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DESCRIPCION
La neutralizacion de la actividad de CD95 bloquea la invasion de células de glioblastoma in vivo.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para el tratamiento de un individuo con glioblastoma multiforme de alto
grado mediante la prevencién o la interrupcion de la unién de CD95 a su ligando, CD95L, in vivo, a raiz de lo cual la
neutralizacion de la actividad de CD95 reduce drasticamente la migracion de las células que invaden el hemisferio
contralateral.

Antecedentes

La invasion de tejido cerebral circundante por las células tumorales aisladas representa uno de los principales
obstaculos para una terapia eficaz de glioblastoma multiforme (GBM). Los gliomas abarcan la mayoria de los
tumores originados en el sistema nervioso central (SNC). En los adultos, los tumores mas comunes son neplasmas
de alto grado derivados de astrocitos u oligodendrocitos. La Organizacion Mundial de la Salud clasifica estos
tumores malignos de acuerdo con su grado de anaplasia en grado Il (astrocitoma difuso), grado Il (astrocitoma
anaplasico) y grado IV (GBM)™.

Los gliomas representan mas del 50% de todos los tumores cerebrales y son, con mucho, los tumores cerebrales
primarios mas comunes en los adultos. A pesar del desarrollo de nuevas tecnologias de diagnéstico, la tasa de
supervivencia es extremadamente baja. Solo 3% permancen aun con vida cinco afios después del diagnoéstico. El
resultado clinico de los gliomas malignos depende de la invasion de células tumorales aisladas en el tejido cerebral
normal. Las células en migracion pueden escapar de la ablacién quirargica del tumor y son entonces los principales
objetivos de la radioterapia después de la cirugia y la quimioterapia adyuvante. Los agentes quimioterapéuticos y la
irradiacion actuan principalmente mediante la induccion de la apoptosis. Esta induccion de la apoptosis a menudo
implica la activacion del sistema receptor/ligando de muerte CD95 (Apo-1/Fas). Sin embargo, la mayoria de las
células de glioma maligno son resistentes a la apoptosis inducida por CD95. En la presente los autores de la
presente invencién muestran que la activacion de CD95 aumenta la migracién/invasion en cultivos de glioma a largo
plazo y primarios humanos resistentes a la apoptosis. Es decir, la activacion de CD95 puede implicar el inicio de la
actividad de CD95 mediante el uso de un anticuerpo agonista de CD95 o CD95L recombinante.

La tendencia de los tumores de glioma primarios a la migraciéon durante la apoptosis aumenta con el grado de
malignidad. CD95 media la migracion a través de la ruta PI3K/ILK/GSK3-beta/MMP de forma independiente de
caspasas. Ademas los autores de la presente invencion trataron de averiguar las moléculas conectoras aguas abajo
de CD95. Un posible candidato fue la Fosfoproteina enriquecida en Diabetes/Fosfoproteina enriquecida en astrocitos
de 15 kDalton" (PED/PEA-15). Experimentos de reduccion de la expresion génica excluyeron PED/PEA-15 como
molécula conectora en la ruta de sefializacion de la migracion mediada a través del Sistema CD95/CD95L. Lo mas
importante, la irradiacion gamma también aumentd la migracion de las células resistentes a la muerte inducida por
CD95. La migracion mediada por irradiacion podria ser bloqueada por la neutralizacion de CD95L. Por lo tanto, la
reaccion de un tumor a la estimulacion con CD95 debe dictar opciones de tratamiento posteriores. Véase Kleber, S.,
"Gamma irradiation leads to CD95 dependent invasion in apoptosis resistant glioblastoma cells,” Ph. D. Thesis,
Deutsches Krebsforschungszentrum, University of Heidelberg, 3 de Enero, 2006 (um:nbn:de:bsz:16-opus-59926,
disponible en www.ub.uni-heidelberg.de/archiv/5992/), que se incorpora a la presente memoria como referencia en
su totalidad.

Los principales tipos de gliomas son ependimomas, astrocitomas, y oligodendrogliomas, si bien existen también
formas celulares mixtas de afecciones celulares de glioma, tales como los oligoastrocitomas.

Ademas de una caracterizacion celular, los gliomas también se caracterizan de acuerdo a la patologia y la gravedad
de la invasion celular, que se reconoce tipicamente por los expertos en la técnica como un sistema de clasificacion
de "calificacion".

El sistema de calificacion mas utilizado es el sistema de clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para los astrocitomas. El sistema de la OMS asigna a los astrocitomas una calificacion de | a 1V, siendo | el menos
agresivo y siendo IV el mas agresivo. Por lo tanto, el astrocitoma pilocitico es un ejemplo de un glioma de Grado | de
la OMS; el astrocitoma difuso es un ejemplo de Grado Il de la OMS; el astrocitoma anaplasico (maligno) es un
ejemplo del Grado Il de la OMS; y el glioblastoma multiforme es un ejemplo de Grado de la OMS IV. Este Ultimo es
el glioma méas comun en los adultos y, por desgracia, tiene el peor pronéstico de los pacientes afectados.

Genéricamente, los gliomas de "bajo grado” estan tipicamente bien diferenciados, tienen el crecimiento mas lento,
son biolégicamente menos agresivos, y auguran un mejor pronostico para el paciente; mientras que los "gliomas de
alto grado”, son indiferenciados o anaplasicos; de crecimiento rapido y pueden invadir los tejidos adyacentes, y
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conllevan a un peor prondstico. Los gliomas de alto grado son tumores altamente vasculares y tienen una tendencia
a infiltrarse en los tejidos, crear necrosis e hipoxia, y a destruir la barrera hematoencefalica, donde se encuentra el
tumor.

También hay gliomas infratentoriales, que se producen principalmente en los nifios y supratentoriales en el adulto.
Los gliomas infratentoriales se encuentran en todas las zonas cerebrales interiores por debajo de la superficie
inferior de los I6bulos temporal y occipital, extendiéndose a la médula cervical superior, e incluye el cerebelo. La
regién supratentorial se encuentra por encima de la tienda del cerebelo y contiene el prosencéfalo.

El grado del tumor es un importante factor pronéstico: la supervivencia media para los astrocitomas de grado Ill es
de 3 a 4 afios y para los astrocitomas de grado IV es de 10 a 12 meses. El glioma mas frecuente (65%) es GBM'. La
resistencia celular a miltiples estimulos pro-apoptéticos y la invasion de la migracién de las células tumorales al
tejido cerebral circundante normal son los principales obstaculos para un tratamiento efectivo.

El tratamiento actual de los gliomas malignos (grado Il y IV) implica cirugia, seguido de irradiaciéon y quimioterapia.
Los agentes quimioterapéuticos y la irradiacion y actdan principalmente mediante la induccion de la apoptosis. La
induccion de Ia apoptosis a menudo implica la activacion del sistema de muerte CD95/ligando de CD95 (CD95L;
Apoll/FasL)*?. La unién de CD95L trimerizado al receptor CD95 conduce al reclutamiento de la proteina
adaptadora FADD (dominio de muerte asociado a Fas, MORT1)* y la caspasa 8 y 10 por un complejo de
sefializacion que induce muerte (DISC)°. La FADD contiene un dominio de muerte (DD) y un dominio efector de
muerte gDED) A través de su DD, FADD se une a DD de CD95°. El DED recluta la procaspasa 8 que contiene DED
al DISC'. La procaspasa 8 en el DISC se activa a través de autoescision y envia la célula a la apoptosis mediante la
activacion de las caspasas efectoras aguas abaJo

El sistema CD95/CD95L es utilizado por las células de glioma maligno para aumentar su capacidad de invasion.
CD95 induce la invasion celular a través de la ruta PI3K/ILK/IGSK3B y la posterior expresion de las
metaloproteinasas. El aumento de expresion de CD95L es exhibida por las células de glioma irradiadas que escapan
a la ablacién quirdrgica. La actividad de CD95 inducida por irradiacion aumenté la migracion de células de glioma.
En un modelo singénico murino de GBM intracraneal, expresion CD95/CD95L fue sorprendentemente regulada al
alza tras la interaccion con el estroma cerebral circundante.

El grado de expresion de CD95 y CD95L se correlaciona positivamente con el grado del tumor. En la presente los
autores de la presente invencion muestran que la activacion de CD95 caus6 apoptosis en tumores menos malignos
(OMS I-11), mientras que los tumores de grado IV fueron resistentes a la apoptosis inducida por CD95. En estas
células altamente malignas, CD95 media la migracién/invasion. La union de CD95 por el CD95L activa PI3K e ILK, lo
que conduce a la inhibicion de GSK3B y a la induccion de las metaloproteinasas. La irradiacion de las células
resistentes a la apoptosis aumentd la expresion de CD95 y CD95L, que a su vez aumentd la expresion de las
metaloproteinasas y, posteriormente, la migracién/invasion. En un modelo de ratdon singénico de gliomas
intracraneales, la expresion de CD95 y CD95L se regul6 al alza tras la interaccién con el estroma circundante. La
neutralizacion de la actividad de CD95 redujo drasticamente el nimero de células que invaden el hemisferio
contralateral.

Kleber, S. "Gamma-Bestrahlung fuhrt zur CD95-abhdangiger Invasivitit in apoptoseresistenten Glioblastomzellen.,
2006, Dissertation (Heidelberg) ilustra que un anticuerpo anti-CD95L inhibe la migracion in vitro de células de
glioblastoma inducida por una proteina de fusion con cremallera de leucina - CD95L y resume las terapias actuales
de los gliomas.

Compendio

La presente invencion proporciona un método para el tratamiento de un individuo con un glioma de alto grado, que
comprende la administracién de un agente que neutraliza la actividad de CD95 en un individuo con glioma de alto
grado.

En una realizacién, el agente que neutraliza la actividad de CD95 es un compuesto que evita la unién de CD95 a
CD95L o interrumpe un complejo CD95/CD95L.

En una realizacién el compuesto se une a CD95 o se une a CD95L o se une al complejo CD95/CD95L.

En otra realizacion, el compuesto es un anticuerpo que se une a CD95. En otra realizacion, el compuesto es un
anticuerpo que se une a CD95L. Los anticuerpos de acuerdo con la invencién pueden ser monoclonales,
policlonales o quiméricos. Sin embargo, también se pueden utilizar anticuerpos de cadena sencilla o fragmentos de
anticuerpos funcionales. En una realizacién, el anticuerpo que se une a CD95 es Nokl. De este modo, la presente
invencién contempla cualquier agente de neutralizaciéon o "inhibidor" de la actividad CD95 o CD95L o CD95R (el
receptor CD95).
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Para la produccion de anticuerpos utilizados de acuerdo con la invencién, diversos anfitriones incluyendo cabras,
conejos, ratas, ratones, seres humanos, y otros, pueden ser inmunizados mediante inyeccion con la proteina o
cualquier fragmento u oligopéptido de la misma que tenga propiedades inmunogénicas. Dependiendo de la especie
anfitriona, se pueden utilizar diversos coadyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica. Se prefiere que los
péptidos, fragmentos u oligopéptidos utilizados para inducir anticuerpos frente a la proteina tengan una secuencia de
aminoacidos que consista en al menos cinco aminoacidos, y mas preferiblemente al menos 10 aminoacidos. Los
anticuerpos monoclonales contra las proteinas se pueden preparar usando cualquier técnica que proporcione la
produccién de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero no se
limitan a, la técnica del hibridoma, la técnica del hibridoma de células B humanas. Ademas, se pueden utilizar las
técnicas desarrolladas para la produccién de "anticuerpos quiméricos”, el empalme de genes de anticuerpos de
ratbn a genes de anticuerpos humanos para obtener una molécula con especificidad de antigeno y actividad
biolégica apropiadas. Los anticuerpos se pueden usar con o sin modificacion, y se pueden marcar uniéndolos, ya
sea covalentemente o no covalentemente, con, por ejemplo, una molécula informadora.

Se pueden usar diversos inmunoanalisis de escrutinio para identificar anticuerpos que tienen la especificidad
deseada. Numerosos protocolos para andlisis de unién competitiva e inmunorradiométricos que utilizan anticuerpos
policlonales o monoclonales con especificidades establecidas son bien conocidos en la técnica. Tales
inmunoandlisis implican tipicamente la medicion de la formacion de complejos entre la proteina, es decir, CD95 y su
anticuerpo especifico. Se prefiere un inmunoanalisis con basado en anticuerpos monoclonales, de dos sitios, que
utiliza anticuerpos monoclonales reactivos con dos epitopos de proteinas que no interfieren, pero también se puede
emplear un andlisis de union competitiva.

Un inhibidor puede ser un inhibidor del ligando de CD95 (ligando Fas; ligando APO1). Por ejemplo, los inhibidores
del ligando de CD95 pueden ser seleccionados a partir de (a) un anticuerpo inhibidor anti-ligando de CD95 o un
fragmento del mismo, (b) una molécula receptora CD95 soluble o una porcién de union al ligando de CD95 de la
misma, y (c) un inhibidor del ligando Fas seleccionado entre FLINT, DcR3 o fragmentos de los mismos.

También se contemplan los anticuerpos inhibidores anti-CD95L y los fragmentos de unién a antigeno de los mismos
y moléculas CD95R solubles o porciones de unién a CD95L de las mismas. Los ejemplos de los anticuerpos
inhibidores anti-CD95L adecuados se describen en el documento EP-A-0 842 948, el documento WO 96/29350, v el
documento WO 95/13293 asi como anticuerpos quiméricos o humanizados obtenidos de alli, véase por ejemplo, WO
98/10070. Més preferidas son las moléculas solubles del receptor de CD95, por ejemplo una molécula receptora de
CD95 soluble sin dominio transmembrana como se describe en el documento EP-A-0 595 659 y el documento EP-A-
0 965 637 o péptidos CD95R como se describe en el documento WO 99/65935.

En una realizacién, un inhibidor de CD95L que comprende un dominio extracelular de la molécula CD95R, tal como
los aminoacidos 1 al 172 (MLG...SRS) de la secuencia madura de CD95 segun la Patente de los Estados Unidos
NUm. 5.891.434, que puede estar fusionado a un dominio polipeptidico heterélogo, particularmente una molécula de
inmunoglobulina Fc que incluye la regidn bisagra por ejemplo, de la molécula de IgG1 humana. Una proteina de
fusién que comprende un dominio extracelular de CD95 y un dominio Fc humano se describe en el documento WO
95/27735. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién preferida, el agente que se une a CD95L es una proteina de
fusién que comprende un dominio extracelular de CD95 y un dominio Fc humano. De acuerdo con una realizacion
especialmente preferida, el agente que se une a CD95L es APG101 (CD95-FC, SEQ ID NO: 1). APG101 comprende
los dominios CD95R-ECD (aminoacidos 17-172, dominio extracelular ECD) e IgG1-Fc (aminoacidos 173-400).

APG101 y SUS derivados se describen en los documentos WO95/27735 y W02004/085478.

El inhibidor del ligando Fas FLINT o DcR3 o un fragmento, p. e€j. un fragmento soluble del mismo, por ejemplo el
dominio extracelular opcionalmente fusionado a un polipéptido heter6logo, particularmente una molécula de
inmunoglobulina Fc se describe en los documentos WO 99/14330 o WO 99/50413. FLINT y DcR3 son proteinas que
son capaces de unirse al ligando de CD95.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el inhibidor es un inhibidor de CD95R que puede ser
seleccionado de (a) un anticuerpo inhibidor anti-receptor de CD95 o un fragmento del mismo, y (b) un fragmento
inhibidor del ligando de CD95. Un fragmento de un anticuerpo inhibidor anti-receptor de CD95 de acuerdo con la
invenciéon presenta preferiblemente el mismo sitio de unién al epitopo que el anticuerpo correspondiente. En otra
realizacién de la invencién, un fragmento de un anticuerpo inhibidor anti-receptor de CD95 tiene sustancialmente la
misma actividad inhibidora de CD95R que el anticuerpo correspondiente. Un fragmento inhibidor del ligando de
CD95 presenta preferiblemente sustancialmente la misma actividad inhibidora que el fragmento inhibidor del ligando
de CD95 correspondiente.

Los ejemplos de los anticuerpos inhibidores anti-CD95R vy los fragmentos inhibidores de CD95L adecuados se
describen en los documentos EP-A-0 842 948 y EP-A-0 862 919.
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También se describe un inhibidor que es una molécula efectora de acido nucleico. La molécula efectora de acido
nucleico puede ser ADN, ARN, APN o un hibrido de ADN-ARN. Puede ser monocatenario o bicatenario. Los
vectores de expresion derivados de retrovirus, adenovirus, virus herpes o vaccinia o de diversos plasmidos
bacterianos pueden ser utilizados para la entrega de secuencias de nucle6tidos al 6rgano, tejido o poblacién celular
dianas. Tales constructos se pueden utilizar para introducir secuencias efectoras o antisentido no traducibles en una
célula. Incluso en ausencia de integracién en el ADN, tales vectores pueden continuar transcribiendo moléculas de
ARN hasta que son desactivadas por nucleasas endégenas. La expresién transitoria puede durar un mes o mas con
un vector no replicante y aun mas si los elementos de replicacion apropiados son parte del sistema de vectores.

La molécula efectora de acido nucleico se puede seleccionar en particular a partir de moléculas antisentido,
moléculas de ARNi y ribozimas que son capaces de inhibir la expresion del gen de CD95R y/o CD95L. Vease, por
ejemplo, el documento U.S. 20060234968. En otra realizacion, el glioma de alto grado es un Grado Il o IV de la
OMS. En una realizacion preferida, el glioma de alto grado es un glioma Grado IV de la OMS.

