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RESUMEN

Los gliomas son el tumor primario cerebral mas comun. Se subdividen en 4
grupos segun su malignidad. Dentro de estos, el GBM es el mas frecuente, el
mds maligno y se destaca por su agresividad y resistencia al tratamiento. La
mediana de supervivencia es de 14 meses del diagndstico y menos de un 5%
sobrevive 5 afos. La mediana de supervivencia es de 14 meses del
diagndstico y menos de un 5% sobrevive 5 anos. El avance en las técnicas de
investigacion sobre el genoma, transcriptoma y proteoma del GBM, ofrecen
la oportunidad de comprender el proceso de la glioma-génesis como
condicion necesaria para disefiar estrategias terapéuticas racionales. En este
proceso onco-genético estan implicados un conjunto de anomalias genéticas
relacionadas con la diferenciacion, el control de la proliferacion, del
crecimiento, de la muerte y del ciclo celular.

La incorporacion de métodos complementarios de diagndstico, el
refinamiento de la técnica quirdrgica, el cuidado postoperatorio, han
conseguido acortar el tiempo entre el primer sintoma y el diagndstico y
disminuir la morbi-mortalidad peri-operatoria mejorando la calidad de vida
de los enfermos. Sin embargo, el prondstico de los pacientes no ha variado.
El GBM es resistente al tratamiento en virtud de sus caracteristicas bioldgicas
qgue pueden ser comprendidas desde el punto de vista tisular, celular y
molecular. Sin embargo, el mecanismo molecular exacto del GBM permanece
aun desconocido. Los ARN no codificantes de cadena larga (LncRNAs, del
inglés long non coding RNA) han surgido recientemente como reguladores en
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Distintos estudios, indican que la
expresion aberrante de algunos LncRNAs puede jugar un papel en la
patogénesis del GBM y que podrian estar asociados con su prondéstico.

En este trabajo, caracterizamos la expresion de un patron de LncRNAs,
previamente descrito como supresor tumoral en cancer colorectal. Se ha
analizado su expresion en muestras de glioma de bajo y alto grado
observando que su expresion era elevada en muestras de glioma de bajo
grado y se reducia en los de alto grado, siendo los menores en la cohorte de
GBM. Ademas, se estratificaron los GBMs en base a la expresion de los
LncRNAs en altos y bajos, presentando estos Ultimos menor supervivencia de
los pacientes, aunque no se encontré correlacion estadisticamente
significativa. A nivel fisiolégico, los LncRNAs correlacionaron con la
localizacion frontal, temporal y en zona elocuente, mientras que a nivel
molecular se identificd una correlacion inversa con los genes SOX1, SOX2 y
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SOX9, genes cuyos niveles elevados se han correlacionado anteriormente con
menor supervivencia y peor prondstico. Ademds, mediante ensayos
funcionales hemos revelado el importante papel que desarrollan estos
LncRNAs en relevantes procesos fisiopatoldgicos como la proliferacion celular
y la auto-renovacion lo que confirma este patrén de LncRNAs como posibles
dianas terapéuticas en este tipo de cancer.

Nuestro trabajo ha demostrado que algunos LncRNAs se expresan
diferencialmente en el GBM, cuando se compara con el tejido cerebral
normal y con tejido de glioma de bajo grado, y que, la reduccién de su
expresion se asocia a la progresion y malignizacién de los gliomas. En general,
estos resultados subrayan el impacto que estos LncRNAs podrian tener como
marcador diagndstico en el GBM.
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GENERALIDADES DE LOS GLIOMAS

EPIDEMIOLOGIA

Los gliomas se pueden dividir en astrocitomas, oligodendrogliomas,
ependimomas y tumores de los plexos coroideos. Dentro de estos, los
astrocitomas son los mas comunes, siendo el GBM el tumor cerebral primario
mas frecuente, representando mas del 50% de la totalidad de los gliomas
(Ostrom 2013). La incidencia anual de los gliomas es de aproximadamente
5.7 por 100.000 habitantes y la del GBM se estima en 3-4 casos cada 100.000
habitantes por ano (Ostrom 2013). La mediana de supervivencia de los GBM,
desde el momento del diagndstico, es de 12-15 meses, 10-30% de los
pacientes estan vivos a los dos afios del diagndstico y 5- 17% a los tres afios
(Stupp y cols. 2005). El GBM representa el 1% del total de casos de cancer y
el 6% de la mortalidad general por cancer (Louis y cols. 2007). El GBM afecta
principalmente a adultos mayores de 65 afios (Ohgaki y cols. 2004). La
probabilidad de padecer un GBM aumenta con la edad y, por lo tanto, es
razonable esperar un aumento de la incidencia en poblaciones en proceso de
envejecimiento (Ohgaki y cols. 2004).

ETIOLOGIA Y CLASIFICACION

Aunque se conoce que los gliomas aparecen como consecuencia de
alteraciones genéticas que afectan a los mecanismos reguladores del ciclo
celular, sin embargo, se desconoce con exactitud si algin carcinégeno esta
implicado en el origen de estas alteraciones. Se han estudiado, un nimero
considerable de agentes sospechosos, en la mayoria de los casos la causa que
inicia el proceso de la génesis permanece desconocida (Sampron y cols.
2017).

Se ha descrito previamente, la asociacion de los gliomas con enfermedades
hereditarias (Bondy y cols. 1994), la exposicidon a radiaciones ionizantes en
dosis terapéuticas (Garbizu y cols. 2008), el uso de teléfonos moviles y otras
fuentes de radiofrecuencia (Kan y cols. 2008), y la exposicidn a sustancias en
el dmbito laboral (DeAngelis 2001). También, se han encontrado diferencias
en la incidencia y en el perfil genético del GBM en relacidn con variables
étnicas y geograficas (Wrensch y cols. 2002, Mochizuki y cols. 1999). La
incidencia de gliomas es mas frecuente en hombres hasta la edad de la
menopausia, momento en que la incidencia en ambos sexos se vuelve similar
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(McKinley y cols. 2000). Otras posibles asociaciones causales estudiadas son:
infecciones (Geissler y Staneczek 1988, Ryan y cols. 1993, Cuomo y cols.
2001), traumatismos craneales (Wrensch y cols. 2000), la epilepsia, las
prétesis mamarias, las nitrosaminas, el calcio, el alcohol, los oxidantes de la
dieta, los embutidos, la utilizacién de tinturas y otros cosméticos en el
cabello, el tabaco, la exposicién a pesticidas, la contaminacién relacionada
con el trafico o con el lugar de trabajo (Wrensch y cols. 2000). Aunque
algunos de estos agentes fueron capaces de inducir tumores cerebrales en
animales de experimentacion, estudios en humanos no han podido
demostrar una asociacién causal.

