karantza-wadsworth et al., 2007).

Les cel-lules senescents tumorals encara que no es trobin també tenen una autofagia basal molt
elevada i son capaces de tolerar agents quimioterapéutics gracies a ’alliberament d’un ampli

espectre de citoquines proinflamatories al microambient del tumor (L6pez-otin et al., 2013).

Nombroses investigacions en diferents tipus de cancer demostren que si s’aillen cél-lules de tumors
(cultius primaris) i s’inhibeix la ruta autofagica (farmacologica o genéticament) aquestes cél-lules
esdevenen més sensibles als estimuls externs com els agents quimioterapeutics o la radiacio,
indicant que sén cél-lules que depenen d’aquesta via per a la supervivencia en I’entorn tumoral (Qiu

et al., 2015; Sharma et al.,2014).

Microambient tumoral i autofagia

En molts tipus de cancers, les cel-lules tumorals ja presenten una elevada autofagia basal que no
s’incrementa en excés davant estimuls que 1’afavoreixin (Johnson et al., 2012). La reprogramacio
metabolica d’aquestes ce¢l-lules es va anomenar "efecte de Warburg", es refereix a la caracteristica
unica de les cél-lules canceroses que en detriment de I’eficiencia en la produccié d’energia,
disminuint I’activitat mitocondrial, incrementen la velocitat de proliferacié gracies a la regulacio

positiva de la glucolisi aerobica (DeBerardinis et al., 2007; DeBerardinis et al., 2008; Lum et al.,
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2007). Aixi mateix s’ha descrit el que s’anomena “efecte Warburg invers” que consisteix en que
les cel-lules tumorogeniques desencadenen estrés oxidatiu a les cél-lules del voltant (fibroblasts,
cel-lules de I’estroma) que incrementen la seva autofagia basal i creen un microambient adient per

la proliferacié tumoral (Panda et al., 2015).

Per aquest motiu, en els darrers anys molts estudis s’han focalitzat en la relacié entre tumor i
I’estroma, el qual juga un paper fonamental en cada etapa de la progressi6 tumoral, des de la geénesi
fins a la metastasi, passant per la resisténcia als quimioterapéutics. La producci6 elevada de ROS
degut al metabolisme de la cel-lula cancerosa, causa estrés oxidatiu als fibroblasts i les cél-lules
estromals que 1’envolten, provocant un increment de 1’autofagia, pérdua de funcié mitocondrial,
mitofagia i un increment de la glicolisi aerobia per part dels fibroblasts i cél.lules de I’estroma,
alliberant nutrients com lactat i cetones que utilitzen les cél-lules canceroses com nutrients per a la
biogénesi mitocondrial i fosforilacio oxidativa aconseguint d’aquesta manera perpetuar el
desenvolupament del tumor. A mes, s’ha postulat que el ROS generat pel tumor i ’estrés oxidatiu
causa dany al DNA, inestabilitat genomica i aneuploidies en les cél-lules canceroses promovent

fenotips encara més agressius que els del tumor primari (Poillet-Perez et al., 2015).

La hipoxia també indueix la producci6 de ROS i al mateix temps I’autofagia s’encarrega d’eliminar
els mitocondris danyats, que produirien encara més ROS si quedessin romanents al citoplasma
cel-lular (Lozy et al., 2012). A nivell molecular, la hipoxia afavoreix I’estabilitzaci6 del factor de
transcripcio HIF la que suprimeix la via mTOR a través de 1’activacio de REDDI (regulated in
development and DNA damage response 1) estimulant I’autofagia (Brugarolas et al., 2004). A més,
la hipoxia estimula 1’autofagia de manera independent de ROS i de HIFla. L’estrés de RE que
provoca la propia hipoxia afavoreix 1’activacio de la via PERK, que té com a resultat la sobre
regulacié de gens autofagics com Atg5 i LC3 (Rashid et al., 2015); a més, HIF 1a actua com a
regulador positiu de BNIP3 (BCL2 Interacting Protein 3) induint I’eliminacié de mitocondris

danyats per autofagia (mitofagia) evitant aixi la producci6 de ROS (Azad et al., 2009).

Regulacio genetica de |’autofagia en cancer

El control de I’autofagia és clarament multifactorial. Fins al dia d’avui es sap que molts efectes pro-
oncogenics i supressors de tumors estan relacionats amb la via mTOR, Beclinl i hVps34 (type 111
phosphatidylinositol 3-kinase, és una cinasa de lipids regulada per nutrients i necessaria per a

’activacié de p70S6 cinasa).

Moltes mutacions que involucren les vies de senyalitzacio Ras o AKT activen I’efecte Warburg

incrementant la captaci6 de glucosa mitjangant la transcripcié d’enzims involucrats en el
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metabolisme de la glucosa i la ratio de glicolisi (Elstrom et al., 2004). A més una amplia varietat
d’oncogens s’han relacionat amb la inhibicid de la autofagia, potencialment a través de I’activacio
de mTOR, donant suport a la hipotesi que els processos catabdlics s6n sovint suprimits en tumors

per facilitar el creixement de la massa turmoral (Lozy et al., 2012).

2.4.1 Autofagia en el GBM primari i recurrent

L’autofagia, com ja s’ha comentat anteriorment, presenta una funcié dual en cancer que sembla, a
dia d’avui, contradictoria (White et al., 2009). En estadis primerencs de la tumorogenesi 1’autofagia
estaria limitant la progressio tumoral; a mesura que el tamany del tumor s’incrementa i 1’aportacio
de nutrients minva I’activacio de ’autofagia i promou la supervivéncia cel-lular en aquest context

advers (Jawhari et al., 2016).

A nivell molecular les proteines d’autofagia Beclinl i LC3 han estat les més estudiades en GBM.
suggerint-se que elevats nivells citoplasmatics d’ambdues proteines, en pacients amb mal prondstic,
s’associen a un increment de la seva supervivencia (Kaza et al., 2012). Aquestes dades corroboren
el mal prondstic amb que s’associen del-lecions en el gen que codifica per a la proteina Beclinl,
demostrant alhora que es un componen critic en GBM i que juga un paper clau en la supressio
tumoral (Yue et al., 2003).

No obstant, s’han descrit aspectes contradictoris en GBM, tals com que 1’autofagia pot regular
positiva i negativament la invasié al teixit sa i la resisténcia als quimioterapéutics, ambdies
caracteristiques de 1’agressivitat del GBM (Kaza, Kohli, and Roth 2012). Catalano et al., (2015)
demostra que les cél.lules de GBM després de la induccio de 1’autofagia eren incapaces de migrar
i invair altres teixits. També Palumbo et al., (2014) van descriure el mateix efecte pero sota la
inhibicio autofagica, especialment exhacerbat quan alhora s’inhibia EGFR, destacant la importancia

d’aquesta via de senyalitzacio.

Com s’ha comentat en apartats anteriors, la temozolomida (TMZ) és el quimioterapéutic més
utilitzat per al tractament del GBM, que indueix 1’autofagia tant en linies com en cultius primaris
de GBM, proposant-se I’activacié d’aquesta ruta com a possible mecanisme d’accié en les
resistencies en el GBM. El mecanisme d’acci6é de la TMZ per a I’activacié de 1’autofagia seria a
través de la inhibicio de I’eix AKT/mTOR, que produeix I’activacid transitoria de 1’autofagia
conduint a la resisténcia en la terapia anti-tumoral (Jawhari, Ratinaud, and Verdier 2016; Yan et al.,
2016).
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2.4.2 Autofagia com a diana terapéutica en GBM

L'autofagia juga un paper en la supervivéncia del tumor i la seva progressio, també en la resposta a
les terapies supressores tumorals. Aquest paper rellevant en la supervivéncia permet hipotetitzar
que la modulaci6 de 1’autofagia pot ésser una via interessant a desenvolupar com a opcid

terapeutica, sola o ajudant a millorar la eficacia d’altres quimioterapéutics (Ozpolat et al., 2015).

Molts estudis han confirmat que les cel-lules de GBM sbn resistents a 1’apoptosi després
d’exposicions a radiacié ionitzant. La pérdua de gens com el supressor tumoral PTEN esta
involucrat en aquest fenomen (Koukourakis et al., 2016).

L’estudi realitzat per Yao et al., (2003) mostra com la irradiacié en cél-lules de GBM resulta en un
increment de 1’autofagia pero no un increment de 1’apoptosi. Finalment Ito et al., (2005) descriuen
que les linies cel-lulars de GBM irradiades recurreixen a la parada en cicle i mort per autofagia com

a mecanisme de mort cel-lular.

L’experiéncia clinica amb agents que manipulen ’autofagia en el tractament del GBM ¢és molt
limitada. La cloroquina, farmac aprovat per la FDA (Food and Drug Administration) per al
tractament contra tres espécies de Plasmodium, és I’nic inhibidor estudiat en aquest tipus de
cancer. Es troba actualment en assaig clinic de fase II. S’administra en forma d’hidroxi-cloroquina
conjuntament amb 1’estandart de tractament pel GBM (TMZ i radioterapia) que condueix a una
activitat anti-autofagica. La toxicitat produida per aquest tractament (600 mg/dia) combinat el fa
clarament inaceptable, perqué en termes de supervivéncia la millora no es significativa (Rosenfeld
etal., 2014).

Les vies reguladores de 1’autofagia també han estat objecte d’estudi com a posibles punts per
abordar la inhibicié de I’autofagia. Els inhibidors de mTOR tenen multiples activitats biologiques,
entre les que s’inclou la induccié de I’autofagia (Chagin et al., 2016).Temsirolimus, medicament
aprobat per la FDA 1’any 2007 per al tractament del carcinoma renal va ésser testat en pacients amb
GBM recurrent mostrant eficacia clinica en una tercera part dels pacients (Galanis et al., 2005).
Everolimus també pertany a la familia d’inhibidors de mTOR i va ésser provat en combinacié amb
I’estandart de tractament per a pacients amb GBM, amb nuls efectes en la supervivencia del pacient
(Ma et al. 2015). En combinacié amb Bevazizumab (anticos monoclonal anti-angiogénic) va
mostrar millors resultats que 1’anterior combinacié (Koukourakis, Mitrakas, and Giatromanolaki
2016).
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3. CANALSDE CALCIDETIPUS T

3.1 Homeostasi del calci i la seva rellevancia en cancer

El naixement de la idea que el calci (Ca*") pogués ésser una molécula senyalitzadora aparegué amb
el clinic Sydney Ringer, qui va observar que cors aillats només es podien contraure si el Ca®" estava
present en el medi de perfusié (Ringer et al., 1883). A partir d’aquest moment es comenga a
investigar el paper d’aquest 16 en tots els tipus cel-lulars i la seva importancia en la senyalitzacid

cel-lular.

En condicions de repds, les cél-lules mantenen una concentraci6 intracel-lular de Ca*
d’aproximadament 100 nM, mentre que les concentracions extracel-lulars varien entre 1 i 2 mM
(Clapham et al., 2007). Els increments en el Ca?* citosolic lliure poden ser transitoris o sostinguts i

ser decodificats per la cél-lula regulant diferents processos (Stewart et al., 2015).

El Ca*" és un segon missatger que juga un paper fonamental en la senyalitzacio cel-lular, controlant
diferents processos com proliferacid, diferenciacio, creixement i mort cel-lular. Es per aquest motiu
que alteracions en la senyalitzacié per Ca>* poden causar defectes diversos, que afecten als procesos
anteriorment anomenats, aixi com la invasio i migracio, fenomens intimament associats a processos

tumorals (Santoni et al., 2012).

La distribucié del Ca" als espais intra i extracel-lularés el resulat del seu transport actiu a carrec
d’ATPases i cotransportadors especifics. Les elevacions de la concentracié de Ca*" al citosol sén

localitzades, i la seva magnitud i duracié determinen els efectes en la seva senyalitzacio cel-lular.
Hi ha quatre compartiments que de manera primaria participen en la senyalitzacié de Ca”": espai
extracel-lular, citoplasma, RE i mitocondris. Aquests compartiments estan separats per membranes

amb transportadors i canals especifics de Ca®" (Prevarskaya et al., 2013).

La transformacié de cél-lula normal a cél-lula tumoral estd associada a canvis en I'homeostasi de
Ca?' intracel-lular que implica canvis d’expressio i/o funcié de transportadors i canals permeables
al Ca**, conduint a la formacié i manteniment d’un fenotip maligne (Déliot et al., 2015; Prevarskaya
et al., 2013). A més, la relaci6 entre la senyalitzacié per Ca®’ i carcinogénesi es manifesta en que
moltes mutacions que condueixen la formacié d’oncogens es donen en gens que codifiquen per a
proteines quinases depenents de calci (Déliot et al., 2015).

Cada tipus cel-lular expressa un tinic conjunt de components de senyalitzacio per Ca® que aporta a

la cel-lula caracteristiques uniques en la senyalitzacid espai-temporal per aquest i6 (Berridge et al.,
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2003).

Motiani et al., (2013) va descriure que un increment en I’expressio del transportador SOCE (Store-
operated Ca’" entry) i del Ca*" intracel-lular en linies cel-lulars i cultius primaris de GBM afavoria
la invasié cel-lular. Davis et al., (2014) per la seva part va descriure que la senyalitzacié per Ca**
mitjancant diferents transportadors i canals juga un paper important en processos de transicio
epiteli-mesenquima (EMT) en cel-lules de cancer de mama adquirint un fenotip més invasiu. A més,
estudis recents mostren com la senyalitzacid per canals de Ca®" controla una amplia varietat de

funcions, proliferacio i migracié també en GICs (Morrone et al., 2016).

Existeixen varies classes de canals permeables al Ca*" que es troben expressats diferencialment en
cel-lules tumorals 1 estan involucrats en la seva malignitat (Stewart, Yapa, and Monteith 2015). Els
principals canals descrits son els de Ca®" voltatge depenents (VGCC), els receptors purinérgics i la

familia de canals TPR (Transient Receptor Potential) (Leanza et al., 2015).

3.2 Canals de calci de tipus T (TT-CC)

Al teixit nervids s hi expressen diferents tipus de canals de Ca®" activats per voltatge (VGCC) amb
una distribucié cel-lular i subcel-lular tinica i1 especifica segons les funcions fisiologiques.
L’evolucié ha afavorit I’aparicié d’una amplia familia de diferents classes de canals de Ca*"i una
quantitat addicional de variants obtingudes per splicing que presenten propietats biofisiques

diferents (Hering et al., 2000).

Els canals de Ca*‘es classifiquen en dues categories segons les seves propietats electrofisiologiques
i farmacologiques: canals de Ca®" activats per baix voltatge (Low Voltage-activated, LVA) i els
activats per alt voltatge (High Voltage-activated, HVA) (Khosravani et al., 2006). Recentment s han
classificat pel percentatge de identitat en la seqiiéncia d’aminoacids que composen la subunitat a1
(Fig 10). L’aliniament de la seqiiéncia aminoacidica suggereix que la duplicaci6 genica i la
divergéncia d’un gen ancestral de canal de Ca®" va donar lloc a les subfamilies de LVA i HVA

(Perez-reyes et al., 2003).
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Figura 10. Dendrograma de la classificacio dels VGCC basat en la homologia de seqiieéncia i

propietats funcionals de la subunitat ol. Extret de Catterall et al.,(2005).

Al genoma dels mamifers hi ha deu gens que codifiquen per subunitats formadores de porus (al) i
que es classifiquen en tres families per criteri d’homologia de seqiiéncia: Cavl(originalment
anomenada tipus L), Cav2 (tipus N, P/Q i R), Cav3 (tipus T, o TT-CC). La familia Cav3 és la més
diversa i compren tres isofomes, Cav3.1, Cav3.2 1 Cav3.3 que es diferencien per les seves propietats
electrofisiologiques i farmacologiques.

Els TT-CC es troben expressats en molts tipus cel-lulars, tant en celules excitables com no
excitables, on estan implicats en procesos fisiologics importants i diversos com per exemple la
promoci6 de la secrecio hormonal als organs endocrins, la regulacié de la contraccid al muascul llis,
la fusio dels mioblasts al muscul esquelétic, o la maduracié dels oocits durant la fertilitzacio (Perez-

reyes et al., 2003).

3.2.1 Estructura i funcio dels TT-CC

Els TT-CC només contenen la subunitat ol i no s’ha identificat cap altre subunitat accesoria que es
pugui associar a ella. Tot i aixi, algunes investigacions suggereixen que les subunitats B, i 6
podrien modular la seva expressio (Dolphin et al., 1999).

La subunitat al comprén quatre dominis transmembrana i dominis intracel-lulars N-terminal i C-
terminal (Fig 11). Cada domini consisteix en sis helix transmembrana (S1-S6). El quart domini
transmembrana (S4) conté aminoacids carregats positivament i residus de lisina cada tres o quatre
aminoacids, conformant aquesta regi6 el sensor de voltatge i la regio mediadora per a I’obertura del

canal.
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Repeat Outside

Inside

Figura 11. Subunitat ol del VGCCs. Presenta 4 dominis repetits. Cada domini esta format per 6
segments transmembrana (S1-S6). El segment 4 (S4) conte aminodacids carregats positivament

(Lys+ o Arg+), que regulen [’obertura del porus del canal i els segments transmembrana S5 i S6

formen el porus del canal. Modificat d’ Iftinca et al.,(2011).

Els segments S5 i S6 son els que conformen el porus del canal que permet el pas dels ions Ca*".
Aquests segments contenen quatre residus de acid glutamic formant 1’anell de carrega negativa que
contribueixen vers la selectivitat per cations divalents (Ca®" selectivament).

La inactivacié depenent de voltatge és una caracteristica important d’aquests canals, i es regulada
pels dominis citoplasmatics que uneixen els dominis de transmembrana I i II (Iftinca et al., 2011).
Finalment, les regions citoplasmatiques de la subunitat al del canal de Ca®" formen llocs

d’interaccio per a proteines reguladores que poden esser substrats per a fosforilacions.

3.2.2 Inhibidors farmacologics dels TT-CC

Els antagonistes dels canals de calci depenents de voltatge (Calcium Channels Blockers, CCBs)
s'utilitzen principalment com a farmacs antihipertensius. Els CCBs sén particularment eficacos
contra la gran rigidesa dels vasos, una de les causes comunes de 1’elevada pressio sistolica en els
pacients d'edat avancada. Els CCBs també s'utilitzen per alterar la freqiiéncia cardiaca, per prevenir
el vasoespasme cerebral, i per reduir el dolor al pit causat per I'angina de pit. Els VGCCs de tipus
N, tipus L i tipus T son presents a la zona glomerular de la glandula suprarenal humana, i els CCBs
poden influir directament en la biosintesi d'aldosterona en les cel-lules de 'escorga suprarenal, amb
el conseqiient impacte en el tractament clinic de la hipertensio (Chen et al., 2010). A mes, s’ha
descrit que els CCBs poden tenir un rol antiproliferatiu, podent ser futurs agents antineoplasics

(Lijnen et al., 1999).

Diversos CCB poden afectar els TT-CCs amb diferents graus d'especificitat. El Mibefradil, es
distingeix d'altres antagonistes dels VGCC, degut a la seva major afinitat (10 a 20 vegades superior)
pels LVA (tipus T) (Mishra et al., 1994). El Mibefradil es va introduir el 1997 clinicament com a

farmac per a I’angina de pit i antihipertensiu, pero va ser retirat del mercat un any després del seu
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llancament a causa d'interaccions adverses amb B-bloquejants i agents hipolipemiants (Mullins et
al. 1998). No obstant aixd, en els ultims anys s’ha tornat a introduir en la practica clinica amb la
condici6 de medicament orfe, per al tractament de cancers de pancrees, GBM i cancer d'ovari per
la FDA (clinicaltrials.gov, n.d.). El Mibefradil ha estat reconegut com un inhibidor de la proliferacio
en molts tipus de linies cel-lules diferents, incloent c¢l-lules mononuclears de la sang (Lijnen,
Fagard, and Petrov 1999), cél-lules de muscul llis de rata (Schmitt et al., 1995), GBM (Chemin et
al., 2001) i retinoblastoma (Hirooka et al., 2002). A part de les seves propietats anti-proliferatives,
el Mibefradil ha demostrat que pot afectar a la motilitat cel-lular i les propietats invasives del
fibrosarcoma HT1080 (Huang et al., 2004). Els efectes antitumorals del Mibefradil també s'han
investigat en cel-lules tumorals in vivo. Taylor et al., (2008) van observar que la injeccio local de
Mibefradil indueix la mort de cél-lules de carcinoma de mama huma implantades en el teixit adipds

subcutani de ratoli (Taylor et al., 2008).

Per altra banda s’ha desenvolupat un analeg del Mibefradil anomenat NNC 55-0396 que inhibeix
els TT-CC i alhora també els HVA perd amb una elevada selectivitat per els TT-CC; la principal
diferéncia amb el Mibefradil és que els efectes d’aquest tltim son deguts principalment al metabolit
secundari que es genera quan s’hidrolitza causant una inhibicié molt més potent als HVA; mentre
que ’'NNC 55-0396 fins a dosi de 100 uM no produeix aquesta inhibicié sobre HVA aixi doncs els

efectes que veiem son deguts Unica i exclusivament al bloqueig selectiu dels TT-CC (Li et al., 2005).

El farmac antipsicotic Pimozide també es un potent inhibidor dels TT-CCs i del tipus L, perd amb
menys selectivitat que el Mibefradil (Galizi et al., 1986). En les cél-lules de la glandula pituitaria i
del cor, el Pimozide va demostrar inhibir I’activitat dels canals de tipus L, mentre que en les cél-lules
de la glandula glomerular i espermatozous immadurs, el Pimozide impedia el flux de Ca®'
mitjangant el bloqueig dels TT-CCs (Arnoult et al., 1998). El Pimozide també s'ha observat que
inhibeix la proliferacio de cél-lules de cancer de mama (Strobl et al., 1998) i astrocitoma (Lee et
al., 1985). El Pimozide s'ha introduit en assajos clinics de pacients amb melanoma, pero els seus

efectes beneficiosos s'atribueixen al bloqueig de receptors de dopamina (Neifeld et al., 1983).

En un estudi posterior a la caracteritzacié dels canals en linies de melanoma es va descriure que
inhibidors farmacoldgics de TT-CCs indueixen una parada del cicle cel-lular en fase G i,
addicionalment, desencadenen una mort apoptotica de les cel-lules de melanoma que depen
parcialment de I’activacid de les caspases mitocondrials (Das et al., 2013). Un analisi en profunditat
del procés, va revelar que l'apoptosi era precedida per una activacié d’estrés de RE i la posterior
inhibicio del flux autofagic, que és actiu de forma constitutiva en les cél-lules de melanoma. Aquests
mateixos efectes es van observar amb els silenciaments génics de Cav3.1 i Cav3.2, permetent aixi

la identificaci6 dels TT-CCs com a noves dianes que desregulen l'autofagia i permeten induir
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I’apoptosi en cél-lules de melanoma (Das et al., 2013; Macia et al., 2015).

3.2.3 Implicacio dels TT-CC en la transformacio i progressio del cancer

Part de la transformacié neoplasica al cervell pot estar associada a les alteracions en la regulacio
dels canals de calci. La transformacié d’una cel-lula normal a una cél-lula tumoral pot estar
relacionada amb les oscil-lacions de Ca®’, i el desequilibri de 1’homeostasi pot definir el fenotip
maligne, incloent un increment de la proliferacio, increment de la migracio, invasio i mort cel-lular

anormal (Morrone et al., 2016).

En la figura 12 es pot observar una hipotética remodelacié de la senyalitzacié per Ca®" en una
cel-lula normal front una cél-lula tumoral i les seves posibles conseqiiéncies en proliferacio,

resisténcia a I’apoptosi i activacié transcripcional.

