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PROLOGO

Frustracion e impotencia son dos sentimientos que definen al neurocirujano al enfrentarse
con la realidad del paciente diagnosticado de tumor glial de alto grado, por su elevada incidencia y la

corta supervivencia a pesar de todos los tratamientos disponibles.

Las nuevas lineas de trabajo que abren tanto la investigacion en las rutas de desarrollo como
en células madre, son prometedoras y van dirigidas a erradicar el subgrupo de células de la masa

tumoral responsables del origen y mantenimiento del tumor.

No ha habido ni un sélo paciente o familiar que rechazara participar en nuestro estudio, la
expresion “que al menos les sirva a otros” refleja fielmente la voluntad y agradecimiento de nuestros

pacientes, muchos de ellos fallecidos en el momento de esta presentacion.

Mucho queda por investigar, aunque esperamos que esta pequefia aportacion pueda resolver
ciertas incognitas que nos ayuden en un futuro a plantear nuevos y eficaces tratamientos que sirvan

para mejorar o curar esta devastadora enfermedad.

A ellos, a nuestros pacientes pasados, presentes y futuros, dedicamos este trabajo.

Maria Peris Celda
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AA astrocitoma anaplasico

bFGF basic fibroblastic growth

factor, factor de crecimiento
fibroblastico basico

CGH comparative genomic
hybridization

ClI Cubitus Interruptus
CMN célula madre neural
CMT célula madre tumoral
COS2 ¢ Cos2 Costal2

DAB diaminobenzidina

DHH 6 Dhh Desert Hedgehog

EGFR epidermal growth factor
receptor, receptor del factor de

crecimiento epidérmico

EGF epidermal growth factor, factor

de crecimiento epidérmico

FBS fetal bovine serum, suero

bovino fetal

GBM glioblastoma multiforme

HC hipocampo

Hh-Gli ruta Hedgehog-Gli

HHIP hedgehog interacting protein
IHH 6 Ihh Indian Hedgehog

KPS Karnofsky Performance Status

o indice de Karnofsky

PTCH Patch

RM resonancia magnética

SB sustancia blanca

SG sustancia gris

SHH 6 Shh Sonic Hedgehog
SMO 6 Smo Smoothened

SNC sistema nervioso central
SUFU 6 Sufu supresor de Fused

TC tomografia computarizada
TK tirosin kinasas

ZSG zona subgranular del giro

dentado del hipocampo

ZSV zona subventricular
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4.1 Los tumores gliales

Los tumores astrogliales de alto grado constituyen el grupo mas frecuente
de tumores primarios cerebrales malignos y, segun la clasificacion de la OMS,
comprenden dos entidades histologicas: el astrocitoma de grado Il o anaplasico
(AA) y el astrocitoma de grado IV, también denominado glioblastoma multiforme
(GBM). El mas frecuente de ambos, el GBM, representa del 12-15% de todas las
neoplasias intracraneales y del 60-75% de los tumores astrogliales’. Los
astrocitomas de grado Il se engloban dentro de los tumores de bajo grado por su
lento crecimiento aunque con una tendencia intrinseca a la malignizacién vy

progresion hacia astrocitoma anaplasico y por tltimo GBM?.

Las neoplasias infiltrantes del sistema nervioso central (SNC) con células
gue recuerdan morfolégicamente a los oligodendrocitos se clasifican como
oligodendrogliomas. No es infrecuente que los tumores gliales presenten
caracteristicas morfolégicas tanto de células astrocitarias como de oligodendroglia y
en tal caso serian tumores mixtos u oligoastrocitomas. Estos, a su vez, se clasifican
dependiendo de sus caracteristicas anatomopatologicas en bajo grado (Il) y

anaplasicos (lll) con posibilidad de transformacién de todos ellos a GBM.

Tanto los astrocitomas como los oligodendrogliomas se engloban dentro de
los tumores neuroepiteliales junto con los ependimomas y tumores de los plexos

coroideos segun la clasificacion de la OMS de 20072

El GBM es una neoplasia que tipicamente afecta a la sustancia blanca
subcortical de los hemisferios cerebrales, con un patron altamente infiltrativo a
través de los tractos de sustancia blanca, sin tendencia a metastatizar via liquido
cefalorraquideo o hematdégeno. Las caracteristicas anatomopatologicas de estos
tumores son: atipia nuclear, actividad mitotica, trombosis vascular, proliferacion

microvascular y necrosis.

Los AA se diferencian de los GBM en la ausencia de necrosis y proliferacion
microvascular y presentan una tendencia inherente a la transformacién a GBM en
un intervalo aproximado de 2 afios®. Los GBM presentan una gran heterogeneidad
genética, por lo que deberian ser considerados como un grupo de tumores
malignos del SNC con caracteristicas histopatolégicas comunes mas que una

entidad nosolégica Gnica®®.
14
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Tanto los GBM como AA pueden surgir de novo (llamados primarios, mucho
mas frecuentes) o de forma secundaria desde un glioma previamente diagnosticado

de bajo grado.

La incidencia del GBM en la mayoria de los paises europeos Yy
norteamericanos es de 3-4 casos por 100.000 habitantes por afio. La historia de la
enfermedad es habitualmente corta e incluye signos de hipertension intracraneal,
focalidad neurolégica o crisis epilépticas. El GBM se puede manifestar en cualquier
edad aunque es més frecuente en adultos con un pico de incidencia entre los 45y

75 afios, sin diferencias entre sexos?.

La importancia de su estudio radica no sélo en la elevada incidencia sino en
la malignidad del proceso; su naturaleza altamente infiltrativa imposibilita su
reseccion completa y, a pesar de los progresos en la quimio y radioterapia, menos
de la mitad de los pacientes sobreviven més de un afio. La media de supervivencia

en el grupo tratado con cirugia, radioterapia y quimioterapia es de 14,6 meses?.

4.2 Las células madre neurales y tumorales y su relacién con la ruta Hedgehog-Gli

Las células madre neurales (CMN) son células multipotentes, presentes
tanto en el embribn como en cerebro adulto, con capacidad para diferenciarse en
cada una de las tres estirpes celulares del parénquima cerebral: neuronal, astroglial
y oligodendroglial ’. El cerebro de un mamifero adulto retiene CMN en al menos dos
regiones definidas: la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV) y la
zona subgranular del giro dentado del hipocampo (ZSG). Tanto la renovacién como
la diferenciacion de las CMN esta regulada por el “nicho” o microambiente que
rodea a estas células, de tal forma que sefiales clasicamente implicadas en el
desarrollo embrionario como Notch, BMP, Noggin, Eph/ephrins y Hedgehog/Gli®

estan también implicadas en el mantenimiento de estos nichos®.

Los primeros pasos en el descubrimiento e identificacion de células madre
tumorales se llevaron a cabo en leucemia y cancer de mama y demostraron que
una pequefa subpoblacion dentro la masa tumoral, identificada como células madre
tumorales (CMT), era la responsable tanto de la formacién como del mantenimiento
del tumor'®*, En 2004, Singh y colaboradores *? aislaron CMT de GBM. Estas
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células presentaban capacidad de auto-renovacion, expresaban marcadores
comunes a CMN como Nestin y CD133, potencial para diferenciarse en las distintas
estirpes celulares del cerebro adulto y producian tumores en raton con
caracteristicas histopatologicas muy similares a las del GBM de origen®. Esta
subpoblaciéon celular constituye en torno a un 3% del volumen tumoral. Estudios
posteriores han identificado CMT en otros tumores cerebrales como
meduloblastoma (MB), y ependimoma'®. Por otro lado, trabajos recientes han
mostrado que la existencia de diferentes mecanismos de inestabilidad genética
pueden conducir a la transformacion de CMN a CMT™. Una alteracion en las CMN
que dé lugar a su independencia de las sefiales de proliferacion o resistencia a
sefales anti-proliferativas, podria causar una proliferacién incontrolada y formacion
de la neoplasia. Si las rutas que participan en el desarrollo embrionario, entre ellas
la estudiada Hh-Gli, juegan un papel importante en la auto-renovaciéon y la
diferenciacion en el nicho de la CMN, y el GBM (o subpoplaciones de GBM)
procede de una CMN o progenitora transformada, alteraciones en dichas rutas
podrian estar implicadas en la transformacién de CMN y en el crecimiento o

propagacion del tumor en el adulto™.

4.3 La ruta Hh-Gli: descripcion en Drosophila con importantes variaciones en
vertebrados

Hh-Gli fue identificada por primera vez en Drosophila como una ruta
importante en el desarrollo embrionario implicada en la diferenciacion entre los

segmentos anterior y posterior.

Bien estudiada en esta especie, la ruta se activa cuando el ligando Hh se
une al receptor de membrana Patch. En ausencia del ligando, Patch inhibe la
actividad de una proteina G con 7 dominios transmembrana llamada Smoothened
(Smo). Tras la unién del ligando, Patch es internalizada y degradada mientras que
Smo se trasloca a la membrana y se activa. La activacion de Smo induce la
fosforilacion de Costal2 (COS2) por parte de Fu (a su vez regulado por Sufu) que
antagoniza la funcibn negativa de COS2 disminuyendo el secuestro y
procesamiento de Cubitus Interruptus (ClI) en el citoplasma. En consecuencia, Cl es

tranformado por un mecanismo desconocido en un factor de transcripcion
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activado™® que se trasloca al nicleo donde participa en la expresion de distintos
genes de proliferacion y diferenciacion entre ellos PATCH.

La ruta de Hh-Gli homéloga en vertebrados, a diferencia de Drosophila,
incluye la sefializacion por medio de tres ligandos diferentes: Sonic (Shh), Indian
(Ihh) y Desert Hedgehog (Dhh), que son proteinas de 45-kDa que de forma
autocatalitica dan lugar a una forma activa de 20 KDa unida de forma covalente a

I'” y palmitoil®®. Las proteinas Kif7 y Kif27, aunque homologas de COS2

colestero
de Drosophila no se relacionan con la ruta Hh al menos en cultivos de fibroblastos
humanos®®. El altimo miembro de la cascada en humanos comprende la familia de
factores de transcripcion Gli (homologos de Cl), proteinas con dedos de zinc, de los
que se han identificado Glil (activador), Gli2 (relacionado tanto con activacién como
con inhibicion) y el probablemente supresor Gli3*?! (Figura 1). Tras la activacion y
traslocacion de Gli al nucleo, aumenta la expresion de ciertos genes de proliferacion
y diferenciacién como PATCH, GLI, sFRP-1 (inhibidor de la ruta de WNT?),

TGFB/BMP y probablemente otros no bien conocidos.?*?*

En vertebrados, la regulacion de Hh-Gli se produce a mdltiples niveles. A
nivel del ligando Hh, la proteina HHIP (Hedgehog Interacting Protein) secuestra Hh
e impide su unién a Patch. Aunque todavia por mecanismos no bien conocidos,
numerosas pequefias moléculas se relacionan con la inhibicion de Smo®?°. En el
lado intracelular, los factores de transcripcion Glil,2,3 son regulados por el
complejo Sufu (supresor of Fused). Sufu en ratén regula la estabilidad de los
factores de transcripcién Gli2 y Gli3 antagonizando el mecanismo de degradacion
de Gli mediado por Hib/Spop®. Se ha publicado recientemente que la acetilacién de
Glil, regulada de forma fina por las histonas acetiltransferasa e histona
deacetilasas y Cullin3-REN«<» aumenta la proliferacion y transformacion celular®’. A
su vez, a proteina SHP (Small Heterodimer Partner) es un receptor nuclear que
disminuye la expresion de los genes diana de Gli y cuyo efecto se debe a una

interaccion proteina-proteina a nivel nuclear?®.

17
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Sufu

Figura 1 . Esquema de la ruta Hh-Gli en vertebrados. Cuando se une el ligando
Hedgehog (Hh) se libera la inhibicién de Patch sobre Smo la cual activa Glil y Gli2
gue son regulados mediante la interaccién de un complejo formado por Fused,
Sufu y Cos2. Glil se transfiere al nucleo donde actia como factor de transcripcion
y activa distintos genes implicados en proliferacién; la funcién transcripcional de
Gli2 no ha sido tan ampliamente descrita y se relaciona con genes implicados tanto
en proliferacion como inhibicion. Se muestran los puntos importantes en la
regulacion y control de la ruta: la expresién de ligando cuya funcidon puede ser
inhibida por HHIP(1). La union del ligando a Patch que libera y activa Smo (2),
regulada a su vez por pequefias moléculas inhibidoras (3). La activacion de
proteinas de la familia Gli (4) que pueden ser reguladas por receptores nucleares
como SHP (5) y por ultimo la interconexién con otras rutas metabdlicas como TK a
través de REN (6) y Wnt mediante sFRP-1 (7). Activacién: — inhibicion:

4.4 La ruta Hh-Gli en el desarrollo embrionario y postnatal

En la ruta Hh-Gli, Shh es uno de los ligandos mejor estudiados en el
desarrollo del SNC y participa en numerosos procesos clave en el mismo; control
de la diferenciacion celular y proliferacién asi como morfogénesis del cerebro,

médula espinal, esqueleto axial y miembros®. lhh se relaciona con el desarrollo del
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30-31

cartilago de los huesos largos® “"mientras que Dhh estd mas implicado en el

desarrollo de la linea germinal y las células de Schwann®3*,

En el sistema nervioso central, Hh-Gli se relaciona con la formacion del tubo
neural de los embriones vertebrados después del proceso de induccion neural. Shh
es expresado por la notocorda caudalmente y por el mesodermo precordial
rostralmente desde los primeros estadios. Ademas, estas sefiales inducen la
expresion de Shh por parte de las células préoximas (placa basal) y juegan un papel
muy importante en la diferenciacion de motoneuronas, neuronas dopaminérgicas,
serotoninérgicas, interneuronas ventrales y oligodendrocitos®*!. Algunos estudios
sugieren que Shh actiia de distinta manera segun el gradiente de concentracion®.
En el cerebelo, las neuronas mas abundantes, las células de Purkinje, se
interrelacionan con otras partes del cerebro y con las células granulares, las cuales
a su vez regulan la actividad de las células de Purkinje, formando un circuito
esencial en la funcién cerebelosa. Las células granulares tienen su origen en
precursores de la capa germinal externa que tras el nacimiento migran hacia la
parte interna y se diferencian. Posteriormente, en una nueva migracién, pasan a
través de las capas molecular y de Purkinje para formar la capa granular interna y
desaparecer la granular externa (tercera semana postnatal)*. Algunos estudios han
demostrado que las células de Purkinje producen Shh y las células granulares
responden a él. El bloqgueo de Shh con anticuerpos durante el desarrollo
embrionario temprano reduce de forma significativa el espesor de la capa granular
externa***. Ademas, se ha demostrado que Hh-Gli regula el desarrollo del cortex

cerebral y los coliculos*"®,

Algunos experimentos evidencian que Shh es un factor vital para el
desarrollo neural y regulacion de las CMN adultas hipocampales in vitro e in vivo® y
es indispensable para el mantenimiento de los nichos de CMN telencefalicas™.
Parece que Shh actia en los nichos de la ZSV y en la ZSG en el desarrollo
embrionario tardio®. Las CMN tanto embrionarias como adultas tienen un cilio
primario, receptor de sefiales, y Hh-Gli se relaciona con la fisiologia del mismo®?. En
las células nodales embrionarias ventrales; Smo actla en el cilio primario y
trasduciendo sefales externas al interior celular a través de la ruta Hh-Gli. La
localizacién de Smo en el cilio es un paso clave en la regulacién de la activacion de
la ruta®®. Tras la ablacién de distintos genes tanto ciliares como Smo, se logra
inhibir la neurogénesis postnatal en los ratones mutantes. Por el contrario, la

activacion constitutiva de Smo produce una expansion importante de la
19
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neurogénesis del giro dentado del hipocampo. Por tanto, Hh-Gli actuando por medio
del cilio primario, tiene un papel critico en la expansion y establecimiento de los

progenitores hipocampales tras el nacimiento®.