La clasificacion internacional de referencia para los tumores del sistema
nervioso central es la descrita por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la cual estd basada en criterios histopatoldgicos y moleculares. De acuerdo
con la quinta edicidn, los gliomas se clasifican como un tumor neuroepitelial
de tipo astrocitario (OMS 2016).

Desde el punto de vista clinico, el GBM se puede clasificar en primario (90%
de los casos) y secundario (Ohgaki y cols. 2004). los primarios se originan de
novo sin que exista una lesién precedente conocida, mientras que los
secundarios se originan en el seno de un glioma difuso de bajo grado. Se ha
demostrado una correlacién entre clasificacion clinica de los GBM en
secundarios y primarios con determinadas alteraciones genéticas (Ohgaki y
cols. 2004).

La clasificacion funcional basada en la localizacién de los tumores en zonas
elocuentes o no elocuentes, es Util para tomar decisiones terapéuticas,
mostrando un valor prondstico y prediciendo el riesgo de déficits
neuroldgicos adicionales tras la exéresis quirdrgica (Sawaya y cols. 1998).

DIAGNOSTICO

La Resonancia Magnética (RM) es el principal estudio de imagen para la
planificacion del abordaje quirurgico, del tratamiento radioterapico y para la
cuantificacion de la extirpacion quirdrgica que es la base del seguimiento
(Lacroix y cols. 2001). Los estudios de perfusion por RM (pRM) muestran el
volumen de sangre y la vascularizaciéon de una zona dentro de una lesién
(Keles 1999). EI GBM es una lesion altamente vascularizada debido a su
potencial angiogénico por lo que la pRM puede tener utilidad en Ia
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caracterizaciéon inicial de los gliomas, asi, como en la valoracién de la
respuesta al tratamiento y para el seguimiento en la distincion entre
radionecrosis y recidiva (Keles 2004). Otros estudios de ayuda en el
diagndstico y seguimiento mediante RM son los estudios funcionales, la
tractografia (Keles y Berger 2004) y la espectroscopia (Hou y cols. 2006).

El diagndstico definitivo es anatomo-patolégico, donde se puede ver un
aumento de la celularidad con atipia nuclear, pleomorfismo celular, actividad
mitdtica, trombosis vasculares, hiperplasia endotelial y necrosis (OMS 2016).
La necrosis es un rasgo importante y principal del GBM, dato diferencial
frente al astrocitoma anaplasico de grado Il de la OMS (Louis 2007).

TRATAMIENTO

El protocolo actual usado en primera linea es el protocolo Stupp (Stupp vy
cols. 2005), que incluye la extirpaciéon quirdrgica mas extensa que sea posible
sin ocasionar déficits neurolégicos seguida de radioterapia convencional con
TMZ concomitante y adyuvante.

Aunque el tratamiento Optimo de los pacientes con GBM incluye Ia
extirpacion maxima que sea posible, en ocasiones la cirugia esta
contraindicada (debido a mala situacién clinica o a comorbilidades) o se cree
que el riesgo de afadir déficits neuroldgicos es alto, (tumores profundos y
pequenos, multicéntrico, difusos, en areas elocuentes) y se indica la biopsia
estereotactica o la abstencidon terapéutica (Keles y Berger 2004). Otras
opciones quirurgicas comprenden, la biopsia estereotactica con y sin marco,
la biopsia abierta, la extirpacién subtotal y la extirpacion macroscdépica
completa. Aunque el GBM es, a la vez, una enfermedad localizada y
diseminada a través del encéfalo, la cirugia con extirpacién completa del
tumor cumple un rol central en su tratamiento (Grossman y Batara 2004).

En la actualidad, se debe asumir que todo tratamiento en pacientes con GBM
tiene un cardcter paliativo, ya que la prolongacién de la supervivencia y
mejora de la calidad de vida, son, en general modestos (Vaquero y Coca
2004). De forma sencilla, una estimacién de la calidad de vida antes, durante
y tras el tratamiento de los pacientes puede obtenerse en base a la escala de
Karnofsky y similares, sin embargo, una valoracién mas precisa requiere la
utilizacion de encuestas periddicas a los pacientes en las que se interroga
sobre aspectos fisicos, psicoldgicos y sociales (Bampoe y cols. 2000).
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RECIDIVA O PROGRESION DE LA ENFERMEDAD Y SU TRATAMIENTO

Aunque se han descrito casos de pacientes con GBM con supervivencias de
10 afios sin progresidon tumoral, se asume que todos los GBM finalmente
recidivan (Hou y cols. 2006). La enfermedad suele mostrar una progresion
clinica a los 4-8 meses del diagndstico (Stupp y cols. 2005). No existe acuerdo
sobre cudl es la forma mds adecuada de tratamiento tras la recidiva, en
consecuencia, se propone el andlisis individualizado de los casos. Se deben
tener en cuenta la edad (en tanto que es el factor prondstico de mayor
relevancia), la situacidon funcional del paciente (medida con el IK), los
recursos disponibles, el tratamiento recibido previamente, la localizacién del
tumor, el impacto del tratamiento sobre la calidad de vida y las preferencias
del paciente y su familia. Las opciones de tratamiento en la recidiva incluyen
la re-intervencion con un mayor riesgo de déficit neuroldgicos
postoperatorios afiadidos que la primera cirugia (Terasaki y cols. 2007) y la
guimioterapia, que es la opcidon que se utiliza con mayor frecuencia en
pacientes con recidiva de GBM y en la cual se suele administrar un farmaco
diferente para intentar eludir los mecanismos de resistencia, siendo el
tratamiento principal el bevacizumab un anticuerpo monoclonal contra el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y por tanto, un agente
antiangiogénico (Agha y cols 2010). La re-irradiacion puede ser una opcidn
para algunos pacientes, especialmente cuando la recidiva es de pequeno
volumen (Nieder y cols. 2008).

FACTORES PRONOSTICOS EN EL GLIOBASTOMA MULTIFORME

Los factores prondsticos de mayor relevancia son la edad y la situacion
funcional (Sampréon 2017). También se ha sugerido que algunas
caracteristicas radiolégicas pueden tener valor prondstico independiente en
pacientes con GBM (Lacroix y cols. 2001).

El tipo de tratamiento que recibe el paciente es otro determinante de la
evolucion final. La extirpacion quirdrgica macroscopica completa del tumor,
la radioterapia focal y la quimioterapia han demostrado prolongar la
supervivencia de los pacientes con GBM (Walker y cols. 1978 y 1980, Stupp vy
cols. 2005).