= Non-tumorigenic ===«-- Tumorigenic

a Stimuli b Stimuli

Time (s) Time (s) Time (s)
Ca?* Phenotype: Sustained 1 in [Ca?*]; Faster recovery of [Ca?*], T [Ca?*], oscillation
after stimulus after stimulus frequency
Possible T Ca?* influx T Ca?* efflux Altered Ca?* sequestration,
mechanism: influx and/or efflux
Potential T Proliferation Resistance to apoptotic Altered activation of Ca2*
consequence: stimuli dependent transcription
factors

Figura 12. Possible remodelacié del senyal de Ca’*.a) Rutes alterades per entrada de Ca’"; b) vies
alterades per sortida de Ca’* en ceél-lules tumorogéniques; c) oscil-lacions en la concentracié

intracel-lular de Ca’*".

Els TT-CC es troben diferencialment expressats en cel-lules normals i tumorals i, per tant, aquests
canals jugarien un paper clau en la regulacio de processos tumorals (Monteith et al., 2012; Stewart
et al., 2015). Degut a aix0 s’han convertit en els darrers anys en una diana atractiva per al seu Us en

terapies contra el cancer (Dziegielewskaet al., 2014).

S’ha descrit que la proliferacio en cél-lules de glioma implica I’increment de Ca*" intracel-lular
(Pinto et al., 2015). Els TT-CC semblen especialment adients per promoure la progressioé de cicle

cel-lular gracies a la seva rapida activacioé i despolaritzacio debil. Aquesta caracteristica permet
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augments transitoris de Ca®" citosolic en célules no excitables afavorint la progressio mitotica a
través de la unié directa de Ca>* a efectors intracel-lulars com es la calmodulina (CaM) (Kahl et al.,
2003). Els canvis en la concentraci6 intracel-lular de Ca®* es relacionen amb una major taxa de
transcripcio de gens responsables en la regulacio del cicle cel-lular entre els que destaquen c-fos,
c-jun, Cyclic AMP response element (CRE), ciclines D, E, A i B, ciclines depenents de kinases

(CDK) i proteines responsables del pas de la cel.lula de Go a G (Panner et al., 2005) (Fig 12).

Zhang et al., (2012) demostra que els TT-CC tenen un paper fonamental en la progressio del GBM,
ja que al bloquejar selectivament els TT-CC en linies cel-lulars de GBM aquestes presentaven una

disminucio en la proliferacio6 i migracio cel-lulars.

Valerie et al., (2013) va afegir que aquest efecte es trobava mediat per una disrupcio en la
senyalitzaci6 de la ruta Akt, que conduia a la mort per apoptosi en cel-lules de GBM (Fig 13). En
models murins 1’efecte del bloqueig farmacologic dels TT-CC va produir una disminucio del
creixement del tumor degut a una parada en cicle en fase G1/S, a més d’una potenciacio6 de I’efecte

de la TMZ (Keir et al., 2013).

OISR i T-type Ca* channel [l G0

STRESS RESPONSE t : § PROSURVIVAL RESPONSE
[Ca®] |

v

PIBK/mTOR/AKT

GSK3B, S6K

METABOLISW/

. PROTEIN SYNTHESIS
PUMA, NOXA '

5 p21, p27
Bad, casp9 cyclin D1 LC3B, p62
APOPTOSIS CELL CYCLE AUTOPHAGY

Figura 13. Rutes de senyalitzacio relevants per a la proliferacio cel-lular i la seva relacio amb els

TT-CC. Extret de Valerie et al.,(2013).

La hipoxia dirigeix el GBM cap un fenotip més maligne i agressiu (Chigurupati et al., 2010). La
senyalitzacio per Ca’’, a més de I’activacié de PKC estimula la transcripcio de HIF 1o durant events
hipoxics que inhibeix 1’activitat de mTOR, activant 1’autofagia (Hui et al., 2006). El bloqueig

farmacologic amb un derivat de Mibefradil (NNC-55-0396), aixi com el silenciament génic de TT-
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CC condueix a la supressio de HIF 1a en condicions hipoxiques i subsequentment a la mort cel-lular
(Leanza et al., 2015).

Maiques et al., (2017) van descriure una major expressido de la isoforma Cav3.2 en melanoma
metastatic respecte melanoma primari, associant I’increment de Cav3.2 amb una major expressio
de marcadors proliferatius i hipoxics. Aquests resultats relacionen 1’expressié de Cav3.2 amb el
grau de malignitat del tumor, convertint aquest canal en un marcador de prondstic a tenir en compte
en la progressio tumoral. Estudis recents realitzats per Zhang et al., (2017) corroboren que Cav3.2
es troba sobreexpressat en GBM i en GICs i que aquesta sobreexpressio esta lligada a un pitjor

pronostic dels pacients (Niklasson et al., 2017).

No obstant, en alguns tipus de cancer els gens que codifiquen per TT-CC mostren una baixa
expressio en comparacio amb el teixit normal corresponent, suggerint que podrien tenir un paper

com a supressors tumorals (Phan et al., 2017; Sallan et al., 2017).

3.3 Implicacio dels TT-CC en I’estrés de RE i I’autofagia

En la cel-lula existeixen una gran diversitat de transportadors especifics, canals i proteines d’unio
al Ca*" que son utilitzats per les cél-lules per expulsar Ca®" a través de la membrana plasmatica,
aixi com transportar-ho als reservoris intracel-lulars i regular la seva concentracio citoplasmatica.
L’entrada de Ca®" pot obrir canals de Ca®>" presents al RE, resultant en elevacions localitzades
d’aquest i6 que son decodificades a través d’una amplia varietat de efectors depenents de Ca”"
(Macia et al., 2015).

La modulacio, tant de I’expressié com de la funci6 dels canals de Ca*" afecta a les concentracions
intracel-lulars de Ca*" i consequentment als procesos depenents d’ell, com son la proliferacio,
autofagia i apoptosi (Vandenberghe et al., 2010). A més, defectes en 1’expressio i/o funcié d’aquests
canals estan involucrats en un gran nombre de patologies, incloent la tumorogénesi, ja que un
increment de 1’expressi6 i/o funci6 d’aquests canals pot conduir a una elevada concentraci6 de Ca*"

intracel.lular i a I’activacio de rutes proliferatives depenents d’ells (Kondratskyi et al., 2013).

Implicacio dels TT-CC en [’estrés de RE

El RE és el principal reservori de Ca** de la cél-lula. Mentre la concentraci6 de Ca*" citosolic en

estat basal es de 100 nM, al RE pot arribar a tenir una concentracié de fins a ImM, depenent del
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tipus cel-lular. Aquestes elevades concentracions son essencials per mantenir funcionals les
xaperones que ajuden al correcte plegament de les proteines (Kania et al., 2015).

La deplecié de Ca**, la deprivacié de glucosa (que limita la capacitat de glicosilacio proteica) o
events hipoxics durant els quals la formacid de ponts disulfur es veu reduida, esdevé en un
malplegament de les proteines i 1’activacié de la cascada coneguda com UPR, la qual impulsa la
sortida de Ca*" des del RE al citoplasma activant nombroses quinases i proteases que resultarien en

I’activacié de I’autofagia o de la mort cel-lular (Heyer-Hansen et al., 2007; Johnson et al., 2014).

Front determinats estimuls fisiologics, el Ca®" surt del RE, estimulant alhora ’influxe de Ca*" des
de la membrana plasmatica. Aquest rapid increment sostingut de Ca*" en el citoplasma regula
proteines efectores depenents de Ca®* (calpaines, quinases, fosfatases, canals ionics). Finalment el
Ca’" es bombejat un altre cop dins el RE i el citoplasma normalitza la seva concentraci6 (Raffaello
et al., 2016).

La sortida de Ca*" des del RE no només resulta en un increment de la concentracié d’aquest i6 en
el citoplasma, sind també en el mitocondri i en els lisosomes. Aix0 es deu a que existeixen punts de
contacte entre el RE i aquests dos organuls (Kania et al., 2017). Els receptor Inositol trisphosphate
receptor (IP3-R) és un dels encarregats de donar sortida als ions de Ca** des del RE (Rizzuto et al.,
2016) (Fig 14). Nivells elevats d’IP3-R i/o la seva activitat desregulada en cancer de mama o GMB
esdevenen en una proliferacio cel-lular descontrolada, major agressivitat del tumor i resisténcia a

farmacs (Kang et al., 2010; Szatkowski et al., 2010).

La sortida de Ca®" des del RE al citoplasma també pot donar-se a traves dels Ryanodine receptors
(RyRs), una familia de canals de calci que s’activen per despolaritzacié de la membrana del RE.
L’activacié sostinguda d’aquests canals aconsegueix deplecionar les reserves intracel-lulars de Ca*
del RE produint una sobrecarrega de Ca>* en el citoplasma, disfuncié mitocondrial, estrés de RE i
mort cel-lular per apoptosi (Bahar, Kim, and Yoon 2016). L’entrada de Ca*" des del citoplasma al
RE es produeix mitjangant el procés conegut com Store Operated Ca’* Entry (SOCE) que permeten
aturar I’entrada de Ca®" des de I’espai extracel-lular i restaurar I’homeostasi del RE. El mecanisme
de SOCE esta mediat per dues proteines (STIM2 i ORAI). Durant la deplecié de Ca*" la proteina
STIM interacciona amb ORAI, que és una proteina de membrana plasmatica que forma un porus
conductor de Ca**, incrementant el fluxe de Ca®" des de I’espai extracel-lular al RE (Hogan et al.,

2015).
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Figura 14. Entrada i sortida de Ca’* al RE a través de SOCE (ORAI i STIM) i IP3R localitzats
ambdos a la membrana del RE (Raffaello et al., 2016).

Implicacio dels TT-CC en [’autofagia

El Ca*" es capag de regular diferents etapes del proces autofagic. Aquest pot entrar al citosol, on
activa o inactiva proteines reguladores, enzims, factors de transcripcid o xaperones moleculars
(Kania et al., 2015) des de I’exterior a través de la membrana plasmatica, des del RE i lisosoma a
través de diferents canals de Ca®" (Berridge, Bootman, and Roderick 2003).

Ala segiient taula (Taula 4) es mostren els organuls i estructures on trobem canals de Ca** associats
que permeten increments d’aquest 16 al citoplasma, on pot regular d’aquesta manera diferents

passos en |’autofagia.

Organul/ estructura Canal de Ca’" pel qual Referéncia

cel-lular d’on prové el Ca* passa al citoplasma

Exterior a través de la TPR- Family (Morrone et al., 2016)

membrana plasmatica VGCC

RE IP3-R (Raftaello et al., 2016)
RyR

Lisosomes MCOLN (Medina et al., 2015)
TPC

Mitocondri MCU (Petrungaro et al., 2015)

Taula 4. Organuls i canals de Ca’* associats que permeten canvis en la concrentracié d’aquest i6

al citoplasma, que poden regular diferents passos de [’ autofagia.

Un dels mecanismes més investigats d’induccié d’autofagia que involucra 1’activitat de canals de

42



Introduccié

Ca?*-IP3R-es la via IP3-R-Beclin 1-Bcl2. Aquesta via s’activa en resposta a 1’estrés de RE i
I’activacié de la UPR, resultant en la inhibici6é del complex mTOR i I’activacié de 1’autofagia. La
funcié del receptor IP3-R és dual, per una banda regula la senyalitzacié que condueix a
esdeveniments apoptotics i per altre condueix a la induccio6 de 1’autofagia (Vicencio et al. 2009)(Fig
15).

Altres mecanismes que esdevenen en una induccié de I’autofagia en els primers estadis de formacio
de I’autofagosoma i que involucren el Ca*" son els que comprometen la transferéncia de Ca®" des
del RE al mitocondri, que condueix a una disfunci6 d’aquest organul disminuint la ratio ATP/AMP

que activa AMPK, inhibeix mTOR i activa I’autofagia (Filippi-Chiela et al. 2016) (Fig 15).
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Figura 15. Il-lustracié de les rutes principals en les quals el Ca’* s’ha proposat com a regulador i
promotor de ’autofagia. S’il.lustren aspectes de la via canonica de [’autofagia i el procesament
dels autofagosmes, indicant els llocs en els quals la regulacié per Ca’" pot estar succeint (Kania

etal., 2017).

L’altre relacié fonamental entre el Ca?" i I’autofagia és la sortida de Ca*" des dels lisosomes a través
de canals ionics com poden ser CIC7 o MCOLNI1. Aquest procés alcalinitza 1’interior d’aquest
organul, impedint la fusi6 de I’autofagosoma madur amb el lisosoma i bloquejant d’aquesta manera
el fluxe autofagic (Morgan et al. 2013). Noves evidéncies demostren que el lisosoma ¢€s capag
d’actuar com un organul senyalitzador que sensa la disponibilitat de nutrients i genera respostes

adaptatives per tal de tornar a I’estat homeostatic cel-lular. Medina et al., (2015) van descubrir que
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a través de la sortida de calci del lisosoma aquest organul activa TFEB via la fosfatasa calcineurina

que coordina la transcripcid de gens involucrats en la biogénesi lisosomals i autofagia (Fig 15).

Es va associar 1’expressi6 de Cav3.1 amb marcadors d’autofagia en c¢l-lules de melanoma
(Maiques et al., 2017). També que la seva inhibicid/ silenciament genic s’associen amb un bloqueig
de I’autofagia (Das et al., 2013). Malgrat tot, sembla que la relacio entre els TT-CC i I’autofagia és
de doble cara, perqué Rim et al., (2014) varen demostrar que el bloqueig TT-CC provoca una
induccio de I’autofagia i de 1’apoptosi a través de la generacio de ROS, basat en la inhibicio6 de la
captacio de glucosa provocant un efecte citotoxic en un model d’adenocarcinoma pulmonar. Per
altra banda el bloqueig dels VGCC, tant els de tipus L com de tipus T sén capagos d’inhibir
I’autofagia i promoure I’apoptosi en cél-lules de melanoma (Das et al., 2013). Consistentment amb
els resultats obtinguts en melanoma Valerie et al., (2013) descriu la mort per apoptosi en cél-lules

de GBM.
El bloqueig farmacologic d’aquests canals condueix inexorablement a una disrupcié en la

senyalitzacid per Ca?* que te conseqiiéncies diverses sobre 1’autofagia degut a la capacitat de cada

cel-lula de compensar el procés.

44



HIPOTESI | OBJECTIUS






Hipotesi i Objectius

HIPOTESI I CONTEXT

La nostra hipotesi de partida és que els TT-CC estan implicats directa o indirectament amb el procés

autofagic, promovent la supervivencia de les cél-lules de GBM.

Previament, treballs pioners en melanoma van mostrar com la inhibicid/silenciament dels TT-CC

desregulaven 1’autofagia i portaven a la mort cel-lular (Das et al., 2013). Per altra banda, altres

autors van mostrar que el silenciament o la inhibici6é farmacologica (amb Mibefradil) dels TT-CC

també resulta en la mort de cél-lules de GBM (Valerie et al., 2013). Treballs recents han apuntat a

que la inhibicié de TT-CC i el silenciament de Cav3.2 porten a la mort cel-lular de les cél-lules

mare de glioma (Niklasson et al., 2017; Zhang et al., 2017). No obstant, la relacié entre autofagia i

TT-CC no ha estat estudiada en aquests treballs.

Els objectius concrets que ens hem plantejat han estat:

1-

Analitzar I’expressio de TT-CC en linies cel-lulars de GBM, linies resistents al farmac
TMZ, cultius primaris derivats de pacients i biopsies de GBM primari i recurrent, aixi com
en condicions d’hipoxia moderada/fisiologica (2% O5).

Estudiar la UPR i I’autofagia en tractaments aguts i cronics de TMZ en cel-lules de GBM.
Investigar la relacio entre els TT-CC i ’autofagia en linies cel-lulars de GBM i resistent a
TMZ: estudiar I’efecte del bloqueig farmacologic i la inhibicio génica dels TT-CC sobre
I’autofagia i la viabilitat cel-lular.

Analitzar I’impacte dels bloquejants de TT-CC sobre la viabilitat cel-lular en condicions

d’hipoxia i en cultius 3D en cameres microfluidiques.

L’assoliment d’aquests objectius podria contribuir a identificar els TT-CC com a possibles dianes

terapeutiques en el GBM, tumor de fatal pronostic.
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Materials i Métodes

1. Cultius cel-lulars 2 dimensions (2D)

1.1 Linies cel-lulars i el seu cultiu

Les linies cel-lulars amb les quals s’ha treballat son les linies de GBM, A172, U87-MG 1 U251-MG
les quals es van obtenir de la American Type Culture Collection (ATCC). La linia resistent al farmac
Temozolomida es va generar de novo al nostre laboratori. Els cultius cel-lulars primaris derivats de
biopsies de pacients varen ésser establerts al nostre laboratori a partir de teixit obtingut per

neurocirurgia a 1’Hospital Universitari Arnau de Vilanova (HUAV).

Les linies cel-lulars A172, U87-MG 1 U251-MG van ésser cultivades en medi MEM (Minimal
Essential Medium, Lonza®™) suplementat amb un 10% de sérum fetal bovi (FBS; Thermo
Scientific®) préviament inactivat per calor; 2 mM L-Glutamina (Thermo Scientific®); aminoacids
no essencials (NEAA; Invitrogen®) i 20 U/ml penicil-lina (Thermo Scientific®) i 20 pg/ml
estreptomicina (Thermo Scientific®), anomenat MEM complet. Els stocks de cél-lules es varen
sembrar en plaques de cultiu estandard de 100 mm. Es tracta de linies cel-lulars que creixen en
adheréncia. Pel seu desenganxament de la placa es va fer servir tripsina-EDTA 1X (Invitrogen®).
Aquestes linies creixen en incubadors de CO, (Thermo Scientific®) a 37°C en atmosfera humida al
5% de COs. Les cél-lules es testen periodicament per a descartar la preséncia de micoplasma. Els
cultius cel-lulars emprats per a 1’elaboracio dels experiments d’aquesta tesi van ésser negatius per

contaminacid per micoplasma.

En el cas de les cél-lules cultivades en hipoxia (2% O, 93% Nz, 5% CQOy), varen ésser sembrades
en normoxia i 24 hores després, quan ja estan adherides a la placa es traslladaren a la cambra

hipoxica In Vivo2 (Ruskin Technologies®, Leeds, UK).

1.1.1 Cultiu de la linia cel-lular HEK 293T

La linia humana HEK 293T de ronyé embrionari és un bon model per la sobreexpressio de
proteines. Es una variant de la linia cel-lular humana de 1’epiteli renal 293, transformada amb el
gen E1A d’adenovirus, que expressa I’antigen T de SV40. Es una linia cel-lular que creix molt rapid
i que es transfecta molt facilment, és per aquesta rad que en aquest treball s’utilitzen les HEK 293T
per a la produccié de virus. Aquestes cél-lules creixen en medi DMEM suplementades amb 10%
FBS, 1 mM de sodi piruvat, NEAA i 20 U/ml de penicil-lina i 20 pg/ml estreptomicina a 37°C i 5%
COs.
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1.1.2 Cultius primaris

Els cultius primaris de gliomes van ésser establerts a partir de biopsies de pacients obtingudes de
pacients de la Unitat de Neurocirurgia de ’HUAYV, prévia obtenci6 d’un consentiment informat dels
pacients.

De la peca de tumor extreta pels neurocirurgians, es va conservar una part per a la posterior
extraccié de DNA (congelant-la inmediatament en nitrogen liquid), una altra part per I’extracci6 de
RNA (cobrint la mostra amb Trizol (Invitrogen®) i conservant-la a -80°C). Una darrera part de la
biopsia s’utiliza pel cultiu in vitro, processant-se en menys de 2 hores de la seva extraccio. Tot el

protocol i el posterior cultiu de les mostres es realitzen en una campana de bioseguretat Bio2A.

Durant el procediment, el teixit es renta dos cops amb tamp6 fosfat sali (PBS 1x) i els coaguls i les
zones necrotiques s’eliminen per tal de no interferir amb el cultiu. El teixit es fragmenta en trossos
d’uns 5 mm? i cada tros es col-loca en un eppendorf amb 1 ml de PBS 1x que conté col-lagenasa al
0,025 % (Worthington®) i DNasa (Sigma-Aldrich®) a 4800 U/ml durant 2 hores a 37°C i en agitacio.
Un cop passat aquest temps, el cultiu es filtra amb filtres de nilon de 70 pm (BD®) per tal d’eliminar
el teixit que no s’ha digerit. A continuaci6, el cultiu es centrifuga i el pellet es renta dues vegades
amb PBS 1x (Bruna et al. 2007). Finalment, el pellet es sembra en medi DMEM suplementat amb
10% FBS i 100 U/ml penicil-lina i 100 pg/ml estreptomicina. Al dia segiient, es realitza un canvi
de medi i es permet que les cél-lules creixin fins a un 90% de confluéncia i després es divideixen
1:2.

1.1.3 Generacio i cultiu de la linia cel-lular resistent al farmac Temozolomida

Es va crear una linia resistent al fairmac TMZ, amb la intencio d’establir un model de resisténcia a
aquesta droga ampliament utilitzada en el tractament del GBM (Robin et al.,2017). Aquesta linia
cel-lular resistent (RC, Resistant Cell line ) va ser creada a partir de la linia A172 aplicant dosis
creixents i constants de TMZ, partint d’una concentraci6 inicial de 20 uM en una placa de cultiu de
60 mm. Quan les cél-lules arribaven a confluéncia es dividien 1:2 en dues plaques de 60 mm; una
placa es mantenia amb la concentraci6 de TMZ de la que provenia i en I’altra s’incrementava la
seva concentracio en 10 pM; les cel-lules exposades que suportaven la dosi superior administrada
i eren capaces de créixer fins a confluéncia i es procedia a fer una nova dilucié 1:2, es continuava
amb aquest stock de dosi superior fins arribar a una concentracié de 200 uM com a dosi de
resisténcia. S’anomenen clons (RC1, RC2) perqué a la concentracié de 80 uM va haver una mort
massiva i nomes sobrevisqueren dues cel-lules a la placa que van ésser les Uniques capaces de

proliferar a aquesta concentracio i suportar els segtents increments de dosi de TMZ, aixi doncs es
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van separar aquestes dues poblacions resistents i sorgides a partir d’una tnica cél-lula i es van
anomenar RC1 i RC2.

Aquestes cél-lules han estat mantingudes en medi MEM complet amb 200 uM de TMZ en cultiu
en incubadors (Thermo Scientific®) en una atmosfera humida a 37°C, 5% de CO2 i 21% O,. Després
de la descongelacio, TMZ s’afegeix al dia segiient de la descongelacio i es mantenen constantment

amb 200 uM de TMZ durant el seu cultiu.

1.1.4 Generacio de U251-MG amb transfeccio estable amb GFP

La linia cel-lular U251-MG-GFP va ésser obtinguda del laboratori 13A de la Universitat de
Saragossa. Aquesta linia va ser transfectada de manera estable utilitzant el vector lentiviral GFP,
cedit amablement per el Dr. Prats de la Universitat Paul Sabatier, Toulousse, Franca.

Per a la incorporacio del GFP es van sembrar 5x10* cél-lules per pouet. El medi de cultiu va ser
substituit després de 24 hores per Protamine supplemented-OptiMEM (5 pg/ml, Sigma-Aldritch,
P4020) mesclat amb una suspensio lentiviral en una ratio 1:1. Després de 24 hores de transfeccio
el medi va ser reemplacat per medi de cultiu fresc i les cel-lules van ser cultivades de manera

habitual en 2D durant dues setmanes.

L’eficacia de la transfeccio va ésser verificada mitjangant microscopia de fluorescéncia i citometria

de flux (BD, FACSAria®) amb més d’un 90% de cél-lules positives per a GFP.

1.1.5 Descongelacio, manteniment i congelacio

Aliquotes tant de les linies cel-lulars com els cultius primaris séon guardades en nitrogen liquid per
emmagatzemar-les durant molts anys. Per tal de descongelar les cél-lules d’una manera adequada,
s’extrauen els criotubs del nitrogen liquid i directament es passen a un bany a 37°C, donat que per
una descongelacio optima €s necessari que aquesta sigui molt rapida. Una vegada descongelats els
tubs, el contingut es transfereix a un tub amb 10 ml amb medi complet i es centrifuga 5 minuts a
1000 rpm, s’elimina el sobrenedant per eliminar el dimetil sulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich® i el
pellet es sembra amb medi complert. Al dia segiient es canvia el medi per eliminar possibles
cel-lules mortes que puguin interferir en el cultiu.