4.5 Implicaciones de la ruta Hh-Gli en enfermedades humanas

Alteraciones en la ruta de Hh-Gli han demostrado ser causa de numerosas
enfermedades tanto tumorales como no tumorales que afectan entre otros al
sistema nervioso central®.

Se han descrito malformaciones embrionarias debidas a alteraciones que
disminuyen la activacion normal de la ruta en humanos. La holoprosencefalia
autosémica dominante, trastorno que ocasiona un plegamiento incompleto del SNC

h 5% En otras enfermedades

se relaciona con alteraciones genéticas de Sh
autosémicas dominantes como la cefalopolisindactilia de Greig, el sindrome de
Pallister-Hall y la polidactilia postaxial se implican alteraciones de Gli3*" **°(Tabla

1).

Con respecto a las enfermedades neurogedenerativas, se ha demostrado
que Hh-GIi esta implicada en la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra durante el desarrollo, y por lo tanto podria ser de interés en la

enfermedad de Parkinson?® .

La activacion excesiva de Hh-Gli estd relacionada con sindromes
neoplasicos; el paradigma lo encontramos en el sindrome de Gorlin, también
llamado sindrome del nevus de células basales, que se caracteriza por la
predisposicion a los carcinomas de células basales de la piel, meduloblastomas y
trastornos del desarrollo. Este sindrome fue descrito en los afios 1950-1960 vy
desde entonces, sus bases moleculares han sido ampliamente estudiadas. La
haploisuficiencia de la proteina Patch en células podria explicar las anomalias en el
desarrollo, mientras que la pérdida de ambas copias normales de PATCH en
células llevaria a la activacion de determinados genes y neoplasias®®. La
aparicion de meduloblastomas en estos pacientes fue el punto de partida del

estudio de la ruta Hh-Gli en los tumores cerebrales.

Se ha demostrado que algunos componentes necesarios para el

funcionamiento del cilio primario estdn también implicados en el correcto
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funcionamiento de la ruta Hh-GIi®. Por tanto, es posible que determinadas

enfermedades causadas por defectos en los cilios conlleven a su vez una alteracion

secundaria en la ruta Hh-Gli como los sindromes de Meckel,
Kartagener y la enfermedad poliquistica rena

ENFERMEDAD

Displasia
acrocapitofemoral
Braquidactilia, Tipo
Al

Coloboma ocular
Encondromatosis,
Sindrome de
Maffucci

Disgenesia gonadal

Holoprosencefalia

Sindrome de
Pallister-Hall
Cephalopolisidactilia
de Grieg

Sindrome de Smith-
Lemli-Opitz

Sindrome del
incisivo central
maxilar
VACTERL

Tabla 1. Enfermedades del desarrollo cuya etiopatogenia se relaciona con la ruta Hh-Gli.

|65-66

oseo
miembros IHH
ocular SHH
Oseo PTHR1
gonadas DHH
cerebral SHH
cerebral, GLI3
miembros
cerebral, GLI3
miembros
multiples SHH,|HH,DHH

craneofacial SHH
6seo, cardiaco, GLI1,2,3
miembros,
renal

TEJIDO GEN ALTERACION
AFECTADO AFECTADO
IHH

Mutacién, pérdida de
funcion®’

Mutacién, pérdida de
funcion®®

Deleciéon®

Activacion constitutiva de la
ruta Hh-Gli por la mutacién
del receptor de la proteina
relacionada con la hormona
paratiroidea (PTHR1)”
Mutacién, pérdida de
funcion”

Mutacion, pérdida de
funcion”?

Mutacion, pérdida de
funcion®’

Mutacion, pérdida de
funcion®’

Diferentes alteraciones del
metabolismo de lipidos que

afectan a la activacion de Hh-

Gli”
Mutacion, pérdida de
funcion”

Mutacién, pérdida de
funcion”

Bardet-Biedl,
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4.6 La ruta Hh-Gli y neoplasias no cerebrales

En la tabla que se muestra a continuacion, se expone un resumen de la
implicacién de la ruta Hh-Gli en distintas neoplasias sin afectacion del sistema
nervioso central (Tabla 2).

TIPO DE NEOPLASIA GEN AFECTADO ALTERACION

Carcinoma de células HHIP 1T Por feed back negativo’®
basales
SMO Mutado en 10-20% de los
esporadicos’’
PATCH1 Mutacién, pérdida de
funcion’®
Cancer de pancreas HHIP 4
Hipermetilacion "**°
Cancer colorectal HHIP &’
Céncer gastrico HHIP ] 79
IHH, SHH, PATCH1, SMO T entipo difuso™
GLI1 e
Cancer de eséfago GLI-1 m®
Céancer de pulmén HHIP 4’
Sindrome del nevo basal PATCH1 Mutacién, pérdida de
funcion’®
Carcinoma escamoso oral GLI2 "’ 84
Rabdomiosarcoma alveolar GLI3 T 8
Céncer ovarico PATCH1 %
Cancer de préstata SUFU Mutacidn, inactivado &’

Tabla 2. Alteraciones genéticas mas frecuentes en neoplasias no cerebrales relacionadas
con la ruta Hh-Gli.

Se han encontrado también diferentes asociaciones clinicas de interés
prondstico que apoyan la importancia de la implicacion de la ruta de Hh-Gli en la
génesis tumoral. Por ejemplo, la sobreexpresion de Glil en el cancer esofagico tipo
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escamoso se relaciona con las metastasis ganglionares y la progresion tumoral®.
Ademas, la ruta de Hh-Gli esta activada de forma constitutiva en neoplasias
mamarias negativas para receptores estrogénicos, lo cual constituye un factor de

mal pronostico®.

4.7 Hh-Gli y los tumores cerebrales

En aquellos tumores cerebrales en los que se ha demostrado la existencia
de CMT (MB y GBM), se han observado alteraciones significativas en las rutas del
desarrollo como Hh-Gli. Si como se postula, las CMT proceden de CMN o
progenitoras alteradas y estas rutas tienen un papel importante en su disregulacion
y por tanto en la biologia tumoral, intervenir farmacolégicamente sobre dichas rutas

podria formar parte de futuras terapias®.
Meduloblastoma

El MB es un tumor maligno (OMS grado IV) embrionario invasivo del
cerebelo que afecta preferentemente a los nifios con tendencia a metastatizar a
través de liquido cefalorraquideo (presente en un tercio de los pacientes al
diagnéstico). Soélo el 50% de los pacientes sobreviven a los 5 afios. Tiene un pico
de edad a los 7 afios y es el tumor cerebral maligno mas frecuente en nifios. La
mayoria de ellos surgen en el vermis (75%), asociandose la localizacién hemisférica
al subtipo desmoplasico> *°. Se han caracterizado varios subtipos histolégicos:
clasico, desmoplasico / nodular, nodular, anaplasico y células grandes. Los mas
frecuentes son los subtipos clasico y desmoplasico (20-25%). EI MB esta
compuesto de una densa poblacién celular con ndcleos hipercromaticos redondos u
ovales en forma de zanahoria rodeados de citoplasma escaso. Las rosetas de
Homer Wright (en menos del 40%) se asocian con una elevada actividad mitética y
pleomorfismo nuclear, la necrosis es poco comun. La variante desmoplésica se
caracteriza por "pale islands", zonas nodulares libres de reticulina con una menor
densidad de las células y las zonas internodulares, altamente celulares y con una
razon nucleo-citoplasma mayor y una densa red de reticulina. La diferenciacion mas
comun en MB es la inmunopositividad para marcadores neuronales como la
sinaptofisina®. Algunos autores sugieren que los tumores desmoplasicos pueden
surgir a partir de células granulares en las capa germinal externa, mientras que los
%2 Recientes estudios tras el
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aislamiento de CMN del cerebelo post-natal®® y CMT de MB, han abierto un nuevo
campo en el estudio de la biologia de los procesos que podrian llevar a la
transformacién maligna. Asi, es posible que los tumores deriven de las CMN que

son incapaces de diferenciar o detener su proliferacion’®.

En los tejidos normales, Gli es activo principalmente en células precursoras.
Shh, como se expuso anteriormente, juega un papel esencial en el desarrollo del
cerebelo normal. Las primeras investigaciones sobre Hh-Gli en relacién con el MB
comenzaron cuando se observo que el sindrome de Gorlin (incidencia del 5% de
meduloblastomas) estaba relacionado con la mutacion del gen PATCH1% 8, Tras
estudiar los MB esporadicos, también se encontraron alteraciones en intermediarios
de la ruta de Hh-Gli en aproximadamente un 20-25%, asociados con el subtipo

desmopléasico *°.

En cuanto a modelos animales, los ratones Patch -/- no sobreviven més alla
del periodo de embriogénesis, mientras que los ratones Patch +/- tienen
caracteristicas del sindrome de Gorlin, entre ellos, tumores cerebelosos similares a
los MB. Esta pérdida de heterocigosidad conduce a una mayor probabilidad
individual de formacién del tumor. Sin embargo, el mecanismo de accién adn no
esta claro®. Los tumores con mutaciones en los componentes de la via de Hh-Gli
expresan altos niveles de Glil, N-myc, C-myc, ciclina D1 y ciclina D2** . Estudios
activando Hh-Gli en ratones mutantes nulos Gli-1 mostraron que Gli-1 no es
esencial para la formacién de MB inducidos por Hh-GIi¥. Se han observado
mutaciones en N-myc y C-myc en el 5-8% de los meduloblastomas® %. Algunos
miembros de la familia de proteinas Myc estan implicadas en la proliferacion celular.
Ademas, N-myc podria ser un efector corriente abajo esencial en la sefializacion de

Hh-Gli tanto en el desarrollo normal como en la formacién de MB®.

La alteracion genética mas comun en MB es la formacién del isocromosoma
17q, que implica la pérdida del brazo corto del cromosoma 17 y por tanto la pérdida
de una copia de genes supresores de tumores como p53 0 REN. Esta aberracion,
sin embargo, es excepcional en el MB desmoplasico®. La idea de que Hh-Gli puede
tener un papel relevante en la fisiopatologia de la mayoria de MB se sugiere porque
la ciclopamina, un antagonista especifico de Smo, inhibe el crecimiento de casi
todos los MB*" %1% no sélo los desmoplasicos. La explicacion de como esta
alteracion del i17qg se relaciona con Hh-Gli puede explicarse porque la

diferenciacion neuronal y la proliferacion inducida por EGFR aumenta la expresion
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de REN que inhibe la transicion G1/S impidiendo la traslocacién de Glil al nucleo y
regulando negativamente la activacion de los genes dependientes de Gli (Figura 1).
Ademas, la pérdida de p53 se ha relacionado con la ruta Hh-Gli y la formacion de

MB en rat6n al incrementarse su incidencia en aquellos Patch1 -/+p53 -/-'%,

Por otra parte, la ablacion genética de los cilios primarios bloqueé la
formacion de MB en presencia de una activacion constitutiva de Smo, que sin
embargo, si es responsable de la formacion del tumor cuando el cilio se forma de
manera correcta. Por el contrario, es necesaria la ablacion de los cilios para formar
los MB mediante una activacién constitutiva de Gli2; por tanto, los cilios primarios
tienen un papel diferente dependiendo del factor oncogénico implicado en la ruta
Hh-Gli. En MB humanos, los cilios primarios se encontraron en MB con activacion

de Hh-Gli o WNT pero no en MB de otros subgrupos moleculares®® %,

En conclusién, la ruta Hh-Gli juega un papel relevante en la formacion y
desarrollo del MB.

Glioblastoma

Desde el aislamiento de CMT de GBM, numerosos trabajos se han centrado
en la biologia de esta subpoblacion de células dentro de la masa tumoral. Se ha
demostrado que los GBM derivados de lineas enriquecidas de CMT estan mas
cerca del genotipo y fenotipo de los tumores que las lineas celulares de GBM
tradicionales cultivadas en presencia de suero. Por otra parte, las CMT de GBM
tienen similitud con las CMN normales y progenitores neurales con diferente
potencial en cuanto a la expresion de marcadores de indiferenciacion y la
capacidad para diferenciar a células que expresan marcadores especificos de los
tres linajes del parénquima cerebral: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos'®,
aunque los GBM presentan también diferenciaciones andémalas con células que
expresan marcadores de diferentes linajes al mismo tiempo. Assanah y
colaboradores disefiaron una serie de experimentos donde demostraban el
potencial gliomagénico de CMN: infectaron en rata adulta progenitores de la
sustancia blanca con un retrovirus que sobreexpresaba PDGF y 14 de los 14
animales desarrollaron tumores cerebrales similares a los GBM'®. Ademas,
estudios recientes han demostrado in vitro la transformacién espontanea de CMN
adultas a CMT™.
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Las alteraciones genéticas de los GBM son mdltiples y con diferencias

segln sean primarios o secundarios'® (Tabla 3).

70% 63%
36% 8%
31% 19%
28% 65%
25% 4%

Tabla 3. Alteraciones genéticas mas frecuentes en GBM vy diferencias (en porcentaje de

pacientes que las presentan) entre primarios y secundarios'®.

Sin embargo, se ha estudiado mucho menos el papel de Hh-Gli en los
tumores gliales. Al igual que en MB, la ruta Hh-Gli también esta involucrada en la
gliomagénesis. De hecho, Glil fue aislado originalmente en una linea de glioma
humano*. No todos los grupos apoyan el papel de Gli en los gliomas'”’. En este
contexto, una cuestion que conviene tener en cuenta es que algunos autores

utilizaron cerebelo (con alta expresion de Gli)'*®

como control de tejido normal en
experimentos de expresion génica. Trabajos recientes han confirmado la presencia
general de una via activa en GBM, siendo la transcripcién de Glil un marcador
fiable de la actividad de Hh-Gli, utilizando tres regiones de corteza cerebral normal

como controles®.

Recientemente se ha descrito una variante truncada del factor de
transcripcion Glil (tGLI1), que no se expresa en células sanas, y si en lineas
celulares de GBM asi como en muestras de GBM humano. Las células de GBM
genéticamente modificadas para expresar esta variante han demostrado presentar
una mayor tendencia a la migracion e invasion ya que el gen CD24, asociado con
migracion es un factor transcripcional diana de tGli1''°, el cual aumenta su
expresion. PTEN también esta relacionado con Hh-Gli ya que los tumores que
expresan PTEN presentan elevados niveles de Shh y Patchl, ademas se
correlacionan con una menor supervivencia'''. NANOG, gen asociado con el
desarrollo de las células madre embrionarias, ha demostrado ser un mediador

esencial para la ruta de Hh-Gli en GBM y esta relacionado con p53 de forma que
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p53 controla mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa la funcion de
Glil y NANOG™'2.