La presencia, ausencia o modificaciéon de determinadas proteinas, genes,
cromosomas y otras moléculas en las células neoplasicas pueden indicar un
comportamiento clinico diferente (Simmons 2001, Wrensch y cols. 2002).
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BASES BIOLOGICAS Y CARACTERIZACION MOLECULAR DEL
GBM

El cancer es una enfermedad del genoma y especialmente de los genes que
integran el sistema del control de la proliferacién celular y que coordinan la
comunicacién con el medio extracelular (TCGA 2008).

El cdncer puede estar causado, en primer lugar, por mutaciones espontaneas
qgue ocurren al azar a lo largo de la vida del ser humano debido a que los
mecanismos de replicacion y reparacion del ADN son imperfectos (Alberts y
cols. 2002). Algunas alteraciones genéticas acontecidas durante los estadios
iniciales de la carcinogénesis podrian, a su vez, aumentar la probabilidad de
sucesivos cambios en el genoma. Por otro lado, estos cambios genéticos,
pueden estar causados o acelerados por diversos factores quimicos, fisicos o
bioldgicos. Estos cambios pueden ir desde una discreta mutacion puntual
hasta la adicién o la pérdida de varios cromosomas completos. Los genes
alterados en el cancer pertenecen a dos categorias: los oncogenes,
inductores de mutaciones expresados de forma dominante, los genes
supresores de tumores (GST) expresados de forma recesiva (Hanahan y
Weinberg 2000). Sin embargo, no todos los cambios se transmiten en virtud
de trastornos en la secuencia del ADN. Otros, sin embargo, inducen la
adquisicion de nuevos rasgos a través de cambios epigenéticos, que no
implican cambios en la secuencia del ADN (Esteller y cols. 2000, Alberts y
cols. 2002). La alteracidon epigenética que lleva a una disfuncion en los
mecanismos de reparacion del ADN frente al dafio inducido por agentes
alquilantes (como el silenciamiento epigenético mediante metilacién de
MGMT) ha demostrado tener importancia en la fisiopatologia del GBM
(Esteller y cols. 2000, Hegi y cols).

Las vias y la secuencia con que la célula, durante el proceso de
transformacion, adquiere estos rasgos varian entre diferentes tipos
tumorales y dentro de un mismo tipo tumoral. Es decir, células indistinguibles
desde el punto de vista morfoldgico, pueden poseer cambios genéticos
diferentes, situacion muy frecuente en el GBM. Por ejemplo, los gliomas
difusos de grado Il (de bajo indice de proliferacién, pero infiltrantes) se
caracterizan desde el punto de vista molecular por la pérdida de funcién de
p53 y el aumento de la actividad de PDGFR (Rao y James 2004). A medida que
se transforman en gliomas de alto grado (aproximadamente el 70% lo hace
entre los 5-10 afios del diagndstico), adquieren otros trastornos moleculares
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en pRB, CDK 4-6 junto con pérdidas de regiones cromosémicas (19q, 11p).
Cuando finalmente adquieren el fenotipo de grado IV o GBM, suelen haber
perdido el brazo largo del cromosoma 10 y la funcién de PTEN (Ohgaki y cols.
2004). Los GBM primarios, por el contrario, muestran un incremento de la
actividad de EGFR, de la Ciclina D1y 3, de HDM2 (funcionalmente andlogo a
la pérdida de p53), pérdidas de parte o todo el cromosoma 10y pérdida de la
funcion de PTEN (Rao y James 2004).

Hace 10 afios el atlas genoma del cancer (TCGA) se propuso construir el mapa
de todas las alteraciones genéticas presentes en cada tipo de cancer (TCGA
2008). El primer cdncer seleccionado en este proyecto fue el GBM. Se
llevaron a cabo andlisis moleculares y genéticos que han permitido identificar
las mutaciones y alteraciones genéticas mas frecuente en el GBM vy realizar
una clasificacion molecular de este tumor. Entre éste y otros diferentes
estudios moleculares realizados en fechas similares se puso de manifiesto el
destacado grado de heterogeneidad inter-tumoral presente en el GBM (TCGA
2008, Brennan et al. 2013).

En base a los resultados del TCGA se determind que las alteraciones mas
frecuentes en GBM afectaban principalmente a 3 vias de sefializacion celular:
la via de senalizacidn de los receptores celulares de tipo tirosina quinasa (TK),
la via de p53 y la de Retinoblastoma (Rb) (Brennan y cols 2013). De acuerdo
al TCGA, los GBM se han clasificado en 4 subtipos moleculares teniendo en
cuenta las alteraciones genéticas y epigenéticas, la respuesta a los
tratamientos y el prondstico (Verhaak y cols 2010). Segun esta clasificacion,
se han descrito los siguientes cuatro subtipos de GBM: proneural, neural,
clasico y mesenquimal (Figural). Las alteraciones mas frecuentes de cada
subtipo son: proneural, sobre-expresion de PDGFR y mutaciones de IDH1 y
TP53; neural: expresion aumentada de NEFL y GABRA1; clasico: sobre-
expresion de EGFR; y mesenquimal, inactivacion de NF1 y PTEN (Verhaak y
cols 2010, Morokoff y cols 2015). La relevancia de estos subgrupos viene
dada por la supervivencia y la distinta respuesta a los tratamientos
convencionales actuales, siendo los subtipos clasico y mesenquimal en los
que la efectividad de las terapias es mayor (Verhaak y cols 2010b).
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Amplificacién EGFR
Perdida PTEN
Perdida de CDKN2A
Sobre-expresién NES

Activacion de las vias Notch y
SHH

Mutacién NF1, TP53, PTEN
Sobre-expresién MET, CH3L1, CD44
Activacion cias TNF y NFk8

Primario (de novo)

Subtipos de GBM
Ampliacién EGFR
Genetica préxima a cerebro sano

Expresién de marcadores neuiales
(GABRA1, NEFL, SYT1)

Secundario

Ampliacién de PDGRA
Mutacién IDH1y PI3K
Mutacién TP53, CDKN2 y PTEN

Expresién de marcadores
proneurales y oligodendrocitos

Activacion de las vias de HIF, PI3Ky
PDGFRA

Figura 1. Clasificacion del GBM en funcidn de sus alteraciones mas destacables. Adaptado de Van
Meir y cols2010.