Una vegada aquestes cél-lules arriben a la confluéncia, és necessari “dividir-les”. Breument, les

cél-lules es renten amb PBS 1x, i s’incuben amb tripsina-EDTA (Invitrogen®) a 37°C durant 3
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minuts. Quan les cél-lules estan desenganxades es transfereixen a un tub que conté medi complet,
de manera que el sérum inactivara la tripsina. Es centrifuguen 5 min a 1000 rpm i s’elimina el
sobrenedant. El pellet es resuspén en medi i la quantitat corresponent depenent de la dilucio es
sembra en una nova placa que contengui medi complet. Per regla general, en les linies cel-lulars de
GBM (A172, U251-MG i1 U87-MG) apliquem una diluci6 1:3, per les HEK 293T una dilucio6 1:10,
mentre que per als cultius primaris una dilucio 1:2. Les linies cel-lulars es passen dos cops per
setmana, mentre que els primaris degut a la seva baixa velocitat de creixement es passaran quan
arribin a confluéncia, pero en el cas dels primaris es canvia el medi dos cops per setmana.

Finalment, per congelar aliquotes de cel-lules en nitrogen liquid, aproximadament un mili6é de
cel-lules son resuspeses en 850 pl de FBS i transferides a un criotub on gota a gota afegirem 150 pl
de DMSO. Per a una congelacié optima, les cél-lules s’han d’anar refredant poc a poc, idealment,
a un grau per hora. En el nostre cas, transferim els criotubs a un tanc de congelaciéo a -80°C que
conté isopropanol, fent que 1’intercanvi de fred sigui lent durant 24 hores. Després d’aquest periode

les cél-lules son transferides al nitrogen liquid on poden romandre durant anys.

2. Cultius cel-lulars en 3 dimensions (3D)

2.1 Cultiu en cambres microfluidiques (Be-Gradient) 3D

Descripcio6 dels microdispositius Be-Gradient

El material del qual estan fets aquests dispositius €s el poliestiré. La geometria del dispositiu inclou
una cambra central de 2000 pm d’amplitud flanquejada per dues microcambres laterals de 700 pm
d’amplitud. La profunditat de la cambra és de 250 um el que permet el cultiu en 3D. La
microcambra central esta delimitada per pilars que connecten les microcambres laterals amb la

central i per les quals afegim el medi de cultiu.

La microcambra central es confina amb les cél-lules mesclades amb hidrogel creant el cultiu en 3D
i a través de les microcambres laterals arriben els nutrients i 1’oxigen a les c¢l-lules situades en la
microcambra central (Fig 16).

Els microdispositius Be-gradient venen degudament empaquetats de forma individual i esterilitzars,

ready to use. Aquests microdispositius han estat generats per la empresa Beonchip®.
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Figura 16. Representacio esquematica del microdispositiu Be-Gradient
de I’empresa Beonchip®. (A) Microcambra central, lloc de disposicio
de la mescla de hidrogel de col-lagen i cél-lules. (B) Microcambres

/B laterals preparades per [’adicio de mediu de cultiu o estimul.

Cultiu 3D al dispositiu Be-Gradient

Per a la preparacio del cultiu tridimensional varem fer servir cel-lules U251-MG-GFP en hidrogel
de col-lagen. Tots els reactius van ser mantinguts en gel fins al moment de confinar el xip. Es varen
tripsinitzar i comptar les cél-lules per tal d’obtenir una quantitat de 80x10° cél-lules/ml. La relacid
d’hidrogel de col-lagen i cél-lules va ésser 1:1. Per 200 pl de cél-lules i hidrogel de col.lagen es
varen necessitar 58.54 ul de col-lagen tipus I (4.01 mg/ml, Corning 354236); 1.46 pl de NaOH 1IN
(Sigma 655104); 20 ul de DMEM 5x (Sigma D5523), 100 pl de cel-lules en suspensié i 20 pl d’H,O
estéril. D’aquesta mescla (hidrogel i cel-lules) es van agafar 10 pl i van ésser injectats a la
microcambra central amb la finalitat de confinar-ho mitjangant la micropipeta. Es recomanable
depositar una gota sobre I’inlet d’entrada per evitar la evaporacio durant la manipulacié del xip.
Una vegada acabat aquest procés els dispositius es giren durant uns minuts a temperatura ambient
i després s’introdueixen a I’incubador (37°C i 5% CO;) durant 15 minuts per permetre la
polimeritzacié del hidrogel de col-lagen.

Posteriorment, es va introduir medi complet DMEM en cadascun dels canals laterals per abastir les
cel-lules d’oxigen i nutrients que difondran al llarg de la cambra central. També es va afegir 4 ml

de medi de cultiu a la placa Petri on estan els xips adherits.

A la figura 17 es mostra el procediment de confinament de xip Be-Gradient. (A) Per aconseguir
confinar el xip és imprescindible que aquest es trobi eixut en la seva totalitat. (B) Agafem 10 ul de
la mescla d’hidrogel de col-lagen i cél-lules situant la punta de la micropipeta sobre 1’inlet central
pressionant molt lentament per tal d’injectar el liquid dins el xip. (C i D) Quan el liquid arriba a
I’entrada de la microcambra s’ha de pressionar fins que entri dins ella. (E i F) Quan el front de la
mescla esta ja dins la microcambra, no és necessari continuar pressionant ja que si es deposita liquid
sobre I’inlet el sistema s’omplira espontaniament. (G) Una vegada ple el dispositiu és molt
important no pressionar ni injectar més liquid o es provocara la pérdua de confinament o invasio de

les microcambres laterals.
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Figura 17. Confinament del xip Be-Gradient, indicant en blau [’'ompliment de la camera.
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Les cel-lules es varen mantenir en cultiu 3D durant 72 hores. Les primeres 48 hores varen servir
per formar cadascuna de les parts que simulen el GBM amb la zona necrotica central, hipoxica (o
pseudopalicada) i normoxica, com es pot veure a la figura 18. En les darreres 24 hores es realitzen
els canvis de medi amb o sense drogues al llarg de les dues microcambres laterals de cada xip, aixi

com la placa que conté els xips.

Figura 18. Representacid de la situacié a les
48 hores després de la sembra de U251-MG-
GFP en el xip Be-Gradient. Extret de Ayuso
etal., (2016).
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3. Tecniques de DNA recombinant

3.1 Cultiu bacteria en medi LB

Per a la produccié d’ADN plasmidic recombinant es van utilitzar cultius de E.coli. Tots els plasmids

amplificats van ser d’alt nombre de copies.

Es va inocular un volum de 6 ml de LB (Luria-Bertani) 1x amb ampicil-lina (1:1000) (miniprep)
amb un raspat de superficie de glicerol-stock. Els bacteris es van deixar créixer a 37°C en tubs de
polipropilé no tancats herméticament per tal de permetre I’intercanvi gasos en agitacié vigorosa
(entre 120 i 140 rpm) entre 6 i 8 hores. La miniprep va ser directament transferida a un volum de

250 ml de LB 1x amb ampicil-lina (LB1:1000) (maxiprep) i cultivat en agitaci6é durant 18 hores.

3.2 Congelacié (glycerol-stock)

El medi LB 1x que conté E.coli expressant les diferents contruccions d’interés van ser mantingudes
indefinidament després de mesclar 500 pul de la maxiprep amb 500 pl solucié de glicerol 50% estéril
(v/v). Els stocks van ser criopreservats a -80°C. Per recuperar les construccions es va raspar la
superficie del glycerol-stock amb una punta de 20 a 200 pl esteril sense arribar a descongelar-ho i

es deixa créixer en minipreps.

3.3 Purificacio de plasmids

Els plasmids van ser purificats de cultius bacterians pel métode de la lisis alcalina (Bimboim and
Doly 1979). Varem utilitzar el kit de purificaci6 de DNA de Macherey-Nagel® seguint les
instruccions del fabricant i utilitzant les solucions incloses en ell i el DNA obtingut es va preservar
a -20°C.

3.4 Transfeccié amb el plasmid ptfLC3

El tandem ptfLC3 és una construccié plasmidica cedida pel Dr. Tamotsu Yoshimori (Universitat
de Tokio, Japd). Aquest plasmid conté un promotor, DNA codificant de la proteina LC3 i dues
proteines fluorescents pEGFP-LC3 (que atorga fluorescéncia verda) i mRFP-LC3 (fluorescéncia
vermella). Es van sembrar 7x10* cél-lules en plaques de 4 pous en medi MEM complet i 24 hores

després de la seva sembra, les cel-lules es van transfectar amb 100 pL de medi OptiMEM® que
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contenia 1 pg/100 pl de plasmid i 1,5 puL/100 pl de Lipofectamida 2000 (Invitrogen®). Després de
4 hores, el medi es va reemplacar per medi MEM complet. Les cél-lules es mantingueren a
I’incubador a 37°C i després de 48 hores de transfeccid van ser observades i fotografiades al
microscopi de fluorescéncia per ’avaluacio del flux autofagic a partir de la col-localitzacio de

pPEGFP-LC3 i mRFP-LC3.

3.5 Produccid de particules lentivirals
3.5.1 Produccio de lentivirus en linia cel-lular HEK 293T

Es va utilitzar un sistema de produccié de lentivirus que requereix I’expressio transitoria de tres
plasmids que a més compta amb una seqiiéncia LTR 3’ auto-inactivable en el vector pLKO.1 que

fa que la generacio6 de virus replicants competents sigui virtualment impossible.

Els lentivirus es van produir utilitzant cél-lules HEK 293T que van ser sembrades en una
confluéncia del 25% en una placa de 100 mm (P100). Al dia segiient, es van transfectar amb
polietilenamina (PEI; Sigma-Aldrich®) mesclant 5 ul de PEI 1x (10uM) per cada pg de DNA en 4
volums de soluci6 estéril de NaCl 150 mM utilitzan els segiients vectors i quantitats: 20 pg de
pLKO.1-shARN, 14 pg de #627 (codifica per a les proteines funcionals del virus) i 7 pug de #628
(codifica per a les proteines de I’embolcall). Després de 3 hores es va canviar el medi DMEM
complet i 72 hores més tard es recolli el sobrenedant, centrifugant-lo durant 5 minuts a 2500 rpm
per precipitar restes cel-lular i fent-ho passar per un filtre de 0.45um per eliminar restes cel-lular
que poguessin quedar al sobrenedant on tenim les particules viriques. Els lentivirus es conservaren

a -80°C en aliquotes.

3.5.2 Transduccio de linies cel-lulars mitjancant lentivirus

Un cop obtingut els virus aquests s’afegeixen al cultiu cel-lular (linies cel-lulars i cultius primaris)
a transduir en una dilucié 1:4 en el medi habitual i en preséncia de Polibré (Hexadimethrine
Bromide, un polimer catidnic que augmenta I’eficiéncia de la infeccio; Sigma-Aldrich®) a una
concentracio final de 1.75 pg/ml, en la campana Bio2A. Les linies cel-lulars i/ o cultius primaris es
deixen en contacte amb el virus durant 24 hores i posteriorment reemplacem el medi amb
I’antibiotic de seleccié (puromicina 2 pg/ml). L’experiment es processa després de 4 a 6 dies
després de la infeccié en dependéncia de I’experiment. L’eficiéncia del silenciament va ser validada

per RT-qPCR i/o per Western Blot (WB).
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4. Analisi de I’expressio génica

4.1 Obtencio d’ARN i sintesi de cDNA

L’RNA total va ser extret a partir dels cultius primaris i linies cel-lulars utilitzant el kit d’aillament
d’RNA total i proteina de Macherey-Nagel®, acoplat a la digesti6 de TDNAsa per prevenir la
contaminacié per DNA genomic, d’acord amb les instruccions del fabricant. Les concentracions
obtingudes de RNA total va ser determinades per 1’espectometre Nanodrop (ND-1000). La sintesi
de cDNA va ser realitzat per transcripcio reversa de mRNA utilitzant Tag-Man N808-0234 Reverse

transcriptor Reagents (Roche®).

El cDNA s’obté del RNA a partir de la reaccio de transcripcid reversa (RT), que es realitza segons
el protocol de I’enzim retro-transcriptasa de Tagman (Applied Biosystems®) a partir d’1 pg de RNA.
La reaccié cont¢ MgCl,, dNTPs, hexamers, inhibidors de RNases i la retrotranscriptasa en les
proporcions indicades pel distribuidor. Primer es posen les mostres de RNA (1 pg) 2 minuts a 90°C
i tot seguit s’hi afegeix la barreja de reaccid i s’inicia el programa de la transcripcio reversa: 10
minuts a 25°C, 60 minuts a 42°C i 5 minuts a 95°C. Quan acaba la reacci6, es procedeix a realitzar

la PCR quantitativa en temps real (RT-qPCR).

4.2 RT-gPCR

Per determinar els nivells d’expressio genica es va realitzar una PCR quantitativa a temps real (RT-
gPCR) de 100 ng de cDNA amb triplicats per cada mostra. La reaccid va tenir lloc en un volum
final de 20 pL constituits per 10uL de TagMan universal PCR master mix (Applied Biosystem) 1ul
de sonda corresponent i H,O Miliq estéril RNAsa fiee en un termociclador CFX96™ (Biorad®).
Tots els assajos es varen basar en sondes d’hidrolisi TagMan marcades amb FAM (green fluorescent
fluorophore 6-carboxyfluorescein). La reaccid es va realitzar en un primer pas per activar la reaccid
de 2 minuts a 50°C i 10 minuts a 95°C seguit de 44 cicles de 95°C durant 15 segons i 60°C 1 minut .
Els resultats van ésser obtinguts en forma de valor Ct (Cycle threshold) que representa el nombre
del cicle en el qual comenga la fase exponencial de la PCR. Per tant, una major expressio del gen a
la mostra comporta un valor més baix de Ct. Les variacions en els nivells geénics del cDNA es van

corregir mitjancant la resta dels cicles obtinguts de la PCR per al gen control GAPDH
(Gliceraldehid 3 fosfat deshidrogenasa). El métode AACt va ésser el seleccionat per a realitzar la

quantificacio6 relativa dels nivells geénics seguit la segiients formules matematiques.
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Per obtenir la quantitat relativa de mRNA de cada gen varem aplicar la segiient férmula:

ACt= Ct gen diana — Ct gen GAPDH

I respecte la mostra control:

A(ACt)= ACt mostra control — ACt mostra

A partir d’aquests calculs la concentraci6 relativa del mRNA respecte al control és 2 ““Y, De cada

mostra se’n fan tres répliques, de les quals es calculen la mitjana i errors estandard.

Les seqiiéncies de les sondes utilitzades es recullen a la Taula 10.

5. Analisi de I’expressio de proteines

5.1 Obtencié d’extractes proteics

Al finalitzar cadascun dels tractaments els cultius (linies cel-lulars o cultius primaris) varen ser
rentats tres vegades amb PBS 1x i lisats amb tamp0 de lisis (Tris 62,5 mM pH6,8 1 2% SDS). Aquest
pas es va realitzar rapidament per evitar la degradacid i que 1’extracte representi fidelment 1’estat
fisiologic de la cel-lula viva. Després d’aquest pas obtenim una barreja desnaturalitzada de

components cel-lulars.

5.2 Quantificacio de proteina total

Les proteines van ser determinades per el métode Lowry (Lowry et al., 1951). Aquest metode es

basa en la reaccié de Cu*, produida per l'oxidacié dels enllacos peptidics.

Com a control es va preparar una corba de calibraci6 de 1-15 pg/ml a partir d’una solucié estandard
de BSA (Albumina de Serum Bovi) de 1mg/ml (Biorad). Per a 1’assaig es quantifica I’absorbancia
de 2 pl de mostra a analitzar en una barreja de reactius A i S en proporcidé 50:1 (Bio-rad) i

quantificada la seva absorci6 a I’espectofotometre a una longitud d’ona de 595 nm.
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5.3 Preparacié de mostres i electroforesi en gels de SDS-PAGE

Els gels desnaturalitzants de poliacrilamida en preséncia de SDS s’utilitzen per a separar barreges
proteiques complexes segons el seu pes molecular. Es preparen a partir de la soluci6 ACRYL/BIS
™ (Amresco®), que €s una solucié al 40% acrilamida amb un 1% de bis-acrilamida. La reaccio de
polimeritzacio es realitza amb 0,1% de TEMED (Sigma-Aldrich®) com a iniciador de la reacci6 i

el persulfat d’amoni al 0,05 % com a catalitzador.

S’utilitzen gels discontinus, és a dir, formats per dos parts amb percentatges d’acrilamida diferents.
En la part superior (o gel concentrador) on es carreguen les mostres, fiquem un percentatge baix
d’acrilamida (5%) que es prepara en tampo Tris-HCL 0,5 mM a pH 6,8, i serveix per a portar totes
les proteines del pouet al mateix temps a I’entrada del gel separador. El gel separador es prepara en
tampd Tris-HCL 1,5 mM a pH 8,8, el seu percentatge d‘acrilamida depén del pes molecular de les
proteines que volem separar, i €s el que realment separa les proteines segons el seu pes molecular.
Per a proteines de baix pes molecular s’utilitzen gels amb un percentatge superior d’acrilamida que
I’utilitzat per a separar proteines d’alt pes molecular. Primer es polimeritza el gel separador en la
part inferior, 1 quan aquest estigui completament polimeritzat, construirem el concentrador a la part

superior on afegirem una pinta per tal de fer els pouets.

Les mostres ja quantificades es preparen afegint tamp6 de carrega 5x (10% SDS, 375 mM Tris pH
6,8, 50% glicerol, 25% B-mercaptoetanol i Blau de bromofenol, igualant tots els volums amb el
mateix tampo de carrega 1x. Després d’aixo es carreguen les mostres al gel. En un dels pous es
carrega un marcador de pes molecular pretenyit (Fisher Scientific®) per a poder interpretar quina és
cadascuna de les bandes que s’obtindran agafant-ho com a referéncia.

L’electroforesi es migra a un amperatge constant de 18 mA, tot i que quan les mostres entren al gel
separador es pot pujar a 22 mA, el gel es migra en tampd de migracioé (glicina 110 mM, Tris 24

mM, SDS 0,1%) en el sistema HoefferSE260 (Amersham Biosciences®).

5.4 Transferéncia de les proteines a la membrana

La transferéncia de proteines es fa en un sistema de transferéncia semisec. Primer de tot, i mentre
el gel esta corrent, cal hidratar la membrana de PVDF (Immobilon P, Millipore®) en metanol 100%
durant uns dos minuts i després cal submergir-la en tamp6 de transferéncia (48 mM Tris, 0,0375 %

SDS, 39 mM glicina) i 20% metanol (percentatge variable en funcié del pes molecular de les
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proteines a transferir; Exemple: per transferir Cav3.2 utilitzem 5% de metanol) en el qual també
s’ha de submergir el paper de transferéncia, per tal d’equilibrar-lo.

Un cop el gel acabi de correr també caldra submergir-lo en tamp6 de transferéncia durant un parell
de minuts. Un cop equilibrats es pot comencar la transferéncia: es col-loquen 2 papers de
transferéncia (Whatman) sobre I’anode, a sobre es posa la membrana de PVDF, a sobre el gel de
poliacrilamida, i dos papers de transferéncia més. Ens assegurem que no es formin bombolles entre
el gel i la membrana i posem la tapa (catode). La transferéncia s’inicia a un amperatge constant de
0,8 mA per cm” de membrana. La transferéncia dura 60 o 90 minuts en el cas de Cav3.2. El sistema

utilitzat és Hoeffer TE70XP (Amersham Biosciences®).

Després es procedeix a realitzar el bloqueig de la membrana amb Tris Buffer sali 0,01% Tween-20
(Sigma®) i 5% de llet descremada o 5% BSA (Fisher®) en funcié de la proteina a detectar (BSA
per fosfo-epitops), la membrana es manté durant 1 hora en agitaci6 a temperatura ambient. A
continuacid, es renta en TBS-T 1x (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween20).

Finalment es procedeix a la incubacié de la membrana amb 1’anticos primari (Taula 6) diluit en
TBS-T durant 30 minuts a temperatura ambient (només per P-actina) o 15-18h a 4°C en agitacio.
Després de tres rentats de 10 minuts cadascun amb TBS-T 1x, s’incuba la membrana amb 1’anticos
secundari corresponent (Taula 7) conjugat a peroxidasa durant 1 hora a temperatura ambient i en

agitacio.

5.5 Deteccid de proteines

Per a la deteccid de les proteines, es va utilitzar el sistema de quimioluminescéncia EZ-ECL
(Biological Industries®) i/o Super Signal (Thermo Scientific®) d’acord amb les instruccions del
fabricant i films reactius a quimioluminescéncia (Fujifilm®). Els nivells de B-actina aixi com el

blau de Naphtol varen ésser utilitzats per verificar les carregues dels carrils.

6. Assaigs de proliferacié i de viabilitat cel-lular

6.1 Recompte de la proliferacié mitjancant exclusiéo amb Blau Tripa

Aquest assaig s’utilitza per fer un comptatge directe de la viabilitat cel-lular ja que ens permet
diferenciar entre les ce€l-lules vives 1 les mortes. Les cél-lules vives, amb la membrana cel-lular

intacta, expulsen el Blau de Tripa, mantenint-se incolores, mentre que les cel-lules mortes es
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tenyeixen de blau. El reactiu de Blau de Tripa (Sigma-Aldrich) s’utilitza al 0,2 % 1 de la suspensio

de cel-lules resultant se’n compten 10 ul a la cambra de Neubauer.

Es sembren 20.000 cel-lules per pou (placa M24) en triplicats. Després de 24 hores es tracten les
cel-lules segons correspongui i es compten les cél-lules passades 24, 48 1 72 hores després del
tractament. Es renten les cél-lules amb PBS, es tripsinitzen i es centrifuguen. El pellet es resuspen
en 100 pl de medi i finalment es fa la tincio amb el Blau de Tripa, afegint 10 ul de colorant 0,4% a
10 pl de cel-lules. D’aquests, 10 pl es comptaran a la cambra de Neubauer, valorant cél-lules vives

1 mortes.

6.2 Assaig de viabilitat cel-lular WST-1

El reactiu WST-1 (basat en sals de tretrazolium) ens permet analitzar de forma indirecta la viabilitat
cel-lular. Es un assaig colorimétric, de quantificacio espectrofotométrica que es basa en la reduccid
de les sals de tetrazolium, WST-1, a sals de formazan mitjancant 1’accid de les succinat
deshidrogenases mitocondrials. Per tant, 1’assaig determina I’activitat enzimatica mitocondrial. Les
sals de formazan que es formen son solubles i donen un color groguenc que és quantificable a
I’espectrofotometre. La quantitat de cel-lules metabolicament actives és directament proporcional

a ’absorbancia obtinguda.

Es varen sembrar cadascuna de les linies cel-lulars (A172, U87-MG, U251-MG, RC2) en una
confluéncia d’entre el 70% al 75% en plaques de 96 pous (M96) i després de 24 hores s’afegiren
les diferents drogues (Taula 4). Es varen fer 3 répliques en cada punt de cada condicio. Despres de
48 hores es va afegir un 10% de reactiu WST-1 (Roche®) mesclat amb medi MEM complet en un
volum final de 50 ul per pou. Es manté la placa durant 60-90 minuts a I’incubador a 37°C i després
es valora el percentatge de cel-lules viables per colorimetria a 450 nm enfront d’un valor de
referéncia obtingut amb la lectura d’absorbancia a 650 nm, utilitzant un lector de plaques Epoch

Biotek Instruments USA amb el software Gen5 2.00.