4.8 La ruta Hh-Gli y su inhibicién: nuevas perspectivas en el tratamiento de los tumores
cerebrales

Los tumores cerebrales en los que la ruta Hh-Gli ha demostrado estar
involucrada, MB y GBM, se corresponden ademas con los mas frecuentes, el
primero sobre todo en nifios, el segundo mayoritariamente en los adultos. Hoy en
dia, las armas terapéuticas que tenemos contra MB son la reseccion quirdrgica,
radioterapia y quimioterapia craneospinal, y a pesar de ello, sélo el 60% de los
nifios se curan y la mayoria de ellos sufren los efectos secundarios a largo plazo del
tratamiento. La radioterapia en pacientes muy jévenes puede causar morbilidad
grave en el desarrollo del sistema nervioso central como disfunciéon neurocognitiva,

endocrina y trastornos del crecimiento, entre otros™ '

, posiblemente por la
destruccion de los nichos de CMN entre otras causas. Con respecto al GBM, la
supervivencia media es de poco mas de un afio tras cirugia, radioterapia y
quimioterapia (temozolomida, principalmente)''*. Estos agentes terapéuticos han
sido desarrollados a partir de estudios en el total de la masa tumoral. Sin embargo,
tras el aislamiento de las CMT, la mejor forma de estudiar la biologia de estos
tumores es a través del estudio exhaustivo de las caracteristicas bioldgicas de esta
subpoblacion celular. Los inhibidores de la ruta Hh-Gli se consideran hoy dentro del
grupo de nuevas terapias con resultados preliminares prometedores en ciertos

pacientes™.

La ciclopamina ha sido uno de los primeros inhibidores, descubierto después
de los estudios de holoprosencefalia en los recién nacidos de ovejas gestantes que
habian comido lirios (Veratum californicum). De esta planta se extrae un alcaloide
esteroideo que se une e inactiva Smo®. Algunos estudios mantienen que no es un
buen farmaco por su relativamente baja afinidad por Smo. Tras su descubrimiento,
se han identificado distintas moléculas pequefias inhibidoras de Smo en ensayos de
screening celular''®*’. Una de estas moléculas, el Hh-Antag 691, presenta mayor
afinidad por Smo y penetra la barrera hematoencefalica tras la administracion oral,
lo que lo convirtié en un farmaco prometedor para tratar los tumores cerebrales y se

emple6 en modelos animales™*®.
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En un estudio con neuroesferas de GBM que mostraban activacion de Hh-
Gli, el tratamiento con ciclopamina causé una reduccién del 40-60% en el
crecimiento y no se formaron nuevas neuroesferas tras retirar el inhibidor. Ademas,
la inyeccion de estas células no formd nuevos tumores en ratones atimicos. Por el
contrario, el tratamiento de neuroesferas mediante radioterapia no fue capaz de
destruir las CMT*,

El efecto de los inhibidores de Hh-Gli ha sido mas ampliamente estudiado en
meduloblastoma. La ciclopamina se ha utilizado en los modelos animales de MB:
Patch +/- p53 -/- y se ha demostrado la reduccién de los tumores'®. Este
compuesto también causo la regresion de los aloinjertos tumorales murinos in vivo
e indujo la muerte rapida de las células de meduloblastomas humanos recién
resecados sin efectos adversos observados en los animales tratados'®. Tras la
administracion oral de dosis altas de Hh Antag, se consiguio la remision de MB en

un modelo de ratéon*e,

Considerando que solo el 30% de los MB se deben a la activacion directa de
la ruta Hh-Gli, varios estudios se han centrado en otros modelos animales como los
ratones mutantes CXCRG6, que expresaron niveles elevados de Glil, 2,3 a pesar de
los elementos normales de la via directa; inhibidores de Smo fueron eficaces en el
tratamiento de los MB en este modelo'*. Este experimento abre la posibilidad de
que los pacientes se puedan beneficiar de antagonistas de Hh-Gli en MB sin que la
patogenia de los MB se atribuya directamente a la alteracion de la ruta. Tras varios
estudios con lineas celulares y muestras de cancer de préstata humano, se postuld
que la inhibicién de Glil podia ser efectiva en el tratamiento de estos tumores*?**?3,
Se han obtenido resultados interesantes con pequefias moléculas antagonistas de
la funcion Gli, efector final de la ruta en un modelo de céancer de prostata

humano®?®,

En cuanto a tumores no cerebrales, la ciclopamina inhibe el crecimiento de
células de céancer gastrico in vitro®, de carcinoma esofagico tipo escamoso®,
carcinoma de células basales, reduce la viabilidad de células epiteliales de cancer
de mama'®, asi como la induccién de apoptosis de células de cancer colorectal'®®.

En cuanto al carcinoma ovarico, se obtienen resultados similares in vitro e in vivo®.

En 2009 se publico el caso de un paciente al que se administré un inhibidor
de Smo (GDC-0449) en un meduloblastoma diseminado y resistente a multiples

tratamientos. La respuesta inicial fue muy positiva aunque pasajera y el paciente
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falleci6'*®. Se realizaron andlisis en el tejido tumoral previamente y posteriormente
al tratamiento: en el tejido inicial se identificé un pérdida de heterocigosidad de
Patchl mientras que en el tejido tras el tratamiento se encontré una mutacion de
Smo que conferia resistencia de novo al inhibidor mientras se mantenia activa la
ruta Hh-Gli**’. Se han realizado ensayos clinicos en fase | para este inhibidor en
pacientes con carcinoma de células basales con resultados prometedores™> 28,
Estan actualmente en curso ensayos clinicos en fase Il tanto en carcinomas de
células basales como en meduloblastomas®®. Se encuentran en fase | los ensayos
en carcinoma de pancreas y se esta llevando a cabo un estudio en pacientes con
glioblastoma recurrente y resecable quirdrgicamente asi como en cancer de
estdbmago, pulmonar de células pequefias, ovarico y colorectal metastasico entre

otros.

El problema de resistencia adquirida a este inhibidor, hace que aunque sea
el mas utilizado, estén actualmente en estudio ensayos en fase | con otras
moléculas como LDE225, IPI1-926 en fase | para tumores solidos y PF-04449913, en

129-130

fase | para neoplasias hematoldgicas entre otros. Los ensayos clinicos

realizados con inhibidores de Hh-Gli estan resumidos en la Tabla 4.

Adenocarcinoma ductal de pancreas GDC-0449 No ha
comenzado
Cancer metastasico colorectal GDC-0449 En curso
Adenocarcinoma metastasico ductal GDC-0449 Reclutando
de pdancreas pacientes
Sindrome del nevo basal GDC-0449 Reclutando
pacientes
Céncer de pancreas GDC-0449 Reclutando
pacientes
Tumores soélidos GDC-0449 Activo,
finalizado
reclutamiento
Carcinoma de células basales, GDC-0449 Reclutando
colorectal metastasico, ovarico pacientes
Céncer pancreatico GDC-0449 Reclutando
pacientes
Cancer ovarico GDC-0449 Activo,
finalizado

reclutamiento
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Cancer de mama

Meduloblastoma,;Rabdomiosarcoma,;
Neuroblastoma,; Hepatoblastoma,;

Astrocitoma
Neoplasias hematoldgicas

Céncer pancreatico, tumores sélidos

Carcinoma de células basales

Mujeres sanas no fértiles

Tumores sélidos
Cancer de pulmodn

Tumores soélidos

Cancer gastrico
Glioblastoma multiforme
Céncer de prdstata
Céncer pancreatico
Meduloblastoma
Sindrome del nevo basal

Efectos de los alimentos en la
farmacocinética de GDC-0449
Diferentes tumores sarcomatosos

Meduloblastoma en pacientes
jovenes

Neoplasias no hematoldgicas
avanzadas

Neoplasias sélidas avanzadas

Tumores solidos avanzados,
meduloblastoma

Tumores solidos avanzados,
meduloblastoma

Tumores solidos avanzados, fase |

GDC-0449

LDE225

PF-04449913

GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449
GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449
GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449

BMS-

833923 (XL139)

GDC-0449

GDC-0449

GDC-0449

TAK-441

IP1-926

LDE225

LDE225

LEQ506

Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes

Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Activo,
finalizado

reclutamiento

Finalizado

Todavia no
reclutando
Reclutando
pacientes
Finalizado

Reclutando
pacientes
Todavia no
reclutando
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Todavia no
reclutando
Reclutando
pacientes
Reclutando
pacientes
Todavia no
reclutando
Todavia no
reclutando
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Tabla 4. Ensayos clinicos con inhibidores de Hh-Gli en diferentes neoplasias y estado de los

mismos (actualizado en 2010)™°.

Sin embargo, la inhibiciéon no es la Unica via para tratar enfermedades,
sino también la activacion. Los estudios con sobreexpresién de Shh mediante virus
han demostrado que es capaz de favorecer la proliferacion de NSC en el
hipocampo. Ademas, el dafio tisular puede regular al alza la produccién de ligandos
Shh y activar la sefializacion de Shh durante el proceso de reparacion de tejidos*®
131 Esta funcién menos conocida, directamente relacionada con la funcién del SNC
en el cerebro postnatal humano, podria ser importante en un futuro préximo para

tratar enfermedades neurodegenerativas y el dafo irreversible del SNC.

Lo mas preocupante del uso de los inhibidores de la Hh-Gli son los
probables efectos secundarios tras su administracion en los pacientes. Estarian
contraindicados en el embarazo por su relacion con la holoprosencefalia en ovejas
gestantes que habian ingerido ciclopamina. Sin embargo, los efectos en el cerebro
tras el nacimiento siguen siendo inciertos. Son necesarios mas estudios para
determinar la edad después de la cual se puede bloquear de forma segura Hh-Gli
en el cerebro.Todos estos datos nos llevan a pensar que el conocimiento de la
biologia tanto de las CMN y progenitores neurales, como de los diferentes episodios

que conducen a la formacion de CMT, es una prioridad en la lucha contra el GBM.

En este sentido, estudiar la implicacién exacta en la génesis y expansion del
GBM de vias de regulacion como Hh-Gli, asi como alteraciones en diferentes
intermediarios de la misma, contribuira a una mejor clasificacion de un tumor de
enorme heterogeneidad y ayudara a identificar nuevas dianas terapéuticas que
podran ser utilizadas en nuevos tratamientos frente a determinados subtipos de
GBM.
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OBJETIVOS
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En el presente trabajo estudiaremos la ruta de Hh-Gli en el contexto del
glioblastoma multiforme, relacionando los resultados de expresion génica obtenidos
en el laboratorio con parametros clinicos. Los objetivos principales de este estudio

son los siguientes:

- Cuantificar la expresion génica de los distintos intermediarios de la ruta Hh-
Gli en una serie de 43 tumores gliales y comprobar si existe una
disregulacion de la ruta con respecto a los controles de sustancia blanca

(SB), sustancia gris (SG) e hipocampo (HC).

- Establecer distintos subgrupos de tumores en base a posibles alteraciones
de la ruta Hh-Gli.

- Relacionar dicha expresion con variables clinicas de interés obtenida de los

pacientes.

- Estudiar la expresion de intermediarios de la ruta de Hh-Gli en CMT
cultivadas a partir de los tumores extraidos de los pacientes y relacionar
cuantitativamente la expresion de los distintos componentes de la ruta Hh-

Gli en CMT y en la masa tumoral.

- Plantear una hipétesis de disfuncion de la ruta de Hh-Gli en GBM y CMT con

respecto a los controles.

- Estudiar la evolucion temporal in vivo; estudio de las recidivas tumorales.
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MATERIAL Y METODOS
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6.1 Tratamiento de las muestras

Las muestras estudiadas proceden de pacientes intervenidos en el Hospital
La Fe de Valencia con la sospecha diagnéstica clinico-radiolégica de tumor glial de
alto grado (estudio de extensidon con exclusibn de metastasis, captacién de
contraste en anillo, edema perilesional en resonancia magnética) previo

consentimiento informado al paciente y la familia.

Las muestras de controles pertenecen a pacientes epilépticos adultos sin
evidencia de tumoracién cerebral ni extracerebral, a los que se les extirpa HC y

amigdala, asociado a lobectomia temporal (SB y SG).

El estudio fue aprobado por la Comisién de Etica del Hospital La Fe de
Valencia dentro del Convenio del Hospital La Fe y el Centro de Investigacion

Principe Felipe de Valencia.

6.2 Cultivo de células primarias de GBM y xenotrasplante

Todas las muestras se procesaron dentro de un plazo no superior a 12
horas, siguiendo el protocolo previamente descrito en Ayuso-Sacido et al, 2008'*
para la obtencién de células madre neuronales de cerebro humano adulto. Las
células madre tumorales se cultivaron en medios definidos libres de FBS en
presencia de 20 ng/ml de EGF y 20 ng/ml de bFGF. Las tumoresferas en
suspension fueron subcultivadas un nimero de veces previa disociacion utilizando

tanto métodos enzimaticos como mecanicos.

Para evaluar la capacidad de las células iniciadoras de tumores aisladas a
partir de muestras de GBM, 100.000 células fueron inyectadas en el striatum
derecho de ratones inmunodemipridos atimicos nude, utilizando un aparato
estereotactico (Just for Mice Digital Stereotaxis Instrument, Harvard Bioscience
Company). Doce semanas después de la inyeccion, los ratones fueron perfundidos
y prefijados con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0,5%. Los cerebros
fueron postfijados 24 horas tras la perfusion. Una vez fijados, se realizaron cortes
coronales de 50 um que fueron utilizados para detectar la presencia de células
humanas mediante inmunohistoquimica con anti-human nuclei (Chemicon MAB281)

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
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6.3 Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA

Parte de la muestra de tejido extraida se proceso para la extracciéon de RNA
utilizando TRIreagent (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Posteriormente se traté con DNase (QUIAGEN) y fue sometido a un proceso de
purificacién utilizando el “RNeasy mini Kit” (QUIAGEN). A continuacion se realiz6 la
sintesis de cDNA utilizando el “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits”
(Applied Biosystems) siguiendo las recomendaciones del fabricante . Finalmente, se
comprobé la calidad del cDNA vy la ausencia de DNA gendémico, mediante la
realizacion de PCR (Pag5000 DNA Polymerase, Stratagene) de un gen control
(GAPDH).

6.4 PCRY QRT-PCR

Se disefaron primers para los componentes de la ruta de SHH ( Glil, Gli2,
Smo, Patch, Sufu, CD133, Kif7, Kif 27). Se utiliz6 SYBR Green | Master de Roche
utilizando el software y hardware Light Cycler 480 de Roche (96 pocillos por
reaccion). Las reacciones se comprobaron por cuadruplicado y se utilizaron como
genes housekeeping GADPH y R-actin. La calidad y eficiencia de los primers se
comprob6é mediante la construccion de curvas estandar a diferentes
concentraciones para cada gen, utilizando cDNA de células embrionarias H9 y

células tumorales U87. (Ver apartado de resultados).

Se realizé6 RT-PCR de los genes implicados en la ruta de Hh-Gli de 43
muestras de tumores gliales, 4 HC, 4 de SB, 4 de SG, 12 muestras de
tumoresferas, neuroesferas procedentes del cultivo de sustancia blanca control y

neuroesferas procedentes de cultivo de hipocampo.