Mas recientemente se han identificado otras mutaciones fundamentales para
entender la biologia del GBM. El IDH se encuentra mutado en
aproximadamente el 80% de astrocitomas difusos y anaplasicos, asi como
GBM secundarios. En estos ultimos, varios equipos basados en la mutacién
del IDH vy el estado del ATRX, combinado con otros biomarcadores clasicos,
refinaron la clasificacion molecular de los gliomas en adultos,
proporcionando una herramienta diagndstica y prondstica (Cai 2016). Estos
estudios apoyaron el desarrollo de una nueva clasificacion molecular basada
en la alteracion del IDH1 y la pérdida del ATRX, ya que las caracteristicas
clinicas y el prondstico de los pacientes con astrocitomas de alto y bajo
grado, no se reflejan con precision en las clasificaciones histoldgicas (Cai
2016). En base a lo anterior y a la informacion obtenida gracias a los analisis
moleculares y genéticos realizados en el ultimo periodo, se ha actualizado la
clasificacion de la OMS para mejorar y hacer mas precisa el diagndstico de los
GBM. Esta nueva clasificacion (Tabla 1) tiene en cuenta tanto las
caracteristicas moleculares como las histoldgicas, por lo que integra los
parametros genotipicos y fenotipicos y clasifica los GBM dentro de los
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tumores astrociticos y oligodendrociticos en base a la mutacién de IDH, en
IDH wild type, IDH mutante y un tercer grupo como GBM NQOS, en los que el
diagnodstico es reservado por la imposibilidad de evaluar completamente IDH
(Louis y cols 2016).

CARACTERISTICAS GBM IDH-wild type GBM IDH-mutado

Lesién precursora GBM primario, de nove GBM secundario, a partir de
astrocitoma difuso ¢
anaplésico
(Frecuenca s0% 10
Edad media al 62 afios 44 afos
diagnéstico
Ratio hombre:mujer 141 1.05:1
Mutaciones principales TERT promotor 72% TERT promotor 26%
TP53 27% TP53 81%
Amplificacién EGFR 35% ATRX 71%
PTEN 24%
Supervivencia media 15 meses 31 meses

Tabla 1. Tipos de GBM en base a la clasificacién actual de la OMS. Adaptado de Louis y cols 2016.

Estos estudios en su conjunto han identificado que el GBM es una
enfermedad originada en alteraciones del genoma que consisten en cambios
en la secuencia del ADN (mutaciones), aumento del nimero de copias de los
genes normales, aberraciones cromosdmicas y cambios epigenéticos.

VIAS DE SENALIZACION CON IMPLICACIONES TERAPEUTICAS EN EL GBM.

El conocimiento de las principales vias de sefializacion alteradas en el GBM
(EGFR, PDGFR, PTEN, p53, pl16, pl4, pRB) se ha seguido del desarrollo de
peqguenas moléculas y anticuerpos monoclonales disefiadas para modular o
suprimir las sefales de proliferacién, invasidn, angiogénesis y resistencia a la
apoptosis. Aunque todas las vias estudiadas pueden ser susceptibles de
modulacion farmacoldgica, las principales vias de senalizacidon o estructuras
moleculares que han suscitado mas interés terapéutico hasta el momento en
GBM son el VEGFR, los receptores de tipo tirosina quinasa, la proteina Ras y
mMTOR. La inhibicién de este ultimo supliria parte de la funcién de PTEN (Rao
y James 2004, Furnari y cols. 2007, Cloughesy y cols. 2008). Sin embargo, los
resultados preliminares parecen indicar que la interrupcién de una unica via
se muestra inefectiva y que es necesario el disefio de estrategias dirigidas a
modular varias vias simultdneamente. Por otro lado, dada la variabilidad
bioldgica del GBM, otros investigadores proponen el disefo individualizado
del tratamiento en base al estudio molecular del tumor (Cloughesy y cols.
2008).
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HETEROGENEIDAD CELULAR DEL GBM

No existe un consenso en cuanto al tipo celular que da origen al GBM. Se ha
sugerido que los cambios acontecidos durante la gliomagénesis pueden
ocurrir en astrocitos y oligodendrocitos maduros, causando la
desdiferenciacion de estas células y convirtiéndolas en el origen de los
tumores. Esta hipdtesis, esta fundamentada en ciertas semejanzas
morfoldgicas con la célula neopldsica y tal vez en cierta légica de que cada
tipo glial debe dar origen a algun tipo de tumor (Quinones-Hinojosa y cols.
2006). El cerebro humano adulto contiene una poblacién de células madres
en el darea subventricular, en la sustancia blanca subcortical y en el
hipocampo (Nunes y cols. 2003, Quinones-Hinojosa y cols. 2006 y 2007). Las
células madres neurales tienen la capacidad de migrar, multiplicarse
indefinidamente y diferenciarse en células progenitoras neuronales y gliales
(Sanai y Berger 2008). Estas células progenitoras comparten algunas de sus
caracteristicas con la célula neoplasica (Zhang y Fine 2006).

No todas las células neoplasicas presentes en el tumor son capaces de
proliferar. Dentro de la elevada heterogeneidad celular, se ha hallado una
subpoblacion de células tumorales con caracteristicas de célula madre, las
denominadas células madre tumorales (CMT) que son capaces de generar un
tumor con las caracteristicas de la neoplasia original cuando son
trasplantados en un ratéon inmunodeprimido (Singh y cols. 2003 y 2004, Yuan
y cols. 2004, Liu y cols. 2013, Sanai y Berger 2008). Este concepto distingue
una jerarquia celular en la que las CMT constituyen el origen del tumor y son
una gran fuente de heterogeneidad debido a que tienen capacidad de auto-
renovacion indefinida y elevada plasticidad, pudiendo producir células con
diferentes grados de diferenciacion y también experimentar procesos de
transdiferenciacién dando lugar a células altamente invasivas con fenotipo
mesenquimal (Liu y cols 2014, Ricci-Vitiani 2008) o incluso células del
estroma como pericitos o células endoteliales necesarias para su
mantenimiento (Cheng y cols 2013). Debido a esto, las CMT constituyen
dianas criticas en el tratamiento del cancer, pues se ha postulado que son las
responsables de la iniciacion, el mantenimiento y la progresion tumoral
(Cheng vy cols 2013).

Como se describié previamente, ademas de células cancerosas, los tumores
contienen otros tipos celulares como células del sistema inmune, células
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endoteliales de los vasos sanguineos circundantes y células del estroma como
fibroblastos o pericitos, las cuales conforman el denominado microambiente
tumoral, un ecosistema complejo en el que las células tumorales y las células
no tumorales se comunican e influencian entre si (Junttila y de Sauvage
2013). Se conoce que el efecto de este microambiente es muy importante
para la progresion del tumor.