6.4 Assaig clonogénic

La capacitat clonogénica d’una c¢l-lula ve donada, per la competéncia d’aquesta de formar una
colonia de cel-lules a partir d’una c¢l-lula individual. El proposit d’aquest tipus d’assaig en aquest
context és determinar la capacitat proliferativa d’un tipus cel-lular front un altre i I’efecte de

diferents tractaments sobre la proliferaci6 cel-lular
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Es sembren 500 cél-lules en una placa de 35mm (M6) de cadascuna de les linies cel-lulars a
analitzar i després de 24 hores es tracten. Les cél-lules es mantenen a 1’incubador durant 15 dies
realitzant canvis de medi cada 4 dies. Una vegada finalitzat ’experiment afegim un 10% del volum
de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) mesclat amb medi
MEM complet esperant aproximadament 1 hora a ’incubador a 37°C. Seguidament es fixa al 4%
de paraformaldehid (PFA) durant 15 minuts a temperatura ambient; passat aquest temps es renta el
PFA amb PBS 1X. El nombre de colonies es quantifica amb el programa de processament d’imatge

digital Image J.

6.5 Assaig de cicle cel-lular

Aquest tipus d’assaig ens permet determinar quin percentatge de c¢l-lules del cultiu es troba en els
diferents estadis de cicle cel-lular. Es varen recollir 1x10° cél-lules per condici6 (tractades i
controls). Es resuspenen les cel-lules en 500 pl de PBS 1x perque quedin ben individualitzades i
amb 1’ajuda del vortex es va afegint Iml per condici6 d’etanol 70% fred gota a gota amb la intencio6
de fixar les cél-lules; es deixen 2 hores a —20°C. Després de 2 hores, es centrifuguen les cél-lules i
es decanta 1’etanol 70%, es fa un rentat amb PBS 1x i es resuspen el pellet amb 500 pl de solucio
de lodur de Propidi 0,02 mg/ml (1/500) i RNasa 10 mg/ml (1/200) (Sigma®) amb PBS 1x. Es deixen
els tubs a 37°C durant 30 minuts i es processa cada mostra valorant-se el contingut de DNA cel-lular
per incorporacio de lodur de propidi (emissio fluorescent entre 562-588 nm), podent diferenciar les
cel-lules apoptotiques (<2n), cél-lules en fase Go/G; i cel-lules en proliferacié (fase S/G2-M, > 2n).

Es va utilitzat el citometre FACSCanto medint I’emissi6 del iodur de propidi.

6.6 Assaig d’annexina

La peérdua d’asimetria en els fosfolipids de la membrana plasmatica és un signe caracteristic de
I’apoptosi, donant lloc a D’externalitzacié de la fosfatidilserina (PS) com a senyal per al
reconeixement per part dels macrofags de les cel-lules apoptotiques. Aixd permet 1'ds de
I’annexina-V, proteina anticoagulant que s’uneix a la PS en la superficie de les cél-lules per a la
deteccid de 1’apoptosi primerenca (Koopman et al. 1994). La combinaci6é d’annexina V-FITC i
lodur de propidi permet diferenciar entre cél-lules apoptotiques en estadis primerencs d’aquest
procés (només annexina V positives) i cél-lules apoptotiques tardanes o necrotiques (annexina-V i

lodur de propidi positives).
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Es varen plantar 25x10* cél-lules a plaques de cultiu de 35 mm (P35). Després d’aplicar els
tractaments adients, es va recollir tant el sobrenedant com les cél-lules adherides de cada condicio
experimental. Es va resuspendre cada mostra amb 100 pl d’ Annexina V Binding Buffer 1x (BD D
Falcon®), afegint 3 ul d’Annexina V (FITC Immunotools®) i 2 pl de Iodur de Propidi (0,02 mg/ml;
Sigma-Aldrich®). Es conservaren les mostres durant 15 minuts a temperatura ambient i

s’analitzaren els resultats al citometre FACSCanto utilitzant el software Win MDI 2.9.

7. Técniques d’imatge

7.1 Immunofluorescéncia

Les c¢l-lules es sembraren a un 70% de confluéncia sobre cobreobjectes pretractats amb Poli-D-
Lisina (15 pg/ml). Les cel.lules es van fixar amb PFA al 4% (15 minuts a temperatura ambinet) i es
van fer tres rentats amb PBS 1x. Posteriorment, es van bloquejar i permeabilitzar les cel-lules amb
solucio de bloqueig que conté 5% Horse Serum (Thermo Fisher®), 5% FBS (Thermo Fisher®™) 0,2%
Glicina (Panreac), 0,1% Trité X-100 (Merck Millipore®) en PBS 1x durant 1 hora a temperatura
ambient. Després es va incubar amb 1’anticos primari diluit en la mateixa solucio de bloqueig durant
18 hores a 4°C i es van realitzar tres rentats en PBS 1x. A continuacid, 1’anticos secundari
fluorescent es va diluir 1/600 en la solucid de bloqueig i per tal de marcar els nuclis es va incloure
a la mescla el colorant Hoechst a una dilucié 1/400 (incubaci6 de 40 min a temperatura ambient en
obscuritat) (Taules d’anticossos primaris i secundaris 6 i 7). Finalment es van realitzar 3 rentats
amb PBS 1x i es va muntar el cobreobjecte sobre un portaobjecte de vidre utilitzant una gota de
Mowiol.

L’observaci6 i la presa de fotografies es va fer al microscopi optic invertit d’epifluorescencia
Olympus IX70 (10x 0,3 NAi20x, 0,4 NA) i equipat amb camera (Olympus OM-4 Ti). Les imatges

es van prendre utilitzant el programa DPM manager.

7.2 Mesures de calci intracel-lular per immunofluorescéncia

Les mesures de calci intracel-lular es van realitzar amb el Kit Abcam Fluo-8-No Wash (ab112129)
que detecta la mobilitzacid de calci intracel-lular per fluorescéncia. Es van sembrar 40.000 cél-lules

de GBM A172 per pou en plaques de M96 de parets negres i base transparent, amb medi complet
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EMEM i es van mantenir a I’incubador durant 24 hores. Després d’aquest temps les cél-lules que
pertocaven es van tractar amb el bloquejant de TT-CC NNC-55 a 10 uM durant 4 hores i
seguidament es van netejar amb PBS 1x. El segiient pas va ser afegir 100 puL per pou de solucio6 de
carrega Fluo-8 dye i s’incuba durant 1 hora a I’incubador. Finalment les mesures de calci per
fluorescencia es van fer al fluorimetre TECAN, Indinit M200, essent capaces de monitoritzar la
intensitat de fluorescéncia a una longitud d’ona d’excitacié de 490nM 1i recollint el senyal a una

longitud d’ona de 525nM.

8. Altres técniques

8.1 Técniques bioinformatiques

S han utilitzat les segiients bases de dades:
e Gliovis (http://gliovis.bioinfo.cnio.es/)
Portal per a I’analisi de 1’expressid génica en tumors cerebrals (Bowman et al., 2017).
e cBioPortal (http://www.cbioportal.org/)
Ofereix la possibilitat de visualitzar, analitzar i descarregar una gran quantitat de dades

genomiques de maltiples tipus de cancers. (Gao et al., 2013)

Analisi d’imatges
e Image J (National Institutes of Health)
Software gratuit utilitzat per I’analisi d’imatges (area i intensitat) de immunotincions i

densitometria de Western blot.

8.2 Avaluacio estadistica de les dades

Les dades han estat presentades com a mitjanes + error standart (SEM), amb el nombre
d’experiments (n) indicat entre paréntesi, essent 3 el minim d’experiments independents realitzat
per a cada assaig. La significacio estadistica (p-valor) ha estat calculada mitjancant el test T Student.
Els asteriscos (*, ** 1 ***) indiquen els distints graus de significacio estadistica (p < 0.05, p <0.01

ip <0.001, respectivament).
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9. Materials

9.1 Agents farmacolagics

Droga Proveidor

Bafilomicina- Santa Cruz

Ailomicina A

Rapamicina Sigma-Aldrich
Cloroquina Sigma-Aldrich
Puromicina Sigma -Aldrich
Mibefradil Sigma-Aldrich
NNC-55 Alomone

CsA Sigma-Aldrich
Bapta-AM Sigma-Aldrich

Temozolomida Sigma-Aldrich

CICo Sigma-Aldrich

N° Cataleg

Sc-201550

R8781
C6628

P7255
M5441
N206
30024
A1076
T2577
769495

Taula S. Farmacs utilitzats en aquest treball.
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Concentracio
Stock
500 uM

2 mM
250 mM

1 mg/ml
10 mM
20 mM
100 mM
10 mM
50 mM
25 mM
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Diluent

DMSO

DMSO
PBS 1x

H,O
HO
H,O
DMSO
H,O
DMSO
HO
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9.2 Llistat d’anticossos primaris

Anticos
AtgS
Beclinl

Cav3.2

Gadd153
Lampl

SQSTMI, p62

TFEB

Grp78, a-Bip

Ubiquitina
p-eiF2
B-actina
LC3
P-AMPK
HIF-10

P- p70 S6K
p-AKT
p-ERK

Taula 6. Anticossos primaris utilitzats a aquest treball. ICQ: Immunocitoquimica, WB: Western

Blot.

Proveidor

Sigma

Novus Biologicals

Bcen Antibodies

Santa Cruz

Hybridoma bank

Novus Biologicals

Bethyl

Sigma

Santa Cruz

Cell Signaling

Sigma

Novus Biologicals

Cell Signaling
BD

Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling

N° Cataleg
A2859
NB110-
87318

Sc-7351

NB P1-
48320
A303-672A

G904

Sc-8017
Cs-9721
A5441
NC100-2331
Cs-2532
610958
Cs-9204
Cs-4058
Cs-4370
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Aplicacié
WB
WB

WB
ICQ
WB
WB
1CQ
WB

WB
1CQ
WB

WB
WB
WB
WB
WB
WB
WB
WB
WB

Dilucié
1:2000
1:10.000

1:100

1:100
1:200

1:50

1:4000

1:1000
1:100

1:3000
1:500

1:1000
1:5000
1:3000
1:1000
1:250

1:1000
1:1000
1:1000



9.3 Llistat d’anticossos secundaris

Anticos
Ratoli-
HRP
Conill-IgG
HRP
Cabra-IgG
HRP

Mouse IgG
AlexaFluor 594

Mouse IgG
Alexa Fluor 488

Rabbit IgG
Alexa Fluor 488

Mouset IgG
Alexa Fluor 488

IgG

Proveidor

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Molecular
Probes

Molecular
Probes

Molecular
Probes

Molecular
Probes

N° Cataleg

A9044

A0545

A5420

A11005

A11029

A11034

A1103*

Aplicacié

WB

WB

WB

ICQ

1CQ

1CQ

ICQ

Materials i Métodes

Dilucié

1:10.000

1:10.000

1:10.000

1:600

1:600

1:600

1:600

Taula 7. Anticossos secundaris utilitzats a aquest treball. ICQ: Immunocitoquimica; WB: Western

Blot.

9.4 Llistat de plasmids

Gen
Ptf-L.C3

Plasmidi

p-EGFP-C1+mRFP

Cedit per

T.Yoshimori (Osaka University, Osaka, Japan)

Taula 8. Construccio plasmidica de sobreexpressio utilitzada en aquest treball.
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9.5 Llistat de contruccions sShRNA

Vector

PkLopuro
PkLopuro
PkLopuro
PkLopuro
PkLopuro

Gen

scrambled
CACNAIG, Cav3.1
CACNAIG, Cav3.1
CACNAIH, Cav3.2
CACNAIH, Cav3.2

Taula 9. shRNAs utilitzats en el nostre estudi.

9.6 Llistat de sondes RT-gPCR

Gen

CACNAIG, Cav3.1
CACNAIH, Cav3.2
SQSTM, p62
GAPDH

Taula 10. Primers utilitzats per a la RT-gPCR.

Espécie
Huma
Huma
Huma

Huma

Proveidor

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Proveidor

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
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Codi

TRCN0000000001
TRCN0000044239
TRCNO0000430515
TRCN0000044209
TRCN0000044210

Codi

Hs00234934 m1
Hs00367969 m1
Hs00177654 m1
Hs99999905 m1
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Resultats

1.1 Els TT-CC es troben expressats en Astrocitomes, GBM primari i GBM recurrent

El calci té un paper molt important en la senyalitzacio6 cel-lular, controlant processos vitals com la
proliferacio, diferenciacio, creixement i apoptosi (Santoni et al., 2012). Treballs previs descriuen
una sobreregulacio en I’expressio dels canals de calci de tipus T (TT-CC) en cél-lules de melanoma,
comparat amb melanocits normals (Das et al., 2012). Recentment s’ha establert també la relacio
entre la sobreregulaci6 de la isoforma CACNAI1H (Cav3.2) en casos de melanoma metastatic en
comparacié amb el melanocit i el melanoma, considerant aquest canal com a potencial marcador de

mal pronostic, associat a una disminucio de la supervivéncia del pacient (Maiques et al., 2017).

També s’ha descrit que les cél-lules de GBM expressen diferents isoformes de TT-CC (Cav3.1,
Cav3.2 i Cav3.3) i que aquesta expressio incrementa la susceptibilitat de les cél-lules de GBM als

efectes derivats del bloqueig dels TT-CC (Latour et al., 2004; Zhang et al., 2017).

Per la importancia del calci com a segon missatger i regulador de multiples vies de senyalitzacid
capaces de definir el desti cel-lular, es va investigar I’expressio dels TT-CC en diferents tipus de
mostres de GBM. Els nostres models d’estudi de TT-CC han estat tumors primaris establerts en
cultius in vitro, derivats de biopsies de pacients (cedides des de 1’Hospital Universitari Arnau de
Vilanova), teixit de GBM primari i la seva recurréncia aparellada (Biobancs de la Xarxa Nacional
de Biobancs), linies cel-lulars de GBM i linies cel-lulars resistents al tractament amb Temozolomida

(creades en el nostre laboratori de I’'IRB Lleida).

L’exposicio dels resultats s'inicia amb la part descriptiva de 1’estudi d’expressio a nivell d’'mRNA
de Cav3.1 i Cav3.2 en els casos primaris derivats de biopsies de pacients (incloent casos
d’astrocitomes de grau I i GBMs de grau IV) i GBMs amb les seves recurréncies aparellades (Fig
19). A la figura 19A es presenten dos astrocitomes (C1 i C17) i tres GBMs (C18, C65, C83).
L’expressio de TT-CC en els gliomes es va valorar per RT-qPCR i va ser relativitzada als nivells
d’expressio presents a 1’astrocitoma C7 (grau II). Observem que tots els casos primaris expressen
tant Cav3.1 com Cav3.2; no obstant els GBMs presenten una expressio significativament menor de
Cav3.1 que els astrocitomes, mentre que no trobem diferéncies significatives d’expressio de Cav3.2

en aquestes mostres, comparant amb el cas C7. L’expressio de Cav3.3 va ser indetectable.

Varem voler contrastar aquests resultats amb un analisi in silico utilitzant la base de dades GlioVis
(http://gliovis.bioinfo.cnio.es/) i la plataforma d’analisi Rembrandt que ens permet comparar els
nivells d’expressid6 d’mRNA de Cav3.1 en mostres de teixit no tumoral respecte astrocitomes i
GBMs. Observem que no mostra diferéncies significatives en 1’expressio6 de Cav3.1 entre

astrocitomes i GMBs tot i es tendeix a I’increment de Cav3.1 en GBM respecte astrocitomes. Per
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altra banda 1’analisi en aquesta plataforma (Rembrandt) conclou que els GBMs presenten
significativament menys transcrit de Cav3.1 que teixit no tumoral. A la figura 19C es pot veure
que, tal com s’ha descrit a la figura 19B, els GBMs presenten significativament menys transcrit de
Cav3.1 que el teixit no tumoral també observem que els nivells d’expressio de mRNA de Cav3.2
son significativament inferiors en GBMs respecte teixit no tumoral, tal com passa amb la isoforma

1 (Cav3.1).
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Figura 19. Expressio de TT-CC en astrocitomes i GBMs primaris i recurrents. (4) Nivells
d’expressio de Cav3.1 i Cav3.2 obtinguts per RT-gPCR en astrocitomes i GBMs normalitzats
respecte els nivells d’expressio de GAPDH i comparats amb el cas C7. Els valors corresponen a
les mitjanes i les barres d’error a les desviacions estandards (sem) derivades de com a minim tres
experiments independents realitzats per triplicat (* p <0.5; **p <0.01,; ***p <0.001). (B) Estudi
dels nivells de mRNA de Cav3.1 en mostres no tumorals, oligodendrogliomes, astrocitomes i GBMs
analitzats mitjiancant la plataforma Gliovis (*** p < 0.001 (test de Turkey)). (C) Analisi in silico
dels nivells de mRNA de Cav3.1 (CACNAIG) en teixit no tumoral (10 mostres) versus GBMs (528
mostres) fent servir la base de dades TCGA_GBM; plataforma: Hg UI33A. (¥** p <0.001 (test de
Turkey)). (D) Analisi in silico dels nivells de mRNA de Cav3.2 (CACNAIH) en teixit no tumoral (10
mostres) versus GBMs (528 mostres) fent servir la base de dades TCGA GBM, plataforma:
Hg UlI33A4 (*** p <0.001 (test de Turkey)).
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Una vegada obtingudes (in silico) les diferéncies d’expressio de Cav3.1 i Cav3.2 entre teixit no
tumoral i GBMs, es va estudiar amb la plataforma cBioPortal (http://www.cbioportal.org/) la
supervivencia dels pacients amb tumor de GBM en funcié de la preséncia o abséncia d’alteracions
en els gens CACNA1G (Cav3.1) i CACNAI1H (Cav3.2) (Fig 20A); dins alteracions s’inclouen
multiples modificacions transcripcionals com sobreregulacions, down-regulacions, mutacions per
truncament, amplificacions del gen o mutacions sense sentit. El pacients de GBM amb alteracions,
tant al gen CACNA1G com CACNAI1H, tendeixen a presentar menors taxes de supervivencia (Fig
20B).

A

CACNAIG 15% 0

Genetic Alteration mRMA Upregulation ™ Truncating Mutation (putative passenger)
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Figura 20. Els pacients amb alteracions als gens CACNA1G i CACNAI1H tendeixen a
presentar menors taxes de supervivéncia. (4) A dalt: TGCA analisi d ’expressio de mRNA Cav3.1
(CACNAIG). De 136 mostres es van trobar 20 sobreregulacions i 1 mutacio per truncament.
Inferior: TGCA analisi d’expressio d’'mRNA de Cav3.2 (CACNAIH). De 136 mostres trobem 1
amplificacio, 1 mutacio sense sentit, 12 sobreregulacions i 1 down-regulacio. L'expressio del mRNA
es va quantificar amb la plataforma RNASeq V2 RSEM, amb z-score threshold de + 1,0. (B)
Supervivéncia global Kaplan-Meier. Estimacions per a pacients amb GBM que presenten
alteracions en els gens CACNAIH i CACNAIG. Alteracions en ambdos gens va presentar una

tendencia cap a una supervivencia més curta del pacient.
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A més d’analitzar els nivells d’mRNA de TT-CC en mostres derivades de pacients, es realitza un
estudi descriptiu dels nivells d’expressio d’mRNA de TT-CC en les linies cel-lulars de GBM A172,
U87-MG 1 U251-MG (Fig 21A). Els resultats de les linies U87-MG i1 U251-MG s’expressen en
comparacio als presents en la linia A172, la qual s’ha representat amb valor de 1. Els resultats
indiquen que la linia de GBM A172 presenta una major expressio de Cav3.1 i Cav3.2 respecte les
altres dues (U87-MG i U251-MG). A més, en la linia U87-MG només es detecta Cav3.1 i la linia
U251-MG expressa Cav3.1 i Cav3.2 perd en menor mesura. Els resultats per Cav3.2 en les linies
A172 i U87-MG van ser validats per Western Blot (Fig 21C) on podem veure que els nivells

d’expressio d’mRNA van en concordanga amb els nivells proteics

La Temozolomida (TMZ) és I’agent alquilant oral utilitzat per al tractament del GBM primari. No
obstant, prop del 50% dels pacients no responen al tractament amb aquest farmac degut a la
sobreexpressid de ’enzim reparador O6-metilguanina-metil-transferasa (MGMT) que permet la
reparacié del DNA, resultant en una manca d’efecte del tractament i la recurréncia del tumor (Lee

etal., 2016).

A la figura 21B es comparen els nivells d’expressiéo de Cav3.1 i Cav3.2 de les linies resistents al
farmac TMZ, RC1 i RC2 versus la linia A172. Aquestes linies van ser establertes al laboratori a
partir de la linia A172. S’observa com ambdues linies resistents presenten una sobreregulacio de
Cav3.1 respecte la linia parental. Quant a ’expressié de Cav3.2 en les linies resistents a TMZ,
només hi ha diferéncies en RC2 respecte a la linia cel-lular original (A172), mostrant un lleuger
augment significatiu de Cav3.2. Aquest resultat va poder ser validat tamb¢ a nivell de proteina per

WB (Fig 21C), obtenint un augment de Cav3.2 en RC2 versus A172.

També vam estudiar els nivells d’expressio de Cav3.1 i Cav3.2 en GBMs primaris respecte la seva
recurréncia aparellada (Fig 21D). Podem veure una tendéncia (en 3 de 5) dels casos, on el GBM
recurrent sobreexpressa Cav3.1; en canvi, observem una inclinacié a la disminucié de 1’expressio
de Cav3.2 en 3 de 4 recurréncies en comparacio amb el seu GBM primari. Aixi doncs els resultants
obtinguts en les linies resistents (Fig 21B) concorden amb els resultants obtinguts a partir de les
biopsies derivades de pacients de la figura 21D, validant el nostre model de resisténcia, i

demostrant la sobreexpressio de Cav3.1 en GBM recurrent i també de Cav3.2 en RC2.
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Figura 21. Expressié diferencial de TT-CC en les linies cel-lulars de GBM, linies de GBM
resistents a Temozolomida i mostres aparellades de teixits de GBM primaris i recurrents. (4)
Representacio grafica dels valors obtinguts per RT-gPCR en les linies cel-lulars de GBM A172,
U87-MG i U251-MG i resultats normalitzats respecte els nivells d’'mRNA de GAPDH. (B) Grafic
representatiu dels valors obtinguts per RT-gPCR comparant la linia cel-lular GBM A172 amb les
linies cel-lulars RC1 i RC2 (GBM resistents a TMZ) obtingudes a partir de dos diferents clons
resistents al farmac. Els valors corresponen a les mitjanes i les barres d’error a les desviacions
estandards (sem) derivades de com a minim tres experiments independents realitzats per triplicat
(*p <0.5; ** p <0.01; ** p <0.001) (C) Superior: Immunoblot contra Cav3.2 en les linies
cel-lulars de GBM A172 i U87-MG. Inferior: Immunoblot contra Cav3.2 en la linia cel-lular de
GBM A172 i la linia resistent a TMZ RC2. 3- actina va ser utilitzada com a control de carrega. (D)
Grafic obtingut a partir de [’analisi dels valors d’expressio per RT-qPCR de Cav3.1 i Cav3.2 en
biopsies aparellades de GBM primari i la seva recurrencia. Els valors corresponen a les mitjanes
i les barres d’error a les desviacions estandards (sem) derivades de com a minim tres experiments

independents realitzats per triplicat (*p < 0.5; **p <0.01; *** p <0.001).
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1.2 Establiment i validacio de les linies resistents a TMZ generades a partir de la linia de GBM
Al72

Les linies cel-lulars resistents al quimioterapéutic TMZ es van crear al laboratori a partir de la linia
cel-lular A172, la qual es va exposar a dosis creixents del farmac fins a una concentraci6 final de
200 uM, concentraci6 a la qual la linia cel-lular parental és incapag de proliferar pero si les linies
resistents RC1 i RC2. Es tracta doncs d’un model de creacid de resisténcia escalat, partint de dosis
baixes (20 uM) i amb increments constants fins aconseguir seleccionar cel-lules capaces de
proliferar a concentracions elevades de TMZ.