6.5 Ensayos de diferenciacion

Células obtenidas a partir de tejidos de GBM fueron sometidas a ensayos de
diferenciacion espontanea sobre “Glass Chamber Slide” (NUNC) tapizadas con
Poly-D-Ornitina. Tras 10 dias en medio con 10% de FBS, las células se fijaron con

paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, lavadas con PBS y Triton X-100/PBS
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al 0.2% durante 20 minutos a 37° y 10 minutos a temperatura ambiente. Tras el
tratamiento con suero normal de cabra al 5%/0.1% Triton X-100/PBS durante 15
minutos, las células se incubaron durante la noche a 4°C con los siguientes
anticuerpos primarios: GFAP (policlonal de ratén, 1:1000, Dako), Tuj1 (pollo, 1:500,
Chemicon) y CNPasa (monoclonal de raton, 1:400,Chemicon). Las células se
incubaron durante 90 minutos con los correspondientes anticuerpos secundarios
Alexa [488 (verde) y 555 (rojo) (1:500) y tratados con DAPI (azul) (1:1000)] durante
15 minutos. Los Coverslip se montaron sobre Fluorsave reagent (Calbiochem,
345789). Finalmente se tomaron fotografias con el microscopio de fluorescencia
Leica DM6000.

6.6 Tincion con Hematoxilina-eosina

Para la determinacion de estructuras caracteristicas en el diagnostico de
tumores gliales, se incluyeron parte de todas las muestras de tumores en parafina.
A continuacién se realizaron cortes de 10 um y se tifieron con hematosilina-eosina

siguiendo protocolos establecidos.

6.7 Analisis de los datos

El estudio estadistico se realizO mediante SPSS version 15. Las variables
clinicas y demograficas estudiadas fueron revisadas en tres ocasiones diferentes
para cada paciente con el objetivo de minimizar la posibilidad de error. Los test
empleados fueron en su mayor parte no paramétricos dadas las condiciones de las
variables (ver explicacion pormenorizada en apartado de resultados). El analisis
estadistico cont6 con la revision externa e independiente del Dr. Francisco Montes,

Catedratico de Estadistica e Investigacion Operativa de la Universidad de Valencia.
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RESULTADOS
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7.1 Diseino y validacidon de primers especificos de intermediarios de la ruta de Hh-Gli

Con objeto de estudiar la expresién de los diferentes intermediarios de la
ruta de Hh-Gli, se disefiaron parejas de primers especificos para cada uno de los
diferentes componentes de dicha ruta, con un tamafio de amplicon teérico que
permitiera su utilizacion en técnicas de PCR a tiempo real (QRT-PCR).
Posteriormente se validaron las diferentes parejas de primers utilizando para tal fin
cDNA procedente de muestras de células embrionarias H9 y de la linea establecida
de GBM U87, con los cuales se llevaron a cabo amplificaciones de regiones
especificas de cDNA mediante PCR. Comprobamos que todas las parejas
amplificaban fragmentos de cDNA del tamafio esperado (Figura 2). Con objeto de
realizar estudios comparativos de expresion de mRNA de los diferentes
intermediarios de la ruta de Hh-Gli entre muestras de RNA aisladas de gliomas
humanos, se construyeron en primer lugar curvas estandar para cada pareja de
primers, en las que interpolar los diferentes valores de Ct obtenidos por QRT-PCR
de las muestras ensayadas. Se utilizaron diluciones decrecientes del cDNA de las
células utilizadas como control positivo, para obtener la curva estandar para cada
gen. Las pendientes de las curvas estandar (entre -3,11 y -3,8) nos indicaron que
los valores de eficiencia de las diferentes parejas de primers (100% corresponderia
a -3,32) asi como el coeficiente de correlacién lineal (0,99), eran correctos para
llevar a cabo el estudio. Tanto las parejas de primers disefiados como sus curvas

estandar se muestran en la Tabla 5.
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Figura 2. Fragmentos amplificados con las parejas de primers disefiadas en el presente
trabajo. 1, GAPDH; 2, B-actina; 3, Gli2; 4, Kif7; 5, Kif27; 6, SuFu; 7, Glil; 8, Patch ; 9, CD133y
C- (no cDNA).
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Nombre del

Genebank primer Secuencia 5°-3° Tamaiio Curva estandar

NM 002046 | HGAPDH-F | TCCTCCACCTTTGACGCTG
100
HGAPDH-R | ACCACCCTGTTGCTGTAGCC y =-3,5385x + 17,858
NM 016169 | HSUFU-F CTAGGACATCCATGCCAGGT
103
HSUFU-R CTTGTCGCAGCATTCAGGTA y =-3,1127x + 24,278
NM 005269 | HGLI1-F TGGACTTTGTGGCTATTCTGG
95
HGLI1-R AGAGGGAGGTGGGGTATGTC y =-3,4833x + 25,528
NM 00270 HGLI2-F CGAGAAGCAAGAAGCCAAAA
85
HGLI2-R AGCCACCACCAAAGGAGAG y =-3,5299x + 23,929
NM 006017 |HCD133-F | TCTCTATGTGGTACAGCCG
78
HCD133-R | TGATCCGGGTTCTTACCTG y =-3,3915x + 27,141
NM 018025 | HPATCH1-F | CCCCACTGAAAGATGTAGGC
186
HPATCH1-R | TAACAAGGTGCTGGTGTGGA y =-3,4883x + 24,754
NM 198525 | HKIF7-F ATTGCCGCCTTGTGTCTT
107
HKIF7-R CGACCCTTTCGTGATGATTC y =-3,6556x + 19,402
NM 017576 | HKIF27-F ATGTGGGACGACTTCATGGT
110
HKIF27-R AATGCCAACTCCAAGACTGG y =-3,5243x + 24,485
NM 001101 |HBACTIN-F | TTCTACAATGAGCTGCGTGTG
103
HBACTIN-R | GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA y =-3,8386x + 14,593
NM 005631 |SMO-F CCTTCCATAGCCTCCAAACA
106
SMO-R TGTATTTCTTCTCCCCATAACCTG y =-3,495x + 24,235

Tabla 5. Listado de los genes analizados con la referencia correspondiente en Genebank.
Secuencia de las diferentes parejas de primers disefiadas en el presente estudio, especificos
para cada gen, tamafio del amplicén y curva estandar.
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7.2 Anatomia patologica

Se recibieron 43 muestras quirdrgicas de tumores gliales, de ellos 32 se
correspondian a tumores de grado IV (GBM), 7 de grado Ill (AA) y 4 de grado Il
Entre los tumores gliales de grado Il se han analizado un xantoastrocitoma
pleomérfico (tumor astrocitario, muestra 16), un oligodendroglioma (tumor glial
derivado de la oligodendroglia, muestra 17) y dos astrocitomas difusos (muestras
20y 33) (Figura 3).

Muestras tumorales
Glioblastoma multiforme
(grado 1V)
u Astrocitoma anaplasico
(grado IlI)
Gliomagrado Il

Muestras control

Sustancia blanca
Sustancia gris
" Hipocampo

Figura 3. A. Diagrama que representa de forma grafica el tipo y cantidad de muestras
quirargicas de tumores gliales incluidas en el presente estudio clasificadas de acuerdo a
los criterios de la OMS para neoplasias del SNC. B. Muestras control empleadas en el
estudio.
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Figura 4 Caracteristicas tipicas del GBM, tincién con hematoxilina-eosina: A. Pleomorfismo
celular e hipercelularidad. B. Mitosis. C. Proliferacion microvascular formando estructuras
glomeruloides. D. Necrosis con un componente celular formando pseudoempalizadas.

Ademas del diagnostico histolégico por parte del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital La Fe, se realizaron nuevas tinciones mediante
hematoxilina-eosina de cada uno de los tumores analizados (Figura 4) con el
objetivo de asegurar que las muestras correspondian a fragmento tumoral asi como
una doble comprobacién del diagnéstico. Las resecciones fueron en su mayor parte
guiadas mediante neuronavegador con escasa posibilidad de error (Figura 5).
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Figura 5. Imagenes intraoperatorias de una reseccidn tumoral guiada por neuronavegador.
A, B, C cortes axial, coronal y sagital respectivamente con delimitacién del tumor. D,
fotografia intraoperatoria de la reseccidon tumoral con el posicionador situado en el polo
temporal. (Cortesia Dr. Prat).

Con objeto de comparar los valores de expresion de mRNA de los diferentes
intermediarios de la ruta de Hh-Gli obtenidas a partir de muestras tumorales con los
valores correspondientes a tejidos similares no tumorales, se han utilizado un total
de 12 controles procedentes de pacientes a los que se les realiz6 una lobectomia
temporal y amigdalohipocampectomia por epilepsia farmaco-resistente (esclerosis
mesial de I6bulo temporal). De ellos, 4 son de SB, 4 SG y 4 HC de 6 pacientes
diferentes, ya que en 4 pacientes se recogieron muestras de SB, SG e HC (Figura
3).
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7.3 Analisis conjunto de expresion de intermediarios de la ruta Hh-Gli mediante QRT-

PCR.

Los diferentes intermediarios de la ruta de Hh-Gli estudiados aparecen

sobreexpresados en los tumores gliales de forma global en comparacion con los

controles de SB, SG e HC (Figura 6).
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Figura 6 . Visidn general de la
expresion de los intermediarios
de la ruta Hh-Gli en unidades
relativas (eje de ordenadas) de
las muestras estudiadas (eje de
abscisas); los controles de
sustancia blanca (SB), sustancia
gris (SG) e hipocampo (HC)
aparecen destacados en el
rectangulo rojo.
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7.4 Analisis especifico de expresion de intermediarios de la ruta Hh-Gli mediante QRT-

PCR

Niveles de expresion de Patch y Smo

Como ya mencionamos previamente, Patch es una proteina de membrana
gue, en ausencia de ligando, retiene a Smo inhibiendo su funcién. Cuando
analizamos los resultados obtenidos de forma individual para Patch, observamos
niveles de expresién variables, entre las diferentes muestras de tumores (Figura
7A). Tras sustraer a los valores de expresion, los datos obtenidos con los tejidos
no tumorales, observamos que el 72% de los tumores presentan niveles de
expresion de Patch por debajo de los niveles normales (31 de 43), de entre los de
bajo grado, 2 de los 4 analizados. (Figura 7B).
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Figura 7 Grafica A. Patch en tumores (muestras 1 a 43) y controles de SB (1 a 4),SG (1 a 4)
e HC (1 a 4). Gréfica B. Patch en tumores menos la media de los niveles de Patch en SB y SG.
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Figura 8 Grafica A. Smo en tumores(muestras 1 a 43) y controlesdeSB(1a4),SG(1a4)e
HC (1 a 4). Grafica B. Smo en tumores menos la media de los niveles de Smo en SB y SG.

Cuando analizamos los valores de expresion de Smo, sin embargo,
observamos una variabilidad mayor que la observada en el caso de Patch (Figura
8A). Una vez sustraidos a los valores de expresion, los obtenidos para las muestras
no tumorales, observamos una clara sobreexpresion en 27 de los 43 tumores
analizados (62,8%). Es destacable ademas, que un subgrupo formado por 5
tumores presentaba unos niveles de expresién mas de 20 unidades superior a los
niveles control, entre ellos uno de bajo grado. (Figura 8B). Por tanto, de modo
gréfico se puede visualizar una relacion Smo/Patch que tiende a un aumento
transcripcional de Smo y disminucion de Patch menos en los tumores 22 y 25,
ambos de alto grado. La muestra 16, tumor de grado Il presenta unos niveles muy
elevados de Smo con respecto a Patch (Figura 9).
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Ratio Smo/Patch en tumores y controles
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Figura 9. Ratio Smo/Patch en tumores (muestras 1 a 43) y controles de SB (1 a 4), SG (1 a 4)
e HC (1 a 4). La muestra 16, xantroastrocitoma pleomérfico presenta una ratio mas elevada
de la que se muestra en la grafica para facilitar la visualizacion.

Los efectores de laruta: Glily Gli2

A continuacién estudiamos los niveles de expresion de los efectores
principales de la ruta Glil y Gli2 por separado. En general los niveles de expresion
de GIlil aparecen en torno a los valores promedio de las muestras control. Sin
embargo, en un subgrupo de tumores (5 de 43) Glil aparece significativamente
sobreexpresado (50 unidades o mas que los valores promedio de las muestras
control). Observamos, no obstante una gran diferencia entre los patrones de
expresion de Glil y Gli2. Gli2 aparece sobreexpresado en mas de la mitad de los
tumores 55,8% (23 de 43). Dentro de este grupo parece haber un subgrupo con una
expresion notablemente superior al resto, mas de 40 unidades, con predominio de
los de bajo grado (2 de 5). En 3 muestras de este subgrupo: 10, 13 y 23, coinciden
niveles altos de expresion tanto de Glil como Gli2 (Figuras 10y 11Ay B).
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Figura 10. Grafica A. Glil en tumores (muestras 1 a 43) y controlesde SB(1a4),SG(1a4)e

HC (1 a 4). Grafica B. Glil en tumores menos la media de los niveles de Glil en SB y SG.
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Figura 11. Grafica A. Gli2 en tumores (muestras 1 a 43) y controles de SB (1 a 4),SG (1 a 4)
e HC (1 a 4). Gréfica B. Gli2 en tumores menos la media de los niveles de Gli2 en SB y SG.

Sufu, regulador

Del mismo modo analizamos de forma individualizada los niveles de expresion de
Sufu. A diferencia de los intermediarios analizados anteriormente, las variaciones
en los niveles de expresion se mueven dentro de una ventana mas estrecha. Sin
embargo, aparecen dos subgrupos de tumores claramente diferenciados. Un primer
grupo con niveles de expresion entre 0 y 12 unidades por encima del promedio de
los valores control y un segundo grupo donde la expresion de Sufu varia entre Oy 6

unidades menos que los encontrados en los controles. (Figura 12A 'y B)
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Figura 12. Grafica A. Sufu en tumores (muestras 1 a 43) y controles de SB (1 a 4),SG (1 a 4)
e HC (1 a 4). Grafica B. Sufu en tumores menos la media de los niveles de Sufu en SB y SG.

CD133

Con objeto de tener una idea mas clara del papel desempefado por los
intermediarios de la ruta de Hh-Gli, analizamos la expresion de CD133 en todas las
muestras estudiadas. Encontramos 3 grupos claramente diferenciados. El primero
con una expresion entre 150 y 220 unidades mayor que el promedio de las
muestras control (5 de 43). Un segundo grupo con valores entorno a 40 unidades
superior a los valores de expresion de las muestras control (6 de 43), y un tercer
grupo con valores similares o incluso inferiores a los observados en los controles.
Proteina de membrana, marcador de un subgrupo de células madre, lo
encontramos sobreexpresado en 20 tumores de forma notablemente alejada de la

expresion en controles (Figura 13).
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Figura 13. Grafica A. CD133 en tumores (muestras 1 a 43) y controles de SB(1a4),SG (1 a
4) e HC (1 a 4). Gréfica B. CD133 en tumores menos la media de los niveles de CD133 en SB
y SG.

Homadlogos de Cos2

En el analisis preliminar de tejido tumoral en 17 muestras, analizamos Kif7 y
Kif27, homologos de Cos2. Se ha demostrado que estos dos intermediarios,
aunque son homoélogos de Cos2 en Drosophila, no parecen relacionarse con la ruta
Hh-Gli al menos en cultivo de fibroblastos humanos®. De forma consistente con
estos trabajos, los niveles de expresion de estos intermediarios no eran diferentes a

los de los controles por lo que abandonamos su estudio (Figura 14).