También se describe un agente neutralizador de la actividad de CD95 que evita una interaccién entre CD95 y la
proteina p85 de PI3K.

De acuerdo con la presente invencion la actividad de CD95 puede ser determinada por la persona experta en la
técnica mediante cualquier tipo de analisis adecuado, tal como se describe en el Ejemplo 25 o el Ejemplo 26.

La presente descripcion también se refiere a una composicién farmacéutica, que comprende al menos un agente
que neutraliza la actividad de CD95 en un individuo con glioma de alto grado. En una realizacion el agente es Nokl
0 CD95-FC (APG101). CD95-FC se une a CD95L y de ese modo evita su union a CD95.

En otra realizacion de la descripcion la composicion farmacéutica comprende al menos un agente que se une a
CD95 y al menos otro agente que se une a CD95L. La presente invenciéon también proporciona un medicamento
para tratar a un paciente con glioma mediante la administracion de una de las composiciones farmacéuticas
contempladas en la presente memoria. En una realizacion, el glioma es un glioma casificado de Grado Il o0 Grado IV
por la OMS, o un glioma de "alto grado".

En otra realizacion preferida de la descripcién la composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente
agentes activos para el tratamiento de céncer y en particular para el tratamiento de glioma de alto grado.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar solas o combinadas con al menos otro agente, tal como un
compuesto estabilizador, que puede administrarse en cualquier vehiculo farmacéutico biocompatible estéril,
incluyendo, pero no limitado a, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, y agua. Las composiciones se
pueden administrar a un paciente solas o combinadas con otros agentes, farmacos u hormonas. Las composiciones
farmacéuticas utilizadas en esta invencion pueden administrarse mediante cualquier nimero de rutas, incluyendo,
pero no limitados a, medios orales, intravenosos, intramusculares, intraarteriales, intramedulares, intratecales,
intraventriculares, transdérmicos, subcutaneos, intraperitoneales, intranasales, enterales, topicos, sublinguales o
rectales.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos adecuados
farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y agentes auxiliares, que facilitan el procesamiento de
los compuestos activos en preparaciones, que pueden usarse farmacéuticamente. Los detalles adicionales sobre las
técnicas para la formulacion y administracion pueden encontrarse en la ultima edicion de Remington Pharmaceutical
Sciences (Maack Publishing Co., Easton, Pa.).

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la invencién incluyen composiciones en las que los
ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el efecto deseado. La determinacion de
una dosis eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica. Para cualquier compuesto, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en andlisis de cultivo celulares, por ejemplo, de lineas
celulares preadipociticas o en modelos animales, normalmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo animal
también se puede usar para determinar el intervalo de concentracion y la ruta de administracion apropiados. Tal
informacién puede usarse a continuacion para determinar las dosis y las rutas para la administracion Gtiles en seres
humanos. Una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a la cantidad de ingrediente activo, por ejemplo un
acido nucleico o una proteina como se describe en la presente memoria 0 un anticuerpo, que es suficiente para el
tratamiento de una afeccion especifica. La eficacia terapéutica y la toxicidad pueden determinarse mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., la DE50 (la
dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y la DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién). La
razén de dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y puede expresarse como la razén
DL50/DE50. Se prefieren las composiciones farmacéuticas que exhiben indices terapéuticos grandes. Los datos
obtenidos a partir de los analisis de cultivos celulares y los estudios con animales se usan para formular un intervalo
de dosificacion para uso humano. La dosificacién contenida en tales composiciones esta preferiblemente dentro de
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un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion varia
dentro de este intervalo dependiendo de la dosis empleada, la sensibilidad del paciente, y la ruta de administracion.
La dosis exacta sera determinada por el médico, a la luz de los factores relacionados con el sujeto que requiere
tratamiento. La dosificacion y la administracién se ajustan para proporcionar niveles suficientes del radical activo o
para mantener el efecto deseado. Los factores, que se pueden tener en cuenta, incluyen la gravedad del estado de
enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso, y el género del sujeto, la dieta, el tiempo y la frecuencia de
administraciéon, la combinacion o combinaciones de farmacos, las sensibilidades de reaccién, y la
tolerancia/respuesta a la terapia. Las composiciones farmacéuticas de accién prolongada se pueden administrar
cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la vida media y la tasa de aclaramiento
de la formulacién particular. Las cantidades de dosificacion normales pueden variar de 0,1 a 100.000 microgramos,
hasta una dosis total de aproximadamente 1 g, dependiendo de la ruta de administracion. La guia para las
dosificaciones y métodos de administracion particulares se proporciona en la bibliografia y se encuentra disponibles
generalmente para los profesionales en la técnica. Los expertos en la técnica emplean diferentes formulaciones para
los nucledtidos que para las proteinas o sus inhibidores. Del mismo modo, la administracion de polinucleétidos o
polipéptidos serd especifica para células, condiciones, localizaciones, etc., concretas.

Otra discusion del aspecto se refiere a un método de escrutinio para un agente, que modula/afecta, preferiblemente
neutraliza la actividad de CD95, que comprende las etapas de
(a) incubar una mezcla que comprende
1. (i) CD95 o un fragmento funcional de la misma
2. (i) un agente candidato en condiciones en las que CD95 o un fragmento funcional de la misma tiene
una actividad de referencia;

(b) detectar la actividad de CD95 o un fragmento funcional de la misma para determinar una actividad en
presencia del agente;
(c) determinar una diferencia entre la actividad en presencia del agente y la actividad de referencia.

De acuerdo una realizacion preferida de tal andlisis, el agente que se va a escrutar altera la interaccion entre CD95 y
PI3K, perferiblemente entre CD95 y la subunidad p85 de PI3K.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Sensibilidad a la muerte inducida por CD95 y expresién de CD95.

(a) Las lineas celulares de glioblastoma A172, T98G y LN18 se incubaron con las dosis indicadas de LZ-
CD95L (ng/ml), estaurosporina (1 pM), o se dejaron sin tratar (Co). Al cabo de 24 h y 48 h la fragmentacion
del ADN se analiz6 mediante FACS. (b) Analisis FACS de la expresion de CD95 en superficie en A172, T98G
y LN18. (c) Los cultivos de esferoides fueron embebidos en una matriz de colageno y se trataron con LZ-
CD95L (5 ng/ml). La invasion de las células individuales en la matriz se observd con un microscopio de lapso
de tiempo a lo largo de 24 h. La distancia de las células invasoras (n = 10 por esferoide; 3 esferoides por
tratamiento) hasta la frontera del esferoide se representa en el grafico de media + ET, * P < 0,05. (D)
llustraciones de contraste de fase representativas de esferoides T98G y LN 18 a 0 h y 24 h después del
tratamiento. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

Figura 2: Las células resistentes a la muerte inducida por CD95 regulan al alza MMP-2 y MMP-9.

(a) Las células T98G y LN18 se trataron con a-Apo-1 (1 yg/ml) durante los tiempos indicados. La expresion de
MMP-2 y MMP9 se midi6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los datos son los resultados de cinco
experimentos independientes como media + ET, * P <0,05, ** P <0,01.

Figura 3: La migracién inducida por CD95 estad mediada por la activacién de ILK/AKT y la inhibiciéon de
GSK3B

(a) La GSK3p se fosforilé y de ese modo se inhibié en células T98G y LN18 tras el tratamiento con a-Apo-1 (1
pg/ml). (b) Las células T98G se infectaron con un vector lentiviral vacio (Co) o un mutante constitutivamente
activo de GSK3p (GSK S9A). Las células T98G infectadas con GSK S9A migraron significativamente menos
que sus contrapartes con el vector vacio tras el tratamiento con a-Apo-1 (2 pyg/ml) o LZ-CD95L (CD95L, 5
ng/ml) a las 36 h. Un anticuerpo neutralizador para CD95L (Nok1 10 pg) blogue6 la migracion inducida por
CD95L de células infectadas con el vector y con GSK S9A. (c) Las células T98G infectadas con GSK S9A y
los respectivos controles fueron estimulados con las dosis indicadas de LZ-CD95L (ng/ml) durante 48 h y la
fragmentacion del ADN se analiz6 mediante FACS. (d) Se muestran las curvas de crecimiento de T98G Co y
GSK S9A. (e) El inhibidor de ILK (KP-SD1, 10 uM) bloqueé la migracion inducida por a-Apo-1 (2 yg/ml) y LZ-
CD95L (5 ng/ml) de las células T98G. (f) El inhibidor de PI3K (LY 290059, 25 uM) bloqued la activacién de
AKT vy la inhibicion de GSK3p inducida por a-Apo-1 en las células T98G. (g) La B-catenina activa (verde) se
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transloc6é al nucleo después de la estimulacion con a-Apo-1 (1 upg/ml), la fosfo-GSK3B (rojo) no cambié
después de la estimulaciéon con CD95. Se utilizé6 DAPI (azul) para visualizar los nucleos de las células T98G.
(h) La escisién de la caspasa 8 en T98G, LN18 y Jurkat 16 (J16) se detectd después de la estimulacion con
CD95 mediante Transferencia Western. (i) El inhibidor de ERK (PD 98059, 25 uM) no interfirié en la migraciéon
inducida por CD95. Los resultados se expresan como media + ET, * P<0,05, ** P<0,01, y son representativos
de dos experimentos independientes. P: fosforilacion, T: total.

Figura 4: Expresion del sistema CD95/CD95L en glioblastomas primarios

Analisis FACS de la expresién de CD95 en superficie en lineas celulares de astrocitoma, oligondendroglioma
y glioblastoma primarios con pocos pases (< 4). Para la fragmentacion de ADN las células se trataron con las
dosis indicadas de LZ-CD95L (CD95L) durante 24 h 'y 48 h y se analizaron mediante FACS.

Figura 5: Funcion del sistema CD95/CD95L en glioblastomas primarios resistentes a la apoptosis

(a) Analisis FACS de la expresion de CD95 en la superficie de lineas celulares de glioblastoma primario NCH
(89, 125 y 270) con muchos pases (= 50). Para la fragmentacion de ADN las células se trataron con las dosis
indicadas de LZ-CD95L (ng/ml) durante 24 h y 48 h y se analizaron mediante FACS. Los resultados se
representan como la media + DT y son representativos de tres experimentos independientes. (b) Las células
NCH 89, 125 y 270 mostraron una regulacion al alza de los niveles de ARNm de MMP-2 y MMP9 40 h
después del tratamiento con a-Apo-1 (1 pg/ml) tal como se detecta mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Los resultados se representan como la media + ET, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,005 y son representativos
de tres experimentos independientes. (c) Andlisis de migracion para células NCH 89, 125 y 270 tratadas con
a-Apo-1 (0,1 yg/ml + Proteina A). Los resultados se expresan como la media = ET, * P <0,05, ** P <0,01 y son
representativos de dos experimentos independientes.

Figura 6: Migracion inducida por irradiacion y en células T98G y de glioblastoma primario

(a + b) Las células T98G y fueron irradiadas a las dosis indicadas y los niveles de ARNm de CD95 y CD95L
(@) y MMP-2 y -9 (b) se determinaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real después de 40 h. Los
resultados se representan como la media + ET, * P <0,05, * P <0,01 y son representativos de tres
experimentos independientes. (c + d) Induccién de la migracion en células T98G (c) y NCH primarias (NCH
125, 270 y 89) (d) después de la irradiacion y. Un anticuerpo neutralizador de CD95L (Nok1, 10 ug) bloqueé la
migracién inducida por irradiacion y. Los resultados se expresan como la media + ET, * P <0,05 y son
representativos de dos experimentos independientes. (e) Puntuacion de CD95L de 9 gliomas recurrentes
diferentes después de la radioterapia. Se analizaron 3 zonas por tumor y se contaron las células positivas a
CD95L y las puntuaciones se asignaron de acuerdo con el nimero de células positivas. Los tumores
recurrentes analizados fueron NCH 907, 202, 910, 860, 655, 408, 30, 388 y 715. (f) Las tinciones se
realizaron en secciones consecutivas de tejido de tumores recurrentes para CD95L, CD95 y MMP9, asi como
la doble tincion para GFAP (verde) y CD95L (rojo).

Figura 7: CD95 y CD95L son reguladas al alza en células de glioma murino in vivo e inducen migracion

(a) Tincién inmunohistoquimica para CD95L de GBM primario. (b-c) La expresion en la superficie de CD95 y
CD95L en la linea celular de glioma murino SMA-560 se determind en condiciones de cultivo de células
normales, después de la formacién de esferoides o después de la implantacion intracraneal. Los cambios de
CD95 (b) y CD95L (c) (GeoMean de BD CeliQuest Pro) en las condiciones antes mencionadas se
normalizaron a los niveles de expresion en condiciones de cultivo de células. Los resultados representan tres
experimentos independientes y se expresan como la media + DT *, P <0,05. (d) Los cultivos de esferoides
fueron embebidos en una matriz de colageno y se trataron con anticuerpos para CD95 (Jo2), un anticuerpo
neutralizador para CD95L (MFL3) o el anticuerpo de control de isotipo apropiado a las concentraciones
indicadas. La migracién de las células se verificd durante 48 h, y se representa la distancia de las células a la
frontera del esferoide (n = 10 células, 3 esferoides por tratamiento). (e) Marco experimental. La migracion de
explantes tumorales en colageno después del tratamiento con MFL3 o el control de isotipo apropiado se
representa como se describié anteriormente (n = 10, 3 esferoides por tratamiento). (f) EI nimero de células
SMA-560 en el hemisferio contralateral de los ratones VM/Dk tratados con MFL3 o con el anticuerpo de
control de isotipo se contaron y se normalizaron a la superficie del tumor. Los resultados mostrados son
representativos de dos experimentos independientes y se expresan como la media + DE, * P <0,05, ** P
<0,001.

Figura 8: La inhibicion de GSK3p es independiente de caspasa

(@) La GSK3pB es fosforilada y de ese modo inhibida en células T98G y LN18 tras el tratamiento con LZ-
CD95L (5 ng/ml). (b) La preincubacién con el inhibidor de caspasa zVAD-FMK (40 uM) no interfirié en la
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inhibicion inducida por a-Apo-1 (2 pg/ml) de GSK3B. (c) La reduccion de la expresion génica de PED con
ARNip bloqueé la activacion de ERK, pero no cambio6 la inhibicion inducida por a-Apo-1 de GSK3p. Los
resultados son representativos de dos experimentos independientes.

Figura 9: Expresion y funcion del sistema CD95/CD95L en glioblastomas primarios

(a-b) Analisis FACS de la expresion de CD95 en superficie en lineas celulares de glioblastoma primario (NCH
82, 37, 125, 149, 89, 156, 270 y 199) con muchos pases (= 50). Para la fragmentacion de ADN las células se
trataron con las dosis indicadas de LZ-CD95L (ng/ml) durante 24 h y 48 h y se analizaron mediante FACS.
Los resultados se expresan como la media £ E.T. y son representativos de dos experimentos independientes.
(c) Niveles de ARNm de CD95 y CD95L en el tejido tumoral humano, determinados mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes.

Figura 10: Influencia de la irradiacion sobre la migracion de glioblastoma primario

Analisis FACS de la expresion de CD95 en superficie en lineas celulares de glioblastoma primario (NCH 342,
354, 357, 378, 417, 419 y 2421). Induccion de la migracién en estas células NCH primarias después de la
irradiacion y, que podria ser bloqueada por un anticuerpo neutralizador para CD95L (Nok1, 10 pg). Los
resultados se expresan como la media + ET, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,005 y son representativos de dos
experimentos independientes.

Figura 11: CD95 desencadena lainvasion de células resistentes a la apoptosis a través de las MMP

(A) Las lineas celulares de glioblastoma T98G y LN18 se incubaron con las concentraciones indicadas de
CD95L-T4, Estaurosporina (St., 1 M) o se dejaron sin tratar (Co). Después de 24 h la fragmentacion del ADN
se analiz6 mediante FACS (panel superior). Andlisis FACS de la expresion de CD95 en la superficie de T98G
y LN18 (panel inferior). (B) Las células T98G y LN18 se trataron con CD95L-T4 o se dejaron sin tratar, para
detectar la migracién de una sola célula a través de una cdmara de Boyden con un tamafio de poro de 8 um.
(C) Las células T98G se trataron con CD95L-T4 durante 24 horas o se dejaron sin tratar. Después de eso, se
evalug la actividad de MMP-9 por Zimografia en Gel. (D y E) Las células T98G y LN18 se trataron con aApo-1
durante 48 horas o se dejaron sin tratar. La expresiéon de MMP-2 y MMP-9 se midié mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Los datos son los resultados de cinco experimentos independientes como la
media + ET, * P <0,05. (F) Las células T98G fueron transfectadas con una reserva de ARNip frente a MMP-2
y MMP-9 (SHM-MP) o con Lipofectamins solo (Lipo). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las
células se trataron con CD95L-T4, 48h después de eso se midié la migracion en un analisis de migracion
bidimensional. (G) Expresion de MMP-2 y MMP-9 tal como se midi6 mediante RT-PCR cuantitativa. Los
resultados se expresan como la media + ET, * P <0,05; ** P <0,001; *** P <0,0001 y son representativos de al
menos dos experimentos independientes.