Es por esto que, diferentes mecanismos contribuyen a la heterogeneidad
intra-tumoral, incluyendo mutaciones genéticas, el microambiente y la
existencia de subpoblaciones de células tumorales multipotenciales con
capacidad de auto-renovaciéon (CMT).

REGULADORES DE LA HETEROGENEIDAD CELULAR

Factores de transcripcion SOX

Los genes SOX, también conocidos como SRY-box son unos factores de
transcripcion cuya funcion es esencial en el mantenimiento de la auto-
renovacion de las células madre embrionarias. En el desarrollo embrionario
los factores SOX desempeiian un papel importante durante la gastrulacion
temprana, en la determinacién del sexo, la hematopoyesis o la neuro-
génesis. Durante estos procesos su funcidon es necesaria para el
mantenimiento de la poblacion de células madre y para determinar el
compromiso de determinadas poblaciones celulares en el desarrollo de
tejidos diferenciados, destacando el papel prominente que desarrollan en el
SNC.

Se cree que genes implicados en la progresion tumoral podrian coincidir con
genes reguladores del desarrollo embrionario, por su actividad en las células
madre y los nexos de éstas con el cancer. En este sentido, los factores de
transcripcion SOX son claros candidatos que estan siendo implicados en
distintos tipos de cancer (Castillo y Sdnchez-Céspedes 2012). Recientemente
se ha asociado a los genes de la familia SOX con el mantenimiento del estado
indiferenciado de la CMT en diversos tejidos, incluido el cerebro. Varios
grupos han detectado el incremento de los niveles de SOX 1, 2 y 9 en las
biopsias de pacientes con GBM, lo cual se ha asociado a un peor prondstico
(Garros-Regulez 2016, Garcia 2017).

Transductor de seiiales y activador de la transcripcion (STAT)

Esta via de sefalizacion es importante en el desarrollo, donde participa en el
mantenimiento en la hematopoyesis y neurogénesis (Stine y Matunis, 2013).
STAT3 ademas estda implicado en la regulacion del ciclo celular, la
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supervivencia celular, asi como en la auto-renovacién (Raz y cols. 1999).
STAT3 ademas tiene un papel fundamental en la induccidon y mantenimiento
del microambiente inflamatorio, el cual ha sido relacionado con la iniciacion y
progresion tumoral (Catlett-Falcone y cols. 1999). Asimismo, se ha descrito
gue STAT3 regula positivamente la expresidon de genes pro-angiogénicos y de
supervivencia celular, los cuales promueven el crecimiento tumoral (Wang y
cols 2009). Reforzando estos datos clinicos, se ha descrito que STAT3 esta
sobre-activado en GBM (Rahaman y cols 2002).

Gen de la leucemia promielocitica (PML)

En distintas lineas celulares tumorales y fibroblastos se ha descrito que los
niveles de STAT3 activado correlacionan con la expresion de PML (Hubackova
y cols. 2012), un regulador de la expresidon génica que se localiza en los
cuerpos nucleares y que ha sido vinculado con el mantenimiento de las
células madre hematopoyéticas y las células iniciadoras de la leucemia
mieloide crénica (Ito y cols. 2008).
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REGULACION EPIGENETICA DEL GBM

Las modificaciones epigenéticas, incluyendo la metilacion del ADN vy la
acetilacion de histonas, afectan a muchos aspectos de la biologia
cromosoémica, incluyendo la regulacion de un gran nimero de genes (Kiefer
2007). Muchos genes supresores de tumor con frecuencia son silenciados por
mecanismos epigenéticos, contribuyendo a la oncogénesis. (Yu 2008).

LONG NON CODING RNA

El genoma humano estd descrito como numerosos locus de transcripcion que
estan separados por tramos largos de espacio inter-genético, la mayoria son
transcritos como complejas redes entrelazadas de transcripciones sentido y
antisentido solapadas que a veces incluyen genes que codifican proteinas
(Kapranov 2007). Las secuencias gendmicas entre estos locus trancripcionales
a menudo son compartidos con un numero de diferentes transcriptores tanto
codificadores como no codificadores (Birney 2007). Los long non coding RNAs
(LncRNAs) son cadenas transcriptoras de ARN mayores de 200 nucledtidos
gue no codifican proteina. Este limite arbitrario los diferencia de los
microRNA reguladores (miRNAs), RNA cortos (siRNAs) y de otros RNA cortos
(Perkel 2013). Recientemente se ha encontrado que aproximadamente 1/5
parte de las trasncripciones a lo largo del genoma humano estan asociadas
con genes codificadores de proteinas (Kapranov 2007), lo que se traduce en
gue los LncRNAs representan al menos unas 4 veces mas que las secuencias
de ARN codificadoras de proteinas. También, se ha descrito que el cerebro y
el sistema nervioso central expresan mayor cantidad de LncRNAs que
cualquier otro tejido del cuerpo (Derrien 2012).

Organizacion gendmica y funciones de los LncRNAs

La evidencia sugiere que la mayoria de éstos son funcionales (Mercer 2009),
aunque solo una pequeiia parte ha demostrado ser bioldgicamente
relevante. A junio de 2014, se han anotado 197 LncRNAs funcionales en el
LncRNAdb (una base de datos de la literatura que describe LncRNAs) (Amaral
2010) y la mayoria (118) fueron descritos en el ser humano.

Los LncRNAs se han visto involucrados en la transcripciéon especifica de los
genes (Goodrich 2006), inactivacién del cromosoma X (XIST) (Wutz 2007) y la

regulacion de modificaciones de los teldémeros (Schoeftner 2008). También se
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han descrito LncRNAs que se transcriben a partir de secuencias de ADN no
codificante entre los genes codificantes de proteinas, llamados LncRNAs
inter-genéticos LincRNA (Hesman Saey 2011) involucrados en Ila
diferenciacion de células madre embionarias y en la regulacién de la
pluripotencialidad.

La capacidad de los LncRNAs para regular los genes codificantes de proteinas
puede contribuir a la enfermedad, ya que la alteraciéon en la funcidén un gen,
se traduce en la alteracién de una proteina con importancia clinica. Se ha
identificado que algunos LncRNAs se expresan de forma aberrante en algunas
enfermedades. La primera vez que se describio la alteracion de un LncRNA en
relacion con la enfermedad fue con la demencia de Alzheimer y el
envejecimiento, encontrando que la expresién LncRNA BC200 se encontraba
disminuida (Lukiw y cols 1992). Posteriormente, se relaciond la sobre-
expresion del LncRNA PRINS con la psoriasis (Sonkoly 2005), asi mismo, el
LncRNA MIAT (del inglés myocardial infarction associated transcript) y el
LncRNA ANRIL con el infarto de miocardio y la aterosclerosis (Ishii 2006,
Pasmant 2007), ademas que, mediante la metilacidon del ADN contribuian en
el desarrollo de la B-talasemia (Tufarelli 2003).