51



Influencia de la ruta Hedgehog-Gli en tumores gliales
Tesis Doctoral Maria Peris Celda

Kif 27 y Kif 7 en tumores y controles

w1
o

S
o

w
o

M Kif 27

N
o

L Kif 7

—
o

Unidades relativas

o
|

NN < N O N0 OO A NN O
D I IR T B B B |

SG1
SG 2
SB 1
SB 2
HC1
HC2

Muestras

Figura 14. Expresion de Kif 7 y 27 en tumores (1 a 17), y controles (SB, sustancia blanca; SG,
sustancia gris; HC, hipocampo). Del tumor 15 no se dispuso de muestra suficiente para el
analisis. Los niveles son similares a los de los controles por lo que desestimamos posteriores
estudios.

7.5 Las recidivas, un modelo in vivo para estudiar la evolucién del tumor en el cerebro
humano

Las muestras procedentes de recidivas son de incalculable valor dado que
nos permiten estudiar el tumor tras un intervalo de tiempo de al menos 6 meses
(segun protocolo del Comité de Neurooncologia Hospital la Fe). Esta cirugia no es
frecuente por la limitada supervivencia de los pacientes y porque se realiza
habitualmente si la exéresis en la primera cirugia ha sido completa. No obstante, en
el presente trabajo hemos estudiado dos recidivas y sus tumores de origen. Aunque
no es posible poder extraer conclusiones a partir de tan s6lo dos muestras, hemos
podido observar algunas similitudes y diferencias entre ambas. En las dos muestras
procedentes de recidivas se observa una disminucion en la expresion de Smo y
Patch a la par que un aumento discreto de Sufu. Los niveles de expresion de los
efectores Glil y Gli2 aparecen claramente aumentados en la recidiva de la muestra
2, mientras que en la recidiva de la muestra 1 la expresion de Gli2 ha disminuido y
la de Glil permanece invariable. Son interesantes los resultados obtenidos con
respecto a la expresion de CD133. Mientras que dicho marcador permanece
invariable en la muestra 1, no se detecta su expresion en la recidiva de la muestra 2

(Figura 15).
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7.6 Analisis de expresion de intermediarios de la ruta Hh-Gli en CMT de muestras
quirargicas de GBM

Todas las alteraciones encontradas hasta el momento en los niveles de
expresion de intermediarios de la ruta de Hh-Gli, estan relacionadas con muestras
procedentes del total de la masa tumoral. En la masa tumoral encontramos una
representacion de diferentes clones de células madre tumorales o iniciadoras de
tumores, células més diferenciadas, pero todavia con capacidad mitética, derivadas
de las anteriores, células tumorales totalmente diferenciadas sin capacidad mitotica
y células no tumorales del parénquima cerebral. Sin embargo, nos preguntamos si
los resultados obtenidos podrian ser una extension de lo que sucede en las células
iniciadoras de tumor, responsables del inicio y mantenimiento de dicho tumor vy, por
tanto, si podriamos aportar informacién sobre la biologia de dichas células. Con
este fin, analizamos la expresion de los diferentes intermediarios de la ruta de Hh-
Gli en lineas de células iniciadoras de tumores aisladas a partir de la masa tumoral
de diferentes muestras, posteriormente estudiamos si los valores de expresion se

veian alterados durante el crecimiento en cultivo de dichas células.
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En primer lugar, tras el aislamiento de células mitéticamente activas a partir
de varias muestras de GBM, se realizaron una serie de ensayos para comprobar
que las células en cultivo cumplian las caracteristicas necesarias para ser
consideradas células iniciadoras de tumores; esto es: capacidad para crecer en
cultivo en forma de esfera, formacion de esferas secundarias, terciarias, etc.,
presencia de mutaciones, capacidad para diferenciarse en células que expresen
marcadores de los diferentes tipos celulares del parénquima cerebral (normalmente
con patrones andémalos) y por ultimo, la capacidad de desarrollar tumores
histopatologicamente similares a los tumores de los que fueron aisladas cuando son
trasplantadas en nimero reducido en cerebro de ratén. En este sentido, las células
derivadas de muestras quirdrgicas de GBM incluidas en el presente estudio y
crecidas en condiciones apropiadas para enriquecer el cultivo de células iniciadoras
de tumores, eran capaces de crecer en forma de esferas hasta un nimero elevado
de pases, presentaban alteraciones cromosOmicas consistentes con GBM
(estudiadas mediante CGH), generaban células que expresaban marcadores de los
diferentes tipos celulares del parénquima cerebral cuando crecian en medio de
diferenciacion y eran capaces de generar tumores en cerebro de ratdn
inmunodeprimido con patrones de expansion similares a los encontrados en los

pacientes (Figuras 16y 17).
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Figura 16. Caracterizacion in vitro de CMT de GBM de las muestras 11 (A), 7 (B) y otro
tumor no analizado con RT-PCR previamente (C) . A. Las CMT crecen formado esferas en

suspensidn o bien adheridas a la superficie que finalmente se separan y permanecen en

suspension. B. El cariotipo obtenido mediante CGH muestra anomalias cromosémicas

compatibles con GBM. C. Cuando se induce diferenciacion espontdanea en presencia de

suero y por un periodo de 10 dias, aparecen células que expresan GFAP (astrocitos), Tujl

(neuronas) y CNPasa (oligodendrocitos) (muestra de CMT del GBM B). D. Perfil de expresion

de genes de indiferenciacién y diferenciacion en CMT de los GBM A, B, C.
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Figura 17. Xenotrasplantes de CMT de las muestras de GBM A, B y C en cerebro de ratdn
inmunodeprimido. La deteccion de células humanas se ha realizado mediante
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inmunohistoquimica contra human nuclei y revelado con DAB (color marrén oscuro). Tres
meses tras el trasplante, las células inyectadas fueron capaces de generar tumores con
patrones de migracion similares a los GBM de origen. A. CMT procedentes del GBM A
muestran una amplia migracién por los haces de mielina, alcanzando el hemisferio
contralateral. By C. Ampliacion de la zona correspondiente al estriado y el cuerpo calloso. D
y E. Seccién semifina correspondientes al estriado y el cuerpo calloso contratefiido con azul
de toluidina. F. CMT procedentes del GBM B muestran una amplia migracion por los haces
de mielina, aunque mas reducida que las células procedentes de la muestra GBM A. G y H.
Ampliacién de la zona correspondiente al estriado y el cuerpo calloso. | y J. Seccién semifina
correspondientes al estriado y el cuerpo calloso contratefiido con azul de toluidina. K. CMT
procedentes del GBM C, se muestra una formacion tumoral nodular con baja migracién. Ly
M. Ampliacién de la zona correspondiente al estriado y el cuerpo calloso. N. O. P. RM de
los pacientes a los que corresponden las CMT que se inyectaron en ratén, N (GBM A), O
(GBM B), P (GBM C), obsérvese que los patrones de migracion se corresponden, en el GBM
A, el tumor se disemina a través de cuero calloso, en el tumor B, se disemina en menor
medida, en el tumor C, crece en forma nodular.

Andlisis comparativo de expresiéon de intermediarios de la ruta Hh-Gli entre la
masa tumoral y las CMT durante el primer pase en cultivo

Las células mitdticamente activas aisladas a partir de muestras frescas de
GBM, demostraron responder a todas las caracteristicas necesarias para ser
catalogadas como lineas enriquecidas de células madre tumorales o células
iniciadoras de tumores de GBM. Asi pues, utilizamos dichas lineas para analizar los
niveles de expresion de los diferentes intermediarios de la ruta de Hh-Gli y cotejar
dichos resultados con los obtenidos para el total de la masa tumoral. Esta
aproximacion nos permite evaluar si dichas células son responsables de los niveles
obtenidos mediante el analisis de la masa tumoral y, mas importante, si el papel
gue desempefian las alteraciones observadas en la expresion de intermediarios de
la ruta de Hh-GIli en el total de la masa tumoral es similar en las CMT aisladas a

partir de estas muestras y crecidas in vitro.

No podemos establecer un patron de concordancia de los niveles hallados
con el primer pase celular, aunque como se ha visto anteriormente, estos niveles
aumentan con el tiempo en cultivo y es posible que el pase 0 no sea el mas

representativo. De este analisis concluimos que:

- CD 133 es mayor en células aisladas que en la masa tumoral.

- Glil es menor en el primer pase celular.
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- Patch y Gli2 son mayores en CMT en 2 de los 4 tumores estudiados (Tabla
6, Figuras 18y 19).
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Figura 18. Los intermediarios de Hh-Gli estudiados en la masa tumoral (tras restar la media
de los controles de SB) representados en gris (tumores A,B,C,D) y en el primer pase de CMT
de estos mismos tumores (AC,BC,CC,DC).

58



Influencia de la ruta Hedgehog-Gli en tumores gliales
Tesis Doctoral Maria Peris Celda

Lostumoresy las CMT en el primer pase

150
3
= 100
k)
o 50
]
2 0
5]
< oM (@] O O o O
2 50 g @ S 8
-
-100
Muestras

H Patch “Smo Y Glil EGli2 & Sufu

Figura 19. Visidn general de los tumores (A,B,C,D) y sus respectivos primeros pases 0 (AC,

BC, CC, DC)
Patch,c Smo,c Glil,c Gli2,c Sufu,c CD133,c
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B .
C j_ Il 1 1
D L ] 1 . 1 B L ]

Tabla 6. Los intermediarios de Hh-Gli en la masa tumoral (A, B, C, D) en relacion con el
primer pase de CMT (c), aumento ) disminucion .l

Analisis de expresiéon de intermediarios de la ruta de Hh-Gli en CMT durante

los primeros pases en cultivo

Con objeto de poder utilizar las lineas enriguecidas con CMT como modelo
para estudiar el papel de la ruta de Hh-Gli en GBM estabamos interesados en
evaluar si los niveles de expresion de los diferentes intermediarios de la ruta de Hh-
Gli permanecian mas o menos constantes a lo largo de los pases en cultivo o si por
el contrario las condiciones de cultivo influian en dicha expresion. Asi pues
estudiamos la expresion de los diferentes intermediarios de la ruta de Hh-Gli, a lo
largo de los primeros pases en cultivo. El tamafo de la muestra inicial condiciona
en gran medida el numero total de CMT de partida, por lo que no en todas las
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lineas pudimos estudiar los mismos pases. Sin embargo, si pudimos incluir en el
estudio al menos 3 pases puntuales dentro de los 7 primeros pases para cada una
de las 3 lineas obtenidas: GBMA, GBMB y GBMC . Como controles para determinar
los niveles de expresion basales en células no tumorales, utilizamos lineas de
células mitéticamente activas aisladas a partir de muestras quirargicas de
parénquima subcortical humano (SB) e hipocampo (HC) de pacientes con

epilepsia.
Andlisis de expresion de Patch y Smo

En primer lugar, observamos que todas las lineas expresan mayor cantidad
de Patch y Smo que los controles. La linea A en todos sus pases presenta una
media de 5 veces més expresion de Patch que la linea B y 2 veces mas que la linea
C. Con respecto a Smo, las diferencias entre la linea A y el resto son aun mas
significativas, siendo 2,4 veces mayor que la linea B y 40 veces mayor que la linea
C. La relacion Smo/Patch que es practicamente 1/1 en el caso de los controles se
desequilibra a favor de Patch sobre todo en la linea A, aunque sigue habiendo

mucha mayor cantidad de Smo que en los controles (Figura 20).

En cuanto a la evolucién en los diferentes pases celulares, parece que hay
fluctuaciones claras a lo largo de los pases, sin que se aprecie una tendencia clara

de aumento o disminucion de Patch y Smo comun a las 3 lineas.
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Figura 20. Grafico A. Patch y su evolucion en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B,
C), el nimero de pase se indica con el nUmero adyacente a la letra que designa al tumor.
SBC es un cultivo de CMN de sustancia blanca, HCC cultivo de CMN de hipocampo. Grafico
B. Smo y su evolucidn en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B, C), y CMN. Gréfico
C. Relacién entre Smo y Patch y su evolucién temporal en CMN y CMT.

Andlisis de expresion de los efectores Glil y Gli2

Los niveles de expresion de los efectores de la ruta, Glil y Gli2, presentan

fluctuaciones a lo largo de los pases en torno a valores mas o menos constantes,
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del mismo modo que sucedia con los valores de Patch y Smo. S6lo se observa un
aumento en la expresion de Glil y Gli2, de aproximadamente 2,5 veces, entre los
pases 2 y 3. En términos generales los valores de expresion de Glil se encuentran
al mismo nivel que en los controles (linea A) o por debajo de los mismo (lineas B,
14 veces menos; linea C, 2,8 veces menos). Por el contrario, cuando analizamos
los valores de expresion de Gli2 observamos que presenta niveles muy por encima

de los controles en las lineas A y B, y ligeramente por debajo en la linea C.

Comparando con los controles, la relacion de Glily Gli2, es claramente a
favor de Glil en controles, mientras que se evidencia un claro desequilibrio a favor

de Gli2 en la linea Ay B, no asi en C (Figura 21).
Andlisis de expresion del regulador Sufu

Al igual que sucede con los valores de expresion del resto de intermediarios
de la ruta Hh-Gli analizados, los valores de expresién de Sufu fluctdan ligeramente
entre los diferentes pases. Sin embargo, estas fluctuaciones son mucho menos
significativas. Todas las lineas presentan un valor promedio de expresion de Sufu a

lo largo de los pases por debajo del valor promedio de los controles. (Figura 22).
Andlisis de expresién de CD 133

Como observamos previamente mediante RT-PCR, las lineas A y B
presentan altos niveles de expresion de CD133 en pase 1 mientras que la linea C
presenta niveles indetectables mediante RT-PCR y muy bajos mediante QRT-PCR.
A partir del pase 1, los niveles de expresién caen dramaticamente en todas las

lineas. (Figura 23).
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Figura 21. Gréfico A: Glil y su evolucién en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B,
C), el nimero de pase se indica con el nUmero adyacente a la letra que designa al tumor.
SBC es un cultivo de CMN de sustancia blanca, HCC cultivo de CMN de hipocampo. Grafico
B: Gli2 y su evolucion en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B, C), y CMN. Grafico
C: Relacién entre Glil y Gli2 y su evolucién temporal en CMN y CMT.
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Figura 22. Sufu y su evolucién en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B, C), el
numero de pase se indica con el nimero adyacente a la letra que designa al tumor. SBC es
un cultivo de CMN de sustancia blanca, HCC cultivo de CMN de hipocampo.
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Figura 23. CD133 y su evolucidn en los distintos pases de tres lineas de CMT (A, B, C), y
CMN. SBC es un cultivo de CMN de sustancia blanca, HCC cultivo de CMN de hipocampo.
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7.7 Estudio estadistico clinico-biolégico de la ruta Hh-Gli en los tumores gliales

Variables estudiadas

Con objeto de estudiar la relevancia clinica de las alteraciones en los
niveles de expresion de intermediarios de la ruta de Hh-Gli, llevamos a cabo
estudios comparativos entre los resultados de expresion y parametros clinicos. En
este sentido, realizamos un primer andlisis selectivo de los parametros clinicos que
se incorporarian en el estudio asi como los criterios de obtencion de dichos

parametros.