Figura 12: CD95 desencadena la invasion de células de glioma primario resistentes a la apoptosis a
través de las MMP

(A) Las lineas de células NCH89, 125 y 270 cultivadas a corto plazo se incubaron con las concentraciones
indicadas de CD95L-T4, Estaurosporina (St., 1 M) o se dejaron sin tratar (Co). Después de 24 h la
fragmentacion del ADN se analiz6 mediante FACS (paneles superiores). Analisis FACS de la expresién de
CD95 en la superficie de NCH89, 125 y 270 (paneles inferiores). (B) Las células NCH fueron tratadas durante
48 h con aApo-1 o se dejaron sin tratar, para detectar la migracion una sola célula a través de una camara de
Boyden con un tamafio de poro de 8 um. Los resultados se expresan como la media £ ET, **P<0,01 y son
representativos de tres experimentos independientes. (C y D) Las Células NCH89, 125 y 270 se trataron con
a-Apo-1 durante 48 h. La expresion de MMP-2 (C) y MMP-9 (D) se midi6 mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. (E) Las células NCH125 fueron transfectadas con una reserva ARNip frente a MMP-2 y MMP-9
(SHM-MP) o con Lipofectamina solo (Lipo). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células se
trataron con CD95L-T4, la migracién se midié en un analisis de migracién bidimensional 48 h mas tarde. (F)
Expresion de MMP-2 y MMP-9 tal como se mide mediante RT-PCR cuantitativa. Los resultados se expresan
como la media £ ET, * P <0,05; * P <0,001; *** P <0,0001 y son representativos de al menos dos
experimentos independientes.

Figura 13: CD95 induce la migracion a través de la ruta PI3BK/AKT/GSK3B

(A) La fosforilacion de AKT y ERK se muestra en las células T98G y LN18 tras el tratamiento con CD95L-T4
en los momentos indicados. (B) En las células T98G, LN18 y NCH125 y 270, pero no en NCH89, la
fosforilacion de AKT exhibi6 una forma de campana dependiente de la concentracion después de la
estimulacion con CD95L-T4, respectivamente. (C) En las células T98G el tratamiento con CD95L-T4 (10
ng/ml) y aApo-1 (1 ug/ml) indujo la fosforilacion de GSK3b. La cinética de la inhibiciéon de GSK3b exhibié una
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curva en forma de campana. (D) Las células T98G se infectaron con un vector lentiviral vacio (Co) o un
mutante de GSK3b constitutivamente activo (GSK S9A). A las 36h células T98G infectadas con GSK S9A
migraron significativamente menos que sus contrapartes con vector vacio tras el tratamiento con aApo-1 o
CD95L. Un anticuerpo neutralizador de CD95L (Nok1) blogued la migracion inducida por CD95L de células
infectadas por vector y S9A-GSK. (E) b-Catenina acumulada en el citosol de las células T98G 30 min después
del tratamiento con CD95L-T4 (10 ng/ml). (F) b-Catenina activa (verde) translocada hacia el nucleo después
de la estimulacion con aApo-1. Se utilizé DAPI (azul) y P-GSK3p (rojo) para visualizar los nucleos y el citosol,
respectivamente, en las células T98G. (G y H) Veinticuatro horas después de la transfeccion transitoria de
T98G con el informador transcripcional de b-Catenina/TCF (TOP-FLASH; G) el plasmido de control (FOP-
FLASH; G), o el constructo informador de NFkB (NFkB-Luc; H) las células se trataron con CD95L-T4 (G y H),
LiCl (G) o se dejaron sin tratar (G y H). La actividad luciferasa se analizé durante 12h (G) o 8 h (H) después
de eso y se normalizé a la expresion de la luciferasa de Renilla. Los resultados se expresan como la media +
ET, * P <0,05; ** P <0,001; ** P <0,0001 y son representativos de dos experimentos independientes. P:
fosforilada, T: total.

Figura 14: Src y p85 se asocian a CD95 para activar AKT

(A y B) Las células LN18 y T98G fueron estimuladas con CD95L-T4 para los momentos y las concentraciones
indicados. En los paneles de la izquierda la CD95 se inmunoprecipité y los inmunoprecipitados se
inmunotifieron con anticuerpos anti-p85, anti-CD95, y anti-Src. En los paneles intermedios, p85 se
inmunoprecipitd y los productos inmunoprecipitados se sondearon con anticuerpos anti-p85 y anti-CD95. Las
cuentas de Proteina A se incluyen como control negativo. Los productos lisados celulares completos (PLCC)
se sondearon con anti-p85, anti-CD95 y anti-Src se muestran en los paneles de la derecha. (C) Las células
T98G fueron tratadas durante los tiempos y las concentraciones indicados con CD95L-T4. La CD95 se
inmunoprecipitd y los productos inmunoprecipitados se inmunotransfirieron con anticuerpo anti-Yes. (D) Las
células T98G y NCH125 fueron transfectadas con ARNip contra Yes o Fyn o con Lipofectamina (Lipo) sola.
Setenta y dos horas después de la transfeccion, las células se trataron con CD95L-T4, 24 horas después de
eso, la migracién se midié en un andlisis de migracion bidimensional. (E) Se muestra la expresion de ARNm
de Yes medida mediante RT-PCR cuantitativa y los niveles de proteina Yes evaluados mediante andlisis
FACS. (F) Las células T98G y NCH125 fueron transfectadas con ARNip contra Yes, un plasmido de expresion
en exceso de Yes (pCMV-Yes) o ambos. Setenta y dos horas después de la transfeccion, las células se
trataron con CD95L-T4, 24 horas después de eso, la migracion se midi6 en un andlisis de migracion
bidimensional. (G) El ARNip y el inhibidor de PI3K (LY 290059) bloquearon la fosforilacion de AKT inducida
por CD95. P: fosforilada; T: total, *: banda especifica; ns: banda inespecifica.

Figura 15: Formacién de DISC ineficiente en células de glioma resistentes a la apoptosis

(A) Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion transitoria de T98G y NCH125, con HA-PTEN (PTEN) o
con el vector vacio (Simulacro), las células se trataron con CD95L-T4 (500 ng/ml). Para detectar la muerte
celular en células que expresan en exceso PTEN, se realizd una tincion FACS intracelular contra la etiqueta
HA. Después de eso se llevo a cabo el andlisis de dispersion del lado delantero en las células positivas para
HA. Los resultados se expresan como la media =+ ET y son representativos de dos experimentos
independientes. (B) Las células T98G se trataron durante 1 h con aApo-1, zZVAD-fmk, una combinacion de
zVAD-fmk y aApo-1 o se dejaron sin tratar (Co). La fosforilacion de GSK3 se analizé mediante Transferencia
Western. (C) La escisién de la caspasa 8 en T98G, LN18 y Jurkat 16 (J16) se detecté mediante analisis de
Transferencia Western a los 5 min de la estimulaciéon con CD95. (D) En células T98G y LN18 tratadas con
CD95LT4 durante 5 min, se inmunoprecipitaron CD95 (paneles superiores) o caspasa 8 (paneles inferiores).
Los productos inmunoprecipitados se inmunotransfirieron con anticuerpo anti-FADD y anti-CD95 (paneles
superiores) y con anti-CD95 y anti-caspasa-8 (paneles inferiores). Las células Jurkat se incluyeron como
control positivo. (E) Las células T98G fueron transfectadas con ARNhs de Yes o con un ARNhs no dirigido
como control negativo. Al cabo de 72 h, las células se trataron con CD95L-T4 o se dejaron sin tratar y se llevd
a cabo la inmunoprecipitacion de CD95, a continuaciéon, los productos inmunoprecipitados se
inmunotransfirieron con anticuerpo anti-FADD, la cadena pesada de la IgG sirve como control de carga. A la
derecha, se muestra la eficacia de la reduccién de la expresién génica evaluada mediante RT-PCR
cuantitativa. (F) La expresion cuantitativa de FADD, Yes y Fyn en células T98G y LN18 se midi6 mediante
analisis FACS. Los resultados se expresan como la media + DT, * P <0,05 y son representativos de tres
experimentos independientes. IMF: intensidad media de fluorescencia P: fosforilada; T: total

Figura 16: Modelo esquematico de sefializacion con CD95 de invasion en el glioblastoma

CD95L induce el reclutamiento del miembro de la familia de Src Yes y la subunidad p85 de PI3K
(representada aqui por sus dos subunidades: p85 y p110) por CD95, activando de ese modo AKT. AKT
activado fosforila e inactiva GSK3b, permitiendo la translocacion de la b-catenina al ndcleo, donde induce la
transcripcion de las MMP. Esta ruta de sefializacién podria ser bloqueada por ARNip contra Yes, 0o MMP-2 y -
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9, el inhibidor especifico de PI3K (Ly290059) o por la infeccién lentiviral con un mutante activo dominante de
GSK3B (S9A).

Figura 17: Expresién de CD95L, Yes y Fosfo-Src en muestras clinicas de GBM

(A) Tincién inmunohistoquimica representativa de CD95L (rojo) en GBM humano primario. Obsérvese el
aumento de la expresion de CD95L en la interfase tumor/anfitrion (A.b), en comparacién a las zonas
tumorales mas sélidas (A.a*) o parénquima cerebral (A.c). (B) Tincién inmunohistoquimica de quinasas de la
familia Src fosforiladas (p-Src; B.a, c, e, f) y Yes (B.b, d, g, h). B.a-d, Visién de conjunto de la zona de
infiltracién tumoral, obsérvese la robusta fosforilacion de Src y la expresion de Yes en la zona de interaccion
del tumor/anfitrion (a la izquierda) y las zonas de tumores sélidos reducidas o sin p-Src (a la derecha *). Se
encontré expresion de Yes en la interfase de tumor/anfitrién (B.b, d y g) y en las zonas de tumores sélidos
dispersos (B.h). Fuerte fosforilacion de Src en células tumorales en las zonas de tumores sélidos (B.f) y la
zona de infiltracion (B.e).

Figura 18: CD95 y CD95L estan reguladas al alza en las células de glioma murino in vivo e inducen
migracion

(A y B) La expresion de CD95 y CD95L en la superficie en la linea celular de glioma murino SMA-560 se
determino en condiciones de cultivo celular normales, después de la formacion de esferoides o después de la
implantacion intracraneal. Los cambios se normalizaron a los niveles de las condiciones de cultivo celular. Los
resultados representan tres experimentos independientes y se expresan como la media + ET, P *<0,05. (C)
Los cultivos de esferoides fueron embebidos en una matriz de colageno y se trataron con anticuerpos contra
CD95 (Jo2), un anticuerpo neutralizador contra CD95L (MFL3) o el anticuerpo de control de isotipo apropiado
a las concentraciones indicadas. La migracion de las células se verific6 durante 48 h y se representa la
distancia de las células a la frontera del esferoide (n = 10 células, esferoides 3 por tratamiento). (D) Esquema
experimental. La migracion de explantes tumorales en colageno después del tratamiento con MFL3 o el
control de isotipo apropiado se representa como se describié anteriormente (n = 10, 3 esferoides por
tratamiento). (E) Imagenes representativas de tumores SMA tratados con el isotipo 0 MFL3 inmunotefidos
con GFP. Se muestran el hemisferio que porta el tumor (ipsilateral) y contralateral. Se cont6é el nimero de
células SMA-560 (positivas para GFP) en el hemisferio contralateral de los ratones VM/Dk o bien tratados con
MFL3 o bien con el anticuerpo control de isotipo y se normaliz6 al area del tumor. Los resultados mostrados
son representativos de dos experimentos independientes y se expresan como la media = DT, * P <0,05, ** P
<0,001. Barra de escala: 100 yum

Figura 19: Generacién de CD95L-T4

Localizacion de los aminoacidos N- y C-terminales dentro de TRAIL-RBD, que forman una hebra 8
antiparalela. (A) Ampliacion de la estructura TRAIL-RBD (N-terminal: verde; C-terminal: rojo). (B) Posicion de
los extremos N y C dentro de la estructura de TRAIL-RBD. Fila superior: vista lateral del eje central de TRAIL-
RBD. Fila inferior: vista superior del eje central de TRAIL-RBD. De izquierda a derecha: mono-, di- y trimero.
(C) Secuencia de aminoacidos de CD95L-T4. El péptido sefial esta subrayado (Met1-Gly20). Se proponen los
aminoacidos N-terminal (flecha verde) y C-terminal (flecha roja) de CD95L-RBD para formar una hebra
antiparalela. La secuencia del Foldon de T4 se imprime en azul (cursiva). (D) Modelo del complejo TRAIL-T4-
DR5. Fila superior: vista lateral de TRAIL-DR5 formando co-complejo con el Foldon de T4 (azul claro) situado
por encima de TRAIL-RBD (azul oscuro). Las cadenas de DR5 estan coloreadas de rojo oscuro. Los
aminoéacidos N-terminales de TRAIL-RBD y del Foldon de T4 estan coloreados de verde; los aminoacidos C-
terminales estan coloreados de rojo. Fila superior: vista lateral del eje central del TRAIL-RBD. Fila inferior:
vista superior del eje central del TRAIL-RBD. Izquierda: modelo de cinta. Derecha: Modelo de superficie. (E)
Purificacion por afinidad de CD95L-T4. El sobrenadante que contenia CD95L-T4 de las células HEK293T
transfectadas de manera transitoria fue purificado por afinidad usando StrepTactin Sepharose. Las proteinas
eluidas especificamente mediante destiobiotina se analizaron posteriormente mediante SDS-PAGE vy tincion
con plata. La posicion de CD95L-T4 se indica mediante una flecha. CD95L-T4 muestra un peso molecular
aparente de aproximadamente 30 kDa. La diferencia frente al peso molecular teérico de 23 kDa se debe
probablemente a la glicosilacion. (F) Analisis de CD95L-T4 purificada mediante cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC). Para la determinacion del peso molecular aparente nativo se separ6 CD95L-T4 mediante
SEC usando una columna Superdex 200. El grafico muestra el perfil de elucion (DO 280 nm) de CD95L-T4
purificado con StrepTactin. Las fracciones B3-C2 recogidas de la SEC (véase B) se analizaron mediante SDS-
PAGE y tincién con plata. (G) Determinacion del peso molecular aparente. Curva de calibracion de la columna
Superdex 200 basada en volimenes de retencidon de las proteinas indicadas. El peso molecular nativo
aparente de CD95L-T4 es 90,3 kDa, lo que indica una proteina trimérica estable. AP-G101 suscita
antagonismo de la actividad inductora de la apoptosis de CD95L-T4 en células Jurkat. (H) CD95L-T4 induce la
apoptosis en células Jurkat en una manera dependiente de la dosis, como se muestra por un aumento de la
actividad caspasa 3/7. La adicién de anti-StrepMAB de 10 pg/ml, un anticuerpos que entrecruza los trimeros
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de CD95L-T4, aumenta el grado de la apoptosis. (I) La actividad inductora de la apoptosis de CD95L-T4 de
250 ng/ml en las células Jurkat es antagonizada por APG101 de una manera dependiente de la dosis.

Figura 20: Sistema CD95/CD95L y sensibilidad a la apoptosis en glioblastomas primarios

(A y B) Andlisis FACS de la expresion en superficie de CD95 en lineas celulares de glioblastoma primario
(NCH82, 37, 125, 149, 89, 156, 270 y 199) con muchos pases (= 50). Para la fragmentacion de ADN las
células se trataron con las dosis indicadas de CD95L (ng/ml) durante 24 horas y 48 horas y se analizaron
mediante FACS. Los resultados se expresan como la media + E.T. y son representativos de dos experimentos
independientes. (C) Niveles de ARNm de CD95 y CD95L en el tejido tumoral humano, determinados mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes.

Figura 21: Moduladores de la activacion de PI3K mediada por CD95

(A) Las células LN18 se incubaron con las concentraciones indicadas de CD95L-T4 con o sin un anticuerpo
neutralizador contra CD95L (Nok1), aAPO-1, Estaurosporina (St., 1 M), o se dejaron sin tratar (Co). Después
de 24 h y 48 h se analiz6 la fragmentacion del ADN mediante FACS (B) T98G y las lineas de células
cultivadas a corto plazo, NCH89 y 125 se incubaron con las concentraciones indicadas de aApo-1,
Estaurosporina (St., 1 M), o dejaron sin tratar (Co). Al cabo de 24 h y 48 h se analiz6 fragmentacién del ADN
mediante FACS. (C) Las células NCH125 y NCH270 se trataron durante 48 horas con CD95L-T4 o se dejaron
sin tratar, para detectar la migracion de una sola célula a través de una camara de Boyden con un tamafio de
poro de 8 um. (D) Fosforilacion de GSK en células T98G medida mediante tincion FACS intracelular. (E) Las
células T98G infectadas con GSK S9A y los respectivos controles se estimularon con las dosis indicadas de
CD95L (ng/ml) durante 48 h y la fragmentacion del ADN se analiz6 mediante FACS. Se muestran las curvas
de crecimiento de T98G Co y GSK S9A. (F) Las células T98G y NCH125 fueron transfectadas con ARNip
contra Yes o Fyn o con Lipofectamina (Lipo) sola. Se muestra la expresion de Fyn tal como se mide mediante
RT-PCR cuantitativa. Los resultados se expresan como la media + ET, * P <0,05; ** P <0,001; *** P <0,0001.