Papel de los LncRNAs en la oncogénesis.

Se cree que los LncRNAs influyen en la reprogramacion de células
diferenciadas en células madre pluripotenciales (Galasso 2014), que juegan
un papel critico para el mantenimiento del estado indiferenciado de las
células madre en multiples tejidos tanto durante el desarrollo embrionario,
asi como también se destaca su accidon en el sistema nervioso central (Yue
2015, Pal 2010). Por consiguiente, no es sorprendente que, en los ultimos
afos, varios grupos han asociado su actividad alterada con la oncogenesis.

El estudio del genoma ha mostrado que muchas regiones transcriptoras no
codificantes exhiben distintos perfiles en varios tipos de cancer humano
(Calin 2007). Sin embargo, su papel en la oncogénesis aun es relativamente
desconocido, ya que, se han descrito niveles de expresiéon de los LncRNAs
tanto elevados como disminuidos, en distintos tipos de cancer (Mercer 2009,
Yan Y 2017). Por ejemplo, la sobreexpresién de los LncRNAs HIS-1 y BIC se ha
relacionado con la oncogénesis en el linfoma de células B (Eis 2005, Li 1997).
En los tumores de prostata, la sobre-expresion del LncRNA PCGEM1, se
correlaciond con un aumento de la proliferacion y la formacién de colonias,
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lo que sugiere una participacion en la regulacién del crecimiento celular (Fu
2006). EI LncRNA MALAT1 (también conocido como NEAT2) fue
originalmente identificado como un LncRNA sobreexpresado en la metastasis
del cancer no microcitico de pulmén y su sobre-expresion se ha
correlacionado clinicamente como un marcador prondstico (Fu 2006). Por
otro lado, se ha demostrado que la transcripcidn y la expresion de elementos
no codificantes, estan disminuidos en la leucemia humana y que esto puede
contribuir a la oncogenesis, disminuyendo la apoptosis y, posteriormente, la
ampliacion del namero de células malignas (Calin 2007). Algunos de estos
LncRNAs diferencialmente expresados en cancer se encuentran en regiones
gendmicas cercanas a importantes reguladores del cancer, lo que sugiere que
su actividad puede desarrollarme mediante la modulacién de estos genes
clave en la oncogénesis.

También se ha observado que la expresion los LncRNAs afecta a Ia
heterogeneidad celular y se ha observado alterada su expresion en las CMTs
de diferentes tipos de cancer, entre ellos, el cerebro (Uyeno 1996, Han 2012,
Enciso-Mora 2013, Park 2014, Yan 2015, Yue 2016), colorrectal (Sanchez Y
2014), seno (LeBlanc 2015), pulmén (Barsyte-Lovejoy 2006), hepatocelular
(Yuan J 2014), prostata (Fu 2006) y leucemia (Calin 2007), y esta actividad
estd asociada con fallos en importantes procesos de la fisiopatologia del
cancer.

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion, se demostrd que un
grupo de LncRNAs estaban disminuidos en el cancer colorrectal, aunque los
cambios sélo alcanzaron significacion estadistica (P <0,01) para 7 de 12
LncRNAs (Sanchez y cols. 2014). Es importante destacar que las muestras que
exhibieron niveles disminuidos de este patron de LncRNAs, se asociaron a un
mal prondstico clinico, demostrando que estos LncRNAs constituyen un
patrén supresor de tumores (Sanchez y cols. 2014). También, se demostrod la
participacion de los LncRNA1 y LncRNA10 en la supresidon tumoral de p53 en
células de cancer colorrectal (Sdnchez y cols. 2014).

Papel de los LncRNAs en la gliomagénesis.

También se ha relacionado a los LncRNAs con la oncogénesis de los gliomas
(Ma y cols 2016). Se ha descrito que su contribucién en la gliomagénesis se
produce a través de la regulacidon genética y epigenética (Katsushima 2014, Li
J 2016, Ke 2015, Qureshi 2013) de importantes procesos en la iniciaciéon
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(Zhang 2015), mantenimiento (Jiang 2016) o progresion de las GCSs (Zhang
XQ 2014), asi como de otros fenotipos relacionados con malignidad como el
aumento de la proliferacion (Wang P 2012, Wang 2016, Barsyte-Lovejoy
2006), mayor migracién e invasion (Monticone 2012, Jiang 2016, Cai 2015,
Ma J 2016, Shi Y 2014), la auto-renovacion (Zhang 2015) y la angiogénesis
(Jiang 2016)

No hay consenso acerca del papel de los LncRNAs como oncogén o gen
supresor de tumor. En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos de LncRNAs
publicados, asi como su perfil de expresion.

Autor LncRNA sobreexpresado LncRNA disminuido
Guo 2015 linc-POU3F3
Wang P 2012 MEG3
Jiang 2016 H19
Wang 2016 HOXA11-AS
Kiang 2015 HOTAIR
Zhang X 2012, Ellis 2012 CRNDE
Yao 2015 XIST
Liu Q 2015 NEAT1
Liu H 2015 SPRY4-IT1
Zhu 2016 HULC
Zhang XQ 2013 ASLNC22381
Zhang XQ 2014 KIAA0495
Wang P 2015 CASC2
Liu Q 2015, Li J 2016 TUG1
Pickard y Williams 2015 GAS5
Yao 2014 ADAMTS9-AS2
Xiang y cols 2016 //Han y NEAT2 NEAT2
cols 2016a

Tabla 2. Perfiles de expresidon de algunos LncRNAs en muestras y lineas celulares de glioma.

Algunos autores han publicado niveles sobre-expresados de los LncRNAs
como son el linc-POU3F3 (Guo 2015), MEG3 (Wang P 2012), H19 (Jiang 2016),
HOXA11-AS (Wang 2016). Otro ejemplo es el bien conocido LncRNA HOTAIR,
gue se encuentra sobre-expresado en el cancer de mama y en el teratoma
rabdoide y que participa principalmente en el proceso de remodelado de la
cromatina, se ha visto sobre-expresado en muestras y lineas celulares de
glioma (Kiang y cols 2015) y se encontré asociado con la génesis, el desarrollo
y la diferenciacion de los gliomas (Bian y cols 2016, Zhang 2015,
Chakravadhanula 2014).