Se estudiaron 43 muestras correspondientes a 41 pacientes que participaron
voluntariamente en el estudio que comenzé en agosto de 2007. No se incluyeron
muestras a partir de octubre de 2009 para tener al menos 3 meses de seguimiento
de cada paciente.

Se analizaron datos demograficos, clinicos, caracteristicas del tumor
mediante resonancia magnética (RM) y datos de seguimiento revisados por la
autora en tres ocasiones diferentes para evitar errores de transcripcion. Dichos
datos de trataron con estricta confidencialidad garantizando el derecho a la
intimidad del paciente y guardando el secreto médico durante todo el proceso. Se
utilizé la informacion proporcionada por la aplicacion informética Mizar y Luna del
Hospital La Fe para la recogida de datos y en aquellos dudosos o que no constaban
se solicitaron las historias clinicas documentales de los pacientes. Para el andlisis
de las variables clinicas y biologicas en el caso de recidivas se tuvieron en cuenta

s6lo las primeras muestras obtenidas de dichos pacientes.

En la tabla 7 se pueden visualizar las diferentes variables clinicas y

demograficas recogidas para el andlisis.
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edad en aiios al ingreso
_ masculino/femenino
crisis/focalidad/hipertension endocraneal

Tiempo de evoluciéon de la clinica previo al PENUESS

diagnostico

Karnofsky previo a la cirugia >80/<80
Karnofsky tras la cirugia empeora/igual o mejor

Tabla 7.Variables demograficas y clinicas recogidas y su respectiva codificacién para
el andlisis descriptivo y analitico.

Las variables referidas a la tumoracion (por imagen y anatomia patolégica)

de los pacientes y su respectiva codificacién se incluyen en la tabla 8.

VARIABLES TUMORALES CODIFICACION

Area elocuente si/no
Diametro maximo >5cm/<5 cm

z zqe

Presencia de nddulos satélites si/no

Diseminacion por haces de sustancia Jf/le}
blanca al diagndstico

Diseminacion por haces durante la JS//ls}

evolucion

radio y quimioterapia/nada/otras
GBM/AA/glioma de bajo grado
primario/secundario

Tabla 8. Variables tumorales recogidas y su respectiva codificacion para el andlisis
descriptivo y analitico.
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Las variables referentes a la evolucidon clinica de los pacientes se

representan de forma esquematica en la tabla 9.

Meses tras la cirugia
En casos de reseccién total

Tumoral/no tumoral

Tabla 9. Variables evolutivas y su respectiva codificacién para el andlisis descriptivo y
analitico.

Estudio descriptivo
Variables demograficas
Sexo

En cuanto al sexo, 23 pacientes son varones, 18 mujeres. Las 2 recidivas

analizadas correspondieron a varones.
Edad al diagnéstico

Codificada como edad al ingreso en el departamento de Neurocirugia del
Hospital Universitario La Fe en el pabellon de adultos (mayores de 14 afios), la

edad media de los pacientes fue de 59,75 afios, rango (16-81 afios).
Variables clinicas
Clinica de debut

9 pacientes debutaron con signos de hipertension endocraneal, 23 con
focalidad neuroldgica, 8 con crisis comiciales lo que condujo al diagndstico por

imagen mediante tomografia computarizada (TAC) y posterior RM.
Tiempo de evolucién de la clinica hasta el diagndstico

Los pacientes acudieron al hospital con clinica de 0,64 meses de evolucion

de media, rango (0-4 meses).
indice de Karnofsky (KPS) previo y posterior a la cirugia
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Se ha demostrado que el indice de Karnofsky pre y postquirdrgico es un
factor prondstico en el GBM.

En nuestro estudio, 37 pacientes presentaban un KPS =80 lo que indica un
elevado nivel de autonomia y factor de buen pronéstico para la cirugia, posibilidad

de administracion de terapias complementarias y por tanto, mayor supervivencia.

El KPS posquirargico fue 280 en 34 pacientes, es decir 3 pacientes vieron

empeorada su calidad de vida tras la cirugia.
Variables evolutivas
Mortalidad

18 pacientes han fallecido en el momento de corte del presente estudio
(enero 2010) de los cuales no se han podido obtener fechas de fallecimiento ni
causa en 4 de ellos. En 11 de ellos estda documentado el fallecimiento como
consecuencia de la progresién tumoral. El intervalo de tiempo medio entre el
diagnostico de los pacientes fallecidos y la fecha del fallecimiento fue de 6,32

meses incluyendo los fallecimientos por causa no tumoral.
Seguimiento
Segun la fecha de la cirugia oscila entre 3 y 24 meses.
Variables relacionadas con laimagen (RM)
Area elocuente

19 tumores asentaban en areas elocuentes consideradas las siguientes:
sensorio-motora, del lenguaje, visual, ganglios basales, talamo e hipotalamo,

capsula interna, tronco cerebral, pedunculos cerebelosos.
Didmetro maximo

Dado que los tumores mayores de 5 cm de diametro maximo al diagnostico
constituyen un subgrupo de mal prondstico, se codificaron como tales segun su

diametro mayor en RM T1 con contraste 19 de ellos.
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Figura 24. Imagenes de resonancia con contraste (Gadolinio) con distintos patrones de
GBM.

A. GBM, patrén de una sola masa abigarrada captante de contraste
B. GBM, patrén con dos nddulos satélites (flechas).
C. GBM, patron con infiltracidn de haces de sustancia blanca (cuerpo calloso, flecha)

Nodulos satélites

11 pacientes presentan una o varias lesiones adyacentes a la principal y en
todos ellos se establece por tanto el diagndstico diferencial entre tumor primario y

metastasis (Figura 24).
Diseminacion por los haces de sustancia blanca

Se ha considerado como diseminacion, la clara invasion de grandes haces
de sustancia blanca (cuerpo calloso, via piramidal, etc...) en la RM en secuencia T1
con contraste informada por un radiélogo perteneciente al Servicio de RM del
Hospital La Fe con mas de 5 afios de experiencia y posteriormente comprobada de
forma individual. No se han considerado diseminacion la edematizacion en

secuencia T2 ni brillos en la secuencia de difusion (Figura 24).
Distancia al ventriculo

Se ha estudiado este parametro por su posible relacién con la ruta Hh-Gli
dada la implicacién de la misma en la fisiologia de las células ependimarias, se ha
realizado una medicibn en mm en cortes axiales desde la zona mas préxima al

ventriculo.

Reseccion total
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Depende de la elocuencia del area en la que se asiente el tumor, la
diseminacion contralateral a través del cuerpo calloso y factores intraoperatorios y
se ha demostrado que es un factor que aumenta la supervivencia. La radicalidad de
reseccion se pudo documentar en todos los casos gracias a la realizaciéon de RM
posquirdrgicas en las primeras 72 horas tras la cirugia como parte del protocolo
intrahospitalario aprobado por el Comité de Neurooncologia del Hospital la Fe.

Estudio analitico

Previamente al andlisis se comprob6 que ninguna de las variables biolégicas
Patch, Smo, Glil, Gli2, Sufu, CD133 podian considerarse como normales ya que
alcanzaron la significacion estadistica en la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La
Unica variable cuantitativa en la que se puede asumir normalidad es la edad al
diagnostico. Por tanto el andlisis se realiz6 aplicando pruebas no paramétricas,
menos potentes para detectar diferencias que las paramétricas.

Correlaciones entre los intermediarios en tejido tumoral y controles

Se han estudiado las posibles correlaciones entre cantidades de
transcritos de los intermediarios de Hh-Gli en tejido tumoral y CMT con el objetivo

de compararlos con las correlaciones halladas en el tejido no tumoral.

En cuanto a los controles, dado que para el andlisis de correlaciones no
se consideran cantidades sino relaciones ya sean lineales o no, se han incluido en
el analisis las muestras de hipocampo, ya que se consideran tejido no tumoral y no

hay evidencia de alteracion de la ruta en pacientes epilépticos.

En la tabla 10 se pueden visualizar las diferentes correlaciones
significativas, las cuales son todas positivas en tumores. Los supresores de la ruta
estudiados, Patch y Sufu presentan una fuerte correlacién que se mantiene aunque
en menor medida en los controles situdndose en ellos al limite de la significacion.
Podemos afirmar que cuando aumenta o disminuye un supresor, en tumores esto
se relaciona con una variacion en el mismo sentido del otro. Patch y Smo se
correlacionan positivamente en tumores y CMT pero no en controles en los que

tiende a ser una correlacion negativa, aunque no es significativa (Tablas 11y 12).

En cuanto a la parte efectora de la ruta, Smo que comienza la cascada de
Hh-Gli tras la uniéon de Hh, se ha podido correlacionar positivamente con Glil Gli2
en tumores y CMT, sin embargo, no somos capaces de detectar dicha relacién en

tejido no tumoral. Hay una correlacion interesante en tumores de Smo con Sufu, un
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activador y supresor, que no encontramos en tejido sano. Las ratios

activador/inhibidor se muestran como relacionadas en tumores, no asi en controles.

Los controles presentan una relacion de efectores entre si, Glil y Gli2, que
también encontramos en CMT, no en tejido tumoral (tabla 10). En cuanto a CD133
y efectores, el coeficiente de correlacion es positivo en controles y de signo
negativo en CMT en cuanto a Glil (Tabla 11y 12).

COMPONENTES RUTA SIGNIFICACION CORRELACION

000 735
000 520
001 490
011 360
001 481
021 365
000 /557

Tabla 10. Resultados de las distintas correlaciones significativas de los distintos
intermediarios de la ruta Hh-Gli en tumores (test Rho de Spearman).

Estudio de los controles entre si (SB, SG, HC)

COMPONENTES RUTA SIGNIFICACION CORRELACION

Patch y Sufu ,048 ,580
Glily Gli2 ,002 ,804
Glily CD133 ,004 ,762
Gli2y CD133 ,003 ,782

Tabla 11. Resultados de las distintas correlaciones significativas en controles (SB, SG e HC)
(test Rho de Spearman).
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Estudio en las CMT

COMPONENTES RUTA SIGNIFICACION CORRELACION
CELULAS
,003 ,688

Patch y Smo

Patch y Glil ,000 ,838
Patch y Gli2 ,006 ,653
Patchy CD133 ,022 -,566
Smo y Glil ,008 ,638
Smo y Gli2 ,000 ,862
Glily Gli2 ,024 ,562
Glily CD133 ,046 -,506
Smo/Patch y Sufu ,015 -,594
Smo/Patch y CD133 ,014 -,599
Glil/Sufu y Patch ,000 ,791
Gli1/Sufu y Smo ,000 ,788
Gli1l/Sufu y Gli2 ,006 ,659
Gli2/Sufu y Patch ,013 ,603
Gli2/Sufu y Smo ,000 ,821
Gli2/Sufu y Glil ,035 ,529

Tabla 12. Resultados de las distintas correlaciones significativas en CMT (test Rho de
Spearman).

Variables clinico-biolégicas

En cuanto a las variables clinicas analizadas y su relacion con los diferentes
componentes de la ruta, obtenemos algunos resultados muy interesantes que

pueden marcar nuevas lineas de investigacion en gliomas de alto grado.

Se utilizaron de nuevo test no paramétricos para analizar las diferentes
variables, todas las que estan representadas en la tabla 13 corresponden a
variables de agrupacién dicotdmicas, tras la aplicacion de la U de Mann Whitney.
Se muestran las correlaciones estadisticamente significativas p<0,05.

Los tumores de mayor tamafo, codificado como =5cm en alguno de sus
diametros, se relacionaron con niveles elevados de Smo. Curiosamente, Sufu,
supresor de tumor, se encuentra mas elevado en tumores diseminados al
diagndstico considerando tal diseminacién como claramente visible, informada por

el radiélogo y posteriormente comprobada en las secuencias T1 con contraste,
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p=0,010. Durante la evolucién a lo largo de meses, determinados tumores siguen
creciendo en forma de nédulos y otros crecen y se diseminan, si aplicamos de
nuevo el test, no se observa tal significacion p=0,077. Si calculamos el ratio de
efector/supresor, en este caso Gli2/Sufu, un ratio mas bajo, es decir, a expensas de
Sufu elevado o bien Gli2 disminuido, se relaciona con mayor diseminacion con
menor posibilidad de error a, p=0,003. A falta de ajustar con otros factores
prondsticos, el fallecimiento en menos de 6 meses se relaciona con Gli2/Sufu bajo.
No se realiza dicho ajuste ya que no se ha podido determinar la causa del
fallecimiento en 4 pacientes y lo consideramos una pérdida de datos excesiva, por
tanto exponemos los datos de mortalidad a nivel informativo a la espera de un

estudio mas exhaustivo con una serie clinica mayor.

Tenemos tan solo 4 tumores considerados de bajo grado, por tanto las
significaciones obtenidas deben analizarse con cautela, parece que los tumores de

bajo grado presentan niveles mas elevados de Glil, Smo/Patch y Glil/Sufu.

0,034 Niveles mayores tumores de
mayor tamafio

0,010 Niveles mayores mayor
diseminacion

0,003 Los diseminados ratio mas
bajo

0,016 Los de bajo grado mas alto
Glil

0,041 Los de bajo grado mas alto
Gli1/Sufu

0,038 Los de bajo grado mas alto
Smo/Patch

0,011 Los fallecidos ratio mas bajo

Tabla 13. Resultados significativos tras el analisis de variables clinico-bioldgicas en tumores.
(test U de Mann-Whitney).

Estudio de controles y tumores por separado

Estudiamos las diferencias entre controles y tumores en cuanto a niveles de
Hh-Gli mediante la U de Mann-Whitney. Observamos unos niveles mayores de

forma significativa de los tumores con respecto a los controles de SB, tanto para
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Glil como para Gli2. También predomina Glil con respecto a Sufu y Smo con
respecto a Patch.

Cuando consideramos todos los controles de cerebro sano, tanto sustancia
blanca como gris, obtenemos que Smo es también mayor en tumores de forma
significativa. No se han considerado HC en este analisis por considerar que sus

niveles de transcrito podrian estar infravalorados por la esclerosis (Tabla 14).

,002 Glil mayor en tumores

,028 Gli2 mayor en tumores

,012 Gli1/Sufu mayor en tumores

,010 Smo/Patch mayor en
tumores

,003 Smo/Patch mayor en
tumores

,020 Smo mayor en tumores

,000 Smo/Patch mayor en
tumores

Tabla 14. Resultados significativos tras el analisis de los niveles de transcrito de
intermediarios de la ruta Hh-Gli en tumores en comparacion con controles de SB y/o SG
(test U de Mann-Whitney).

Variables dicotémicas entre si

En nuestra serie encontramos también diversas relaciones entre variables
clinicas entre si que son consistentes con series publicadas puramente clinicas con
un mayor numero de pacientes como una mayor mortalidad a 6 meses con
radicalidad de la reseccion (ver discusion). También encontramos que los tumores
de mayor tamafio se relacionan con una menor distancia a la pared ventricular
(Tabla 15).