Figura 22: Tabla 1
Descripcion detallada

En general, se aprecia que el complejo CD95/CD95L induce apoptosis 8 Sin embargo, existe una creciente
evidencia de que CD95 puede mediar en E)rocesos independientes de la apoptosis tales como la proliferacion, la
angiogénesis, la fibrosis y la inflamacion **?°. El exceso de expresién de CD95 en células de carcinoma de pulmén
de Lewis dio como resultado una ventaja de supervivencia de las células tumorales in vivo 2L En la misma linea, se
ha informado de que la activacion de CD95 conduce la progresion del ciclo celular en las células de glioma 2 Enel
astrocitoma maligno, la ligacién de CD95 promueve la expresion de quimioquinas proinflamatorias y la angiogénesis
%25 En la presente, los autores de la presente invencién muestran que la activacion de CD95 en glioblastomas
inicia una cascada de eventos de sefializacion que en Ultima instancia conducen a una magor invasividad. La
migracion inducida por CD95 se observo por primera vez en células tubulares renales cultivadas® y se ha informado
recientemente de células tumorales de ovario, mama, pulmoén vy rifién 13 En este ultimo estudio, se afiadié un
gradiente de suero al estimulo de CD95 con el fin de instigar y dirigir la migracion celular 13 Las células de
glioblastoma, por el contrario, se caracterizan por su fenotipo propenso a la invasion y migran en ausencia de un
estimulo adicional.

De este modo la presente invecion se refiere a métodos para bloquear in vitro, ex vivo e in vivo el comportamiento de
glioblastoma altamente invasivo mediante la mera neutralizacion de la actividad de CD95. También se describe
cualquier método o mecanismo para neutralizar o bloquear de otra manera la actividad de CD95, por ejemplo
mediante el uso de un anticuerpo que se une a la misma o mediante la regulacion negativa o la inhibicion de la
expresion del gen CD95 o la traduccion del transcrito de ARNm de CD95.

Para invadir y propagarse en el cerebro circundante normal, las células tumorales necesitan digerir los componentes
de la matriz extracelular, incluyendo la fibronectina, la laminina y el colageno de tipo IV. La familia mejor
caracterizada de las enzimas que degradan EMC es la familia de las MMP. Los glioblastomas deficientes en MMP9
son menos invasivos in vitro e in vivo ’. Los glioblastomas producen niveles significativamente mas altos de MMP9
que los gliomas de bajo grado y el tejido normal del cerebro % Los niveles de MMP9 aumentaron durante el
crecimiento de las células de glioblastoma que se habian implantado por via intracraneal en ratones desnudos 2
Estas proteasas tienen también un papel en el establecimiento y el mantenimiento de un microambiente que facilita
la supervivencia de las células del tumor. En consecuencia, las MMP regulan la angiogénesis tumoral y la inhibicién
de MMP9 redujo las estructuras similares a capilares en cultivos mixtos de células endoteliales y de glioma 7 Las
mismas caracteristicas se aplican a la expresion de CD95L: (i) los niveles se correlacionan positivamente con el
grado de malignidad 2%%%; (ii) los niveles aumentan después de la inoculacién intracraneal; (iii) en especimenes
humanos de GBM una de sus localizaciones preferentes es en los vasos del tumor.
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Aqui, la presente invencién demuestra que la activacion de CD95 aumenta la expresion del ARNm de MMP9 y
MMP2 en lineas celulares de glioblastoma y cultivos primarios establecidos y la reduccion de la expresion génica de
MMP2 y MMP2 bloquea la migracién inducida por CD95.

La region promotora de MMP9 contiene supuestos sitios de union para AP-1, NFkB, Spl y AP-2 % El complejo de
transcripcion AP-1 juega un papel esencial en la estimulaciéon de la transcripcién de MMP9 332 ge ha informado
previamente de que la transcripcion guiada por AP-1 de MMP9 en células de glioblastoma es aguas abajo de la ruta
de PI3K/ILK/GSK ** 0 en lugar de eso puede requerir la actividad de ERK y JNK 3.

c-Jun, un supuesto componente del comple;o de transcripcién AP-1, se ha identificado como uno de los genes diana
TCF/B-catenina mas altamente inducidos ***’. La inhibicion de GSK3B, como se informé aqui, permite que la B-
catenina no fosforilada se acumule y trasloque al nicleo, donde funciona como un cofactor para los factores de
transcripcion de la familia TCF/Lef *°. Ademas, se observé concomitantemente actividad de NFkB. Dado que CD95L-
T4 disminuye la actividad de ERK, los autores de la presente invencion creen que en las células T98G AKT regula la
actividad de NFkB través de la fosforilacion/activacion de la quinasa IKK, que a su vez fosforila kB y permite la
liberacion de NFkB activado °®. Alternativamente, kB puede transactivar la subunidad p65 . En contraste, la
induccion de la motilidad e invasividad referida anteriormente para las lineas celulares tumorales de origen
endodérmico o mesodérmico implica actividad ERK, NFkB y caspasa 8 *°.

Por el contrario, el tratamiento de células de glioblastoma con CD95L no desencadend la activacion de ERK ni la
escision de la caspasa 8. La invasion mediada por CD95 de células de glioblastoma no pudo ser bloqueada por un
un inhibidor de ERK o de caspasa general. En lugar de eso, en estas células de origen neuroectodérmico la
invasividad se regul6 a través de la ruta PI3K/ILK/GSK, ya que ésta podria ser bloqueada por un inhibidor de PI3K,
de ILK y por una forma dominante activa de GSK. También se requiere la actividad de PI3K para la asociacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que a continuacion aumenta la expresion de MMP9 a través
de ERK % Por lo tanto, la actividad de PI3K mediada por CD95 facilita un aumento adicional de la actividad de
MMP9 por EGFR. Por lo tanto, la activacion por CD95 induce la migracion/invasion a través de la ruta
PI3K/AKT/GSK3B/B-catenina/MMP y/o PI3K/AKT/NFkB/MMP.

GSK3p se encuentra en un complejo multiproteico con la proteina supresora de tumor de la poliposis adenomatosa
de colon (APC), axina y B-catenina. En las células no estimuladas, GSK3p fosforila la B-catenina, marcandola para
su ubicuitinacién y posterior degradacion **. La inhibicion de GSK3B desestabiliza este complejo de degradacion, lo
gue permite que la B-catenina no fosforilada se acumule y se trasloque al nacleo en el que funciona como cofactor
para factores de transcripcion de la familia del factor de células T/factor potenciador linfoide (TCF/LEF) %_C-Jun, un
supuesto componente del complejo de transcripcion AP-1, se ha identificado como uno de los genes diana de
TCF/B-catenina més altamente inducido 36,37,

Se ha encontrado recientemente que C-Jun fosforilado interactta con TCF4 y, de este modo, regular la
tumorigénesis intestinal mediante la integracion de las rutas de JNK y GSK. La hipétesis de los autores de la
presente invencion es que las altas actividades basales de ERK y JNK, junto con la inhibicién de GSK3 determinan
la actividad tumorigénica de CD95. A este respecto, los autores de la presente invencién encontraron que los altos
niveles basales de GSK3p fosforilada se correlacionan positivamente con la capacidad de CD95 para aumentar la
migracion (datos no mostrados), mientras que los niveles de expresion de CD95 de la superficie no tienen ninguna
influencia. En consecuencia, los gliomas malignos presentan mayores reservas libres de B-catenina no fosforilada
que los menos malignos (datos propios no publicados).

En el pasado, varios informes han indicado un papel importante para la fosforilacién de la tirosina en la sefializacion
inducida por CD95 % Estos informes preliminares, sin embargo, sugirieron que la fosforilacion de la tirosina
inducida por CD95 es un requisito previo para la apoptosis mediada por CD95 566089 En esta linea, se encontré que
las fosfatasas SHP-1, SHP-2 y SHIP se asociaban con CD95 para contrarrestar las rutas iniciadas por factores de
supervivencia * S6lo recientemente, se encontré que la fosforilaciéon de tirosina inducida por Src de caspasa 8
deteriora la apoptosis inducida por CD95 %% Los autores de la presente invencién describen ahora una nueva
asociacion del miembro de la familia Src Yes y p85 con CD95. TRANCE, otro miembro de la familia de TNF, activa
PI3K a través de un complejo de sefializacion que implica c-Src y TRAF6 . La inhibicién de Fyn, otro miembro de la
familia Src, disminuy6 la migracion inducida por CD95 de las células de glioblastoma, aunque no significativamente.
Esto puede explicarse por el hecho de que Fyn participa en la sefializacion mediada por EGFR en células
neuronales y EGFR es un receptor muy importante para la invasion del glioma que se ha encontrado en asociacion
con CD95. Asi, la inhibicion de la sefializacion mediada por CD95 podria afectar a la sefializacion mediada por
EGFR y viceversa. El que otra molécula adaptadora esté todavia desaparecida en el complejo de la activacion de
PI3K por las CD95 (PAC) sigue siendo objeto de estudios futuros. Alternativamente, Yes y p85 podrian interactuar
directamente con CD95 a través del motivo que contiene fosfotirosina identificado previamente en el DD de CD95 >,
Por lo tanto, en las células T98G, la reduccién de la expresion génica de Yes posibilité el reclutamiento inducido por
CD95L-T4 de FADD por CD95 lo que indica que Yes y FADD podrian competir por la unién a CD95. A lo largo de
esta linea, el andlisis de los niveles de expresion de Yes reveld una expresién mucho mas alta en T98G que en las
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células LN18. Lo mas importante, la expresion de Yes y la fosforilacion de las quinasas de la familia Src se encontré
constantemente en el sitio de interaccién tumor/anfitrién en muestras clinicas de GBM, lo que indica su patrticipacion
en la invasién tumoral.

Barnhart et al. (2004) mostraron anteriormente que CD95L exdgeno induce la migracion de las células tumorales
de origen endodérmico in vitro. En estas células, CD95L induce la migracion a través de la caspasa 8 y ERK '
Estos autores conjeturan que CD95L podria estar involucrado en el escape del tumor a la quimio- y la radio- terapla,
ya que ambos tratamientos aumentan la expresion de CD95L. En el estudio de los autores de la presente invencion
estos encontraron que CD95L induce también la migracién de las células de GBM. Mas alla de esto, el presente
estudio representa un avance conceptual significativo en el campo de la biologia tumoral, ya que demuestra por
primera vez que: (i) la sola interaccion de las células tumorales con el parénquima circundante induce la expresion
de CD95L en las células del tumor y anfitrionas; (ii) en las células de GBM CD95L sefiala la invasién a través de
Yes/PI3K/IMMP y no a través de caspasa 8/ERK como es el caso en las células tumorales de origen endodérmico,
(iii) la neutralizacion de CD95 bloquea la actividad de la migracion basal de las células GBM in vivo en un modelo
singénico de ratén de GBM que imita la situacion clinica. Ademés, este estudio muestra que la estequiometria
molecular de los componentes de sefializacion de PI3K parece determinar la respuesta celular a CD95.

En resumen, los presentes datos indican que los tumores de Grado IV de la OMS son resistentes a la apoptosis
inducida por CD95 pero aumentaron su capacidad de invasion tras la estimulacion por CD95.

A pesar de la resistencia clinica conocida a la irradiacion de GBM, la terapia actual para GBM abarca la cirugia
seguida de irradiacion y quimioterapia coadyuvante. El régimen de irradiacién convencional utiliza una dosis 6ptima
de 60 Gy por lo general dadas en fracciones diarias de 1,8 a 2 Gy durante aproximadamente 6 semanas con
radioterapia concomitante focalmente dlrl%lda La zona diana es la zona potenciada observada tipicamente en la
MRI con un margen adicional de 2 a 3 cm ~. Este régimen se ha desarrollado basandose en el conocimiento de que
el principal fracaso del tratamiento en los gllomas malignos es la recurrencia del tumor dentro de los 2 cm del sitio
del tumor original, que ocurre en aproximadamente 80% a 90% de los casos . La radiacién induce dafio por
interaccion directa con la diana celular o indirectamente a través de la interaccidon con otros atomos o moléculas (p.
ej., agua) dentro de la célula para producir radicales libres que afectan secundariamente estructuras criticas.
Ademas, se ha demostrado que la irradiacion aumenta la expresion de los receptores de muerte y de los ligandos de
muerte, que en algunos casos destruyen la célula a través de la apopt05|s . La presente invencion confirma que la
irradiacion de células de glioblastoma aumenta en gran medida los nlveles de CD95 y CD95L. Sin embargo, las
células siguen siendo resistentes al dafio inducido por la radiacion. En lugar de eso, los autores de la presente
invencion muestran que las células irradiadas presentan un potencial de migracion dependiente de CD95L superior.
Incluso las células que no migran cada vez méas después de la Unica estimulacion de CD95 lo hicieron después de la
irradiacion. Por lo tanto, un aumento adicional mediado por irradiacion de los niveles de CD95 o posibles cambios en
la actividad general de la quinasa podria volver las células sensibles a la migracion inducida por CD95. En esta
linea, la irradiacion X terapéutica es el Unico factor ambiental inequivocamente vinculado a un mayor rlesgo de
tumores cerebrales, incluyendo el glioma, a menudo en el plazo de diez afios después de la terapla . Lo mas
importante, en contraste con los tumores originales donde CD95 y CD95L se expresan apenas dentro del tumor, en
los GBM recurrentes la expresion de CD95 y CD95L aumentd espectacularmente. En linea con los datos in vitro, los
autores de la presente invencion no detectaron células apoptdéticas cerca de las células positivas a CD95L, pero en
lugar de eso detectaron un aumento de la expresion de MMP9.

Las estrategias experimentales actuales para bloquear la invasién del glioblastoma se centran en la inhibicion de la
actividad de MMP mediante la expresion de los inhibidores naturales TIMP2 y TIMP4 o confian en el
redireccionamiento génico directo del ARNm de MMP mediante estrategias antisentido. Sin embargo, mlentras que
TIMP2 disminuye la angiogénesis y la invasion también protege a las células tumorales de la apoptosis “°. Otras
estrategias para inhibir la produccion de MMP emplean el redireccionamiento de las rutas de transducmon de
sefiales que conducen a su expresion que participa de manera similar no sélo en la induccién de la invasion tumoral,
sino también en algunas de las funciones neurales basicas haciendo por lo tanto estas estrategias menos atractivas
para la aplicacion clinica.

Por el contrario, si bien se requiere la actividad de CD95 para la remodelacion de las neuritas durante el desarrollo
embrionario del cerebro *' y para el aclaramiento de las células cerebrales dafiadas en el cerebro enfermo “>*° no es
detectable actividad de CD95 en el cerebro adulto sano. De este modo, el redireccionamiento de CD95 debe tener
menos efectos secundarios que otros factores que inducen la migracién que estan normalmente implicados en la
funcién normal del cerebro.

Por lo tanto, CD95 aparece como una diana muy potente y atractiva para el tratamiento de primera linea del
glioblastoma humano.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Reactivos y procedimientos generales

Se utilizaron los anticuerpos siguientes: G247-4 anti-CD95L humana (1:200), el anticuerpo neutralizador para CD95L
(Nok1), el anti-CD95 murino (Jo2), el anti-CD95L murino (MFL3) y el control de isotipo apropiado, una IgG1 de
hamster, A1, se adquirieron de Becton Dickinson. Los anticuerpos contra CD95 (a-Apo-1) se generaron como se ha
descrito anteriormente 46, GSK3p fosforilada (P-Ser9-GSK3p, 1:1000), AKT fosforilada (P-Ser473-KT, 1:1000), AKT
total (T-AKT, 1:1000), quinasas de la familia Src (Src, 1:1000 ), Src fosforilada (P-Tyr416 1:50) y B-catenina total
(1:1000) se adquirieron de New England Biolabs. Los anticuerpos contra CD95 (CD95, 1:1000), GSK3g total (T-
GSK3, 1:1000), ERK1/2 fosforiladas (P-ERK, 1:1000), Yes total (Yes, 1:1000 y 1:200), Fyn total (1:200) y ERK total
(T-ERK, 1:1000) se adquirieron de Santa Cruz. El anti-GFAP (1:200) fue adquirido de Chemicon, anti-PI3K (dominio
N-SH2 de p85, 1:1000), anti-FADD (FADD, 1:1000) y la B-catenina activa (p-Ser37 o P-Thr41; 1:800) se adquirieron
de Upstate, GE-213 anti-MMP9 (1:100) se adquirié de Oncogene, anti-GFP (1:400) se adquirié de Molecular Probes,
anti-GADPH se adquiri6 de Abcam y el anticuerpo anti-caspasa 8 (1:10) se generd en el laboratorio de los autores
de la presente invencion a partir de sobrenadante de hibridoma *’. El anticuerpo anti-PED (1:2000) fue
proporcionado amablemente por el Dr. Herve Chneiweiss. Para la visualizacion de anticuerpos especificos en
tinciones histolégicas se utilizaron estreptavidina-Fosfatasa alcalina/Fastred ambos adquiridos de Dako. Para los
estudios de inmunofluorescencia se utilizaron los anticuerpos monoclonales Alexa Fluor 488 (1:500; Molecular
Probes), y anti-rodamina (Dianova 1:200).