A la figura 22 s’evidencia que el model de linia cel-lular és resistent al farmac TMZ comparat amb
la linia parental. A la figura 22 A s’observen fotografies en contrast de fase de la linia cel-lular A172
i la linia resistent RC2, ambdues amb preséncia i abséncia de TMZ en el medi de cultiu. Mentre que
la linia cel-lular A172 no prolifera en preséncia del quimioterapéutic, la linia RC2 no veu afectat el
seu creixement en presencia de TMZ. A més, a la figura 22B i 22C s’adverteix que el tractament
amb TMZ redueix el nombre de colonies cel-lulars en assaigs clonogenics només en la linia cel-lular
A172. Aixi mateix, la TMZ redueix la viabilitat cel-lular (mesurada en assaigs WST-1) en un 80%
en la linia A172. En canvi a la linia RC2, la capacitat de proliferar en colonies no es veu alterada
(Fig 22B), aixi com tampoc la viabilitat cel-lular, la qual de fet sembla incrementada en presencia
del farmac (Fig 22C). El creixement cel-lular (mesurat pel comptatge de cél-lules vives negatives
per la tinci6 amb Blau Tripa) només és significativament minvat en el cas de la linia A172 en
preseéncia de TMZ vers la linia A172 en condicions basals, mentre que la linia resistent RC2 (amb
o sense farmac) prolifera de forma semblant a la seva linia parental (Fig 22D), demostrant aixi la

formacio de linies cel-lulars resistents a TMZ com a models in vitro de quimioresisténcia.

Pel que respecta a la linia cel-lular resistent a TMZ RC1, derivada de la linia cel-lular A172, aquesta
va ésser creada en paral-lel a la linia RC2 i cultivades, ambdues a una dosi de 200 uM de TMZ.
L’analisi per RT-qPCR (Fig 21B) revela que RC1 presenta una expressié incrementada de Cav3.1
respecte a la linia parental (A172), a I’igual que RC2. A més, €s capac de créixer a elevades dosi de
TMZ (dades no mostrades), confirmant que es tracta d’una segona linia resistent al
quimioterapéutic. Tanmateix, la linia resistent més emprada en aquest treball ha estat la RC2.

La linia resistent RC2 s’ha utilitzat per estudiar I’expressié de TT-CC (Fig 21B), aixi com
I’autofagia respecte la linia cel-lular parental (veure més endavant, Figs 23 i 24). Tamb¢ és rellevant
investigar possibles diferéncies quant a la sensibilitat als bloquejants de TT-CC respecte de linies

de GBM no resistents (Fig 26B), amb possibles implicacions terapeutiques.
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Figura 22. Taxes de proliferacio, creixement i viabilitat en les linies A172 i RC2 en preséncia
i abséncia de TMZ. (4) Imatges representatives en contrast de fase de les cél-lules A172 i RC2
amb i sense TMZ. (B) Assaig clonogeénic de les cel-lules de GBM A172 i RC2 tractades amb
Temozolomida durant 15 dies respecte a les mateixes linies cel-lulars no tractades. (C) Assaig de
viabilitat de les céel-lules A172 i RC2 als 5 dies després del tractament amb Temozolomida a una
dosi unica de 200 uM. (D) Corba de creixement de les linies cel-lulars A172 i RC2 en preséncia de
200 uM de TMZ i abséncia del farmac TMZ.

Cada vegada més estudis reforcen la implicaci6é de la TMZ sobre la induccid d’estrés, 1’activaciod
de ’UPR i I’autofagia en cél-lules de glioma (Koukourakis et al., 2016). Es va voler comprovar
quin era I’efecte de I’exposicid de les cél-lules de GBM A172 a elevades dosi de TMZ (200 uM, 6h
i 72h) i comprovar si aquest efecte era el mateix en la linia resistent RC2 (Fig 23). Amb aquesta
finalitat, es van realitzar immunoblots contra proteines associades a 1’estres de reticle i I’autofagia.
Els resultats obtinguts mostren que a nivell dels marcadors d’UPR analitzats 1’nic que
s’incrementa amb el tractament amb TMZ i en RC2 ¢és p-EIF2a (Fig 23A). A més, els marcadors
d’autofagia (Beclin-1, p62, p-AMPK, atg5-atgl2) es troben clarament sobreregulats respecte el seu
control sense tractar i en RC2 (Fig 23B). A més, a I’observar I’increment en els nivells de proteina
p62 (Fig 23B) de la linia cel-lular RC2 respecte A172, varem realitzar experiments de RT-qPCR
per tal de comprovar si els nivells d’mRNA de p62 es trobaven augmentats. Els resultats van

confirmar que RC2 presenta nivells augmentats d’expressio de p62 respecte la linia parental A172
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(Fig 23C), d’acord amb 1’augment d’altres marcadors autofagics (Fig 23B).
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Figura 23. Els tractaments aguts i cronics amb TMZ condueixen a una elevacio dels nivells de
p-AMPK, p-eiF2a aixi com proteines autofagiques. (4) Cél-lules A172 van ser tractades amb
TMZ 200 uM durant 6 h i 72 h i les RC2 mantingudes o no amb la mateixa dosi de TMZ. Es van
analitzar els nivells de fosforilacio de p-AMPK, p-elF2a. i els nivells de GRP78 i de GADDI153. f3-
actina s utilitza com a control de carrega. (B) Els mateixos lisats es van utilitzar per analitzar els
nivells de les proteines d’autofagia Lampl, Beclinl, p62 i Atg5-Atgl?2. 3-actina es va utilitzar com
a control de carrega. (C) Els nivells d’'mRNA de p62 s analitzaren per RT-qPCR i els resultats es
van normalitzar respecte els nivells de GAPDH. Els valors corresponen a les mitjanes i les barres
d’error a les desviacions estandards (sem) derivades de com a minim tres experiments independents

realitzats per triplicat en les linies cel-lulars A172 i RC2 (** p <0.01).

Havent observat aquest increment en les proteines d’autofagia, es va voler corroborar els resultats
obtinguts per Western blot realitzant la transfeccio amb el plasmidi tandem (ptLC3/mRFP-GFP)
per tal de monitoritzar el flux autofagic (Kimura et al., 2007) en la linia RC2 versus A172. El
plasmidi tandem (ptLC3/mRFP-GFP) és una construccidé que permet la sobreexpressié de la
proteina autofagica LC3 associada amb les proteines fluorescents mRFP i GFP. La proteina GFP
perd la fluorescéncia a pH acid, per tant, una vegada es fusionen 1’autofagosoma i el lisosoma

aquesta proteina perd emissié verd fluorescent, quedant només la fluorescéncia vermella. Aquest

80



Resultats

assaig ens permet aixi distingir els autofagosomes, on la fluorescéncia sera groga degut a la
colocalitzacié verd i vermell, dels autofagolisosomes que mostraran fluorescéncia vermella degut

a la pérdua de la fluoréscencia verda dins dels lisosomes.

Per aquest tipus d’assaig és imprescindible la preséncia de controls positius (induccié d’autofagia)
i negatius (bloqueig de I’autofagia). Com a control d’induccié d’autofagia utilitzem la Rapamicina
(500 nM /24 hores), coneguda per ser un inhibidor d’'mTOR i activador de I’autofagia. Aixi, en
aquesta condicid s’observa un increment de marcatge en punts vermells (autofagolisosomes)
respecte del control. Com a control de bloqueig de I’autofagia utilitzem la Cloroquina (25 nM / 24
hores), farmac antipaliidic que s’ha demostrat que bloqueja 1’autofagia produint un patré de punts
grocs (autofagosomes). A la figura 24A podem observar amb les imatges preses al microscopi de
fluorescencia com la linia cel-lular resistent al farmac TMZ, RC2, presenta un marcatge amb
predomini de punts vermells, que representa un clar increment del flux autofagic respecte a la linia

parental de la que deriva, no resistent al farmac.
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Figura 24. La linia cel-lular RC2, resistent a TMZ, presenta un increment del flux autofagic
respecte a linia cel-lular parental A172. (A) Imatges representatives de les cel-lules A172
transfectades amb el plasmidi ptfLC3 i tractades amb cloroquina (bloquejant d’autofagia) o
rapamicina (inductor d’autofagia). Cel-lules amb puntejat de LC3 groc degut a la colocalitzacio
de la fluorescencia vermella i verda mostren els autofagosomes. Ceél-lules amb puntejat vermell,
indiquen la preséencia d’autofagolisosomes. El nombre de punts per cel-lula, verds i vermells, van
ser comptats i representats al grafic de barres situat a la part inferior de les fotografies. Les dades
corresponen a la mitiana = sem de com a minim 10 cél-lules diferents en 10 camps en tres

experiments independents (*** p <0.001).
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Es van realitzar comptatges dels punts verds i vermells en tres experiments independents per tal
d’obtenir la quantificacid que es pot veure a la dreta de les fotografies, demostrant que la linia
resistent presenta una autofagia basal exacerbada en relacio a la linia cel-lular parental de GBM de

la que es deriva.

1.3 L’expressié de TT-CC en GBM es regula per normoxia/hipoxia

El GBM ¢és un tumor amb arees d’elevada proliferacié microvascular i alhora focus necrotics
rodejats per arees d’elevada densitat cel:lular amb una menor concentracid d’oxigen i disponibilitat
de nutrients conegudes com pseudopalissades (Ayuso et al. 2017).

S’ha demostrat I’augment de 1’expressio de Cav3.2 en condicions d’hipoxia (1% O>) en cel-lules
mare de glioma (Zhang et al., 2017), aixi com en el melanoma, on s’ha establert una relacié entre

I’hipoxia, la sobreregulacio del Cav3.2 i I’estadi de progressio del tumor (Maiques et al. 2017).

Els nostres resultats demostren que tant en les linies cel-lulars de GBM estudiades, com la linia
cel-lular resistent a TMZ RC2 exposades a una baixa concentracié de O, (2% O,) sobreexpressen
Cav3.2 (Fig 25B i D) en comparacio a la mateixa linia en condicions de normoxia (21% O,). A més,
aquesta sobre regulaci6 de Cav3.2 en condicions hipoxiques (2% O) s’acompanya d’una
disminucio en els nivells d’expressio de mRNA de Cav3.1 (Fig 25A) i ’augment esperat de HIFla
(Fig 25B). S’han descrit que les condicions fisiopatologiques, en quant al percentatge d’oxigen, en
el GBM varien entre un 1% O, iun 5% O, (Hou et al., 2015; Lemaire, et al., 2015; Richards et al.,
2016). Al nostre laboratori hem treballat a un percentatge del 2% O-, que es troba dins d’aquest

rang d’hipoxia “fisiologica”.
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Figura 25. Les condicions hipoxiques modulen el patré d’expressié dels TT-CC en GBM. Les
linies A172 i RC2 van ésser exposades a condicions d’hipoxia (2% O;) durant 48 hores. (4 i C)
Representacio grafica dels nivells d’expressio d’' mRNA del canal Cav3.1 obtinguts per RT-gPCR
en les linies A172 (4) i RC2 (C) comparant els nivells d’expressio de la normoxia (21% O;) versus
hipoxia (2% O;) essent el valor de normoxia relativitzat a 1 en ambdos casos i els resultats
normalitzats respecte els nivells d’'mRNA de GAPDH. Els valors corresponen a les mitjanes i les
desviacions estandards derivades de com a minim tres experiments independents realitzats per
triplicat. Les barres d’error indiquen la mitjana £ sem (*** p < 0.001). (B i D) Analisi per
immunoblot dels nivells de Cav3.2 i HIFla en les linies cel-lulars A172(B) i RC2 (D). f3-actina és

utilitzada com a control de carrega.

Lisats cel-lulars de cél-lules A172 i RC2 cultivades en normoxia o hipdxia van ser analitzats per
immunoblot per valorar ’expressio de Cav3.2 a nivell proteic. A més de confirmar 1’augment
d’expressio d’aquest canal en hipoxia (Fig 25B i D), els resultats van posar de manifest la preséncia
d’una doble banda en Cav3.2 en la linia RC2 en condicions hipoxiques que no observem en
condicions normoxiques per a la mateixa linia ni tampoc en la linia cel-lular parental de GBM,
A172. Una possibilitat fora que la banda d’alta mobilitat en aquest patré de bandes fos deguda a
una fosforilacié de Cav3.2 en hipoxia (Fig 25D).
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1.4 Els TT-CC s6n indispensables per a la supervivencia de les cél-lules de GBM

Els TT-CC es troben expressats en diferents teixits com cervell, ronyo, cor i muscul llis (Taylor,
Zeng, et al. 2008). Es troben a més sobre expressats en diferents tipus de tumors, entre els que
s’inclouen tumor esofagic, cancer de mama, cancer ovaric, leucémies, melanoma, cancer de fetge i

de colon (Huang et al., 2015).

S’ha demostrat que la perdua d’expressio o la inhibicié de TT-CC amb agents farmacologics com
el Mibefradil indueixen la mort per apoptosi en linies cel-lulars de melanoma (Das et al., 2013),
GBM (Valerie et al. 2013) i cancer d’ovari (Dziegielewska et al. 2016). No obstant, el mecanisme
molecular pel qual I’abséncia d’activitat dels TT-CC pot desencadenar la mort cel-lular no ha estat

elucidat.

Un dels objectius del treball va ser investigar si la inhibicié génica i/o farmacoldgica és capag de
desregular el procés autofagic, previ a la mort per apoptosi en el GBM. Abans d’abordar aquest
punt el primer que es va fer va ser un screening per tal de determinar els parametres critics,
concentracié de droga i temps que tarda en esdevenir-se la mort apoptotica quan bloquegem
farmacologicament els TT-CC en GBM. També es va determinar si els sShRNAs de que disposem
per silenciar I’expressio dels TT-CC disminueixen els nivells d’expressid6 de mRNA, amb quina
eficacia ho fan i quan temps tarda en fer-se efectiva aquesta repressié genica per produir-se
finalment la mort cel-lular.

Per comengar a tractar aquest punt, el primer que vam fer va ser investigar quin ¢és 1’efecte del
bloqueig farmacologic dels TT-CC sobre la proliferacio i la viabilitat de cél-lules de GBM. Per
aquest fi, es van realitzar assajos de viabilitat amb la tinci6 WST, de proliferacio en colonies i analisi
del cicle cel-lular. El bloqueig farmacologic dels TT-CC amb Mibefradil va produir una disminucio
en la viabilitat cel-lular en la linia A172 significatiu a 10 i 100 uM, amb una disminuci6 de la
maxima d’un 50% a 10 uM i del 80% a 100 uM (Fig 26A), suggerint una parada proliferativa i/o
mort cel-lular. L’analisi de cicle cel-lular realitzat sobre les c¢l-Iules A172 tractades amb Mibefradil
a una dosi de 10 uM demostra que es produeix una parada del cicle cel-lular en fase G1, aixi com
una disminucio6 significativa de les cél-lules en fase S (Fig 26A). Finalment, els assaigs clonogénics
van mostrar una molt reduida capacitat de formar colonies en c¢l-lules tractades amb Mibefradil 10
uM, mentre que a I uM no es van observar diferéncies respecte de les cel-lules no tractades. Aquest

resultats indiquen que Mibefradil atura la proliferacio cel-lular i/o indueix mort.
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Figura 26. El bloqueig farmacologic dels TT-CC redueix la viabilitat, indueix parada de cicle
cel-lular en G1/S i disminueix el potencial proliferatiu cel-lular. (4) La viabilitat de la linia
cel-lular A172 va ésser analitzada amb el reactiu WST-1 a les 24 hores després de I’adicio de
cadascuna de les concentracions de Mibefradil; les barres indiquen la mitiana + sem (¥** p<
0.001). L analisi de cicle cel-lular es va realitzar per citometria de flux (tincio amb lodur de
Propidi) en la linia A172 després de 24 hores amb el tractament Mibefradil a una concentracio de
10 uM. Assaig clonogenic en la linia cel-lular A172 control i tractada amb Mibefradil a 1 uM i 10
uM. (B) Assaig de viabilitat cel-lular amb les linies A172, U87-MG i la linia resistent RC2 a
diferents concentracions després de 24 hores de tractament amb NNC-55-0396; les barres indiquen
la mitjana + sem (*** p< 0.001). Assaig clonogenic en la linia cel-lular A172 control i tractada
amb NNC-55-0396 a 1 uM, i 10 uM després de 15 dies de creixement. L’ analisi de les diferents
poblacions cellulars es va realizar mitiangant [’assaig d’Annexina V/PI per tal de conéeixer el
percentatge de la poblacio cel-lular viva, en apoptosi inicial, tardana i en necrosi després del
tractament de 24 hores amb NNC-55-0396 10 uM comparat amb el cultiu control sense tractament.

Les barres d’error indiquen la mitiana + sem (* p< 0.5; ** p< 0.01; *** p<0.001)

Els assaigs de viabilitat amb WST també es van realitzar amb un derivat més especific de
Mibefradil, NNC-55-0396 a 24 hores en la linia A172, U87-MG 1 RC2. La viabilitat de les tres
linies cel-lulars es va veure afectada de forma significativa amb el tractament amb NNC-55-0396 a

10 uM, amb una disminucio6 de la mateixa del 60%, i del 70% en RC2 (Fig 26B) efecte que no es
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va observar amb a la concentracio de 5 uM, on la pérdua de viabilitat no és significativa (Fig 26).
L’assaig clonogenic que es mostra demostra que les cél-lules tractades amb NNC-55-0396 a 10 uM
son incapaces de proliferar. L’observada pérdua de viabilitat amb el tractament NNC-55-0396 a 10
uM és deguda a la mort cel-lular per apoptosi (Fig 26B) segons les dades recollides després de
realizar I’assaig d’ Annexina/IP a la condicid control i tractada per citometria de flux en la linea
A172. Confirmant aixi que la manca de viabilitat no és deguda a una disminuci6 en la proliferacio
sino a un increment en ’apoptosi en les cel-lules tractades amb els bloquejants de TT-CC. Els

resultats concorde amb els ja publicats per Valerie et al., (2013) pel Mibefradil en GBM.

Per altra banda es van obtenir diferents construccions géniques (ShRNAs) que ens han permés
silenciar individualment cadascun dels canals: Cav3.1 (ShRNA Cav3.1#1 i ShRNA Cav3.1#2) i
Cav3.2 (ShRNA Cav3.2#1 i ShRNA Cav3.2#2). El silenciament génic mediat per aquests SiRNAs
es va validar per RT-qPCR. A la figura 27A es demostra el silenciament de Cav3.1 amb el shRNA
Cav3.1#1 en les linies cel-lulars de GBM A172, U87-MG i el cas primari C65. Es va obtenir un
silenciament geénic d’aproximadament un 90% (en A172 i en C65) i d’'un 80% en U87, causant

alhora una sobreexpressio significativa del canal Cav3.2 en les cél-lules que 1’expressen.
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Figura 27. El silenciament de Cav3.1 sobreregula Cav3.2. (4) Les cel-lules A172, US7-MG i el

cas primari C65 van ser infectats amb lentivirus que permetien [’expressio de ShRNA scrambled i

ShRNA Cav3.1. El silenciament genic es va comprovar als quatre dies després de la infeccio. Es
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representen graficament els nivells d’' mRNA obtinguts per RT-qPCR per als canals Cav3.1i Cav3.2.
En tots els casos els resultats han estat normalitzats respecte els nivells d’'mRNA de GAPDH. (B)
Imatges de contrast de fase realitzades a 10x en la linia A172 als quatre dies després de la infeccio
lentiviral. Els valors corresponen a les mitjanes i les desviacions estandards derivades de com a
minim tres experiments independents realitzats per triplicat. Les barres d’error indiquen la mitjiana

+ sem (**p <0.01; ***p <0.001).

L’observacio de cél-lules on Cav3.1 silenciat va evidenciar un fenotip de mort. A la figura 27B
s’observen imatges en contrast de fase de la linia cel-lular A172 que expressa un ShRNA scrambled
o el ShRNA Cav3.1#1 als 4 dies després de la transduccid lentiviral, on s’apunta la induccié de
mort cel-lular en les cél-lules en les que el Cav3.1 ha sigut silenciat. Per tant, mitjancant assaigs
d’annexina V/PI es va analitzar el percentatge de mort obtingut en les cél-lules A172 i RC2
transduides amb ShRNA Cav3.1 i ShRNA Cav3.2 de la construccid #1 respecte les cel-lules control
(ShRNA scrambled). Com es pot veure a la figura 28, el percentatge de cél-lules vives minva
significativament en ambdues linies amb el silenciament de Cav3.1 i augmenta significativament

el percentatge de cél-lules en apoptosi tardana (assolint un 40-50% en A72 i1 RC2, respectivament).
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Figura 28. El silenciament de Cav3.1 condueix a la mort per apoptosi. (4) La linia cel-lular
A172 i (B) la linea cel-lular resistent RC2, transduides amb ShRNA scrambled i ShRNA Cav3.1#1.
Al cinqueé dia es van analitzar les diferents poblacions cel-lulars mitiangant [’assaig Annexina V/
Pl per tal de coneixer el percentatge de la poblacio cel-lular viva, en apoptosi inicial, tardana i en

necrosi. Les barres d’error indiquen la mitjana + sem (* p< 0.5; ** p<0.01) Imatges significatives
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dels perfils obtinguts per citometria de flux amb la tincio Annexina V en [’eix de les X (FITC-A) i
la tincio amb Pl en [’eix de les Y (PE-A).

La validacié del silenciament de Cav3.2 pel ShRNA#1 als quatre dies d’infeccié es mostra a la
figura 29A per la linia cel-lular A172 i la linia resistent a TMZ RC2. L’analisi per RT-qPCR indica
que el silenciament de Cav3.2 amb aquest ShHRNA#1 és d’un 80% en el cas de la linia A172 i un
55% en la linia resistent RC2. El silenciament de Cav3.2 provoca la sobre expressio significativa
de Cav3.1 (i a la inversa), suggerint un mecanisme de regulacié compensatori entre els TT-CC pero

que esdevé finalment en la mort cel-lular aparentment per apoptosi.
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Figura 29. El silenciament del Cav3.2 sobreregula Cav3.1 i condueix a la mort per apoptosi.
(A) En les linies cel-lulars A172 i RC2 que expressaven un ShRNA scrambled o ShRNA Cav3.2, es
van comprovar els nivells d’expressio dels TT-CC als 4 dies despreés de la infeccio. Es representen
graficament els valors obtinguts per RT-gPCR. En tots els casos els resultats han estat normalitzats
respecte els nivells d’'mRNA de GAPDH. Els valors corresponen a les mitjanes i les desviacions
estandards derivades de com a minim tres experiments independents realitzats per triplicat. Les
barres d’error indiquen la mitjana = sem (*p < 0.5; *** p <0.001) (B) Assaig d’annexina V/PI
realitzat al FACs als 6 dies després de la transduccio del ShRNA scrambled o ShRNA Cav3.2. Les

barres d’error indiquen la mitjiana £ sem (* < 0.5; ** < 0.01; **¥*<0.001).
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En el cas de ShRNA Cav3.2 en comparaci6 amb ShRNA scrambled, s’observa també una
disminucié significativa del percentatge de cel-lules viables i un increment del percentatge de
cel-lules en apoptosi tardana als sis dies després de la infeccio6 lentiviral en experiments d’annexina

V/PI (Fig 29B).

Per tant, el silenciament génic dels TT-CC condueix a una mort cel-lular apoptotica en GBM.
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Figura 30. El silenciament de Cav3.1 i Cav3.2 amb els ShRNA #2 valida els resultats dels
ShRNA #1. (A) Analisi dels nivells d’'mRNA obtinguts per RT-qPCR. En tots els casos els resultats
han estat normalitzats respecte els nivells d’'mRNA de GAPDH. Els valors corresponen a les
mitjanes i les barres d’error indiquen la mitjiana + sem derivades de com a minim tres experiments
independents realitzats per triplicat. (*** p <0.001). (B) Fotografies en fase als 7 dies després de

la transfeccio en les diferents condicions mostrant un fenotip de mort.