Con respecto a la diseminacion por haces, parece relacionarse con una
mayor mortalidad y menor reseccion tumoral posible, lo cual concuerda con la

impresion clinica en estos pacientes.
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Tamafio tumoral con ,007
distancia al ventriculo
<0>5mm

Mortalidad a 6m con ,009
reseccion

Diseminacion haces previa ,007
con reseccion

Mortalidad a 6 m con ,040
distancia a ventriculo 0 o >0
Mortalidad a 6 meses con ,039

diseminacion haces

VARIABLE SIGNIFICACION SIGNIFICADO

Mayor tamafio menor
distancia

Mayor mortalidad si menor
reseccion

Menor reseccion si
diseminacion

Mayor mortalidad con menor
distancia

Mayor mortalidad si
diseminacion

Tabla 15. Resultados significativos tras el analisis de variables dicotémicas (test Chi-

cuadrado o test exacto de Fisher).
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En el presente trabajo, hemos estudiado en detalle la expresion de
intermediarios de la ruta de Hh-Gli en una serie de 43 gliomas. Los resultados nos
han permitido obtener una vision general del papel de dicha ruta en la biologia de
los gliomas, asi como un probable modelo de disregulacion en estos tumores. El
estudio de variables clinicas nos ha conducido a poder establecer relaciones
estadisticamente significativas entre niveles de expresion altos de Sufu con mayor
diseminacion del tumor, mayor tamafio de la masa tumoral con niveles elevados de
Smo vy, a falta de confirmacion tras el ajuste de distintas variables en una serie
mayor, los analisis preliminares apuntan a que alteraciones de Hh-Gli podrian

relacionarse con un fallecimiento precoz.
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8.1 Influencia en los resultados de una adecuada eleccion de controles

Estudios publicados previamente concluyeron que la ruta de Hh-Gli no tenia
un papel relevante en la biologia del GBM'®. Estos estudios utilizaban como
controles muestras de tejido de cerebelo humano, los cuales pueden alterar el
resultado final por un doble motivo: en esta region la ruta de Hh-Gli presenta una
actividad importante y ademas, casi todos los GBM se originan en parénquima
cerebral y no cerebeloso. Otros autores, sin embargo, han considerado como
controles parénquima cerebral de pacientes con meningiomas angiomatosos,
neuroepiteliomas e incluso oligoastrocitomas lo que puede representar un
problema, ya que una histologia normal no descarta por completo infiltracion
tumoral en pacientes con tumores cerebrales®. La edad es otro factor a tener en
cuenta con respecto a la elecciébn de controles, ya que pacientes muy jovenes
pueden mantener las rutas de desarrollo activas y, por tanto, presentar valores de
expresion de los intermediarios de la ruta de Hh-Gli diferentes a los de un tejido

normal adulto y dar como resultado una infravaloracion de la expresion en GBM*®,

En nuestro estudio, utilizamos como controles de cerebro normal adulto 8
muestras de parénquima cerebral, tanto sustancia gris como blanca. Estas
muestras proceden del Iébulo temporal de pacientes con esclerosis mesial
documentada que  fueron intervenidos para la realizacion de
amigdalohipocampectomia como control de epilepsia farmacorresistente. No hay
evidencia de que el I6bulo temporal en la parte lateral presente alteraciones, sino
que su extirpacion es consecuencia del abordaje para conseguir la reseccion de las
estructuras mesiales™*. Son pacientes adultos sin evidencia de enfermedad tumoral
y las muestras fueron extraidas de zonas alejadas de hipocampo y de zona
ventricular. Ademas, no se han documentado en la bibliografia alteraciones de la

ruta Hh-Gli en los pacientes epilépticos ni en modelos animales de epilepsia.

Como controles positivos utilizamos hipocampos de pacientes a los que se
les realiz6 este mismo procedimiento por esclerosis mesial del I6bulo temporal que
condicionaba crisis epilépticas, por tanto pensamos que los niveles de expresion de
la ruta de Hh-Gli pueden estar infravalorados en estos controles ya que presentan
por su patologia un elevado componente gliético, pérdida neuronal y por tanto baja
actividad de los precursores neurales. De hecho, en cultivo han mostrado lenta

capacidad proliferativa, mas baja incluso que la documentada (datos no
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mostrados)™*. Los controles de hipocampo se han tenido en cuenta s6lo a modo de
comparacion visual y como controles positivos de la ruta considerando una elevada
activacion en personas sanas por la presencia de mayor numero de CMN. Sin
embargo, estos hipocampos escleréticos han sido empleados para analizar las
correlaciones de los distintos componentes de la ruta Hh-Gli ya que una supuesta
disminucion de la actividad con respecto a hipocampos sanos, no necesariamente

implicaria la pérdida de relaciones entre los transcritos en este tejido no tumoral.

Con respecto a los estudios realizados sobre células iniciadoras de tumores,
de forma consistente con el analisis realizado con las muestras de tejido tumoral,
hemos utilizado como controles células mitéticamente activas aisladas del
parénquima subcortical de pacientes con esclerosis mesial, por tanto no tumoral,

asi como células procedentes de la zona hipocampal.

Entendemos que el tejido mas apropiado para ser utilizado como control
corresponderia a muestras frescas de tejido cerebral sano adulto. Sin embargo,
dado que se trata de tejido cerebral, no es posible disponer de tales muestras, por
lo que la utilizacion de muestras quirirgicas de pacientes con esclerosis mesial,
supone una alternativa inmejorable para poder comparar niveles de expresion de
diferentes intermediarios de la ruta de Hh-Gli con valores correspondientes a tejidos

adultos no tumorales.

8.2 La ruta de Hh-Gli en el tejido tumoral

En base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que la ruta Hh-Gli en
nuestra serie de tumores cerebrales gliales, principalmente GBM, presenta
importantes alteraciones en cuanto a la expresion de diferentes intermediarios
cuando se comparan con muestras equivalentes no tumorales. De las 43 muestras
de tumores analizadas, hemos encontrado niveles de expresion de intermediarios
de la ruta de Hh-Gli por encima de los obtenidos en las muestras control en un total
de 26, lo que supone mas del 60%. El analisis de expresion, sin embargo, tiene
importantes limitaciones, dado que sélo medimos cantidades de mRNA, lo que no
siempre es equiparable a cantidad de proteina funcional. Por otro lado, la
regulacion de la ruta de Hh-Gli se lleva a cabo en mdltiples niveles que implican
ademas la interaccién con otras rutas, como ya se describi6 en el apartado de
introduccion. Sin embargo, a pesar de las mencionadas limitaciones, el andlisis
pormenorizado de los niveles de expresion de intermediarios de la ruta de Hh-Gli en
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relacion con parametros clinicos de los pacientes, nos ha permitido definir
subgrupos de tumores e identificar nuevos marcadores con valor diagnostico y

pronaostico.

Patch y Smo

Un 72% de los tumores, presentan niveles de expresién de Patch inferiores
a los de los controles, mientras que Smo presenta niveles superiores a los controles
en el 62% de los tumores. En conjunto, el 95,3% de los tumores presentan una
combinacién de niveles bajos de Patch y altos de Smo en relacién a la media de los
controles de SB y SG. Esta relacion Smo/Patch elevada comparada con los
controles podria indicar un nivel de activacion de la ruta en tumores gliales superior
a los tejidos equivalentes no tumorales. Como control positivo, uno de los
hipocampos (HC4) presenta una relacién elevada. Niveles elevados de Smo se han
podido relacionar en esta serie con un tamano tumoral mayor (25 cm), variable
clinica que ademas se ha relacionado en estudios anteriores con mal pronéstico'®.
Del estudio analitico concluimos que los niveles de Smo son mayores de forma
estadisticamente significativa en tumores con respecto a SB y SG. Aunque no
somos capaces de demostrar significacion con Patch, sin embargo, es importante
destacar que la relacion Smo/Patch se encuentra elevada en tumores con una
p=0,000. Es cierto que ambos intermediarios se correlacionan entre si de forma
positiva en tumores, lo cual podria significar que Patch aumenta junto con Smo pero
de forma insuficiente en cada tumor. Por tanto, estamos ante un componente de
Hh-Gli con una probable implicacién notable en la fisiopatologia de los tumores
gliales y que abre las puertas a la investigacion con nuevos farmacos antagonistas
de Smo con resultados preliminares prometedores como por ejemplo en un caso

documentado en MB*®.

Glily Gli2

A la vista de los resultados, no compartimos la idea de algunos autores que
afirman que el tnico componente fiable en cuanto a niveles de expresion de la ruta

es Gli1®

, en cuanto a efectores, Gli2 presenta niveles elevados en més de la mitad
de los tumores con respecto a los controles. Lo cierto es que la implicacién de Gli2

es dificil de interpretar ya que ha sido implicado tanto en activacibn como en

80



Influencia de la ruta Hedgehog-Gli en tumores gliales
Tesis Doctoral Maria Peris Celda

inhibicion y no estudiado en tumores gliales™’**. Seran necesarios mas estudios

para establecer la implicacion de Gli2 en la biologia de los tumores gliales.

Con respecto a los efectores de la ruta, Glil estd elevado de forma
estadisticamente significativa en el grupo de tumores con respecto a los controles
de SB, pero no asi de SG, al igual que Gli2. Este resultado es interesante, dado que
la sustancia blanca supratentorial se supone el origen de los tumores gliales®. No se
ha podido demostrar estadisticamente qué diferencias existen en cuanto a los
diferentes componentes de Hh-Gli entre SB y SG, ya que al pertenecer a 4
pacientes, de los que se extraen 8 muestras (4 SB y 4 SG) utilizamos un test para
datos apareados (Wilkoxon) que precisa mayor n para detectar diferencias. Sin
embargo, encontramos una clara tendencia si analizamos los mismos datos como
no apareados (U de Mann-Whitney) y obtenemos diferencias significativas p=0,029
para Glil, Gli2 y Sufu siendo los niveles de transcritos mayores en SG que en SB.
En este estudio se pretende ser lo mas restrictivo posible en las afirmaciones, por
ello se han tenido en cuenta para los analisis graficos y la mayor parte de
estadisticos el conjunto de controles de SB y SG a pesar de que podriamos estar

infravalorando diferencias.

Los datos de nuestra serie permiten establecer diferencias significativas en
el grupo de tumores de bajo grado con respecto al total de los de alto grado en
cuanto a que estos Ultimos presentan niveles elevados de Glil, mayor ratio
Smo/Patch y Glil/Sufu. Sin embargo, la pequefia n=4 en el grupo de bajo grado
deja para posteriores estudios la comprobacion y consistencia de dichos datos. Mas
interesante sera el estudio de la recidiva de dichos tumores en su evolucion a alto
grado para saber si pertenecen al subgrupo de GBM que expresan elevados niveles

de intermediarios de la ruta o no.

Sufu

Sufu ha sido un intermediario menos estudiado previamente de la ruta Hh-
Gli, en relacién con tumores gliales. Sin embargo, su funcibn como supresor de
tumor y la regulacion de los efectores por mecanismos no bien establecidos, lo
convierten en uno de los componentes mas relevantes en la ruta. En Drosophila,
mutaciones que implican pérdida de funcion de Sufu suprimen la falta del fenotipo
Fu, sin embargo también se ha demostrado la restriccion de la actividad de Ci

cuando la protedlisis esta bloqueada por la union directa de Sufu a Ci, por tanto
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Sufu también podria actuar como regulador Ultimo para prevenir la traslocaciéon de
Ci cuando otros mecanismos inhibidores son deficientes®® ***'%°. No hay un patrén
de aumento o disminucién clara en cuanto al tejido tumoral y los controles, un
subgrupo presenta elevados niveles mientras que otro presenta bajos niveles de
Sufu. De hecho, no se detectan diferencias significativas en cuanto a los niveles de
Sufu y los controles. Sin embargo, los tumores diseminados claramente en las
secuencias T1 con contraste, presentan unos niveles mayores de Sufu p=0,010 que
los aparentemente no diseminados. Es interesante destacar que un ratio Gli2/Sufu
bajo se relaciona con mayor diseminacion p=0,003 por lo que tanto el efector Gli2,

como Sufu son pardmetros interesantes para el estudio de la diseminacion.

Asumimos que hay células y microinfiltracién tumoral a través de los haces
de sustancia blanca tumoral en todos los tumores por su misma naturaleza
infiltrativa y agresiva, sin embargo, clinicamente la diseminacién macroscoépica es
un dato muy caracteristico e importante. Otras secuencias de RM, por ejemplo
difusioén, serian mas sensibles para detectar infiltracion sutil, sin embargo, nuestro
interés se centra en aquellas caracteristicas que implican una actitud clinica
determinada en el paciente. La infiltracion extensa contralateral a través de cuerpo
calloso o a través de capsula interna, tiene un significado clinico inmediato de
limitacién de la reseccion tumoral, cuya radicalidad influye en el prondstico'*. La
secuencia de tensor de difusion, que se proponia como una herramienta importante
para detectar e incluso cuantificar la destruccién, infiltracion o desplazamiento de
los tractos ha demostrado limitaciones importantes en cuanto a su fiabilidad. De
hecho, en un estudio reciente, la secuencia de tensor de difusién no fue capaz de
diferenciar entre edema debido a tumores extraaxiales y por tanto no infiltrantes
como meningiomas, de la infiltracion por GBM'**2.Tan sélo un parametro propuesto
en un estudio, el Fiber Density Index, parece ser valido para cuantificar destruccion

de tractos sin estar validado por el momento por otros estudios***#,

El dato no observado previamente de Sufu, Gli2/Sufu y diseminacion
macroscopica, da lugar a multiples cuestiones sin resolver. El locus de Sufu se ha
visto delecionado en GBM, cancer de préstata, melanoma, y endometrio. Es un
supresor de tumor, regulador negativo de Gli, se une a él, lo inactiva y aumenta su
degradacion; ademas, también es inhibidor de la ruta de Wnt. Se ha visto su
pérdida en meduloblastomas y rabdomiosarcomas y es indetectable en cancer de
prostata cuando es altamente maligno™****®. Todo ello, en principio, contradice los

hallazgos de este estudio. Nos planteamos varias opciones para explicarlo: que
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corresponda a un fendbmeno de retroalimentacion negativa, que represente una
sobreexpresién como intento de inhibir la activacion de las rutas que controla como
Hh y Wnt ( podria haber un aumento de la activaciéon ademés de un aumento de la
transcripcion que es lo que hemos determinado en el estudio) o bien Sufu podria
tener un doble papel como inhibicién de la proliferacion y, en determinados casos,
permitir una mayor migracion a traveés de los haces de mielina. A favor de esta
hipotesis esta el hecho de que se ha demostrado en células de cancer colorrectal
que la sobreexpresion de Sufu conduce a un aumento de la B-catenina
citoplasmaética, reduciendo los niveles de B-catenina nuclear y por tanto la
expresion de moléculas como N-cadeninas. Este efecto se relaciona con una mayor
migracién celular al menos en células epiteliales**®. Asi pues, pensamos que Sufu
podria tener una doble funcion dependiendo del tejido; como supresor de tumores
en relacion con su inhibicién de Gli y como potenciador de la migracién bloqueando
B-catenina en el citoplasma. Esta doble funcién de Sufu sera objeto de estudios en

futuros trabajos.

Estudio comparativo de expresion de intermediarios de Hh-Gli y CD133

Si bien recientemente se han identificado un numero de marcadores
presentes en subpoblaciones con caracteristicas de CMT a partir de muestras de
GBM humano como SSEA-1, ALDH1, A2B5, o ABCG2'**** |o cierto es que no
existe hasta el momento ningin marcador que permita identificar de forma
inequivoca a las células iniciadoras de glioblastoma. No obstante, CD133 fue el
primer marcador utilizado que permite marcar la subpoblacion enriquecida de CMT
en un nimero importante de MB y GBM, por lo que decidimos utilizarlo al comienzo
del presente trabajo con objeto de observar algun tipo de relaciébn entre la
sobreexpresion de intermediarios de la ruta de Hh-Gli y el contenido de células
CD133+.