El inhibidor de MAPK, PD98059 (25 mM), el inhibidor de PI3K Ly 290059 (25 mM) y el inhibidor de pancaspasa
zVAD-FMK (40 mM) se adquirieron de Calbio-Chem. El inhibidor de ILK (20 M) fue proporcionado amablemente por
S. Dedhar. Las células se incubaron previamente con inhibidores durante 30 minutos (LY 290059 y zVAD-FMK)
antes del tratamiento, ya sea con CD95L-T4 o con oApo-1. La generacion de cremallera de Leucina de CD95L (LZ-
CDY5L) se realiz6 como se ha descrito previamente **. Los agentes blogueadores (zVAD-FMK, PD98059, LY
290059 y KP-SD1) se proporcionaron 30 minutos antes del tratamiento con LZ-CD95L o aApo-1. Las células se
lisaron para su posterior analisis bioquimico. La extraccion de proteinas y la inmunotransferencia se realizaron tal
como se ha descrito previamente **.

Ejemplo 2 - Muestras primarias

Los especimenes de tejido de tumores NCH se obtuvieron durante la operacion tras el consentimiento informado de
los pacientes y la aprobacion del comité de ética local. El tejido fresco se dividié en dos partes, una parte para
establecer los cultivos tumor primario y la otra para la extraccion de RNA. Los datos clinicos de los pacientes
respectivos relativos a la clasificaciéon del tumor, la edad en la cirugia y el sexo se resumen en la Tabla | (Fig. 22).

Ejemplo 3 - Experimentos con animales

Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité institucional de cuidado y uso de animales del
Centro Aleman de Investigacion del Cancer y el Regierungsprasidium Karlsruhe. Para las inyecciones intracraneales,
se utilizaron ratones VM/Dk endogamicos de 8 - 12 semanas de edad. Se recogieron 5.000 células SMA-560
mediante tratamiento con tripsina, se resuspendieron en 1 pl de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM con
un suplemento de suero bovino fetal al 10% (FCS), Penicilina/Estreptomicina al 1% (PS) y L- glutamina al 1% 200
mM) y se cargaron en una jeringa de 10 pl Flexilfil (WPI, Berlin, Alemania). Se perford un orificio de trepanacion 2,75
mm lateral al bregma y la aguja se introdujo a una profundidad de 3 mm. Los ratones se sacrificaron 7, 14 6 18 dias
después de las inyecciones.

Ejemplo 4 - Explantes tumorales

Catorce dias después de la inoculacion del tumor, los ratones se sacrificaron y los tumores se extrajeron. Los
explantes tumorales se incubaron a continuacion durante 1 hora, en cualquier medio, medio méas anticuerpo control
de isotipo (10 pg/ml) o medio con MFL3 (10 ug/ml). Después de la integracion de los explantes en el colageno, la
invasion de células se registré durante 72 horas con un microscopio de lapso de tiempo (Olympus, Alemania).

Ejemplo 5 - Células y cultivos de esferoides

Las lineas celulares de glioblastoma establecidas A172, T98G y LN18 y las células de glioblastoma primario (NCH)
se cultivaron en DMEM (con un suplemento de FCS al 10% y PS al 1%) en una incubadora con CO2 a 36,5°C y una
humedad de 90%. Las lineas celulares NCH se han establecido en el laboratorio de C. Herold-Mende como se ha
descrito *®. Para los analisis bioquimicos y moleculares se cultivaron en placa 1x10° células en placas de cultivo de
10 cm en medio y se incubaron como se ha descrito antes. Los esferoides se produjeron como se ha descrito
previamente “9_En resumen, se cultivaron en placa células T98G y LN18 (2-3 x 104) en gotas suspendidas (20 pl) en
las tapas de placas de cultivo de 10 cm que contenian 10 ml de DMEM. Después de 48 h los agregados celulares se
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cosecharon y se transfirieron a un plato de agar al 2% con la base recubierta cargado con el medio. Al cabo de 48 h
adicionales los esferoides fueron incorporados en un gel de colageno en tres dimensiones para el andlisis de la
invasion.

Ejemplo 6 - Andlisis de invasion en colageno

Un modelo fisioldgico para la investigacion de la invasion es el analisis en gel de colageno en tres dimensiones. Los
esferoides se trataron 1 h antes de ser incorporados a una disolucién de gel de colageno (Disolucién de partida de 3
mg/ml de Vitrogen; concentracién final 2,4 mg/ml) con aApo-1 (2 ug/ml), LZ-CD95L (5 ng/ml) o Nokl (50 ng)/LZ-
CD95L (5 ng/ml). Después de la polimerizacién del gel de colageno (3060 min a 37°C) se coloco DMEM en la parte
superior de los geles. La invasion de las células en la matriz de colageno se document6 con un microscopio de lapso
de tiempo (Olympus, Alemania). La distancia de las células invasoras individuales a la frontera del esferoide (n = 10
por esferoide; 3 esferoides por tratamiento) se determiné con el programa Image J 1.34 (basado en NIH Image).

Ejemplo 7 - Homogeneizacion de tejido

Para el andlisis FACS, los tumores se retiraron en los momentos indicados, se trataron con tripsina durante 20 min a
37°C, se lavaron tres veces en PBS/FCS al 10%, se trituraron con pipetas Pasteur de vidrio, se filtraron a través de
una malla de nailon de 100 ym (BD Falcon) y se resuspendieron en PBS/FCS al 10% para el andlisis de clasificacion
de células activadas por fluorescencia (FACS, Becton Dickinson).

Ejemplo 8 - Anélsis de migracién

La migracion de las células de glioma in vitro se midi6 mediante la migracion a través de insertos Transwell (Falcon)
revestidos con Colageno | (Chemicon). Se cultivaron en placa 5 x 10* células en 200 pl de medio en insertos
Transwell recubiertos con colageno (50 pg/ml) con un tamafio de poro de 8 pm. Las células fueron sometidas a
irradiacion y antes del cultivo en placa, o se trataron después de la siembra con a-Apol (2 pyg/ml o 0,1 pg/ml +
Proteina A para el entrecruzamiento), LZ-CD95L (5 ng/ml), Nokl (50 ng)/LZ-CD95L (5 ng/ml), Nokl (50 ng)
sobrenadante de LZ (SN, 5 ng/ml), CD95L (10 ng/ml) y CD95L-T34. Preferiblemente 24 horas después del cultivo en
placa se privo de alimento a las células en DMEM basal durante 24 horas adicionales antes de ser tratadas. El
numero de células completamente migradas se contd a las 12 h, 24 h y 36 h del tratamiento. En cada experimento
los resultados por triplicado se contaron para cada tratamiento.

Ejemplo 9 - Calificacion y anéalisis del tumor

Se realizé la calificacion de CD95L en los gliomas originales y recurrentes mediante andlisis de tres zonas
(ampliacion de 250 veces) de cada tumor con CD95L tefiido. Las células positivas se contaron en una manera doble
ciego y se asignaron puntuaciones de acuerdo con el nimero de células positivas.

Para el andlisis de la migracion inducida por CD95 in vivo, se inyect6é una suspension de 5.000 células SMA-560 y 3
pg de MFL3 o el anticuerpo de isotipo apropiado en el cuerpo estriado izquierdo de ratones Vm/Dk. Después de una
semana, los ratones se sacrificaron y los cerebros se extrajeron. Tras la tincién inmunohistoquimica, se contaron las
células positivas para GFP en el hemisferio contralateral de tres zonas representativas por muestra y se
normalizaron a la superficie del tumor segin se evalué mediante el programa Cell*R (Olympus, Alemania).

Ejemplo 11 - Irradiacion y

Se sembraron en placas 2,5 x 10° células en placas de cultivo de 6 cm 12 h antes de la irradiacién. Las células se
irradiaron con 1, 3, 10 y 50 Gy a temperatura ambiente usando una fuente de cs*¥ (Gamma Movil 1000, Atomic
Energy of Canada, Ltd., ON) a 10,23 Gy/min. Las células se trataron con Nokl (10 ug/ml) o se dejaron sin tratar
directamente después de la irradiacion. Después de eso las células se utilizaron para los andlisis de migracion, la
extraccion de ARN o el analisis de Nicoletti.

Ejemplo 12 - Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de migracion y expresion del ARNm se realiz6 utilizando la prueba t de Student
no paramétrica para comparar las diferencias entre los grupos de tratamiento y los controles. Los intervalos de
confianza se determinaron a 95%, y los valores de * P <0,05, ** el valor de P <0,01. *** el valor de P <0,005 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Ejemplo 13 - Inmunoprecipitacion

Se trataron 2 X 10’ células con CD95L-T4 de 10, 500 y 5 ug/ml durante 1 y 5 minutos (a menos que se indique lo
contrario) a 37°C o se dejaron sin tratar, se lavaron dos veces en PBS mas inhibidores de fosfatasa (NaF, NaN3,
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pNPP, NaPPi, 3-Glicerofosfato, 10 mM cada uno y ortovanadato 2 mM), y posteriormente se lisaron en tampén A
(Tris/HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, céctel inhibidor de
proteasa [Roche], Triton X-100 al 1% [Serva, Heidelberg, Alemania], glicerol al 10%, e inhibidores de fosfatasa [NaF,
NaN3, pNPP, NaPPi, R-Glicerofosfato, 10 mM cada uno y ortovanadato 2 mM]) (condiciones estimuladas) o se
lisaron sin tratamiento (condiciones no estimuladas). La concentracion de proteina se determiné utilizando el kit BCA
(Pierce). Se inmunoprecipité 1 mg de proteina durante la noche con cualquiera de anti-caspasa 8 como se ha
descrito anteriormente %, 5 pg de oApo-1 o 2,5 pg de anti-p85 y 30 pl de proteina A-Sefarosa. Las cuentas se
lavaron 5 veces con 20 voliumenes de tampodn de lisis. Los productos inmunoprecipitados se analizaron en SDS-
PAGE al 15% o al 7,5%. Posteriormente, los geles se transfirieron a membrana de nitrocelulosa Hybond (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemania), se bloquearon con BSA al 2% en PBS/Tween (PBS mas Tween 20 al
0,05%) durante 1 hora, y se incubaron con anticuerpos primarios en BSA al 2% con PBS/Tween a 4°C durante la
noche. Las transferencias se revelaron con un método de quimioluminiscencia siguiendo el protocolo del fabricante
(Perkin Elmer Life Sciences, Rodgan, Alemania).

Ejemplo 14 - Analisis celular por citometria de flujo
Tincién extracelular:

Se analizo la expresion de CD95 en la superficie de células individuales por medio de FACS. Se incubaron 1x10°
células/ml en solucién salina tamponada con fosfato que contenia suero de ternera fetal al (PBS FCS al 10%) con
AaPO-1 (0,01 g/l) durante 20 minutos en hielo, seguido por el anticuerpo secundario (anti-raton de cabra conjugado
con ficoeritrina 1:30; Dianova) durante 30 minutos. El andlisis de citometria de flujo se realizé en un FACSCalibur
(Becton Dickinson) utilizando el soporte l6gico Cell Quest. Se analizaron un minimo de 10.000 células por muestra.

Tincién intracelular FACS:

Para medir o bien la eficacia de la expresiéon en exceso de PTEN, la eficacia de la reduccion de la expresion génica
de Yes o los niveles basales de FADD, Fyn y Yes, se realizaron coloraciones FACS intracelulares. Las células se
trataron con tripsina, el sobrenadante se desechd y el sedimento se volvid a suspender en paraformaldehido al 4%
en tampdén PB durante 15 minutos en hielo. Después de la incubacién, las células fijadas se centrifugaron (3.000
rpm, 4°C, 5 minutos) el sobrenadante se descartd y el sedimento se lavd dos veces con PBS/Saponina al 0,1% y
FCS al 10%. Las muestras se incubaron en hielo durante 30 minutos con el primer anticuerpo (a-HA 1:1000 Roche,
a-Yes 1:200 o a-Fyn 1:200 Santa Cruz), seguido por dos etapas de lavado con PBS/saponina al 0,1% y FCS al 10%
antes de la adicion del anticuerpo secundario (a-ratén-PE 1:33 Phamningen o a-conejo-Alexa488 ® 1:250 Molecular
Probes) durante 20 minutos mas. Las células tefidas se lavaron dos veces con PBS/saponina al 0,1% y FCS al 10%
y el sedimento se resuspendié en el mismo tampén. Después las células se analizaron por FACS. Los valores se
dieron como la intensidad media de fluorescencia normalizada (IMF) para el antigeno especifico.

Ejemplo 15 - Deteccién de la apoptosis (ensayo de Nicoletti)

Para cuantificar la fragmentacion del ADN, se centrifugaron las células desprendidas con tripsina/EDTA (Gibco) a
200 x g y se fijaron con etanol del 70% a -20°C durante 1 h. Las células fijadas se tifieron con solucién de yoduro de
propidio (50 g/ml; citrato de sodio al 0,0025% y Triton-X-100 al 0,0025%) durante 1 hora o durante la noche a 4°C y
se analizaron por medio de FACS.

Ejemplo 16 - Zimografia de gelatina para MMP-2 y -9

Se carg6 el medio acondicionado de las células T98G no tratadas o tratadas (10 ng/ml y 20 ng/ml de CD95L-T4) en
condiciones no reductoras sobre un gel de SDS-poliacrilamida al 10% que contenia 1 mg/ml de gelatina. Después de
la electroforesis y el lavado del gel con Triton X-100 (2,5% v/v, dos veces durante 30 minutos), el gel se incubé en
tampon de reaccién de MMP [Tris-HCI de 50 mmol/L (pH 7,8), NaCl de 200 mmol/L, CaCl2 de 5 mmol/L] a 37°C
durante 16 h. Se detect6 la actividad gelatinolitica en forma de bandas transparentes en la tincién con disolucion de
Azul Brillante de Coomassie G-250 e incubacion en disolucién de decoloracion (acido acético al 10%, metanol al
20%).

Ejemplo 17 - Inmunohistoquimica

Se fijaron células T98G con PFA al 4% a 37°C durante 15 minutos, se incubaron con cloruro de amonio 50 mM y se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en PBS durante 5 minutos. Después del bloqueo, las células se incubaron
con los respectivos anticuerpos primarios, y se visualizaron las inmunorreactividades con un anticuerpo monoclonal
o policlonal acoplado a rodamina o isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Se fijaron las muestras clinicas de GBM OMS IV con PFA al 4% PFA y se embebieron en parafina. Se sometieron a
inmunotincion secciones consecutivas de 5 um de espesor con anticuerpos de ratén contra CD95L, Yes y fosfo-Src
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(Tyrd416). Para la validacion de los anticuerpos anti-CD95L y anti-CD95, se utilizaron amigdalas humanas. Después
de la incubacion con anticuerpos secundarios acoplados con biotina seguido de incubacién con estreptavidina-
fosfatasa alcalina (Dako) se revelaron las secciones con Fastred (Dako) y se embebieron en Glycergel (Dako).

Los tumores murinos se fijaron con PFA al 4%. Después de inclusién en parafina, se sometieron a inmunotincion
cortes consecutivos de 5 ym de espesor con anti-GFP de conejo.

Ejemplo 18 - infeccién con Lentivirus

Se infectaron células T98G y LN18 con el vector lentiviral pEIGW y pEIGW-GSK3BS9A a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 5. Los plasmidos se construyeron mediante la sustitucion de la secuencia de EGFP entre el
promotor EFla y el elemento WPRE en pWPTSeGFP (amablemente proporcionado por D. Trono, Ginebra) con la
casete IRES-EGFP a partir de pIRES2-EGFP (Clontech, Alemania). El vector lentiviral recombinante pEIGW-
GSK3QS9A se construy6 utilizando pcDNA3 HA-GSK3BS9A (amablemente proporcionado por Trevor C. Dale). Este
vector codifica un mutante GSK3b constitutivamente activo que contiene una sustitucién de serina por alanina en el
residuo 9 (GSK3BS9A). Todos los lentivirus se propagaron utilizando los métodos descritos previamente*’. La
expresion de todos los transgenes se confirmo en las células infectadas por medio de analisis FACS de la expresion
de GFP. El porcentaje de células infectadas fue de 80-90%.

Ejemplo 19 - PCR en tiempo real

Se extrajo el ARN de las células tratadas ya sea con aApo-1 (1 yg/ml) o sin tratar con el RNeasy Mini Kit de Qiagen
a las 48 horas a menos que se indique lo contrario. Después de la transcripcion inversa, se detectd6 ARNm diana por
medio de PCR Tagman en tiempo real con los siguientes cebadores especificos del gen: CD95-directo 5- ACT GTG
ACC CTT GCA CCA AAT-3'; CD95-inv. 5'- GCC ACC CCA AGT TAG ATC TGG-3'; CD95-sonda 5'-AAT CAT CAA
GGA ATG CAC ACT CAC CAG CA-3'; CD95L-directo 5'- AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC-3'; CD95L-inv. 5'-AAA
GCA GGA CAA TTC CAT AGG TG-3'; CD95L-sonda 5'- TCC AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG G-3'; MMP-9-
directo 5'- GAT CCA AAA CTA CTC GGA AGA CTT G-3'; MMP-9-inv. 5'- GAA GGC GCG GGC AAA-3'; MMP-9-
sonda 5'- CGC GGG CGG TGA TTG ACG AC-3'; MMP-2-directo 5'- GGA CAC ACT AAA GAA GAT GCA GAA GT-
3'; MMP-2-inv. 5- CGC ATG GTC TCG ATG GTA TTC-3'; MMP-2-sonda 5'- AGT GCC CCA GCA AGG TGA TCT
TGA CC-3'; b-Actina-directo 5'- ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC GA-3'; b-Actina-inv. 5'- CAG CGG AAC CGC
TCA TTG CCA ATG G-3; b-Actina sonda 5'- ATG CCC TCC CCC ATG CCA TCC TGC GT-3'. Para probar la
reduccion de la expresion génica de Yes, se detectdé el ARNm diana mediante PCR en tiempo real SybrGreen con el
uso de los siguientes cebadores de la familia de quinasas Src: Yes-directo 5'- TAT GGC TGC CAG ATT GCT G-3}
Yes inv. 5'- ZZC AGG AGC TGT CCA TTT GA-3'; Fyn-directo 5'- TGA ACA GCT CGG AAG GAG AT-3'; Fyn-inv. 5'-
GGT TTV ACT CTC CGC GAT AA - 3'; como gen doméstico se utilizd6 Gapdh con las siguientes secuencias: Gapdh-
directo 5- GGT CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG-3'; Gapdh-inv. 5- CCT CCG ACG CCT GCT TCA CCA C-3'. La
PCR en tiempo real se midié en un ABIPRISM-7300i (Applied Biosystems, EE.UU.).