Disposem de dues seqiiéncies de ShRNA per al gen CACNA1G 1 dues més per al gen CACNAIH.
Es molt important destacar que I’efectivitat del silenciament entre seqiiéncies és diferent; en el cas
de ’ShRNA Cav3.1 ja que amb el shRNA#1 aconseguim fins a un 90% de disminucié de transcrit
de mRNA respecte el control (ShRNA scrambled) mentre que amb el sShRNA#2 només arribem a
una disminucio del 40% del transcrit respecte el ShARNA scrambled als quatre dies després de la
transfeccio. En el cas de CACNAIH el shRNA#1 també es mostra més eficient (amb un
silenciament del 90% vs el 60% aproximadament de I’shRNA#2). No obstant tot i tenir diferents

percentatges d’eficiéncia de silenciament a 4 dies les cél-lules silenciades en la construccid #2
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també presenten un fenotip de mort que hem caracteritzat mitjangant contrast de fase i 1’assaig
d’Annexina V/PI on veiem un significatiu nombre de cél-lules mortes per apoptosi tardana i necrosi

en comparacié amb el control ShRNA scrambled (dades no mostrades).

1.5 El silenciament genic dels TT-CC desregula el flux autofagic en GBM

Els estimuls que condueixen a I’activacié de I’autofagia sén multiples, ja que la finalitat de
I’activacié d’aquesta via és promoure la supervivencia cel-lular i la produccié d’energia front
estressos metabolics (Yin et al., 2016). El bloqueig i/o silenciament TT-CC s’ha relacionat amb una
desregulaci6é de 1’autofagia, possiblement bloquejant-la previ a una induccié de la mort cel-lular
per apoptosi (Das et al., 2013; Niklasson et al., 2017; Valerie et al., 2013; Zhang et al., 2017). Per
tant, hipotetitzant que els TT-CC s6n potencials reguladors de la via autofagica, vam estudiar aquest

procés en GBM primari i resistent mitjancant el silenciament/inhibici6 dels TT-CC.

Primer es van analitzar els canvis en 1’autofagia en cél-lules on Cav3.1 havia estat silenciat
mitjangant la construccioé #1 de shRNA. Com s’observa a la figura 31 es van analitzar els nivells
de LC3, p62 i d’agregats proteics poli-ubiqiitinats mitjancant Western blot. Si ens fixem en la
proteina LC3 observem una conversio6 des de la forma no lipidada (no associada a autofagosomes)
LC3lI, a la forma lipidada (associada autofagosomes) LC3II, en les linies cel-lulars de GBM A172,
U87-MG 1 la linia cel-lular resistent, RC2 després del silenciament amb 1’ShRNA de Cav3.1
respecte a cel-lules control (ShRNA scrambled).

L’increment de LC3II indica que hi ha un augment del nombre d’autofagosomes en les cél-lules
transduides amb I’ShRNA #1 de Cav3.1. Aquest increment pot ser degut tant a una induccid
(augment del nombre d’autofagosomes formats) com a un bloqueig del flux autofagic (acumulacié
d’autofagosomes). Per aquest motiu, es va utilitzar paral-lelament el tractament amb Bafilomicina-
A (Bafilomicina-A, 20 nM durant les 3 darreres hores de tractament), un inhibidor de la bomba V-
ATPasa lisosomal que evita la fusio dels autofagosomes amb els lisosomes i per tant, bloqueja el
flux autofagic (Klionsky et al. 2016). Front a un estimul inductor d’autofagia, els nivells de LC3II
després del bloqueig amb Bafilomicina-A seran més alts que amb Bafilomicina-A aplicada sobre el
control sense cap altre estimul, ja que hi haura més flux autofagic induit per I’estimul i per tant
s’acumulen més autofagosomes. Per altra banda, si es tracta d’un bloqueig, els nivells de LC3II
després del tractament amb Bafilomicina-A seran iguals que en el tractament inicament amb el

bloquejant de I’autofagia, ja que el bloqueig ja existia i no es podran acumular més autofagosomes
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amb 1’addicié de Bafilomicina-A. El tractament combinat ShARNA Cav3.1 més Bafilomicina-A no
va produir un increment dels nivells de LC3II respecte el control, suggerint un aparent bloqueig del
flux autofagic pel silenciament de Cav3.1 No obstant, cal recordar que els nivells de LC3II en les
cel-lules silenciades per Cav3.1 respecte les control (ambdues sense Bafilomicina-A) mostren més
LC3II després del silenciament. D’altra banda, el cotractament ShRNA scrambled i Bafilomicina-

A demostra I’efectiu bloqueig per Bafilomicina-A de 1’autofagia.

Pel que fa a la proteina p62 s’aprecia que en la condicid6 ShRNA Cav3.1 els nivells de p62
disminueixen de forma important respecte el control ShRNA scrambled i a més, quan tractem amb
Bafilomicina-A els nivells no s’incrementen fins als del seu control ShARNA scrambled. p62 es pot
degradar durant el flux autofagic, i per tant el bloqueig amb Bafilomicina-A hauria d’incrementar
els seus nivells. Tan mateix, aquesta proteina pot estar sotmesa a una complexa regulacid

transcripcional.

La proteina adaptadora de cargo a [’autofagosoma, p62, ¢és una proteina implicada en el
reconeixement de proteines a degradar per la via autofagica-lisosomal essent alhora un substrat de
degradaci6 (Puissant et al., 2012). Per tant els nivells proteics de p62 es troben, de forma habitual,
inversament relacionats amb els nivells de conversiéo de LC3II (Harr et al.,2010). Es van analitzar
els nivells de p62 per Western Blot simple i amb combinacié amb Bafilomicina-A després del
silenciament de Cav3.1. Es va observar que p62 es reduia drasticament en el silenciament de
Cav3.1, el que podria suggerir una induccio de 1’autofagia, perd quan es combina el silenciament
amb el tractament amb Bafilomicina-A, els nivells de p62 no s’acumulen al mateix nivell que el
seu control també tractat amb Bafilomicina-A (Fig 31). Aquest fet suggeria que tal vegada es
produia una regulacio a nivell transcripcional d’aquesta proteina. Per corroborar aquesta hipotesi
es van realitzar-RT-qPCRs de p62 amb cél-lules A172, U87-MG i RC2 transduides amb ShRNA
scrambled o ShRNA Cav3.1 (Fig 32A). Trobant-se que els nivells d’mRNA de p62 es troben molt
disminuits després del silenciament de Cav3.1. Per tant els nostres resultats apunten a una reduccid
a nivell transcripcional de p62 en les cél-lules en qué Cav3.1 ha estat silenciat i suggereixen que
’activitat de Cav3.1 actua en GBM com un regulador transcripcional positiu de p62 a través d’un
mecanisme desconegut. A més vam realitzar un analisi utilitzant la plataforma Gliovis
(http://gliovis.bioinfo.cnio.es/) on hem pogut comprovar mitjangant la correlacié en la Dataset de
Rembrandt que existeix una correlacié positiva i significativa entre I’expressioé dels geénica de
CACNAIG i SOQSTM1 en GBMs (Fig. 32B).

També es va observar un increment del nombre de proteines poliubiqiiitinitzades en les cél-lules
A172 silenciades per Cav3.1 respecte del control (scr) (Fig 31), suggerint un bloqueig del flux
autofagic i acumulaci6 de substrats a degradar que estaria d’acord amb la caiguda de p62, que acttia

com a receptor de cargo. No obstant, no podem excloure la possibilitat d’estar front a una autofagia
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defectiva, ja que ’acumulaci6é de proteines poliubiqiiitinitzades en les cel-lules silenciades per
Cav3.1 també podria ésser deguda a la disminuci6 de p62, on la cel-lula no és capac de reclutar el
cargo dins 1’autofagosoma acumulant-se proteines poliubiqiiitinitzades al citoplasma cel-lular

oferint una lectura a priori confusa sobre ’estat autofagic cel-lular.
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Figura 31. El silenciament de Cav3.1 desregula I’autofagia. Les linies cel-lulars de GBM A172,
U87-MG, RC2 van ser transduits amb ShRNA scrambled i ShRNA#I Cav3.1; en les darreres 3
hores del quart dia del cultiu s afegi Bafilomicina-A a 20 nM a les mostres esmentades i es va

recollir el lisat per realitzar immunoblot contra les proteines p62, LC3Il/Il i ubigiiitina. f-actina

s utilitza com a control de carrega.
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Figura 32. El silenciament de Cav3.1 condueix a una disminucié transcripcional de p62. (4)
Representacio grafica dels valors d’'mRNA de SOQSTM1/p62 obtinguts per RT-qPCR. Valors
normalitzats als nivells de mRNA de GAPDH. Les barres d’error indiquen la mitjana + sem. (***
p=<0.001). (B) Estudi de la correlacio entre els gens SOSTM1 (proteina p62) i CACNAIG (Cav3.1)
analitzades mitjangant la plataforma Gliovis i el data set Rembrandt. Correlacio mitjangant test de
Pearson. Es va obtenir una pendent amb valor 0.2006 existint una correlacio positiva i significativa

(**) entre [’expressio de CACNAIG i SOSTM1.

En conjunt, el silenciament de Cav3.1 va incrementar els nivells de LC3II, va reduir p62 i va mostrar
una tendéncia a augmentar les proteines poliubiqiiitinitzades en assajos de Western blot. Aquestes
resultats es podrien reconciliar pensant en una induccié d’una autofagia defectiva, degut a la
repressio transcripcional de p62, quan es silencia el canal Cav3.1 i tenint en compte que Cav3.1

sembla estar actuant com un regulador transcripcional de p62.

A continuacid, vam estudiar I’efecte del silenciament génic de Cav3.2 sobre 1’autofagia. Per aixo
es van transduir cél-lules A172 i cél-lules resistents a TMZ, RC2, amb un ShRNA contra Cav3.2 o
amb un ShRNA scrambled com a control, i es va utilitzar el tractament amb Bafilomicina-A durant

les ultimes 3 hores per bloquejar el flux autofagic i esbrinar si 1’autofagia es trobava bloquejada o
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induida després del silenciament d’aquest canal. A la figura 33A s’observa el Western blot de les
linies A172 i RC2 on no s’aprecien canvis de conversi6 de LC3I a LC3II. El bloqueig amb
Bafilomicina-Ailomicina en c¢l-lules transduides amb I’ShRNA Cav3.2 no revela modificacions
sobre I’acumulacio de LC3II.

També es van analitzar els nivells de p62 a nivel de Western blot (Fig 33A), en el silenciament de
Cav3.2 simple i amb combinacié amb Bafilomicina-A. Es va observar que els nivells de p62 després
del silenciament de Cav3.2 son més elevats que al control tant en A172 com en RC2, suggerint una

possible sobre regulacio transcripcional.
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Figura 33. El silenciament genic de Cav3.2 no afecta al flux autofagic. (4) Analisi dels nivells
de LC3I/LC3II en la linia cel-lulars A172 i la linia cel-lular resistent RC2 infectades amb lentivirus
que permeten [’expressio d’'un ShRNA contra Cav3.2 o un ShRNA scrambled com a control. f-

actina s utilitza com a control de carrega.

Per aclarir aquest aspecte, es van realitzar RT-qPCRs de p62 a partir de cél-lules A172 que
expressaven I’ShRNA scrambled o ShRNA Cav3.2 (Fig 34). Es va trobar que els nivells d’mRNA
de p62 estaven augmentats significativament en les cel-lules silenciades amb el ShRNA de Cav3.2.
La hipotesi que plantegem per explicar aquest fet es basa en el sistema de compensacié que
aparentment es produeix quan silenciem els canals Cav3.1 i Cav3.2, pel qual el silenciament de la
isoforma Cav3.2 condueix a una sobre regulacio de Cav3.1 i a I’inrevés (veure Figs 27 i 29). Per
tant, seria el possible rebot en 1’expressié d’aquest canal, Cav3.1, en ultima instancia el que
augmentaria la transcripcido de p62 després del silenciament de Cav3.2, d’acord amb [’efecte

observat en el silenciament de Cav3.1.
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Figura 34. El silenciament de Cav3.2 augmenta els nivells d’mRNA de p62. Els nivells relatius
d’mRNA de p62 es van analitzar en la linia cel-lular A172 infectada amb lentivirus per permetre
I’expressio de ShRNA scrambled (scr) o I'ShRNA Cav3.2. Representacio grafica dels valors
d’'mRNA de SOQSTM1/p62 obtinguts per RT-gPCR. Valors normalitzats als nivells de mRNA de
GAPDH i comparats a la condicio ShRNA scr. Les barres d’error indiquen la mitjana + sem. (***

P <0.001).

1.6 El silenciament dels TT-CC implica les vies AMPK i mTOR

La proteina mTOR (mechanistic/mammalian Target of Rapamycin) és una serina/treonina cinasa
molt conservada i un efector downstream de la via PI3K/AKT que forma dos complexes
multiproteics, mMTORC1 i mTORC2. mTORCI1 és sensible a la inhibici6 per rapamicina. L activitat
de mTORCI1 promou la de dianes com S6K1 i 4EBPI, els quals estan involucrats en la traduccio

d’mRNAs, i la inhibici6 de la via autofagica-lisosomal.

Degut a la importancia del complex mTOR en el context autofagic, es va comprovar si aquest es
trobava alterat quan es silencien Cav3.1 1 Cav3.2. L’estudi per Western blot va incloure mostres de
la linia de GBM A 172 silenciades per Cav3.1 i Cav 3.2 amb ShRNA Cav3.1 i ShRNA Cav3.2 de la
construccio #1 (Fig 35). S’analitzaren els nivells de fosforilacio d’AMPK que quan sén elevats
resulten en la inhibicié de mTOR i1’activacid del complexe ULK. També es van analitzar els nivells
de fosforilacié de p70S6K com a substrat de mTOR, aixi com 1’estat de fosforilacié d’ERK, un dels
inputs de mTOR, que regula positivament mTOR mitjancant la inhibicié de TSC1/2 (Laplante et
al., 2013). Aixi, la inhibicié d’ERK condueix a la inhibicié de mTOR i per tant desencadena el flux
autofagic. Es va poder constatar que ERK no es veu alterada com a conseqiiéncia del silenciament
dels TT-CC. EI silenciament del Cav3.1 va produir una disminucié en 1’estat de fosforilacid

d’AMPK, que té com a conseqiiéncia un increment en la fosforilacié i per tant a I’activitat de
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p70S6K, indicant que mTOR es troba més actiu en les cél-lules silenciades per Cav3.1 que en el
control (scr). En el cas de silenciament de Cav3.2 no es van observar canvis significatius respecte
el control (scr). Com a control es van utilitzar cél-lules tractades amb Rapamicina, que inhibeix
mTOR 1 per tant indueix 1’autofagia observant-se que els nivells de p70S6K fosforilats (una diana

de mTOR) estan molt baixos.
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Figura 35. El silenciament de Cav3.1 activa mTOR a través d’AMPK. Lisats cel-lulars de
cel-lules A172 que expressen un ShRNA contra Cav3.1, ShRNA Cav3.2 o un ShRNA scrambled (scr)
després de 4 dies de la infeccio lentiviral i un control tractat amb Rapamicina 24 hores. Es van
analitzar els nivells de fosforilacio de p70S6K (T389), AMPK (T172) i ERK (Y202/204). La f-actina

s utilitza com a control de carrega.

1.7 Els bloquejants farmacologics de TT-CC condueixen a la desregulacié de I’autofagia

El bloqueig dels TT-CC en linies cel-lulars de melanoma condueix a un bloqueig de I’autofagia i la
disminucié de la viabilitat cel-lular (Das et al., 2013; Niklasson et al., 2017; Zhang et al., 2017;
Zhang et al., 2012) van descriure que el bloqueig dels TT-CC o el silenciament de Cav3.2 en GBM
produeix una disminuci6é de la viabilitat cel-lular en aquest tumor. Els nostres resultats amb
Mibefradil 1 NNC-55-0396 en GBM mostren una afectacio de la viabilitat cel-lular, i una
desregulacio autofagica observada després del silenciament génic dels TT-CC ens van portar a
estudiar 1’autofagia després de la inhibici6 dels TT-CC.

Per aquest fi, es van realitzar una série d’immunoblots contra les proteines p62 i LC3 utilitzant lisats
de cél-lules tractades amb els bloquejants Mibefradil i NNC-55-0396, i fent servir 1’eina del co-
tractament amb Bafilomicina-A com a bloquejant del flux autofagic (Fig 36). A la figura 36A es
mostren els resultats per Mibefradil i a la figura 36B els corresponents al tractament amb NNC-55-

0396. L’efecte de Bafilomicina-A sobre LC3II és similar al de Mibefradil o NNC-55-0396, i quan
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es combinen Mibefradil/ NNC-55-0396 i Bafilomicina-A, els nivells de LC3II s6n semblants que
amb Bafilomicina-A sola, indicant-nos que els bloquejants de TT-CC Mibefradil/ NNC-55-0396
estarien bloquejant 1’autofagia. No obstant, els nivells de LC3II després del tractament amb
Mibefradil/ NNC-55-0396 (sense Bafilomicina-A) son sempre superiors als del control. D’altra
banda, els nivells de p62 augmenten lleugerament amb els bloquejants de TT-CC, d’acord amb un
possible bloqueig de I’autofagia. La regulacio transcripcional de p62 no ha estat analitzada pero

resultats preliminars indiquen que podria estar augmentada per efecte de NNC-55-0396.
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Figura 36. Els bloquejants de TT-CC desregulen ’autofagia. (4) Les linies cel-lulars A172 i
U87-MG es van tractar amb Mibefradil a una concentracié de 10 uM durant 8 hores i les ultimes
3 hores amb Bafilomicina-A 20 nM. Els lisats cel-lulars obtinguts van ser immunoblotats contra
p62i LC3I/ L3Il La f-actina es va utilitzar com a control de carrega. (B) Les linies cel-lulars A172
i la linia cel-lular resistent a TMZ van ser tractades amb NNC-55-0396 a una concentracio de 10
UM durant 8 hores i les darreres 3 hores es va afegir Bafilomicina-A 20 nM. Els lisats cel-lulars
obtinguts es van immunoblotar per les proteines d’autofagia p62 i LC3. La f-actina s utilitza com

a control de carrega.

1.8 El bloqueig dels TT-CC condueix a I’elevacio dels nivells de calci citoplasmatics afectant
les vies AMPK/mTOR/ AKT i produint en ultima instancia la translocaci6 nuclear de TFEB

Per esbrinar si la desregulacio de 1’autofagia com a conseqiiéncia del bloqueig dels TT-CC és

depenent de la inhibici6 de la via mTOR/AKT, lisats de cél-lules de GBM A172 tractades amb el
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bloquejant NNC-55-0396 10 pM durant 8 hores i de cél-lules deprivades de sérum durant 24 hores
(com a control positiu d’inducci6 d’autofagia) es van analitzar per Western blot contra la diana de
mTOR p70S6K. Es va observar sorprenentment una reduccié dels nivells de fosforilacié de p70S6K
en les cél-lules tractades amb NNC-55-0396, tal com passava amb la deprivacié de seérum i el
tractament amb rapamicina. Per altra banda també s’observa una disminuci6 de la fosforilacio de
la proteina AKT que condueix a la inhibicié de mTOR, demostrant per tant una inducci6 del flux
autofagic. Per tant, les nostres dades evidencien que després del bloqueig farmacologic dels TT-CC
s’activen senyals d’induccié de 1’autofagia que sembla estar mediat per les vies de senyalitzacio

mTOR/AKT.
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Figura 37. El bloqueig farmacologic de TT-CC disminueix ’activitat d’mTOR i AKT. Lisats
de cél-lules de GBM A172 tractades amb NNC-55-0396 a una concentracio de 10 uM durant 8h,

control o en deprivacio de séerum durant 24 hores es van analitzar pels nivells de fosforilacio de

p70S6K (T389) i d’AKT (S473). S utilitza la f-actina com a control de carrega.

Per aprofundir en els mecanismes que porten a 1’afectacio de la viabilitat cel-lular i que alteren
I’autofagia com a resultat del bloqueig dels TT-CC, es va voler investigar si la inhibicio
farmacologica dels TT-CC podria estar suscitant la sortida de calci des de compartiments
subcel-lulars que es coneix actuen com a reservoris de calci intracel-lular (RE, mitocondri o
lisosomes) (Williams et al.,2013; Xue et al.,1994). Aixi, es van realitzar assaigs per detectar el calci
intracel-lular, emprant el kit Fluo-8; aquest compost lipofilic un cop dins de la cél-lula s’uneix al
calci intracel-lular, el compost unit a aquest 16 es escindit per una esterasa essent el resultat I’emissio
de fluorescéncia a una longitud d’ona 525 nm quan excitem el compost a una longitud d’ona de 490
nm. Els resultats obtinguts demostren que el tractament amb el bloquejant de TT-CC NNC-55-0396
incrementa els nivells de calci intracel-lular (Fig 38). D’aquesta manera, alts nivells de calci

citosolic podrien activar CAMKK?2 i portar a la inhibicié de mTOR 1 una subseqiient activacié de
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Figura 38. El calci citoplasmatic s’incrementa després del bloqueig farmacologic dels TT-CC.
Mesures realitzades per fluorescencia amb el kit Fluo-8-No wash sobre les cel-lules de GBM A172
tractades durant 4 hores amb el bloquejant farmacologic NNC-55-096 a una concentracio de 10
uM. Al grafic es mostra el percentatge d’intensitat de fluorescéncia mesurat en un fluorimetre. Les

barres d’error indiquen la mitjana + sem. (** p<0.01).

TFEB (Transcription Factor EB) és un factor de transcripcid capag¢ de regular funcions
autofagiques i lisosomals a través del control d’un ampli programa de transcripcid génica.
L’activitat de TFEB es veu inhibida per fosforilacid, en part per mTOR que el fosforila a la
membrana del lisosoma. Pel contrari, la seva defosforilacié permet el transport cap el nucli on activa
la transcripcid gens relacionats amb autofagia i lisosomals (Medina et al. 2015), per exemple Lamp1
i p62.

Els resultats mostrats en les figures 32 i 34 confirmen una regulaci6 transcripcional de p62 després
del silenciament de Cav3.1 i Cav3.2, que hipotetitzem podria ser mediada per TFEB. Per confirmar
aquesta hipotesi, es van realitzar immunoblots contra TFEB, utilitzant un anticos que és capag de
detectar tant la forma fosforilada (inactiva o d’alt pes molecular) com la forma defosforilada

(activa/nuclear o de baix pes molecular) de TFEB.