Se ha demostrado que el papel del LncRNA H19 se ha relacionado con c-Myc,
ya que éste induce la expresion del LncRNA H19, potenciando asi la glioma-
génesis (Barsyte-Lovejoy 2006). Ademas, sirviendo como un precursor del
miR-675, H19 podria modular la progresion del glioma a través de la
expresion de la caderina 13 asociada al cancer (CDH13), que es el objetivo
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directo de miR-675 (Shi 2014), regulando la proliferacidon y migracion de las
GSCs mediante la inhibicion de la expresién de CDK6, que es un regulador del
ciclo celular y que participa en el desarrollo del glioma (Rader 2013, Sherr
2016). Por otra parte, el silenciamiento de H19 demostré una mayor eficacia
de la TMZ en las lineas celulares de GBM U87 y U251 (Li W 2016).

En un estudio de 2012, el LncRNA CRNDE (del inglés Colorectal neoplasia
differentially expressed) se identificd6 como el LncRNA mas sobre-expresado
en glioma, entre los 129 LncRNAs estudiados (Zhang X y cols 2012, Ellis 2012).
Este LncRNA potencia el desarrollo del glioma posiblemente al mantener el
estado indiferenciado de las GSCs, asi como lo hace en los precursores
neurales (Ellis 2012, Watkins y Sontheimer 2012). Este hallazgo concuerda
con otro estudio a posteriori (Zheng J 2015) en el que se demostrd un vinculo
directo entre la sobre-expresion de CRNDE y las GSCs. EIl CRNDE podria
regular negativamente miR-186 y disminuir la expresién de los genes XIAP
(inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X) y PAK7, contribuyendo asi a
las caracteristicas malignas de las GSCs (Zheng J 2015). Ademas de estas
observaciones, ese mismo ano (Wang Y 2015) demostré que la sobre-
expresion del CRNDE promueve el crecimiento de células de glioma in vitro e
in vivo a través de la via mTOR (del inglés mammalian target of rapamycin).
Su expresion se ve afectada por modificaciones epigenéticas, incluyendo la
acetilacion de histonas en las regiones promotoras (Wang Y 2015).
Recientemente, se public6 que el CRNDE promueve el comportamiento
maligno, al atenuar el eje de miR-384/PIWIL4 (del inglés piwi- like RNA-
mediated gene silencing 4). En resumen, el silenciamiento de CRNDE puede
disminuir el nivel de proteina de PIWIL4, un objetivo de miR-384, que lleva a
la regresién del glioma in vivo (Zheng J 2016). En general, estos resultados
revelaron que el CRNDE podria potenciar la gliomagénesis a través de
multiples vias de seializacion.

El IncRNA XIST, un producto del gen XIST es un regulador de la inactivacion
del cromosoma X en mamiferos, funcion mediada por la proteina de unién de
ARN de alta afinidad ATRX (del inglés alpha thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked). Recientemente, se demostré que la expresion de XIST
esta sobre-expresada en las muestras de glioma y GSCs. Por lo tanto, su
inhibicién ejerce una funcién supresora de tumores en GSCs (Yao 2015).
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El LncRNA NEAT1 (del inglés Nuclear enriched abundant transcript 1) se
encontré regulado positivamente tras la induccion del dafio del ADN con
resveratrol, en muestras de glioma y en las lineas celulares de glioma U251 y
U87 (Liu Q 2015). NEAT1 promueve la gliomagénesis mediante la regulacién
de la proliferacion, invasion y migracion de las GSCs (Zhen 2016). Ademas, se
ha publicado que la expresion aberrante de NEAT1 tiene una correlacion
negativa con el prondstico de pacientes con GBM (He 2016).

Recientemente, se ha demostrado que la expresion del LncRNA SPRY4-IT1 se
encuentra elevada en muestras de glioma y lineas celulares de glioma en
comparacién con donantes sanos (Liu H 2015). La transicién de tejido
epitelial a mesenquimal es un evento molecular relevante en los GBM, y un
proceso esencial en la diseminacion tumoral y el comportamiento
metastasico (Kahlert et al.,, 2013). Liu H y cols demostraron que el
silenciamiento del LncRNA SPRY4-IT1 podria suprimir el fenotipo de esta
transicion en GSCs en las lineas celulares de glioma U251 y SF295 (Liu H
2015).

También, Zhu y cols publicaron que el LncRNA HULC (del inglés Highly up-
regulated in liver cdncer) tiene una importante funcién biolégica en los
gliomas humanos (Zhu y cols 2016). El HULC puede promover la angiogénesis,
una caracteristica distintiva de los gliomas de alto grado (astrocitoma
anaplasico y GBM). Ademas, se ha visto que la via de senalizacion
PI3K/AKT/mTOR esta implicada en la respuesta inducida por HULC (Zhu y cols
2016).

Clinicamente, se ha publicado que los niveles elevados de un patréon de
LncRNAs se correlacionan con un subgrupo de pacientes con menor media de
supervivencia y que forman parte de un patrén de marcadores de CMT que
se ha asociado con un peor prondstico de los pacientes (Hu 2016, Zhi 2015,
Wibom 2015, Ma 2015, Engstrom 2012, Zhang X 2012, Zhang XQ 2013, Zhang
JX 2013).

Por el contrario, otros abogan por el silenciamiento de los LnhcRNAs como
origen de la patogenia (Barsyte-Lovejoy 2006). Asi, se ha descrito que el nivel
de expresion de algunos LncRNAs se encuentra disminuido en muestras y
lineas celulares de glioma, tales como los LncRNAs ASLNC22381 y el
KIAAO495 (Zhang XQ y cols 2013 y 2014).
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Recientemente, se ha publicado que la expresidon de CASC2 (del inglés cancer
susceptibility candidate 2), esta disminuida tanto en las muestras de glioma,
asi como en las lineas celulares de glioma U251 y U87 (Wang P 2015). De
acuerdo con estudios previos en otros tumores, la sobre-expresion de CASC2
podria inhibir la malignidad de las GSCs disminuyendo la proliferacion y la
migracion y promoviendo de forma correspondiente la apoptosis celular. Los
ensayos de extraccion ARN confirmaron que el papel supresor de tumores de
CASC2 estda mediado principalmente por la regulacién negativa de miR-21
(Wang P 2015). Previamente en la literatura, se ha publicado que miR-21
actia como un oncogén, y la inhibicion de miR-21 podria ser una nueva
estrategia terapéutica especifica y efectiva en los gliomas (Belter y cols 2016).