Ejemplo 20 — Expresion en exceso de PTEN

Los plasmidos para la expresion en exceso de PTEN (pBP-PTEN-HA) y el vector vacio (pBP) fueron amablemente
proporcionados por Frank Fumari (San Diego, USA) %9 Las células T98G fueron transfectadas con pBP-PTEN-HA 'y
pBP (6 pg) utilizando JetPei. Las células transfectadas se cultivaron durante 48 - 72 horas méas antes del
tratamiento.

Ejemplo 21 — Experimentos de Reduccion de la Expresién Génica

Se llevaron a cabo experimentos de reduccion de la expresion génica mediante transfeccion transitoria con
Lipofectamine 2000™ (Invitrogen Life Technologies) siguiendo el manual de instrucciones. Los experimentos de
migracion se realizaron usando o bien ARNip contra Yes (Qiagen S100302218), y un segundo ARNip, dirigido a un
miembro diferente de las quinasas de la familia Src, Fyn (Qiagen S100605451), que se utilizd como un control
negativo o reservas de vectores shRNAmir-pGIPZ validados para Yes, MMP-2 y MMP-9 y un vector shRNAmir-pGIZ
no dirigido como control negativo (RHS 4430-98843955, -98820654, -99161516, -98514235, -98709361, -99137419,
-99291751, -99298712, -99138418 y RHS4346-0OB, respectivamente, Open Biosystems, USA). Después de la
transfeccién transitoria con los diferentes ARNip, las células se cultivaron durante 72 h antes de ser tratadas con
CD95LT4 (10 ng/ml y 20 ng/ml), se analiz6 la migracion 24 horas después del tratamiento con un analisis de
migracion de dos dimensiones. La reduccion de la expresion génica fue controlada por medio de PCR cuantitativa en
tiempo real y FACS. Para excluir los efectos fuera de la diana del ARNip de Yes, se transfectaron las células con
ARNip contra Yes, un plasmido de expresion en exceso de Yes (p-CMV-Yes) o ambos y se cultivaron durante 48 h
antes de ser transferidas a una placa de migracion. Después de 48h mas, las células se trataron con CD95L-T4 (10
ng/ml y 20 ng/ml). La migracion se midié 24 horas después del tratamiento en un analisis de migracion en dos
dimensiones.
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Para los estudios de inmunoprecipitacion, se cultivaron las células transfectadas durante 72 h antes del tratamiento.
Ejemplo 22 — Andlisis con gen informador de luciferasa

Los vectores informadores de luciferasa fueron proporcionados amablemente de las siguientes fuentes:
pTOPFLASH y pFOPFLASH (Randall T. Moon, Howard Hughes Medical Institute of Washington, USA) y el plasmido
NFkB con seis sitios de union (Min Li-Weber, German Cancer Research Center de Heidelberg, Alemania). Los
experimentos de transfeccion se llevaron a cabo usando reactivo Lipofectamine 2000™ (Invitrogen Life
Technologies), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a
una densidad de 5 x 10* células por pocillo 24 horas antes de la transfeccién. Los constructos de Luciferasa de
Luciérnaga se cotransfectaron con un plasmido de CMV-Luciferasa de Renilla (10 ng) para normalizar los valores de
luciferasa. La actividad de luciferasa se midié6 24 horas después de la transfeccién en funcién del constructo
mediante el uso de kits disponibles comercialmente de Promega (Madison, WI, USA). La luminiscencia se cuantifico
usando un luminémetro de microplacas de 96 pocillos Ascient. Todas las transfecciones se llevaron a cabo por
cuadruplicado en al menos dos ocasiones independientes, y las barras de error se representan como ETM.

Ejemplo 23 - Generacién de CD95L-T4
Ingenieria genética del Ligando de CD95-T4 (CD95L-T4) humano

Se utilizaron el complejo TRAIL/DR5, asi como la estructura de TNF-a como modelos para el desarrollo de
estrategias de expresion para el dominio de unién del receptor de CD95L humano (CD95L-RBD). Siempre que la
estructura trimérica del RBD de CD95L humano sea, en principio, similar a la de las estructuras de RBD de TNF-a o
TRAIL (entradas PDB: 1TNF y 1D0G/1DU3, respectivamente **>%%) se tuvieron en cuenta las siguientes
observaciones:

1. Los aminoécidos Ny C terminales del RBD de TRAIL y TNF-a forman una hebra (3 antiparalela.
2. Los aminoacidos terminales de esta hebra B se encuentran uno junto al otro en el mismo sitio de la
molécula cerca del eje central del trimero de TRAIL-RBD (véase la Figura 19).

Esto significa, que por razones estéricas, el uso de extremos N y C en la misma molécula para la fusion de los
dominios de la proteina (por ejemplo, para la adiciobn de motivos de estabilizacién o etiquetas) es mutuamente
exclusivo. El motivo de estabilizacion ideal deberia ser un trimero pequefio, bien definido situado cerca del eje
central del trimero de CD95L con su extremo N y C en sitios opuestos del motivo de estabilizacion con el fin de
minimizar el riesgo de interferencia con los sitios de interaccion ligando/receptor. Un dominio de proteina trimérico
apropiado que cumple con estos criterios es el motivo Foldon de T4 de fibritina del bacteriéfago T4%"%% De acuerdo
con las consideraciones anteriormente mencionadas, el Foldon de T4 estaba fusionado C-terminalmente al CD95L-
RBD humano (Glul42-Leu281 de CD95L). Entre el CD95L-RBD y el Foldon de T4, se colocd un elemento conector
flexible (GSSGSSGSSGS) y se afadié una etiqueta de hexahistidina y una streptag-ll (HHHHH-HSAWSHPQFEK)
C-terminalmente. Esta etiqueta de afinidad se unié al Foldon de T4 por medio un elemento conector flexible
(SGPSSSSS). Para permitir una expresion basada en la secrecion, se fusion6 un péptido sefal de Igk humana al
extremo N-terminal (Glu142). Se espera que el sitio de escision del péptido sefial propuesto formado por la fusién
del lider Igk a CD95LRBD libere un producto final con una glutamina localizada en posicion N-terminal,
correspondiente a Glul42 de CD95L humano. La secuencia de aminoacidos del constructo CD95L-T4 mostrada en
la Figura 19 C se sometid a retrotraduccion y se optimiz6 su uso de codones para la expresion basada en células de
mamifero. Se realizo la sintesis génica por medio de ENTELECHON GmbH (Regensburg, Alemania). La casete de
expresion final se subclond en pCDNA4-HisMaxbackbone, usando sitios Hind-1ll y Not-I Unicos del plasmido. Un
resumen esquematico, incluyendo todas las caracteristicas descritas anteriormente, se muestra a modo de ejemplo
para el complejo TRAIL-T4-DR5 (Figura 19 D).

Expresion y purificacion de CD95L-T4

Se transfectaron transitoriamente células HEK 293T cultivadas en DMEM + GlutaMAX (Gibco) con un suplemento de
FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y estreptomicina de 100 mg/ml con un plasmido que codificaba CD95L-
T4. El sobrenadante de cultivo celular que contenia CD95L-T4 recombinante se cosechoé tres dias después de la
transfeccién y se clarificé mediante centrifugacién a 300 g seguido de filtracion a través de un filtro estéril de 0,22
um. Para la purificaciéon de afinidad se cargdé 1 ml de StrepTactin Sefarosa (IBA GmbH, Géttingen, Alemania) en una
columna y se equilibré con 15 ml de tampén W (Tris-HCI 100 mM, NaCl 150 mM pH 8,0). El sobrenadante de cultivo
celular se aplicé a la columna con una velocidad de flujo de 4 ml/min. Con posterioridad, se lavé la columna con
tampon W y se hizo eluir el CD95L-T4 unido por etapas mediante la adicién de 7 x 1 ml de tampén E (Tris-HCI 100
mM, NaCl 150 mM, Destiobiotina 2,5 mM, pH 8,0). El contenido de proteina de las fracciones de material eluido se
analizé por medio SDS-PAGE vy tincién con plata (Figura 19 E). Las fracciones E2-E5 se concentraron con
posterioridad por ultrafiltracién y se analizaron adicionalmente mediante cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC). La SEC se realizé en una columna Superdex 200 usando un sistema de cromatografia Akta (GEHealthcare).
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La columna se equilibré con solucion salina tamponada con fosfato y el CD95L-T4 concentrado, purificado con
StrepTactin (E2-E5) se cargé en la columna de la SEC en una velocidad de flujo de 0,5 mil/min. La elucién de
CD95L-T4 se controlé por medio de la absorbancia a 280 nm. El peso molecular aparente de CD95L-T4 purificado
se determiné basandose en el calibrado de la columna Superdex 200 con proteinas patron de filtracién en gel
(Figura 19 F y G) (Bio-Rad GmbH, Munich, Alemania).

Anélisis de Apoptosis

Se utiliz6 un andlisis celular con una linea de células T humanas permanente Jurkat A3 (nim. de cat. CRL2570,
ATCC) para determinar la actividad inductora de la apoptosis de CD95L-T4. Las células Jurkat se hicieron crecer en
matraces con medio RPMI-1640 + GlutaMAX (Gibco) con un suplemento de FBS al 10% (Biochrom), Penicilina de
100 unidades/ml y Estreptomicina de 100 pg/ml (Gibco). Antes del andlisis, se sembraron 100.000 células por pocillo
en una placa de microtitulacién de 96 pocillos. La adiciéon de diferentes concentraciones de CD95L-T4 a los pocillos
(volumen final: 200 pl) estuvo seguida de una incubacion de 3 horas a 37°C. Las células se lisaron mediante la
adicion de 20 pl de tampon de lisis (HEPES 250 mM, MgCl, 50 mM, EGTA 10 mM, Triton-X-100 al 5%, DTT 100 mM,
AEBSF 10 mM, pH 7,5) y las placas se pusieron sobre hielo durante 30 minutos. La apoptosis esta acompafada de
un aumento de la actividad de la caspasa-3 y la caspasa-7. Por lo tanto, se utiliz6 la escision del sustrato especifico
de la caspasa-3/-7 Ac-DEVD-AFC (Biomol) para determinar la extension de la apoptosis. De hecho, la actividad de la
Caspasa se correlaciona con el porcentaje de células apoptéticas determinado morfolégicamente después de la
tincion de las células con yoduro de propidio y Hoechst-33342 (datos no mostrados). Para el analisis de la actividad
de la caspasa, se transfirieron 20 ul de producto lisado celular a una placa de microtitulacién de color negro de 96
pocillos. Después de la adicion de 80 ul de tampdn que contenia HEPES 50 mM, sacarosa al 1%, CHAPS al 0,1%,
Ac-DEVD-AFC 50 uM, y DTT 25 mM, pH 7,5, la placa se transfirié a un lector de microplacas Tecan Infinite F500 y
se controld el aumento en la intensidad de fluorescencia (longitud de onda de excitacion 400 nm, longitud de onda
de emision de 505 nm) (Figura 19 H).

Este andlisis de la apoptosis también se utilizd6 para la determinacién de la actividad biologica del agente
biofarmacéutico APG101. ATG101 - una proteina de fusion del dominio extracelular del receptor de CD95 humano
de CD95 (el compariero de unidn in vivo del ligando de CD95) con Fc humana — suscita antagonismo sobre el efecto
inductor de la apoptosis de CD95L. Antes de la adicion de CD95L-T4 a las células Jurkat, se incubé CD95L-T4 a una
concentracién constante durante 30 minutos a 37°C con diferentes concentraciones de APG101 (Figura 19 I).

Ejemplo 24 - CD95 media la invasiéon de células de glioblastoma resistentes a la apoptosis

En lineas celulares de glioma maligno humano a largo plazo, se analizé primero la induccién de la apoptosis tras la
activacion de CD95. El tratamiento con cremallera de leucina (LZ)-CD95L provocé efectos variables en diferentes
lineas celulares de glioma: LZ-CD95L no indujo la apoptosis en las células A172, causé la apoptosis sélo a dosis
elevadas en las células T98G o medid la apoptosis, ya a dosis bajas, en células LN18 (Fig. 1a). La especificidad de
la muerte inducida por LZ-CD95L fue probada por la neutralizacion de la apoptosis por un anticuerpo para CD95L
(NOKZ1; datos no mostrados). La resistencia de A172 a la apoptosis inducida por CD95 podria atribuirse al bajo nivel
de expresion en superficie de CD95 (Fig. 1b). Las lineas celulares LN18 y T98G, sin embargo, mostraron una
sensibilidad diferente a la apoptosis mientras mostraban niveles comparativamente altos de expresion en superficie
de CD95 (Fig. 1 b).

La potencia para activar CD95 se correlaciona proporcionalmente con el grado de oligomerizacién de CD95L. Dado
que el CD95L disponible tiene una tendencia a formar agregados, los autores de la presente invencion disefiaron un
CD95L humano con una capacidad para crear un trimero estable, el CD95L-T4 (Figura 19). Diferentes lineas
celulares de glioma mostraron diferentes sensibilidades al tratamiento con CD95L-T4: La apoptosis se indujo ya a
bajas concentraciones en las células LN18 pero no en las células T98G (Figura 11A). Especificidad de la muerte
inducida por CD95L-T4 se demostr6 por la neutralizacion de la apoptosis por un anticuerpo para CD95L (NOK1;
Figura 21). Las lineas celulares tanto LN18 como T98G, sin embargo, mostraron niveles comparativamente altos de
expresion en superficie de CD95 (Figura 11A). Estas lineas celulares también expresaron otras moléculas
necesarias para la apoptosis mediada por CD95, tales como FADD, caspasa-8 o caspasa-3 (Figura 15Cy D)63'72.

Las células de glioma maligno se caracterizan por su potencial replicativo, la induccidon de la angiogénesis, la
migracion/invasion y la evasién de la apoptosis. La estimulacion de CD95 no alter6 la tasa de proliferacién de las
células T98G (datos no mostrados). Para someter a ensayo el comportamiento de invasion los autores de la
presente invencién generaron cultivos esferoides de células T98G y LN18 y los cultivaron en placa dentro de una
matriz de colageno. El tratamiento con LZ-CD95L aumentd la invasion de células que migran a la matriz circundante
en mayor medida en las células T98G que en las células LN18 (Fig. 1c, Fig. 11 B). Este fue también el caso cuando
las células se cultivaron en placa en la camara superior de dos camaras separadas por una membrana recubierta
con colageno. Las células LN18 altamente sensibles a la apoptosis no reaccionaron a la activacion de CD95 con un
aumento de la migracién. Las células T98G, en contraste, aumentaron su potencial de migracion después del
tratamiento con LZ-CD95L o un anticuerpo estimulador para CD95 (aAPO-1) (Fig. 3b).
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La migracion de células de glioma requiere la escision de los componentes de la matriz extracelular a través de las
MMP. En las células T98G, la actividad de MMP-9, evaluada por medio de zimografia en gel, se incremento tras el
tratamiento con CD95L-T4 (Figura 11C). Por consiguiente la estimulacion de CD95 aumento de la expresion de los
niveles de ARNm de MMP-2 y MMP-9 en T98G propensas a la migracion, pero no en las células LN188 sensibles a
la apoptosis (Figura 11 D y E). Lo mas importante, la migracién inducida por CD95 de las células T98G podria ser
blogqueada con una reserva de ARNip contra MMP-2 y -9, lo que indica que estas MMP son necesarias para la
migracion inducida por CD95 (Figura 1F y G).