A la figura 39A observem com el silenciament de Cav3.1 en la linia de GBM A172 TFEB apareix
en la zona d’alt pes molecular (fosforilat); en canvi, en el silenciament de Cav3.2 apareix una
tendéncia cap a la banda defosforilada o de més baix pes molecular de TFEB (Fig 39). Els lisats de
cel.lules silenciades per Cav3.1 1 3.2 es van comparar amb lisats de cél-lules tractades amb NNC-
55-0396. Cél-lules A172 tractades amb NNC-55-0396 a les concentracions de 5 uM i 10 uM
produeixen un patré de TFEB defosforilat (amb predomini de la banda de baix pes molecular),
indicant I’activacié de TFEB i transcripcid de gens d’autofagia i lisosomals. Aquests resultats estan

d’acord amb la inhibici6 de mTOR per NNC-55-0396. Com a controls es van utilitzar c¢l-lules en
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deprivacié de sérum per tal d’obtenir un control positiu de defosforilacié6 de TFEB (activacio de
I’autofagia) i tractades amb ciclosporina A (1 puM, 24 hores), que actia inhibint calcineurina
(proteina fosfatasa dependent de calci que defosforila TFEB) (Medina et al. 2015). També es va fer
el tractament amb Bapta-AM durant 24 hores, un agent quelant de calci. En aquest cas varem
observar una Unica banda superior fosforilada/ inactiva de TFEB. El segrest del calci inactivaria

calcineurina, que ha estat implicada en la desfosforilacid/ activacié de TFEB (Sun et al.,2016).
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Figura 39. El bloqueig farmacologic dels TT-CC promou la translocaci6 nuclear de TFEB i el
silenciament génic Cav3.1 i Cav3.2 afavoreix la seva localitzacié citoplasmatica. (A)
Immunoblot de TFEB en la linia A172 en condicions control, Bapta-AM 24h (control negatiu),
NNC-55-0396 a dues diferents concentracions 5 ym 24h i NNC-55-0396 10 um 8h. La banda
superior del WB correspon a la forma fosforilada/ inactiva de TFEB, mentre que la banda de baix
pes correspon a la forma no fosforilada/ activa. Immunoblot de TFEB en cél-lules A172 que
expressen un ShRNA Cav3.1, ShRNA Cav3.2 o ShRNA scrambled (als 4 dies d’infeccio lentiviral).
Com a controls es va utilitzar la deprivacio de sérum, que promou l’activacio de TFEB, mentre que
el tractament amb ciclosporina A (CsA) permet que TFEB es mantingui fosforilat. La f-actina és
utilitzada com a control de carrega. (B) Immunotincio de TFEB en cel-lules A172 tractades amb
NNC-55-0396, en condicions de deprivacio, comparades amb la situacio control i A172
transfectades amb ShRNA Cav3.1 i ShRNA Cav3.2 comparades amb ShRNA scrambled (als 4 dies
despres de la infeccio lentiviral). Les imatges mostren les tincions simples amb Hoechst (blau),
anti-TFEB (verd) i la tincio doble. Cal remarcar la co-localitzacio nuclear en la condicio de
deprivacio de nutrients i en el tractament amb NNC-55-0396. En canvi, en les cel-lules no tractades
o silenciades per Cav3.1 i Cav3.2, TFEB és principalment perinuclear. (C) Quantificacio de la
immunotincio on es representa el % d’intensitat total a nucli i citoplasma per a cada condicio. Es

vam comptar 3 experiments independents i com a minim 4 camps per condicio.

Per investigar si el factor de transcripcido EB canvia la localitzacio per tal d’afavorir la transcripcio
de gens d’autofagia i lisosomals es va realitzar un estudi per immunocitoquimica sobre la linia de
GBM A172 en cél-lules tractades amb NNC-55-0396 i silenciades per als gens que codifiquen les
dues isoformes de TT-CC (Cav3.1 1 Cav3.2). A la figura 39B podem observar que amb el tractament
amb el bloquejant de TT-CC, NNC-55-0396 es dona un canvi de localitzacio respecte al control,
passant d’una localitzacid citoplasmatica-perinuclear (control) a una immunolocalitzacié nuclear
de TFEB. El silenciament de Cav3.1 i Cav3.2 corroboren els resultats obtinguts per Western Blot a
la figura 39A, la immunotinci6 revela que el patr6 de TFEB és clarament perinuclear quan les
cel-lules es troben silenciades per ShRNA Cav3.1 on trobem TFEB localitzat en un sol punt molt a
prop del nucli. En el cas del silenciament genic de Cav3.2 el resultat €s una tincio citoplasmatica

per TFEB pero no tant localitzada a un punt com ¢és el cas de Cav3.1.

A la representaci6 grafica de la quantificaci6 de la immunotincié s’observa un increment
significatiu de TFEB en nucli i una disminuci6 significativa en el citoplasma en els casos en que
les cél-lules han estat tractades amb deprivacid de seérum durant 24 hores i les tractades amb NNC-
55-0396 10 uM 8 hores respecte el control. Les cél-lules 6n els gens que codifiquen per Cav3.1 i
Cav3.2 han estat silenciats no mostren canvis respecte el seu control (ShRNA scrambled).

En conclusio, pel que fa a TFEB, podem afirmar que el tractament amb el bloquejant de TT-CC
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NNN-55-0396 produeix una defosforilacid /activacié de TFEB, acompanyada de translocacio
nuclear, que permetria la transcripcié de gens d’autofagia i lisosomals i soportaria la induccié de
I’autofagia. Per altra banda el ShRNA de Cav3.1 i ShRNA Cav3.2 no permetrien aquesta

translocacio de nucli a citoplasma.

1.9 La combinaci6 de NNC-55-0396 i cloroquina disminueix la viabilitat cel-lular a

concentracions baixes de NNC-55-0396

La major part dels quimioterapeutics i la radiacio s’han mostrat capaces d’induir autofagia. Les
conseqiiéncies de la promoci¢ d’autofagia en c¢l-lules tumorals depen de factors multiples com la
duraci6 de la inducci6 i el context cel-lular. L’excessiva o sostinguda autofagia té el potencial
d’induir mort cel-lular aixi com la resisténcia als tractaments. Per altra banda, s’ha demostrat que
la inhibici6 de ’autofagia augmenta la quimiosensibilitat i la regressié tumoral. La cloroquina €s
capag de millorar I’eficacia de molts quimioterapéutics induint mort cel-lular (Yang et al., 2012).
Prenent juntes aquestes dades i tenint en compte que el bloquejant de TT-CC, NNC-55-0396, ¢s un
potencial inductor d’autofagia en cél-lules de glioma, varem hipotetitzar que concentracions baixes
de NNC-55-0396 podrien fer sinérgia junt amb el bloquejant d’autofagia Cloroquina (CQ) en quant
a la viabilitat cel-lular. Ens varem fixar en la concentraci6é de 5 uM de NNC-55-0396, en la qual el
tractament senzill no afecta la viabilitat cel-lular (Fig 26B). Els assaigs de viabilitat cel.lular amb
el reactiu WST-1 (Fig 40) corroboren que mentre que els tractaments simples amb NNC-55-0396 a
aquesta dosi 0 amb CQ 12,5 uM sola no afecten la viabilitat a les linies cel-lulars de GBM A172,
U87-MG i U251-MG, quan s’aplica el tractament combinat (NNC-55-0396 5 uM + CQ 12,5 uM),
que és la dosi capag¢ de bloquejar el flux autofagic perd no de toxicitat cel-lular, la pérdua de
viabilitat és significativa respecte el control en les linies A172 i U87-MG, amb disminucions en la
viabilitat del 50% i 40% respectivament. Aquests resultats demostren un efecte sinergic de NNC-

55-0396 1 CQ.
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Figura 40. El bloqueig del TT-CC juntament amb el bloqueig de I’autofagia disminueix la
viabilitat cel-lular. La viabilitat cel-lular en les linies A172, U8S7-MG i U251-MG tractades amb
NNC-55-0396 a 5 uM o amb CQ 12.5 uM en tractaments simples o combinats. La viabilitat
cel-lular va ser analitzada amb el reactiu WST-1 a les 48 hores després de l’addicio de les drogues.

Les barres indiquen la mitjana £ sem. (** p< 0.01; * p<0.05).

1.10 La hipoxia indueix I’autofagia i afavoreix la translocacio nuclear de TFEB

Una de les principals caracteristiques del GBM ¢és la preséncia de zones hipoxiques (Jawhari et
al.,2016). D’altra banda, el factor de transcripcid induit per hipoxia (HIF1a) activa 1’autofagia
(Mimouna et al. 2014). Diversos estudis han abordat la hipoxia des d’una perspectiva autofagica,
amb I’objectiu de bloquejar I’autofagia induida en aquestes condicions i aixi incrementar la
sensibilitat del tumor al quimioterapeutic TMZ (Rosenfeld et al. 2014). Un aspecte poc estudiat és
la possible implicaci6 del factor de transcripcio TFEB en I’autofagia induida per hipdxia. Per tant,
varem investigar si en un estat hipoxic ’estat de fosforilacio de TFEB es veu modulat per tal
d’induir I’expressi6 de gens autofagics i lisosomals. Aixi, varem exposar cél-lules A172 a
condicions hipoxiques (2% O:) 1 es va analitzar per immunoblot 1’estat de fosforilaciéo de TFEB.
Com a control positiu de defosforilacié/ activacié de TFEB es van utilitzar lisats cel-lulars de la
mateixa linia A172 cultivades en condicions de deprivacié de sérum durant 24 hores en normoxia
(21% O»). Com a control negatiu de fosforilacié/ inactivacid6 de TFEB es van utilitzar cel-lules
tractades amb Bapta-AM durant 24 hores en condicions de normoxia (21% O;) (Fig 41). Es va
observar que en condicions d’hipoxia una gran part de TFEB mostra mobilitats de baix pes,
corresponent a la forma defosforilada/ activa, tal i com indica el control en deprivaci6 de serum.
Els nivells de HIF 1a ens serveixen per comprovar que I’exposici6 a la hipoxia ha funcionat. En
canvi, les cel-lules en normoxia mostren un clar predomini de la mobilitat en bandes d’alt pes
molecular, denotant la forma fosforilada/ inactiva de TFEB. Per tant, aquests resultats indiquen que
I’activacié de TFEB contribuiria a 1’elevada taxa autofagica que presenten les cel-lules en baixa

concentracié d’oxigen.
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Figura 41. La hipoxia promou D’estat defosforilat de TFEB. (4) Lisats de la linia cel-lular de
GBM A172 obtinguts sota condicions de normoxia (21% O;) i d’hipoxia (2% O;) durant 48 hores,

HIF 1a

P-TFEB
TFEB

deprivacio de serum durant 24 hoves en normoxia. Es van analitzar els nivells de HIF la i la
mobilitat de TFEB. La banda superior correspon a la forma fosforilada/ inactiva de TFEB, mentre
la banda de sota correspon a la forma no fosforilada/ activa, tal i com es mostra el control de

deprivacio. p-actina s utilitza com a control de carrega.

1.11 El bloqueig dels TT-CC en condicions d’hipoxia produeix la degradacio de HIF 1o

Es van realitzar experiments de viabilitat cel-lular amb NNC-55-0396 en hipoxia per tal de valorar
si ’efecte d’aquest bloquejant de TT-CC variava en funci6 de canvis en la concentracio d’oxigen
que es produeixen en I’ambient tumoral. L’efecte del bloqueig farmacologic dels TT-CC amb NNC-
55-0396 sota condicions d’hipoxia és més fort que en normoxia ja que redueix la viabilitat cel-lular
significativament en cel-lules de GBM a concentracions de 5 uM i 1 uM (Fig 42B). Aquests
resultats es van observar en les linies A172, U87-MG i RC2. Igual que en el tractament sinergic
NNC-55-0396 i CQ, la linia U251-MG va ser la menys sensible. Cal recordar que en normoxia
(figura 26B) no veiem efecte sobre la viabilitat a aquestes concentracions en tractaments senzills.
Aquests resultats indiquen que les c¢l-lules de GBM exposades a ambient hipoxic son més sensibles
al bloqueig dels TT-CC, d’acord amb una funci6é més rellevant dels TT-CC en termes de viabilitat i
proliferacio cel-lular en ambients de baixa concentracié d’oxigen. Aquest resultat esta d’acord amb

la sobre regulacié dels TT-CC en hipoxia (Fig 25).
Kim et al., (2015) i Zhang et al., (2017) van descriure que els bloquejants de TT-CC sén capagos

de suprimir ’expressié del factor de transcripcidé HIF 1o sota condicions d’hipdxia. Donades les

evidencies sobre la desregulacid autofagica que provoquen els bloquejants dels TT-CC (Fig 36) i la
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disminucio6 de la viabilitat cel-lular que presenta a dosis inferiors a les de normoxia (Fig 42A) es
van analitzar els nivells de HIF 1a i de p62 en cél-lules tractades amb NNC-55-0396. S’observa
que les cel-lules en hipoxia i tractades amb NNC-55-0396 presenten uns nivells de HIF 1a inferiors
als de les cel-lules en hipoxia sense el bloquejant de TT-CC, el que corrobora els resultats de Kim
et al. (2015) indicant que NNC-55-0396 suprimeix I’expressio d” HIF la. A la vegada, els nivells
de p62 disminueixen en hipdxia comparats amb normoxia, suggerint un major flux autofagic en la
primera condici6 (Fig 42B). A més, en presencia de NNC-55-0396, els nivells de p62 augmenten
de forma consistent amb el bloqueig del flux autofagic. A la vegada, les dades de viabilitat indiquen
que les cél-lules en un ambient hipoxic son més sensibles al bloqueig de 1’autofagia per NNC-55-
0396, suggerint la possibilitat de que Cav3.2 és un important regulador de 1’autofagia en condicions

hipoxiques (perque és el canal que es sobreexpressa en aquestes condicions, Fig 25).

A B

140 -

[N

N

o
L

N H N H

217 NNC- 555 uM 24h: - - + o+

g 80 4 = Control

= 604 =NNC-5514M 120 kD2 — N HIF 1o
2 NNC-555 uM

N
o

62 kDa—/ T ‘- p62
B - ——

Figura 42. El tractament amb NNC-55-0396 inhibeix I’expressio d’HIF 1o i provoca una

N
o o
L

Al72 U251-MG U87-MG  RC2

disminucié de la viabilitat de les cél-lules de GBM en condicions d’hipoxia. (4) Assaigs de
viabilitat en les linies cel-lulars A172, U251-MG, U87-MG i linia cel-lular resistent a TMZ RC?2
sota condicions de hipoxia 48 hores i tractaments, NNCI uM i 5 uM. La viabilitat cel-lular va ser
analitzada amb el reactiu WST-1 a les 48 hores després del tractament amb les drogues. Les barres
indiquen la mitjana + sem (*** p< 0.001; ** p< 0.01; * p< 0.05). (B) Immunoblot de la linia
cel-lular de GBM A172 cultivada sota condicions de normoxia (21% O>, N) i d hipoxia (2%0;, H),
i tractades amb NNC-55-0396 a una concentracio de 5 uM durant 24 hores. S’ analitzen els nivells

de HIF laip62. B-actina s utilitza com a control de carrega.

1.12 Els cultius tridimensionals organitzats en cameres microfluidiques revelen que les

cél-lules de GBM en les zones hipdxiques son més sensibles al bloqueig dels TT-CC

Per validar els resultats obtinguts amb NNC-55-0396 en un model de cultiu 3D que mimetitza la
organitzacié del tumor in vivo, es va fer servir les cambres Be-gradient proporcionades per la
empresa BeonChip®. En aquestes cameres es poden recrear les tres zones que caracteritzen el GBM,

zona hipoxica/ necrotica, zona hipoxica i zona normoxica (Urbanska et al.,2014) i per tant, valorar
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I’efecte del bloquejant de TT-CC en totes aquestes arees alhora. El bloquejant de TT-CC (NNC-55-
0396) es va aplicar a una concentracié de 5 UM a les 48 hores després de la sembra de les cél-lules
U251-MG-GFP i durant 24 hores. A les 24 hores es va realitzar una tincié amb PI per valorar la
mort cel-lular després del tractament. A la figura 43 podem veure les imatges preses amb el
microscopi de fluoresceéncia a 2x augments, on en verd es poden observar les cel-lules U251-MG-
GFP positives/ vives i en vermell les U251-MG-GFP que han perdut la fluorescéncia verda i han
incorporat la tincié vermella deguda al PI, que marca les cel-lules mortes. A la figura 43B es mostra
el grafic on esta representat el valor d’intensitat per al color verd (cél-lules vives) i color vermell
(ceél-lules mortes), a més de proporcionar informacioé sobre la localitzacié de cadascuna de les
poblacions cel-lulars (vives i mortes) dins de la cambra. Com es pot observar, a la part central de
les cameres tractades amb NNC-55-0396 (5 uM, 24 hores) hi ha una major area de cél-lules mortes
que en les cameres control i aquestes estan distribuides en la zona hipoxica de la cambra. Aquest
resultat concorda 1’obtingut en els cultius 2D en hipdxia, condicions en qué la sensibilitat de les
cel-lules de GBM al NNC-55-0396 era major (Fig 42A). Aquest fet apuntaria a que aquest tipus de
farmac pogués ser més indicat per tumors com el GBM on es dona la preséncia de zones tumorals
amb baix aport d’oxigen.
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Figura 43. El bloqueig dels TT-CC en cameres microfluidiques que recreen les condicions del
tumor (normoxia i hipoxia) condueix a la mort cel-lular en la zona hipoxica induida per NNC

(5 uM, 24 hores). (4) Imatges obtingudes de les cél-lules U251-MG-GFP sembrades a una densitat
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de 80x10" cél-lules per mil‘lilitre en les microcameres i tractades a les 48 hores post-sembra amb
NNC-55-0396 a una concentracio de 5 uM durant 24 hores. A les 24 hores, s aplica el colorant Pl
pels canals laterals i als 15 min es fotografien les cambres amb el microscopi de fluorescencia a 2x
augments, utilitzant els filtres per Texas-Red i GFP. (B) Grafiques representatives del valor

d’intensitat de fluorescéncia dels dos canals, verd i vermell il-lustren la distribucio de les dues

poblacions cel-lulars.
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El calci té un paper important en la senyalitzaci6 intracel-lular i controla diferents processos com
son la proliferaci6, diferenciacio, creixement, migracio, autofagia i mort cel-lular. Aixi, alteracions
en la senyalitzacié per calci poden causar defectes en el creixement cel-lular i invasidé que
caracteritzen el cancer. La rellevancia dels canals de calci activats per voltatge i especificament els
activats a baix voltatge (LVGCC), en la regulacié del creixement i progressio tumoral és ben

documentada (Santoni et al., 2012; Tong et al., 2015).

Des del seu descobriment els anys 70, els canals de calci de tipus T (LVGCC) han transcendit degut
al seu paper com a reguladors homeostatics de calci intracel-lular involucrats en processos
fisiologics i patologics en cél-lules i teixits (Dziegielewska and Gray 2014; Hagiwara, Ozawa, and
Sand 1975). Les caracteristiques biofisiques dels TT-CC els fan unics dins el conjunt de canals de
calci regulats per voltatge (VGCC) ja que posseeixen la capacitat d’activacid i d’inactivacié rapides
1 a potencials negatius, prop del potencial de repds de membrana, i una cinética de desactivacid
lenta (Nowycky et al., 1985). La conseqii¢ncia funcional d’aquestes caracteristiques biofisiques és
que hi ha finestres de potencials de membrana en les que es pot donar una activacié perdurable
d’una petita poblacié de TT-CC, que condueixi a un influx continu de calci (Fornaro et al., 2017).
Addicionalment, aquestes propietats permeten modificar 1’entrada de calci des de 1’exterior amb
petits canvis de potencial, la qual cosa possibilita adaptacions rapides i eficaces de la cél-lula front

canvis associats al cicle cel-lular o a estimuls externs (p.e. factors trofics).

Per altra banda, la senyalitzacié per calci ha estat descrita com un regulador de 1’autofagia, no
obstant segueix essent controvertit el seu paper en aquest procés, amb evidéncies que suggereixen
la seva implicacio en la iniciaci6 i en etapes finals de 1’autofagia (Berridge et al., 2000; Filippi-

Chiela et al., 2016).

El GBM és el tumor més maligne i freqiient del SNC. E1 90% dels GBM es desenvolupen de novo,
també anomenats GBM primaris, en pacients d’avancada edat sense haver presentat amb anterioritat
signes clinico-patologics d’una lesié pre-maligna. El 10% dels GBM restants apareixen com a
progressié d’un astrocitoma difis o anaplasic (GBM secundari). Els pacients que el pateixen son
més joves 1 presenten un pronostic més favorable (Wesseling et al., 2015) Discriminar entre un
GBM primari i secundari €¢s impossible a nivell histopatologic perd 1’analisi dels perfils genétics
ens permet distingir-los; el GBM primari no presenta mutacions en el gen IDH1 ni TP53 i tenen un
elevat contingut relatiu de cél-lules positives per el marcador CD133, en canvi el GBM secundari
presenta mutacions en el gen IDHI1 i TP53 i el contingut de cél-lules positives per CD133 és molt

més baix (Louis et al., 2016; Ohgaki and Kleihues 2013).
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Expressiéo de TT-CC en GBM

Els canals de calci i els TT-CC es troben expressats de manera diferencial en c¢l-lules malignes, en
les que s’ha descrit tant la sobreexpressié com la disminucié de la seva expressio respecte les
cel-lules no tumorals. Les alteracions en la seva expressio i/o activitat apunten al seu possible Uis

com a dianes per a noves terapies (Stewart et al.,2015; Sallan et al., 2017).

Per comengar I’estudi sobre els TT-CC en GBM vam comprovar que els TT-CC es troben expressats
en cultius primaris d’astrocitomes de baix grau, GBMs, recurréncies, linies cel-lulars de GBM i
linies cel-lulars de GBM quimioresistents a TMZ; per tant, podem afirmar que els TT-CC Cav3.1 i
Cav3.2 es troben expressats des de 1’astrocitoma de baix grau fins a la recurréncia del GBM. La
base de dades GlioVis (http://gliovis.bioinfo.cnio.es/) mostra que el teixit no tumoral presenta una
major expressio de Cav3.1 i Cav3.2 respecte dels GBMs (amb un total de 528 mostres de GBM)
(Fig 19). D’altra banda els pacients amb alteracions als gens que codifiquen per a les dues isoformes
de TT-CC expressades en GBM mostren diferéncies de supervivencia, un fet suggerent del valor
pronostic de ’expressidé de TT-CC en pacients amb aquest tipus de tumor. L’eina bioinformatica
cBioportal permet extreure les corbes de supervivéncia Kaplan-Meier en les que s’evidencia una
tendeéncia que indica que alteracions géniques en els gens CACNAIG i CACNAI1H, la majoria
d’elles sobreexpressions, conferirien un pitjor pronostic (Fig 20). Aquest punt, que en principi
sembla dissonant amb la caiguada de 1’expressio en el teixit tumoral, pot ser en part explicable pel
fet que la major part dels gens supressors tumorals exhibeixen expressions baixes o reduides en
comparacio als teixits normals / sans. Podria ser que en GBM els TT-CC actuin com a tals,
especialment tenint en compte que recentment s’ha identificat CACNAIG (Cav 3.1) com un
supressor tumoral en cancer de pulmo, essent alhora un important regulador de la diferenciacio i
proliferacio cel-lular (Castro et al. 2011). Un estudi recent ha descrit que els gens CACNAIG i
CACNATH es troben entre el I’u i el cinc per cent dels gens amb baixa expressio en cancer d’ovari,
renal, cervell i bufeta (Phan et al., 2017). Seguint aquest raonament esperariem que les
sobreregulacions en els gens que codifiquen per als TT-CC conferissin un millor pronostic als
pacients ja que estarien actuant com a putatius supressors tumorals. Una possible explicacio seria
que els TT-CC no estan associats directament amb el desenvolupament del GBM, pero una vegada
desenvolupat, I’expressio de TT-CC si que sembla un factor a tenir en compte alhora de parlar de
I’agressivitat del tumor. En consonancia, en aquest treball de tesi hem descrit un increment en
I’expressié de TT-CC en mostres de recurréncies respecte del seu GBM primari i en linies cel-lulars

resistents al quimioterapéutic TMZ creades in vitro al nostre laboratori (Fig 21B i D).

L’altre punt important a considerar, de tipus metodologic, és que les bases de dades consultades

compten amb un gran nombre de casos de GBM (528 mostres) perd malhauradament no ocorre el
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mateix amb els casos no tumorals o de teixit sa (10 mostres) amb els que s’han comparat els GBMs.
Aix0 dificulta la comparativa d’expressid de TT-CC entre teixit tumoral i teixit sa. A més de I’analisi
dels nivells d’expressid, s’hauria de tenir en compte la funcionalitat del canal, essent aquesta
funcionalitat en ltima instancia fonamental i que depen de factors com el potencial de membrana,
’estat de fosforilacio, 1I’expressio de certes variants de splicing, 1 d’altres. A aquest raonament cal
afegir la possibilitat d’una major sensibilitat de les c¢l-lules tumorals als processos en els quals els
TT-CC es troben involucrats (i.e., ’autofagia), fet que explicaria que poguessin constituir dianes

terapeutiques malgrat no es trobessin sobrexpressats.