En este sentido, ningin componente de la ruta se relacion6 de forma
estadisticamente significativa con los niveles de CD133, como tampoco
caracteristicas clinicas. No se ha podido demostrar que los niveles de CD133 en los
tumores sean mayores que en controles, quizd por limitaciones debidas al
fragmento de tumor estudiado, que podria no ser representativo del resto del tumor
0 porque efectivamente, el contenido de CD133 no es un buen indicador para
cuantificar el contenido en CMT. Hay numerosas evidencias de que en GBM se

pueden aislar CMT CD133- a pesar de lo que se creia inicialmente, lo que limita la
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utilidad de la citometria de flujo con CD133 para aislar y cuantificar una muestra
representativa de las CMT a partir de muestras quirdrgicas de tumores gliales™’. La
proporcion de células CD133+ se relaciond con un peor prondstico en una serie de
pacientes™®, ademas parecen relacionarse con una mayor resistencia a quimio y

radioterapia®®"™**®,

Sin embargo, en nuestra serie, no pudimos confirmar esta
relacion. En este sentido, habra que hacer un mayor esfuerzo para poder
indentificar la heterogeneidad de CMT presentes en un mismo tumor y entre
diferentes tumores y su papel real en el inicio y desarrollo del tumor si queremos

trasladar con éxito dichos conocimientos a la practica clinica.

8.3 El comportamiento de las células en cultivo y Hh-Gli

Uno de los objetivos de este estudio es la comparacion entre la masa
tumoral y la subpoblacién de CMT que se pueden aislar en cultivo, asi como las
diferencias con el tiempo en cultivo en cuanto a la expresién de los intermediarios
de la ruta Hh-Gli.

Hemos obtenido tres lineas celulares en cultivo con caracteristicas de
células madre tumorales o células iniciadoras de GBM, y las hemos analizado al
menos hasta pase 7. Es muy llamativo que la morfologia que adoptan los tumores
durante el crecimiento en ratdn, tanto nodular como infiltrante a través de los haces
de sustancia blanca es muy similar a la imagen por RM de los pacientes a los que
pertenece la muestra en cada una de las tres series. Este hecho indica que, al
menos en lo referente al comportamiento in vivo, recuerdan al tumor de origen y

pueden por tanto, ser consideradas como buenos modelos de cada tipo de GBM.

Al igual que observamos para el caso de los estudios realizados sobre la
masa tumoral, los niveles de expresion de los diferentes intermediarios de la ruta de
Hh-Gli varian considerablemente entre muestras de lineas celulares de CMT. Esto
significa que no se pueden obtener conclusiones generales a partir del estudio de
una o pocas lineas de CMT. Estudios futuros deberan incluir un nimero importante
de muestras para evaluar la posibilidad de diferenciar subgrupos de CMT de GBM

en base, entre otras caracteristicas, a las alteraciones en la ruta Hh-Gli.

En las lineas estudiadas observamos una serie de caracteristicas generales
de interés. Las condiciones de cultivo no parecen influir significativamente en los
niveles de expresion de Patch y Smo, apreciandose Unicamente fluctuaciones en
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los niveles de expresion sin una clara tendencia neta en todas las lineas. La
relacion Smo/Patch en los controles se mantiene en torno a uno. Sin embargo esta
ratio aparece alterada en las lineas de CMT de GBM, con un claro aumento de
Patch con relacién a Smo. Trabajos anteriores muestran que una ratio Patch:Smo

133 se necesitan

de 1:45 es suficiente para reducir la actividad de Smo en un 80%
un mayor numero de lineas para poder concluir y realizar el mismo analisis

estadistico en CMT y CMN.

Con respecto a los efectores de la ruta, observamos que los niveles de
expresion de Gli2 aparecen muy por encima de los niveles control en dos de las
tres lineas estudiadas, siendo ademas la relacion Glil/Gli2 claramente favorable a
Gli2. Por el contrario en CMN la ratio Glil/Gli2 esta invertida a favor de Glil. Estos
datos, unidos a los hallazgos relacionados con Gli2 en tejido tumoral asi como la
probable implicacién de una ratio baja Gli2/Sufu en tumores diseminados, convierte
a Gli2 en un interesante objeto de estudio con posibles implicaciones clinicas ya

que todo apunta a que puede tener un papel importante en la biologia tumoral.

Los niveles de expresion de Sufu en el contexto de las lineas de CMT son
inferiores a los de los controles en las tres lineas estudiadas, no sabemos si podria
deberse a una menor inhibicibn en CMT y mayor control de la ruta en CMN.
Relacionando los hallazgos con Sufu en tejido tumoral, no se han hallado
diferencias en los tumores como grupo con respecto a los controles, aunque si

diferencias entre los tumores diseminados/no diseminados.

Lo interesante seria obtener datos inmediatos del tumor para
correlacionarlos con actividad de la ruta y asi tratar sélo a los pacientes con Hh-Gli
activa. Para ello deberiamos obtener un modelo de estudio de CMT que nos
permitiera estudiar un tumor a partir de estas CMT lo mas similar posible al tumor
originario. Sabemos positivamente que las células en cultivo, al igual que el GBM in
vivo presentan inestabilidades genéticas y constantes mutaciones. En este estudio
no hemos podido establecer en cuanto a transcripcion de la ruta, que el analisis de
las CMT que obtenemos en pase 0-1 tenga niveles similares de transcrito que el
tejido tumoral extraido en la cirugia. Se mantiene que en cultivo hay un nivel mayor
de CD 133 en las 4 lineas en pase 0, por tanto podriamos pensar a priori que quiza
estamos seleccionando un mayor componente de CMT CD133+ que se pierde
posteriormente. Desconocemos si es mas fiable el analisis en pases sucesivos 0 si

son otras células mas diferenciadas las causantes de la sobreexpresion de Hh-Gli
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en tumores. Cierto es que los tumores de los que hemos obtenido células no eran

los mas activos en cuanto a Hh-Gli y los resultados pueden estar sesgados.

En cuanto a las recidivas tumorales, se estudian muestras de grandisimo
valor desde el punto de vista biolégico, ya que representan una evolucion temporal
in vivo. No se pueden establecer patrones, aunque la posibilidad en un futuro de
cultivar las células de las recidivas permitird comparar la evolucion de las CMT en
cultivo y compararlas con las extraidas de la recidiva, lo que seria un control de la

fiabilidad en el tiempo del propio cultivo.

8.4 Hipodtesis de un modelo de disregulacidon de Hh-Gli en tumores gliales

En base al andlisis estadistico realizado en el presente trabajo, Smo se
encuentra sobreexpresado en el tejido tumoral. A su vez, un aumento en la
expresion de Smo se correlaciona con niveles mayores de expresiéon de Patch, que
sin embargo, no llegan a ser significativamente mayores que en los controles. Dicha
correlacion positiva es consistente con los datos publicados previamente por el
grupo de Katayam en 2002'*3. Una posibilidad que puede explicar este aumento de
Patch es la presencia de mecanismos de compensacién o retroalimentacion
negativa, que compense el aumento de Smo. Los niveles de expresion de Patch y
Smo en las muestras control no se correlacionan de forma estadisticamente
significativa, sin embargo el coeficiente de correlacion es negativo, es decir el
aumento de expresion de uno de ellos podria comportar la disminucion del otro. Asi
pues, en condiciones normales de funcionamiento de la ruta Hh-Gli, un aumento en
la expresion de Patch podria conllevar una disminucién en la expresion de Smo. En
cualquier caso, el aumento en los niveles de transcrito de Patch en las muestras
tumorales no es suficiente como para que el cociente Smo/Patch sea similar al de
las muestras control. En conjunto, nuestros datos apuntan a una disregulacién en

la relacién entre Patch y Smo en GBM.

A diferencia de lo que ocurre entre Smo y Patch, Smo y Sufu se relacionan
positivamente en GBM, un aumento en la expresion de Smo, conlleva aumento en
la expresion de Sufu. Esta correlacion positiva sin embargo, no se ha encontrado en
las muestras control. Este hecho permite especular sobre la existencia de
mecanismos que regulan de forma conjunta la expresion de Smo y Sufu en GBM.
(Figuras 25y 26).
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En el subgrupo de tumores diseminados que tienen aumentado los niveles
de expresion de Sufu, en principio cabria esperar una elevacion en los niveles de
expresion de Smo, aunque con la muestra analizada no hemos podido demostrar
un aumento de Smo en este subgrupo.

HH-GLI EN TUMORES HH-GLI EN CONTROLES
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Figura 25. El esquema representa el modelo propuesto de disregulacion de Hh-Gli segun los
datos obtenidos. P, Patch; S, Smo; SF, Sufu; 1, Glil; 2, Gli2, CD, CD133; B==d, correlacion
positiva; —==mm, correlacién negativa. En tumores aumenta Smo, Glil y Gli2, Patch y Smo se
correlacionan de forma positiva, asi como Smo y Glil y Gli2. En controles no se encuentra una
correlacién clara de Smo y Patch, su coeficiente es negativo aunque sin alcanzar la
significacién estadistica. Estudios con un mayor nimero de controles corroboraran si existe
dicha correlacidn negativa.
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Figura 26. El esquema representa la alteracién de Hh-Gli segun los datos obtenidos en
CMT en comparacion con el tejido tumoral. P, Patch; S, Smo; SF, Sufu; 1, Gli1; 2, Gli2, CD,
CD133; B>=d, correlacién positiva; —==m, correlacién negativa; , correlacién
positiva no encontrada en la masa tumoral, —=all, correlacidon negativa no encontrada en
tejido tumoral. En CMT es posible que aumenten Smo, Glil y Gli2 (no comprobado a
falta de mas controles de CMN), Patch y Smo se correlacionan de forma positiva, asi como
Smo, Glil y Gli2. En CMT, Patch aumenta si estan aumentados los efectores
,probablemente por un mecanismo de feed-back negativo, no hallado en tejido tumoral.
En la CMT encontramos que un aumento de Patch y Glil conllevan una disminucién de
CD133, es decir, en las CMT CD133+ podria estar la ruta menos expresada.

Sin embargo, considerando el total de las muestras tumorales analizadas,
hemos visto que Smo aumenta, dicho aumento se correlaciona positivamente con
los niveles de expresion de Glil y también Gli2. La existencia de esta correlacion no
es sin embargo, estadisticamente significativa en las muestras control, es decir, no
sélo la expresion de los genes que codifican para la proteina de membrana Smo
aumenta en tumores sino también la expresion de los genes que codifican para las
proteinas efectoras de la ruta. El grupo de Katayam también observoé la existencia
de correlacion positiva entre Smo y Gli2 y entre Smo y GIli3 en su serie de
astrocitomas analizados, sin embargo, no pudieron demostrar dicha correlacion

entre Smo y Glil. En conjunto los datos sugieren que la sobreexpresion de Smo
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activa la expresion de los efectores finales de la ruta, o bien, la existencia de un
mecanismo que activa de forma conjunta la expresién tanto de Smo como de la
familia de proteinas Gli***. Es interesante destacar, sin embargo, que la expresion
de los dos reguladores negativos de la ruta, Patch y Sufu se correlacionan
estrechamente en el mismo sentido tanto en tumores, como en las muestras

control.

Tanto Glil como Gli2 aparecen sobreexpresados en tumores con respecto a
las muestras control de SB. En las muestras control observamos la existencia de
correlacion positiva en la expresion de ambos efectores, sin embargo no pudimos
demostrar dicha correlacion en las muestras de tumores. Esta observacion es
consistente con estudios previos'® en que Gli2 puede ser tanto activador como
inhibidor®®?', Una posibilidad que explique esta pérdida de correlacion es la
existencia de un mecanismo regulador de Gli2 que se pierde en el contexto del
GBM. Sin embargo, esta relacion se recupera en CMT aisladas de GBM. Este
hecho sugiere que EGF o FGF, factores de crecimiento utilizados en el cultivo de
dichas células, pueden participar en la regulacion de la expresion de dichos
efectores. Por otro lado, observamos que una disminucion en la relacion Gli2/Sufu,
se relaciona fuertemente con la diseminacion de células tumorales por haces de
sustancia blanca. Sin embargo esta relacién no se observa con Glil. Este hecho
sugiere que tanto Glil como Gli2 participan de forma diferente en la biologia del

tumor.

Una relacion interesante es la que encontramos entre Glil y Gli2 y CD133
en controles que se pierde en el tejido tumoral. No encontramos un aumento de
CD133 en tumores, en los que esta correlacion positiva se pierde, por tanto nos
encontramos ante un gran grupo de tumores en los que probablemente, las CMT
CD133+ no representan un papel principal, algo que ya se ha demostrado en
anteriores estudios'®***®, En CMT es llamativo que un aumento de Glil se relacione
con una disminucién de CD133, lo que lleva a pensar que tal vez las CMT con Glil

mas activo sean las CD133-.
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Tras el analisis de la ruta Hh-Gli en nuestros pacientes, podemos concluir lo

siguiente:

1.

Hh-Gli se encuentra sobreexpresada en al menos un subgrupo de
tumores gliales, especialmente tumores de alto grado.

Smo, Glil y Gli2 se encuentran elevados de forma significativa en
tumores con respecto a los controles.

Hay diferencias entre las relaciones de los distintos intermediarios
entre si en tumores, controles y CMT, lo que podria significar
disregulacion en la ruta en cuanto a niveles de expresion.

Los tumores de mayor tamafo se relacionan con niveles elevados de
Smo.

Los tumores diseminados al diagndstico se relacionan con niveles
elevados de Sufu y con un ratio Gli2/Sufu bajo. Se mantienen los
patrones de diseminacion en cuanto al crecimiento tumoral en raton
tras la inyeccién de CMT comparados con la RM del paciente

Los niveles de expresion de los distintos intermediarios de la ruta Hh-
Gli cambian con el tiempo en cultivo con elevacién de los niveles de
efectores en los sucesivos pases.

Se puede establecer una hipétesis de funcionamiento de la ruta Hh-Gli

en tumores.
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FUTURAS LINEAS DE TRABAJO
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Las nuevas lineas de trabajo que se plantean tras este estudio son las siguientes:

i. Estudio in vitro e in vivo de la influencia de Sufu y Gli2 en
cuanto a migracion, interaccién con otras rutas

ii. Estudio de las diferentes mutaciones en los componentes de la
ruta con los sucesivos pases en cultivo de CMT

iii. Estudio a largo plazo de las recidivas, cultivo de CMT vy
comparacion con las lineas primitivas

iv. ~ Comparacién de los niveles de transcrito en SB y SG

v. Estudio de la ruta diferenciando tumores de alto y bajo grado y

sus posteriores recidivas de alto grado

La biologia tumoral del GBM es extremadamente compleja. Probablemente el
futuro pase por analizar cada tumor de forma individual, extraer y cultivar las CMT y
en virtud de analisis genéticos y de expresion administrar los farmacos mas
adecuados. Todo apunta a que los inhibidores de la ruta Hh-Gli tendran un papel

importante en las futuras terapias de los gliomas.

Cada contribucion a la comprension de la biologia de estos tumores, por
pequefia que sea, representa para nuestros pacientes, principio y fin de nuestro
esfuerzo, un poco de esperanza en la dolorosa realidad humana que sufren cada

dia.
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