En una serie adicional de experimentos, los autores de la presente invencién utilizaron cultivos de glioma a corto
plazo derivados de tumores de pacientes. Estas células mostraron aberraciones genéticas GBM tipicas incluidas las
pérdidas de copia Unica de los loci PTEN y CDKN2A vy la ganancia de copia Unica del locus EGFR, segun la
evaluacion de los andlisis de CGH en matriz (Bernhard Radlwimmer, comunicacién personal). Cada cultivo derivado
de GBM primario examinado en la presente memoria mostré una elevada expresion en superficie de CD95 (n = 18) y
niveles similares o superiores de resistencia a la apoptosis inducida por CD95 (n = 8) en comparacion con los
observados en la linea celular T98G propensa a invasion (Figura 12A, Figura 20 y datos no presentados). Ni los
niveles de expresion de CD95 de superficie ni la resistencia a la apoptosis mediada por CD95 se vieron afectados
por el nimero de pases en cultivo (datos no mostrados). Ademas, los autores de la presente invencién examinaron
la invasion inducida por CD95 en los cultivos derivados de GBM NCH89, NCH125 y NCH270. La activacion de CD95
en NCH125 y NCH270 aumenté la expresion de MMP-2 y MMP-9 y con posterioridad indujo migracioén (Figura 12B a
D). La estimulacion de CD95 en las células NCH89 ni aumento la migracion ni la expresion de MMP-9 (Figura 12B a
D). Por lo tanto, la respuesta de la migracion de CD95 no se correlaciona estrictamente con el grado de resistencia a
la apoptosis. En la misma linea, la expresién del ARNm de CD95 y CD95L fue diferente entre los tumores GBM
primarios altamente invasivos sometidos a ensayo (Figura 20). Las MMP son necesarias para la migracion de
inducida por CD95L-T4 de NCH125, ya que una reserva de ARNip para MMP-2 y -9 bloqued significativamente la
migracion (Figura 12E).

Ejemplo 25 - CD95 media la invasién a través de la ruta PI3K/ILK/GSK/MMP de una manera independiente de
las caspasas

La invasion de células de glioma requiere la escisién de componentes de la matriz extracelular a través de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP) como ya se ha descrito anteriormente. En consecuencia, los niveles de ARNm
de MMP9 y MMP-2 se incrementan en gran medida tras la activacion de CD95 en T98G propensas a la migracion,
pero no en las células LN18 resistentes a la apoptosis (Fig. 2). Recientemente se ha informado de que la quinasa
ligada a integrina (ILK) media la expresion de MMP9 a través de la inhibicién de la glucégeno sintasa quinasa-3f
(GSK3B)*'°. Se observo inhibicion de la GSK3B través de la fosforilacion en su residuo de serina-9 (fosfo-Ser9) en
células T98G tras el tratamiento con anticuerpo para LZ-CD95L o aAPO-1 (Fig. 3a y Fig. 8). También se encontrd
fosforilacion de GSK3B en las células LN18, pero con diferente cinética (Fig. 3A y Fig. 8). Las células T98G
propensas a la migracion exhibieron mayores niveles basales de fosfo-Ser9-GSK3B y una fosforilacion de larga
duracion gradualmente creciente de GSK3pB tras la activacion de CD95 (Fig. 3a y Fig. 8). Las células LN18
propensas a apoptosis mostraron una fosforilacién transitoria (5-10 min) de GSK3p tras la activacion de CD95 (Fig.
3a). La expresion en exceso de un mutante de GSK3[ constitutivamente activo (GSK S9A) bloqued la migracion
inducida por CD95 de las células T98G (Fig. 3b). Las células T98G que expresaban GSK S9A y sus contrapartes de
tipo salvaje mostraron niveles comparables de sensibilidad a la apoptosis inducida por CD95 y de la tasa de
crecimiento (Fig. 3c-d). Por lo tanto, la inhibiciéon de la migracion por GSK3f constitutivamente activa en células
T98G no se puede atribuir a una tasa de proliferacion diferente. Por consiguiente, el tratamiento previo con el
inhibidor de ILK KP-SD-1 bloqued la migracion mediada por CD95 de las células T98G sin afectar a la migracion
basal (Fig. 3e). ILK activa la proteina quinasa B (PKB/Akt) e inhibe la actividad de GSK3B de una manera
dependiente de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) 1 por consiguiente, la inhibicion de PI3K por LY294002 bloqueé la
actividad AKT inducida por CD95 vy la fosforilacion de ser9 de GSK3B en las células T98G sin cambiar el estado de
fosforilacion de la quinasa receptora extracelular (ERK) (Fig. 3f).

La B-catenina forma un complejo junto con la GSK3p activa, la poliposis adenomatosa de colon (APC) y la proteina
axina - el complejo de degradaciéon. La fosforilacion de la B-catenina por GSK3B la dirige a la degradacién
proteosémica. Como consecuencia de la inhibicion de GSK3p, la B-catenina se acumula y se transloca al ndcleo en
donde se acopla el extremo N-terminal de las proteinas de unién al ADN de la familia TCF/Lef*? induciendo la
expresion de diferentes genes diana, incluyendo las MMP. En las células T98G, la activacion de CD95 indujo la
translocacion nuclear de la 3-catenina activa, no fosforilada en la serina 37 o la Treonina 41 elegidas como diana por
GSK (Fig. 3g). En conjunto, la activacion de CD95 induce la migracion/invasion a través de la ruta
PI3K/ILK/GSK3p/B-catenina/MMP.

CD95 transduce la sefial de apoptosis a través de la activacién de las caspasas. Se ha informado recientemente de
que CD95 media la migracion a través de la activacion de la caspasa-8, NFkB y ERK en lineas celulares de tumores
mesenquimales resistentes a la apoptosis inducida por CD95™. En contraste con las células LN18, la estimulacion
con CD95 de las células T98G no indujo la escisién de la caspasa-8 (Fig. 3h). Por consiguiente, el tratamiento previo
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de las células T98G con un inhibidor de caspasa de amplio espectro, benzoil-VAD.fluorometilcetona (zVAD.fmk) no
bloqued la fosforilacién en Ser9 GSK3B en células T98G (Fig. 8). El pre-tratamiento de las células T98G con el
inhibidor de MEK PD98059 tampoco interfirié en la migracién inducida por CD95 (Fig. 3i).

Ademés de las caspasas, la fosfoproteina enriquecida en diabetes/fosfoproteina enriquecida en astrocitos-15 kDa
(PED/PEA-15) tiene un DED y puede, por lo tanto, interactuar con otras moléculas en DISC. Se ha informado de que
la expresién en exceso de PED bloquea la apoptosis inducida por CD95 y TNFR-1 a través de la activacion
simultanea de ERK y la inhibicion de la quinasa N-terminal Jun (JNK)*'°. La actividad anti-apoptdtica de PED
aumenta si es fosforilada por AKT™. En las células T98G, el ARN de interferencia corto ARNip para PED, pero no un
ARNip de control, disminuy6 los niveles de PED, y la activacion referida de ERK, pero no la inactivacion mediada por
CD95 de GSK3p (Fig. 8). Ademas los niveles de FLIPL, otra molécula que puede ser reclutada para DISC e inhibe la
apoptosis, no se vieron afectados tras el tratamiento con LZCD95L (datos no mostrados).

Uno de los inductores mejores descritos de la invasion de GBM es el EGF. Su unién a EGFR promueve la expresion
de MMP-9 a través de la activacion de la MAPK/ERK y la ruta PI3K*’. PI3K activa AKT/PKB, que a su vez es capaz
de fosforilar GSK3B conduciendo a su inactivacion. Para someter a ensayo si la sefializacion con PI3K o MAPK
podria ser responsable de la invasion observada, se determiné la fosforilacion de ERK y AKT. La estimulacion de las
células T98G y LN18 con CD95L-T4 activd AKT pero no ERK (Figura 13A). Curiosamente, la actividad de ERK fue
incluso bloqueada al aumentar el tiempo después de la estimulacién (Figura 13A). En las células T98G, NCH125 y
NCH270 propensas a la invasion, la fosforilacion de AKT exhibe una curva en forma de campana dependiente de la
concentracién (Figura 13B). En contraste, en las células NCH89, que no reaccionan a CD95 con el aumento de la
invasion, CD95L-T4 no activa AKT por encima de los niveles basales (Figura 13B). Se observé inhibicion de GSK3[3
por medio de la fosforilacion en su serina-9 (fosfo-Ser9) en las células T98G tras el tratamiento con el anticuerpo
para CD95L-T4 o aApo-1 por medio de transferencia Western y tincion FACS (Figura 13C y Figura 21).

La expresion en exceso de un mutante de GSK3B constitutivamente activo (GSK S9A) a través de la infeccion
lentiviral bloque6 la migracion inducida por CD95 de las células T98G (Figura 13D). Las células T98G que
expresaban GSK S9A y sus contrapartes de tipo salvaje mostraron una tasa de crecimiento y unos niveles de
sensibilidad a la apoptosis inducida por CD95 comparables (Figura 21). Por lo tanto, la inhibicidn de la migracién por
GSK3p constitutivamente activa en células T98G no se puede atribuir a una tasa de proliferacion diferente. La
GSK3p activa forma un complejo con B-catenina, la poliposis adenomatosa (APC) y las proteinas axina - el complejo
de degradacion. La fosforilacion de la B-catenina por GSK3 la dirige a la degradacion proteosdmica. Como
consecuencia de la inhibicion de GSK3, la B-catenina se acumula y se transloca al nucleo, en donde se acopla al
extremo N-terminal de las proteinas de unién de la familia de TCF (factor de células T)/Lef (factor de mejora
Iinfoide)lz, induciendo la expresion de diferentes genes diana incluyendo c-Jun, un factor de transcripcion esencial
para la expresion de MMP-9°"3?, Por otra parte, la inhibicion de la actividad de GSK3p puede aumentar directamente
la expresion de AP-1'°. Para estudiar si la estimulacién de CD95 desencadena la actividad transcripcional de la B-
catenina los autores de la presente invencion examinaron la expresion de la B-catenina citoplasmatica y nuclear y la
actividad informadora transcripcional de la B-catenina. Se utilizé LiCl como control positivo, un conocido inhibidor de
GSK3g e inductor de la actividad transcripcional de la B-catenina. En las células T98G, la activacion de CD95 indujo
la acumulacion citoplasmica de B-catenina 30 minutos después de la estimulacion con CD95L-T4 (Figura 13E).
Ademas, se observé la translocacion nuclear de la B-catenina activa, no fosforilada en la Ser 37 o la Thr 41 elegidas
como diana por GSK (Figura 13F). La actividad informadora de TCF/LEF (TOP-FLASH) también fue
significativamente inducida después de CD95L-T4 (Figura 13G). La mutacion del dominio de union a TCF/Lef abolio
la induccién por CD95L-T4 de la actividad luciferasa (FOP-FLASH; Figura 13G). Ademas, la actividad de NFkB
aumento significativamente 8h después de la estimulacion con 20 pero no con 10 ng/ml de CD95L-T4 (Figura 13H).
Tomado en conjunto, la activacién de CD95 induce la migracion/invasion a través de la ruta PI3K/AKT/GSK3p/B-
catenina/MMP y, posiblemente, la ruta PISK/AKT/NFKB/MMP.

Ejemplo 26 - La migracion inducida por CD95 también se detecta en cultivos de glioma primarios resistentes
ala apoptosis

En una serie adicional de experimentos, los autores de la presente invencion utilizaron cultivos de glioma a corto
plazo derivados de tumores de los pacientes. Las células de astrocitoma difuso (OMS II) mostraron una elevada
expresion en la superficie de CD95 y fueron relativamente sensibles a la apoptosis mediada por CD95 (Fig. 4). En
contraste, las células procedentes de oligodendroglioma (OMS l1ll) o glioblastoma (OMS 1V) fueron altamente
resistentes a la apoptosis mediada por CD95 a pesar de la elevada expresion en superficie de CD95 (Fig. 4 y Fig. 9).
Cada cultivo primario derivado de GBM examinado aqui mostré una elevada expresion de CD95 en superficie (n =
18) y niveles similares o superiores de resistencia a la apoptosis inducida por CD95 (n = 8) en comparacion con los
observados en la linea celular T98G propensa a la invasion. (Fig. 9). Tanto los niveles de expresién en superficie de
CD95 como la resistencia a la apoptosis mediada por CD95 no se vieron afectados por el nUmero de pases en
cultivo (datos no mostrados). Ademas, los autores de la presente invencidon sometieron a ensayo tres cultivos
derivados de GBM que fueron relativamente (NCH125) o altamente resistentes (NCH89 y NCH270) a la apoptosis
inducida por CD95. La activacion de CD95 en NCH125 y NCH270 aument6 la expresion de MMP9 y MMP-2 vy,
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posteriormente, la migracion (Fig. 5a-c). La estimulacion de CD95 en las células NCH89 no aumentd la migracién ni
la expresiéon de MMP9 y MMP-2 (Fig. 5b-c). Por lo tanto, la respuesta de migracion a CD95 no se correlaciona
estrictamente con el grado de resistencia a la apoptosis. En la misma linea, la expresion del ARNm de CD95 y
CD95L fue muy diferente entre los tumores GBM primarios altamente invasivos sometidos a ensayo (Fig. 9).

Ejemplo 27 — La irradiacion aumenta la invasividad a través del sistema CD95/CD95L

En el ambito clinico, las células invasoras que escapan de la cirugia son las dianas de la radioterapia y la
guimioterapia coadyuvante. Se ha informado de que la irradiacion y aumenta la expresion de CD95 y CD95L y de
ese modo induce la apoptosis3. Teniendo en cuenta los datos actuales los autores de la presente invencion quisieron
analizar si CD95 y CD95L inducidos por la irradiacién también podrian aumentar la invasividad de las células de
glioma. En primer lugar, los autores de la presente invencion demostraron que la irradiacion de las células T98G
aumenta la expresion del ARNm de CD95 y CD95L (Fig. 6a). La expresion més alta de ARNm de CD95 y CD95L se
encontrd en una dosis de 3 Grays (Gy). A la misma dosis, el ARNm de MMP-2 se habia reducido significativamente
(Fig. 6b). EIl ARNm de MMP9 también fue regulado al alza significativamente a 3 y 10 Gy pero en un grado inferior
(Fig. 6b). Sobre todo, la expresion de MMP se reflejo en una mayor tasa de migracion de las células irradiadas que
podria ser revertida por la neutralizacion de CD95L (Fig. 6¢). Los cultivos de GBM primarios también mostraron un
fenotipo mas invasivo después de la irradiacion (Fig. 6d y Fig. 10). La migracion inducida por irradiacion fue
completamente dependiente de CD95L (Fig. 6d). Curiosamente, incluso en cultivos de NCH89 que no mostraron un
fenotipo invasivo después de la activacion directa de CD95, 10 Gy de irradiacion aumentaron el nimero de células
que migraban a través de CD95L (Fig. 6d). Irradiaciéon indujo significativamente la migracion de una manera
dependiente de CD95 en nueve de los diez cultivos primarios derivados de GBM examinados aqui (Fig. 6d y Fig.
10). El Unico cultivo que no pudo mostrar una tendencia significativa a migrar tras la estimulacion de CD95 tuvo uno
niveles de expresion de CD95 en superficie inferiores (NCH 417; Fig. 10). Los autores de la presente invencion
estudiaron adicionalmente la expresion de estas moléculas en tumores recurrentes que surgieron después de la
cirugia y la irradiacion del tumor original. Los niveles de expresién de CD95L dentro del tumor se puntuaron de 0 a 4
(Fig. 6e). Mientras que los niveles en el primer glioma detectado nunca estuvieron por encima de 0 (1-24 células
positivas para CD95L por campo), se detecté un aumento espectacular de la expresién de CD95L después de la
radioterapia en ocho de los nueve tumores recurrentes estudiados (Fig. 6e). Se detectdé CD95L en las células
tumorales positivas para GFAP (Fig. 6f). Se detecto la expresién adicional de CD95 y MMP9 en la misma regién en
cortes consecutivos (Fig. 6f). Sobre todo, no se observaron células apoptoticas cerca de las células que expresaban
CD95L (datos no mostrados).

Ejemplo 28 - PI3K se activa a través del reclutamiento de Src por CD95

Src conecta CD95 a la actividad PI3K como se muestra por los experimentos de co-inmunoprecipitacion (Figura 14A
a C). En efecto, el tratamiento de las células T98G y LN18 con CD95L-T4 indujo el reclutamiento de Src y la
subunidad p85 de PI3K por CD95. La asociacion del p85 con CD95 fue examinada por medio de
inmunoprecipitacion o bien de CD95 o bien de p85. El grado de asociacion de p85 con CD95 esta inversamente
correlacionado con la concentracion de CD95L-T4 en células T98G (Figura 14B). Sin embargo, en las células LN18
el reclutamiento de p85 a CD95 solamente se detectd a altas concentraciones de CD95L-T4 (Figura 14A). La
inmunoprecipitacién de CD95 permitié la deteccion de un miembro de la familia de Src cinco minutos después del
tratamiento con una baja concentracion de CD95L-T4 (Figura 14A y B). La asociacion a Src disminuy6é a una
concentracion mas alta (Figura 14A y B). Por lo tanto, a bajas concentraciones de CD95L-T4 tanto Src como p85 se
asociaron a niveles detectables con CD95 en las células T98G pero en las células LN18 solo se detectd Src.
Adicionalmente, después de un escrutinio con anticuerpos frente a varios SFK, tales como Fyn, Lyn, pp60 y Yes, los
autores de la presente invencién identificaron Yes como miembro de la familia Src que une CD95 a PI3K (Figura
14C). Para validar el papel de Yes en la migracion de células de glioma, se realizaron experimentos de reduccion de
la expresion génica. En las células transfectadas con ARNip de Yes, la expresion de Yes, evaluada por medio de
FACS y gRT-PCR, se redujo mientras que la expresion de Fyn, otro miembro de la familia Src, no se vio afectada
(Figura 14E). El ARNip de Yes, pero no de Fyn, anul6 significativamente la migracion inducida por CD95L-T4 de las
células T98G y NCH125 (Figura 14D). Este bloqueo de la migracion fue rescatado por la expresion en exceso de
Yes en las células T98G y LN18 (Figura 14F). Al igual que el inhibidor de PI3K LY290059, el ARNip para Yes
también inhibi6 la fosforilacion inducida por CD95 de AKT (Figura 14G).