En la comparacié de casos aparellats de GBM, es va observar una tendéncia a I’increment de
I’expressio dels TT-CC en els GBM recurrents. Les linies quimioresistents creades in vitro també
presenten un patr6d d’expressio de TT-CC caracteritzat per la sobreregulacié dels TT-CC (Fig 21).
Aquesta sobreregulacid pot ser deguda al propi procés intrinsec d’adquisicid de resisténcia, aixi
com el manteniment d’un fenotip pluripotent i d’autorenovacié conegut com fenotip stem
(Dziegielewska & Gray, 2014; Zhang et al., 2017), on per tant els TT-CC tindrien un paper
important en el desenvolupament de les recurréncies i manteniment del fenotip stem/resistent. En
aquest sentit, I’expressio de Cav3.2 s’ha associat amb cél-lules mare embrionaries i GICs (Zhang
et al., 2017). Tanmateix, malgrat les recurréncies i els models de resisténcia presenten uns nivells
de mRNA dels TT-CC significativament superiors, no s’han detectat diferéncies en quant a la seva

sensibilitat als bloquejants de TT-CC comparat amb GBM primari (Fig 26B).

Implicaci6 dels TT-CC en I’autofagia: s del silenciament génic de TT-CC

Treballs previs del grup en melanoma indicaven que dins la familia dels TT-CC, Cav3.1 estaria
intimament relacionat amb el procés autofagic, mentre que Cav3.2 estaria relacionat amb la
proliferacio i seria sobre-expressat en un ambient hipoxic (Das et al., 2012; Maiques et al., 2017;
Das et al., 2013). La linia cel-lular de GBM quimioresistent a TMZ, RC2, exhibeix una expressio
significativament superior de TT-CC (especialment Cav3.1), aixi com un flux autofagic basal
superior si ho comparem amb la linia de la que procedeix (A172), a més d’un increment de
p62/SQSTMI a nivell transcripcional (Fig 23 i 24). S’ha descrit que 1’autofagia en GBM té un
paper protector front el quimioterapéutic TMZ (Koukourakis et al., 2016). Les nostres dades
suggereixen que la sobreexpressio de Cav3.1 podria estar ajudant a mantenir els nivells autofagics
incrementats de la RC2 i per tant emparant la resisténcia al tractament. Aixi les nostres dades ens
portarien a relacionar directament 1’expressio de Cav3.1 amb el procés autofagic i, concretament,
amb la proteina p62 (veure més avall).

Estudis in vitro 1 in vivo en GBM demostren que els TT-CC son importants en la regulacié de la
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proliferacio tumoral i la migracio (Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2012) en aquest tipus de tumor.
Préviament, el nostre grup va demostrar que tant el silenciament génic com el bloqueig
farmacologic dels TT-CC (amb Mibefradil i Pimozida) afectava la viabilitat i reduia la capacitat
proliferativa de c¢l-lules de melanoma tot desregulant 1’autofagia cel-lular, per portar finalment a
la parada de cicle cel-lular i la mort per apoptosi (Das et al., 2013). En linies generals aquests
resultats es reproduexien al GBM, tal i com s’ha descrit aqui. Tanmateix queden molts aspectes per
demostrar, per exemple quina és la funcio o funcions que tenen els TT-CC en GBM i quines son les
vies de senyalitzacid que s’afecten en el seu bloqueig farmacologic o el silenciament génic, i que

condueixen a la mort cel-lular.

Préviament s’havia descrit que el silenciament génic per siRNA de cadascuna de les isoformes de
TT-CC condueix a la mort per apoptosi en cel-lules de GBM (Valerie et al., 2013). Al nostre grup
observarem que els silenciaments genics de cadascuna de les isoformes de TT-CC provoquen la
sobreregulacid de la isoforma no silenciada, en el que hipotetitzem seria una resposta cel-lular
compensatoria front la mancanga de 1’altre isoforma (Fig 27 i Fig 29A). No obstant, aquesta
regulacidé creuada no és capag¢ de compensar la pérdua de 1’altra isoforma i les cel-lules moren
inevitablement per apoptosi (Fig 28 i Fig 29B). Disposem, de dos shRNAs diferents per al
silenciament de cada isoforma de TT-CC. Les dues construccions d’ShRNA per cadascun dels gens
CACNAI1G i CACNATH porten a la mort per apoptosi en tots els casos. La segona construccid
d’shRNAs han estat menys treballats perd validen els resultats en quant al silenciament i mort
cel-lular obtinguts amb la construccid primera d’shRNA per als gos gens que codifiquen els TT-CC

(Fig 30).

Una de les principals incognites sobre els TT-CC és com exerceixen la seva accio, €s a dir, quins
son els mecanismes que regulen i que, en la seva abséncia o inhibicio, es veuen modificats, perdent
les c¢l-lules el control sobre aquestes funcions i esdevenint-se la mort cel-lular. Valerie et al., (2013)
va descriure que la inhibicié génica i/o farmacologica dels TT-CC condueix a una inhibici6 de la
via mTOR/Akt relacionada amb la superviveéncia cel-lular, que indueix apoptosi i sensibilitza les
cel-lules de GBM a radioterapia in vitro. Per altra banda, Das et al., (2013) descriu que en melanoma
el bloqueig farmacologic i/o silenciament génic dels TT-CC condueix a un bloqueig de 1’autofagia,

que acabaria induint una mort apoptotica.

Amb aquests antecedents, s’analitza si 1’autofagia es desregulava quan es realitzava la deplecio
génica dels TT-CC, previ a la mort cel-lular per apoptosi. S’observa que el silenciament de Cav3.1
condueix a un increment en els nivells de LC3II i de proteines ubiquitinitzades respecte del control
(Fig 31). No obstant, el que més crida I’atencio del silenciament de Cav3.1 és la disminuci6 de p62

que podria ser conseqiiéncia d’una induccié de I’autofagia, perd quan apliquem el tractament amb
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el bloquejant d’autofagia Bafilomicina-A no s’observa una acumulacié d’aquesta proteina fins als
nivells control. Aquest fet ens va portar a 1’estudi del missatger i varem trobar una sorprenent
repressio transcripcional de p62 quan Cav3.1 esta silenciat (Fig 32), indicant que Cav3.1 és capag
de modular directa o indirectament la transcripcio de p62. Aquest fet involucra Cav3.1 en la
regulacio del procés autofagic. Per tant, en conjunt les dades apunten a que el silenciament de
Cav3.1 condueix a la repressio transcripcional de p62, que impossibilita el reclutament del cargo,
resultant en I’acumulacio citoplasmatica de proteines poliubiquitinitzades; una resposta cel-lular a
aquesta situacio seria la desregulacié de I’autofagia, en aquest cas defectiva. Duran et al., (2011) va
descriure en MEFs que el silenciament de la proteina p62 ve acompanyat d’elevats nivells de LC3II
compatibles amb I’increment de la funcio autofagica tal com succeeix en el nostre cas quan p62 es

reprimida després del silenciament génic de Cav3.1.

Per altra banda s’analitza 1’efecte del silenciament de Cav3.2 sobre 1’autofagia amb la intencio
d’estudiar si ambdos canals compleixen una funcié comt o bé desenvolupen funcions diferents. El
marcador autofagosomal LC3II no va denotar diferéncies significatives respecte el control (Fig 33).
Tanmateix, Cav3.2 és indispensable per a la supervivéncia de cél-lules de GBM, conduint el seu
silenciament a la mort per apoptosi (Fig 29B). Quan analitzem els nivells de la proteina p62 per
WB observem un augment significatiu d’aquesta proteina en les cel-lules silenciades per Cav3.2
(Fig 33). L’analisi per RT-qPCR revela igualment que el silenciament de Cav3.2 sobreregula p62
(Fig 34). Aquest fet podria explicar-se per la sobreexpressio de Cav3.l que desencadena el
silenciament de Cav3.2. En preséncia de la proteina p62 i, podent-se reclutar el cargo dins

’autofagosoma de manera adequada, no hi haurien canvis en el flux autofagic respecte ’estat basal .

Per aprofundir en els mecanismes en que els TT-CC es troben implicats en la regulacio de les vies
de senyalitzacid que controlen el procés autofagic, varem analitzar els principals reguladors
upstream de 1’autofagia (Fig 35) després del silenciament de les isoformes Cav3.1 i Cav3.2. Les
dades obtingudes indiquen que el silenciament de Cav3.1 implica una disminucié en la fosforilacio
de AMPK, en paral-lel a Iaugment de 1’activitat de mTOR (visualitzada a través de de la
fosforilacio de p70S6K, diana de mTOR). Aquestes dades novament apunten a una funcio pro-

autofagica del canal Cav3.1, I’activitat del qual inhibiria mTOR.

En els darrers anys TFEB s’ha postulat com un master regulador de 1’autofagia i de la biogénesi
lisosomal, promovent la transcripcio de p62 i Lampl, entre altres membres de la xarxa CLEAR
(Coordinated Lysosomal Expression and Regulation) (Klionsky et al., 2016; Laplante and Sabatini
2013; Medina et al., 2015; Settembre et al., 2012). Sota condicions de privacid de nutrients i
induccié de I’autofagia, mMTORCI es troba inhibit i es desplaga del lisosoma, sent incapag¢ de

fosforilar TFEB. Aleshores, TFEB defosforilat pot translocar al nucli i actuar com a factor de
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transcripcid. TFEB podria ser clau en la regulacid de 1’expressio de p62 deguda al silenciament de
Cav3.1 i de Cav3.2. (Fig 39A). TFEB es manté inactivat/fosforilat i clarament perinuclear després
del silenciament de Cav3.1. Aixi es demostra una mobilitat de TFEB en bandes d’alt pes molecular,
com I’obtinguda en cel-lules control i tractades amb Bapta-AM o Ciclosporina-A, que impliquen la
inhibici6 de la fosfatasa calcineurina (que quan activa porta a la defosforilacid/activacio de TFEB).
Aixi doncs, I’expressio de Cav3.1 mantindria TFEB defosforilat/actiu, el que podria incidir en la
regulacio transcripcional de p62, regulant positivament 1’autofagia. En canvi, en el silenciament de
Cav3.2 apareix una tendéncia a 1’aparicié de bandes baix pes molecular de TFEB, tot i que no
s’assoleix la banda que es detecta en condicions de deprivacié de sérum (TFEB defosforilat/actiu

nuclear) ni s’observa la seva traslocacié nuclear.

Aixi doncs, suggerim el segiient escenari per tal d’integrar I’efecte del silenciament de Cav3.1 i
I’autofagia. Seria esperable que conseqii¢éncia del silenciament el calci intracel-lular disminueixi
(tot i I’efecte rebot en ’expressio de Cav3.2), disminuint conseqiientment I’activaci6 de la via Ca*'-
CAMKK2-AMPK i provocant I’activacio de mTOR que hem vist. D’altra banda, s’observa una
autofagia romanent, que seria alhora defectiva per a la recepcio del cargo a degradar al estar molt

disminuits els nivells de la proteina p62.

En el cas del silenciament de Cav3.2 no s’observen diferéncies respecte del control quan analitzem
els reguladors upstream de I’autofagia, mMTOR i AMPK (Fig 35), resultat esperable ja que no s’han
detectat canvis en el flux autofagic. En canvi, es detecta un increment significatiu en els nivells de
mRNA i proteics de p62, un efecte contrari al del silenciament de Cav3.1 i que podria per tant ser

degut al de la sobreexpressio rebot de Cav3.1.

Per tant i per concloure aquesta part, el silenciament de Cav3.1 porta a la inactivacio de TFEB, la
repressio de p62, el bloqueig autofagic/autofagia defectiva i a la inhibicio de la autofagia des del

complex mTOR, remarcant una funcié pro-autofagica d’aquest canal en multiples punts.

Implicaci6 dels TT-CC en I’autofagia: estudi de la inhibicié farmacolégica dels TT-CC

Nombrosos estudis han relacionat 1’s de bloquejants farmacologics TT-CC amb la inhibicié de la
proliferacio, la mort cel-lular, i fins i tot la inhibicié de la migracié en diferents models tumorals
incloent el GBM (Das et al., 2013; Panner et al., 2006; Valerie et al., 2013; Zhang et al., 2012;
Zhang et al., 2017, Niklasson et al., 2017). L’estudi de Das et al., (2013) va relacionar el bloqueig
farmacologic dels TT-CC amb un increment de 1’estrés de reticle i un bloqueig de 1’autofagia en

linies de melanoma. D’altra banda, nombroses investigacions relacionen 1’autofagia en GBM com
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a possible factor clau en la resisténcia als tractaments ajudant a la supervivéncia de les cél-lules
tumorals (Jawhari et al., 2016). No obstant, resten per el-lucidar les funcions de cada isoforma de
TT-CC i quines son les vies de senyalitzacid que s’activen o inactiven front el seu bloqueig o
silenciament genic. Aquestes dues circumstancies ens motivaren a analitzar les conseqiiéncies del
bloqueig farmacologic dels TT-CC en GBM 1 aprofundir en els mecanismes pels quals la mort
cel-lular induida per aquests compostos estaria relacionada amb la desregulacio autofagica. De
forma semblant als treballs mencionats més amunt, en aquesta tesi hem utilitzat els farmacs
Mibefradil i NNC-55-0396 per al bloqueig farmacologic dels TT-CC i I’estudi de les seves funcions

cel.lulars.

Els resultats obtinguts amb els bloquejants de TT-CC revelen una clara desregulacié del procés
autofagic quan es tracten les cél-lules amb Mibefradil o NNC-55-0396. Els nivells de LC3II son
superiors als nivells de les cél-lules sense tractament (Fig 36). El tractament amb el bloquejant
d’autofagia Bafilomicina-A i el tractament combinat Mibefradil o NNC-55-0396 més Bafilomicina-
A es va realitzar per tal d’esbrinar si el bloqueig dels TT-CC condueix a una induccid o bloqueig de
I’autofagia. Aquests resultats indiquen que estem front un bloqueig de 1’autofagia per NNC-55-
0396 (Fig 36), resultats que anirien en concordanca amb els obtinguts en amb Mibefradil (Das et

al., 2013). Aquest resultat reforca la implicaci6 dels TT-CC en el manteniment del flux autofagic.

No obstant, a I’analitzar les vies de senyalitzacio upstream de I’autofagia (P-AKT i P-p70S6K) (Fig
37), veiem que P-AKT esta fortament disminuida, efecte que descriu Valerie et al., (2013), i la diana
de mTOR P-p70S6K també, indicant que mTOR es troba inhibit, el que conduiria a una inducci6
de I'autofagia (Klionsky et al., 2005). Cal destacar que el resultat de 1’activitat de mTOR després
del bloqueig farmacologic, per tant, és notoriament diferent a I’obtingut amb el silenciament génic

de Cav3.1.

Tenint en compte el paper central del calci en la regulacié de molts processos cel-lulars, incloent la
macroautofagia, en aquest estudi varem investigar I’efecte de NNC-55-0396 sobre el calci
intracel-lular. Els nostres resultats demostren que la concentracié intracel-lular d’aquest i6
incrementa sorprenentment degut al bloqueig amb NNC-55-0396 (Fig 38). Aquest efecte només es
pot explicar a través d’accions “off-target” del farmac, perque en ser els TT-CC responsables d’una
difusio facilitada de I’i0, el seu bloqueig/inhibicié necessariament comportaria la reduccio del calci
citosolic, independentment de la seva localitzacié a la membrana plasmatica o a la membrana dels

organuls cel-lulars.

Les nostres dades suggereixen doncs que el compost NNC-55-0396 produeix 1’increment dels

nivells de calci intracel-lular que activarien la via CAMKK2/AMPK, conduint a la inhibicié de
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mTOR i a la induccid de I’autofagia (Filippi-Chiela et al., 2016), per mecanismes independents als
del seu bloqueig dels TT-CC, com podria ser per exemple un bloqueig dels transportadors actius
presents a la membrana plasmatica o d’organuls cel-lulars com el reticle endoplasmatic,
mitocondris o lisosomes (Williams et al., 2013), malgrat que aquestes possibilitats no han estat

analitzades en aquest treball.

D’altra banda, NNC-55-0396 també promouria la transcripcié de gens autofagics i lisosomals a
través de la defosforilacio i translocacié nuclear de TFEB (Fig 39), possiblement mitjangant els
nivells incrementats de calci intracel-lular que mantenen activa calcineurina. Tanmateix, 1’acci6
bloquejant del compost sobre les 3 isoformes de TT-CC a les concentracions utilitzades en aquest
treball és ben documentada i, per tant, estariem davant d’un efecte complex de desregulacié de
I’homeostasi del calci que implicaria tant els TT-CC com d’altres dianes moleculars no

1dentificades.

Relaci6 entre els TT-CC i la hipoxia

El GBM ¢és un tipus de tumor solid que es caracteritza per un elevat grau d’hipoxia (Huang et al.,
2016). Aquestes arees hipoxiques esdevenen a partir de la proliferacié descontrolada de cél-lules
canceroses, que resulten en aquestes arees anomenades de pseudopaligada. Les cel-lules canceroses
reaccionen a la disminucid de la pressio parcial d’oxigen amb 1’estimulacié de la vascularitzacio
secretant VEGF (Box et al., 2010). L’adaptacio de les c¢l-lules a aquest ambient esta controlada per
factors de transcripcid que s’activen a pressions parcials d’oxigen baixes; el més important és HIF
la, que regula en condicions d’hipoxia (juntament amb HIF 1§ i multiples coactivadors) la
transcripcid6 més de 100 gens que permeten fer front a la hipoxia, promoure angiogénesi,
supervivéncia cel-lular i augmenten el metabolisme de la glucosa i faciliten la invasié tumoral
(Jawhari et al., 2016). Sukumaran et al., (2015) demostren que en situacions d’hipoxia es produeix
un increment dels nivells de calci citoplasmatic, descrivint-se una induccié autofagica en linies
cel-lulars epitelials 1 neuronals a través d’altres tipus de canals de calci, (familia de canals TRPC);
no obstant no es descarta la possibilitat de que altres tipus de canals estiguin sobreregulats i ajudin

al manteniment d’aquest estat d’inducci6 autofagica.

Les linies de GBM exposades a hipoxia sobreexpressen el Cav3.2. La sobreregulacié de Cav3.2
podria participar en la millora del potencial invasiu de les c¢l-lules de GBM sota les condicions
esmentades afavorint també la induccio6 de 1’autofagia (Sukumaran et al., 2015; Zhang et al., 2017).
Alhora, és destacable el fet de que aquesta sobreregulacié ve acompanyada en tots els casos d’una

disminucio dels nivells de mRNA de Cav3.1 (Fig 25).
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S’ha demostrat que en els contexts hipoxics les cél-lules tumorals tenen una menor expressié de
proteines pro-apoptotiques i promouen la induccié d’autofagia a través de ’activacié de HIF 1a, un
fet que ajuda a que la cel-lula tumoral pugui sobreviure en aquestes condicions adverses (Wouters
and Koritzinsky 2008). Nosaltres hem pogut observar que TFEB es troba tamb¢ defosforilat (actiu)
(Fig 41) en hipoxia comparat amb normoxia, apuntant a la possibilitat de que la induccid

d’autofagia es trobi sustendada en condicions hipdxiques tamb¢ a través d’aquesta via.

Basant-nos en la relacié dels TT-CC amb [’autofagia i la mort cel-lular, varem bloquejar
farmacologicament els TT-CC amb NNC-55-0396 tant en condicions normoxiques (21% O;) com
en condicions hipoxiques (2% O). Els resultats van revelar que la viabilitat cel-lular es trobava

afectada a dosis més baixes de NNC-55-0396 en hipoxia que en condicions de normoxia (Fig 42).

Aquesta dada obre una finestra a ’estudi del tractament del GBM amb bloquejants de TT-CC, on
les cel-lules exposades a situacions hipoxiques, que serien les que corresponen a la massa tumoral
propera a la zona necrotica, més autofagiques i potser associades a un fenotip stem, també serien
més sensibles al tractament amb els bloquejants de TT-CC. Conseqiientment, a la figura 43 hem
demostrat que, en un sistema tridimensional de microcamera (model on es reprodueixen les zones
normoxiques i hipoxiques tal com succeiria a el GBM in vivo), les cél-lules de GBM U251-MG
situades al centre de la camera (que es troben en una situacié hipoxica/necrotica, Ayuso et al., 2016)

son especialment sensibles al bloqueig dels TT-CC.

Hem comprovat que I’efecte del NNC-55-0396 sobre els marcadors autofagics en les cél-lules
crescudes en hipoxia continua sent de bloqueig (Fig 42B). Podem hipotetitzar que Cav3.1
treballaria com a canal de calci regulant 1’autofagia en condicions de normoxia i el Cav3.2 seria
també un putatiu regulador del procés autofagic pero en condicions d’hipoxia. En qualsevol cas, els
TT-CC tenen un paper destacat en el procés autofagic, 1 €s possible induir la mort cel-lular
desregulant aquest procés, tal i com indiquen el seu silenciament génic i el bloqueig farmacologic.
Per aix0 1 per la seva contribucio en la progressio del cicle cel-lular en la transicid G1-S, els TT-CC
es poden considerar com una diana terapéutica potencial en el GBM, si bé és cert que queden molts

aspectes a resoldre per con¢ixer sobre la seva funcié en cél-lules tumorals.
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Conclusions

PRIMERA. Els TT-CC (Cav3.1 i Cav3.2) es troben expressats en astrocitomes, GBM primaris i
recurrents, linies cel-lulars de GBM i en el model de linia cel-lular resistent a TMZ, amb predomini
de Cav3.1.

SEGONA. Els TT-CC es troben sobreexpressats en GBM recurrents i en el model cel-lular de
quimioresisténcia versus GBM primaris.

TERCERA. Els tractaments aguts amb TMZ condueixen a 1’elevacio dels nivells de p-AMPK, p-
eiF2a i proteines d’autofagia.

QUARTA. Les linies resistents a TMZ presenten major expressido de TT-CC que la seva linia
parental, aixi com una preséncia superior de transcrits codificants per la proteina p62, i un flux
autofagic incrementat.

CINQUENA. El bloqueig farmacologic dels TT-CC amb Mibefradil i NNC-55-0396 condueix a la
parada del cicle cel-lular en fase Gi/S, bloqueig de 1’autofagia i la mort cel-lular apoptotica. Aixi
mateix s’ha trobat sinérgia entre drogues bloquejants de TT-CC i bloquejants de 1’autofagia afectant
a la viabilitat cel-lular.

SISENA. El bloqueig farmacologic dels TT-CC amb NNC-55-0396 condueix a 1’elevacié dels
nivells de calci citoplasmatic i afavoreix [’estat defosforilat (actiu) de TFEB, un factor de
transcripcid que regula 1’expressio de gens autofagics i lisosomals.

SETENA. El bloqueig farmacologic dels TT-CC amb NNC-55-0396 inhibeix el complex mTOR
que afavoriria 1’activacié de 1’autofagia conseqiiéncia d’un efecte complex de desregulacié de
I’homeostasi del calci, implicant a aquest procés tant els TT-CC com altres dianes moleculars no
identificades.

OCTAVA. El silenciament genic de Cav3.1 1 Cav3.2 condueix a la sobreregulacié de la isoforma
no silenciada i resulta en la mort cel-lular per apoptosi.

NOVENA. El silenciament genic de Cav3.1 condueix a la disminucio dels nivells de fosforilacio
de p-AMPK, activacido de mTOR, inhibicié de 1’autofagia i repressio transcripcional de p62, que
condueix a un bloqueig de 1’autofagia o autofagia defectiva. Aquests fets impliquen Cav3.1
directament amb una funci6 pro-autofagica.

DESENA. El silenciament génic de Cav3.2 no afecta el flux autofagic perd incrementa els nivells
d’expressio de p62, efecte possiblement degut al rebot de Cav3.1 en aquesta situacio.

ONZENA. La hipoxia moderada (2% O:) incrementa 1’expressié de Cav3.2 i reprimeix la de
Cav3.1.

DOTZENA. En condicions d’hipoxia moderada les cél-lules de GBM son més sensibles al
bloqueig farmacologic dels TT-CC.

TRETZEAVA. Els cultius tridimensionals organitzats en cameres microfluidiques revelen que les

cel-lules de GBM en les zones hipoxiques son més sensibles al bloqueig dels TT-CC.
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