Ejemplo 29 - formacion ineficaz de DISC en células de glioma resistentes a la apoptosis

Se examin6 el papel del represor PTEN de la ruta de PI3K (MMAC1, TEP1). Mientras que las células LN18
propensas a la apoptosis tienen un PTEN intacto, las células T98G portan a una mutacién puntual (codén 42 CTT a
CGT; Glicina a_Glutamina) en un alelo y carecen del segundo alelo de PTEN y una pérdida total de uno del
cromosoma 10°"*°. No obstante, la expresion en exceso de PTEN no sensibilizé las células T98G ni NCH125 a la
apoptosis mediada por CD95 (Figura 15A).
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Los autores de la presente invencién se cuestionaron si las caspasas estaban involucradas en la activacion de PIK3
inducida por CD95. La inhibicién de las caspasas por el inhibidor general de caspasas zVAD-FMK no impidié la
fosforilacion de GSK3 (Figura 15B). Del mismo modo, la escisién de la caspasa-8 inducida por CD95 sélo pudo ser
detectada en células LN18 pero no en células T98G (Figura 15C). Para investigar si los componentes de DISC
habian sido reclutados de manera eficaz en estas células, los autores de la presente invencién analizaron el
reclutamiento de FADD en productos inmunoprecipitados con CD95. Si bien tras la estimulacién con CD95L-T4
aumento el reclutamiento de FADD por CD95 en las células LN18, no se detectd ningdin aumento en las células
T98G (Figura 15D). En consecuencia, el reclutamiento de caspasa-8 por CD95 aumenté tras la estimulacion con
CD95L-T4 en las células LN18 y J16, pero no en las células T98G (Figura 15D). Lo mas importante, en las células
T98G, la reduccion de la expresion génica del ARNip de Yes permitié la induccion por CD95L-T4 del reclutamiento
de FADD por CD95 (Figura 15E). En esta linea, mientras que los niveles de expresion de FADD fueron similares en
las células LN18 y T98G, los niveles de Yes fueron significativamente mayores en las células T98G (Figura 15F). A
diferencia de Yes, la expresion de Fyn fue significativamente mayor en las células LN18 (Figura 15F).

Ejemplo 30 - El sistema CD95/CD95L es un mediador importante de lainvasion por glioma in vivo

La expresion de CD95L en pacientes que padecen glioblastoma multiforme mostré una distribucion de tipo triangulo
de CD95L en todos los tumores examinados (Fig. 7a, 17A). En el interior del tumor, se expresaron sélo pequefias
cantidades de CD95L (Fig. 7a.1, 17A.a). La expresion aumentod en la interfase tumor-parénquima (Fig. 7a.2), alcanzo
su punto maximo en el parénquima del cerebro adyacente al tumor (Fig. 7a.3, 17A.b) y volvié a disminuir al aumentar
la distancia con el glioma (Fig. 7a.4, 17A.c). Se detect6 CD95L en las células de glioma, neuronas y macréfagos
(datos no mostrados). Se observd una expresion adicional de CD95L dentro del tumor en células de glioma que
rodeaban los vasos del tumor. Del mismo modo, la fosforilacién de las quinasas de la familia Src (pSrc) y la
expresion de Yes se encontraron constantemente en la interfase tumor-anfitrion en cada muestra examinada, lo que
sugiere un papel en la invasion tumoral (Figura 17B). Dentro de las zonas de tumores solidos, la expresion de Yes
vario entre las muestras tumorales, de una expresion muy alta a una expresion sélo en las células tumorales
dispersas. En estas zonas con alta expresion de Yes no se detectd fosforilacion de Src o fue més bien limitada
(Figura 17B).

Para la traduccion de los hallazgos de los autores de la presente invencion a un entorno mas fisiologico in vivo, los
autores de la presente invencion examinaron el papel del sistema CD95/CD95L en un modelo de ratén de
Glioblastoma multiforme. Para estos estudios, se inyectd por via intracraneal la linea celular de glioma murino
establecida SMA-560 en un anfitrién singénico Vm/Dk como se ha descrito. El uso de un modelo de tumor singénico
fue importante para permitir la induccién en el tumor de la expresion de CD95L en el tejido cerebral circundante.

Las células SMA-560 expresaron sélo bajos niveles de receptor de CD95 sobre su superficie (Fig. 7b, 18A) y no
CD95L en absoluto (Fig. 7c, 18B) cuando se mantuvieron en condiciones de cultivo celular. Segun lo informado por
otros autores®’, los autores de la presente invencién encontraron que las células SMA-560 eran resistentes a la
apoptosis inducida por CD95 (datos no presentados). Después de la formacion de esferoides, los niveles de CD95
aumentaron ligeramente (Fig. 7b, 18A), mientras que el andlisis FACS no logré identificar CD95L en la superficie
celular (Fig. 7c, 18B). A pesar de la cantidad relativamente baja de los niveles de CD95 en la superficie, los
esferoides formados a partir de estas células presentan un aumento de la migracion en el andlisis de invasion de
colageno después de la estimulacién con CD95 de una manera dependiente de la dosis (Fig. 7d, 18C). De acuerdo
con el descubrimiento de los autores de la presente invencion de que los esferoides no expresan CD95L (Fig. 7c,
18B), el bloqueo de CD95L usando el anticuerpo neutralizador de D95L MFL3 no alter6 la invasion (Fig. 7d, 18C).

Curiosamente, el analisis FACS de los niveles en la superficie de CD95 y CD95L mostré un aumento significativo de
ambas moléculas (Fig. 7b y 7c, 18A y 18B) cuando se analizaron células aisladas de tumores sdlidos 14 y 18 dias
después de la inoculacién. Esto indica el requerimiento de la interaccién tumor-anfitrion y, por lo tanto, una
intercomunicacion entre los factores del anfitrion y las células tumorales como se da en el caso del GBM murino.

Para un analisis mas detallado de la importancia funcional de este aumento, los autores de la presente invencion
extrajeron fragmentos de tumores sélidos 14 dias después de la inyeccion intracraneal de las células y preincubaron
éstas durante una hora, ya sea con medio solo, con medio con MFL3 o con el anticuerpo de isotipo apropiado,
respectivamente. Después de embeberlos en geles de colageno, se control6 la migracién durante un periodo de 72
horas (Fig. 7e, 18D). Sorprendentemente, la preincubacién con el anticuerpo neutralizante de CD95L MFL3, pero no
con el isotipo o el medio solos, redujo la migracion de las células fuera del ndcleo del tumor en aproximadamente
50% (Fig. 7e, 18D).

Para verificar estos resultados in vivo, los autores de la presente invencion inyectaron células SMA-560 positivas
para GFP y MFL3 o el anticuerpo de isotipo apropiado en el cuerpo estriado izquierdo de Vm/Dk. El tratamiento de
los ratones con MFL3 redujo de manera significativa la migracion de las células tumorales en el hemisferio
contralateral (Fig. 7f, 18E). Los autores de la presente invencion concluyen, a partir de estos datos, que el sistema
CD95/CD95L es un importante mediador de la invasion de glioma maligno en el cerebro circundante in vivo.
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<220>
<223> Cebador (directo CD95)
<400> 2

actgtgaccc ttgcaccaaa t

<210> 3

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (inv. CD95)
<400> 3

gccaccccaa gttagatctg g

<210>4
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador (sonda CD95)
<400> 4

aatcatcaag gaatgcacac tcaccagca

<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (directo CD95L)
<400> 5

aaagtggccc atttaacagg ¢

<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador (inv. CD95)
<400> 6

aaagcaggac aattccatag gtg

<210>7

<211>25

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador (sonda CD95L)
<400> 7

tccaactcaa ggtccatgec tctgg

<210>8
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial
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<220>
<223> Cebador (directo MMP-9)

<400> 8
gatccaaaac tactcggaag acttg

<210>9

<211>15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (inv. MMPs-9)
<400>9

gaaggcgcgg gcaaa

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (sonda MMP-9)
<400> 10

cgcgggeggt gattgacgac

<210>11

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (directo MMP-2)
<400> 11

ggacacacta aagaagatgc agaagt

<210> 12

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (inv. MMP-2)
<400> 12

cgcatggtct cgatggtatt ¢

<210> 13

<211> 26

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> Cebador (sonda MMP-2)
<400> 13

agtgccccag caaggtgatc ttgacc

<210> 14
<211> 23
<212> ADN
<213> Attificial
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<220>
<223> Cebador (directo b-actina)

<400> 14
acccacactg tgcccatcta cga

<210>15

<211>25

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador (inv. b-actina)

<400> 15
cagcggaacc gctcattgcc aatgg

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (sonda b-actina)
<400> 16

atgcectece ccatgecate ctgegt

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (directo Yes)
<400> 17

tatggctgcec agattgcetg

<210> 18

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador (inv. Yes)
<400> 18

ttcaggagct gtccatttga

<210>19

<211>20

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<2231> Cebador (directo Fyn)
<400> 19

tgaacagctc ggaaggagat

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial
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<220>
<223> Cebador (inv. Fyn)
<400> 20

ggtttcactc tccgcgataa 20

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> Cebador (directo GADPH)
<400> 21

ggtcggagtc aacggatttg gtcg 24

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Cebador (inv. GADPH)
<400> 22

cctcegacgc ctgcttcacc ac 22
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REIVINDICACIONES

1. Un medicamento para su uso en el tratamiento de un individuo con glioma de alto grado, que comprende un
agente que neutraliza la actividad del receptor CD95 mediante evitando la unién de CD95 a CD95L o alterando el
complejo de receptor CD95/CD95L, en donde el agente se selecciona entre

(a) un anticuerpo anti-CD95L inhibidor o un fragmento funcional del mismo,

(b) una molécula de receptor CD95 soluble o una porcién de unién a CD95L de la misma,

(c) un inhibidor del ligando Fas seleccionado entre FLINT, DcR3 o fragmentos de los mismos,

(d) un anticuerpo que se une al receptor CD95 o un fragmento funcional del mismo, y

(e) una proteina de fusién que comprende un dominio extracelular del receptor CD95 y un dominio Fc

humano.

2. El medicamento para su uso en el tratamiento de un individuo con glioma de alto grado de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el compuesto es un anticuerpo que se une al receptor CD95.

3. El medicamento para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el compuesto es un anticuerpo que
se une al receptor CD95L.

4. El medicamento para su uso en el tratamiento de un individuo con glioma de alto grado de la reivindicacién 1, en
donde el agente es un compuesto que se une a CD95L.

5. El medicamento para su uso en el tratamiento de un individuo con glioma de alto grado de la reivindicacién 1, en
donde el compuesto es un anticuerpo que se une a CD95L.

6. El medicamento para su uso en el tratamiento de un individuo con glioma de alto grado de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el glioma de alto grado es un glioma de Grado IV de la OMS.
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Figura 1
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Figura 1 (confinuacién)
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Figui'a 1 (continuacion)
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Figura 3
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Figura 3 (continuacion)
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Figura 3 (continuacion)
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Figura 3 (continuacién)
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Figura 4
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Figura 5
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~ Figura 6
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Figura 6 (continuacion)
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Figura 6 (continuacion)
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Figura 7
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 9 (continuacion)
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Figura 9 (continuacion)
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Figura 10
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Figura 10 (cohtinuaci()n)
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Figura 10 (continuacion)
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Figura 11
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Figura 11 (continuacion)
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Figura 11 (continhaciéh)
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Figura 12
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.Figura 12 (continuacioén)

Co aApo-1 Co aApo-1 Co gApo-1

== .NCHB9
ez NCH125
mmm NCH270

o o -] < (] o
—

12

(seapeja1 sapepiun)
0 6-dWIN @Pp WNYY 2p uolisaidxa

Co nApo-1 Co aApo-1 Co aApo-1

o~ o « o - o~ Q
-

(seAnejal sapepiun)
) Z-dWW @p WNHY ap uoisaidxa

-
3
o
‘Q
O
Y
3 <
1 O
a
Bl O
Y
PR 718
O—d 3
IIX 3
[asla]
ZZZ o
]| °
Q@ O 9 O O o @ o o
Mm 338888¢% 2

sepeiBiw senjo ap oclawnu

e CD95L-T4 10ng/ml
C— CD95L-T4 20ng/mi

N Co

NCH125

62

== shMMPs

— Lipo

ES 2523992 T3

O ®©® © T N O

-~ O o o o o

1,2

(seaAnejaa sapepiun)
diNlIN @p WNNYY 9p uolsaldxad

*%

2000 -

1500

1000 |
500

sepesbiw se|n|9o ap osswnu

MMP-9

MMP-2

shMMP

Lipo



ES 2523992 T3

Nd [T e s A a——
(wbu) 001 Sz 0S SZE0Z 0L § §2 + 03
vL1-1S6Q90

(weu)Or 62 0L § €2 t 00 (wBLoZ 04 S SZOD OF 02 OL § §Z | 00
v1-16600 , v115600 - vL8600
0LZHON 88HON SCIHON

9861
g

WH3d | — — e

P A . .. 4 ' 3 L O e s
S P B ro ER L A I, : i e LT

(unw)

00 06 Ob OF 02 S. O § 05
¥1-15600 ‘

Figura 13

63



ES 2523992 T3

Figura 13 (continuacion)
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Figura 13 (continuacién)
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Figura 13 (continuacion)
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Figura 14
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Figura 14 (continuacion)
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Figura 14 (continuacion)
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Figura 15
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Figura 15 (continuacién)

{seaneja1 sapepiun)

-+ . (ubrg)yl-156a0

E 55 [@ww === == ==] qqvd:am
o =N
2 o g
W m w s GEED CRED G . epesad euape)
M.. .m 94, 9p SUNYY SUNHY 495
g =2 59A op dINYVY g 1-0dyD d| 9861
105 3D diNYY
+ . + - + - (wyBrg)$1-756Q0
G600 ‘gM
g-dseD :gm
oLr 8INT
PO _ + - (u/brg) yi-1560D
5600 ‘AM
aavd ‘gm

71



ES 2523992 T3

Figura 15 (continuacién)
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Figura 17
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Figura 17 (continuacion)
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Figura 18
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Figura 18 (continuacion) |
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Figura 18 (continuacion)

Control de

isotipp . MFL3

200

8

o

77



ES 2523992 T3

Figura 19
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Figura 19 (continuacién)
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Figura 19 (continuacion)
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Figura 20
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Figura 20 (continuacion)

(lw/Bu) 166Q0

IS 05 SZ 0b § 6T 9D

04ZHON

(lu/Bu) 16600

1S 05 G2 oﬁ S §7 0D

v

66THON

1e|N|22 3)Janw ap %,

1e|n|as apianw ap %,

(w/Bu) 16600

6 05 S 00 S S§2 ©)

9SLHON
(lw/Bu) 15602

1805 ST 0L 6 6T 0D

= b 08
| wr = |

{ vz -1

204

68HON

1e|n|2o a)Januw ap %,

 1e|nj32 auSnW 3p Y,

S6A0

661HON

Ew ...G—.

0/LZHON

P ot

[ T

9GLHON

KT ot

St 5

68HON

- odyD gExes
[ONUOY TTED
opiua) oN HIEEN

82



ES 2523992 T3

Figura 20 (continuacion)
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Figura 21 (continuacion)
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Figura 21 (continuacion)
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Figura 22
Tabla 1. Resumen de datos clinicos de pacientes con tumores Tiempo de
Edad durante . Supervivencia
. la cirugia
Nam. Sexo (afios) Diagnosis _(semanas)

NCH37 varén 52 Gliosarcoma OMS IV 40
NCH82 varén 56 GBM. 16
NCH89 hembra 41 GBM 29
NCH125 varén 43 GBM 57
NCH149 varén 54 ~GBM . - 71
NCH156 varén 54 GBM 69
NCH160 varén 58 GBM 54
NCH199 varén 38 GBM secundario 28
NCH270 varén - 72 _ GBM ' 32
NCH277 hembra 78 ’ GBM _ 173
NCH316 hembra 72 7 GBM 94
NCH323 varén 25 Astrocitoma OMS Il vivo
NCH325 varén 31 GBM vivo

NCH342 varén 44 ' GBM S 80
NCH351 varén 37 GBM 60
NCH354 hembra 38 GBM 96
NCH356 varén 67 - GBM 86
NCH357 varén 29. GBM ) 64
NCH378 hembra 71 GBM 40
NCH408 varén 35 Oligodendroglioma oms Iil vivo
NCH417 varén 69 GBM ' -
NCH419 hembra 61 OMS llI-IvV vivo

" Deteccién . . Tiempo post- Edad durante Tiempo supervivencia
Nam. del tumor _ Diagnosis irradiacion (s) la cirugia (afios) Post-recaida (s)
19 original GBM

408 ~ recurrente 20 51 38
115 original GBM

655 recurrente 20 56 56
253 original GBM . i
90717 . recurrente . 2 56 -9
724 original , GBM

202 recurrente 4 56 25
554 original - GBM ) ' '
910 recurrente ' 15 59 71

251 original GBM : ' :

30 recurrente : 29 66 58

746. original GBM .

388 recurrente 32 54. 69

809 original GBM :
715 recurrente 35 : 64 : 53

259 original - GBM ‘

860 recurrente i 17 : 60 . 64
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