El LncRNA TUG1 (Taurine up-regulated gene 1) se ha visto regulado
negativamente en respuesta a la necrosis inducida en lineas celulares de
glioma (Liu Q 2015). Posteriormente se demostré que TUG1 actiua como un
supresor tumoral en el glioma, y estd correlacionado negativamente con el
grado de glioma, el tamaio del tumor y la supervivencia global (Li J 2016). En
este estudio, se demostré que TUG1 induce la apoptosis de GSCs a través de
vias intrinsecas mediadas por caspasas, en lugar de la via antiapoptética
mediada por Bcl-2 (Li J 2016).

Estudios recientes han informado que GAS5 (del inglés Growth arrest-specific
5) regula negativamente el crecimiento de lineas celulares de cancer in vitro
e in vivo, incluyendo los gliomas (Pickard y Williams 2015). El GAS5 ejerce
efectos complementarios sobre la proliferacion celular (inhibitoria) y Ia
apoptosis (estimulante), y en conjunto, estos mecanismos celulares
probablemente forman la base de su accidn de supresion tumoral (Yin 2014,
Shi X 2015). La regulacion positiva de Gas5 aumenta la expresidn del supresor
de tumores bmf (factor modificador de Bcl-2) (Zhao 2015). Adema3s, la sobre-
expresion de GAS5 podria mejorar la respuesta celular al erlotinib, un
inhibidor de tirosina quinasa utilizado como tratamiento de segunda linea en
el manejo de los gliomas (Garcia-Claver 2013). También, la induccién de GAS5
se detecta durante la apoptosis inducida, en lineas celulares de glioma (Liu Q.
2015).

Los genes de la familia ADAMTS9-AS2 juegan un papel critico en la regulacion
epigenética, afectando etapas iniciales del desarrollo. Recientemente, el
LncRNA ADAMTS9-AS2 se ha descrito como un potencial marcador
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prondstico y diana terapéutica y en los gliomas. El ADAMTS9-AS2 funciona
como un supresor de tumores, que es regulado negativamente en las
muestras de glioma, y su expresion esta correlacionada negativamente con el
grado tumoral y el prondstico. También, se ha publicado que la inhibiciéon del
DNMT1 mejora notablemente la expresiéon de ADAMTS9-AS2, inhibiendo la
migracion celular en gliomas (Yao y cols 2014).

Como hemos visto, algunos LncRNAs actian como oncogén, mientras que
otros lo hacen como genes supresores de tumor. Sin embargo, también se ha
descrito que los LncRNA podrian actuar en ambos sentidos. En trabajos
recientes se ha descrito el papel como supresor de tumor de NEAT2 (del
inglés Nuclear enriched abundant transcript 2) en la gliomagénesis. La
expresion de NEAT2 es mas baja en las muestras de glioma en comparacion
con el tejido cerebral normal. El NEAT2 inhibe la proliferaciéon e invasiéon de
las lineas celulares U87 y U251 mediante la inactivacién de la via de
sefializacion ERK/MAPK vy la regulacidon negativa de MMP2 (metaloproteinasa
de matriz 2) (Han y cols 2016a). En contraste, otros investigadores mostraron
un papel contrario del NEAT2 en los gliomas (Xiang y cols 2016). Segun sus
observaciones, la expresion de NEAT2 esta aumentada significativamente en
las muestras de glioma, asi como en las lineas celulares U87 y U251 (Xiang y
cols 2016). Sorprendentemente, las GSCs de las lineas celulares U87, SHG44 y
SHG139 expresaron mayores niveles de NEAT2 en comparacion con sus lineas
parentales (Han y cols 2016a). Ademas, encontraron que la regulacidon
negativa de NEAT2 suprime la expresion de SOX2 en la linea celular SHG139S,
mientras que la regulacién negativa de NEAT2 disminuye la proliferacion de
células SHG139S (Han y cols 2016b). Por lo tanto, NEAT2 juega un papel
complejo en gliomagénesis como regulador positivo y negativo,
posiblemente basado en su contexto celular especifico.

Recientemente, algunos autores, han propuesto diferentes clasificaciones de
los gliomas basados en los perfiles de expresion de diferentes LncRNAs (Li R
2014, Zhang X 2012, Chen 2015) demostrando diferentes prondsticos en la
evolucion de los pacientes. Por tanto, colectivamente, los LncRNAs han
ganado valor como biomarcadores para fines clinicos. Las evidencias
indicadas demuestran que la evaluacion de la actividad de los LncRNAs en el
GBM, representa un marcador prondstico util y que la actuacion sobre la
actividad de estos marcadores podria ofrecer una novedosa y prometedora
estrategia terapéutica (Schmitt y Chang, 2016).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es definir el impacto clinico de un patrén
de LncRNAs en los gliomas, en especial del GBM, mediante la caracterizacidon
de su expresion en muestras tumorales derivadas de una cohorte del
Hospital Universitario Donostia.

Para el desarrollo del estudio, hemos desglosado el objetivo general del
trabajo en los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1: Determinacion de expresion del patrén de LncRNA en gliomas
derivados de pacientes del Hospital Universitario Donostia.

a) Expresién en las muestras de gliomas grado | a lll.

b) Expresion en las muestras de GBM.

c) Comparar su expresion con muestras de cerebro sano y peritumoral.

Objetivo 2: Correlacién con datos clinicos

a) Asociacidon con informacion clinica y radiolégica de los pacientes con
gliomas.

b) Asociacidon con biomarcadores de GBM (EGFR y Ki67).

c) Asociacidn con actividad de p53.

d) Asociacion con marcadores moleculares de células madre tumorales (SOX,
PML, STAT3).

e) Analisis estadistico global de estos marcadores.

Objetivo 3: Asociacidn con Supervivencia de pacientes

a) Correlacion del patron de LncRNA con supervivencia de los pacientes.

b) Identificacion de los LncRNAs mas relevantes con valor diagndstico vy
prondstico.

Objetivo 4: Determinacion de la funcién de LncRNAs en células de glioma.

a) Estudios de proliferacion celular.

b) Cuantificacion de células madre tumorales derivadas de lineas
convencionales.
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Los gliomas son los tumores primarios cerebrales mas frecuentes, entre ellos
destaca por su malignidad y agresividad el GBM. Este ultimo se caracteriza
por una extensa heterogeneidad inter-tumoral entre los tumores de
diferentes pacientes que se extiende a cada tumor de manera individual, ya
gue existe también amplia heterogeneidad molecular, genética, epigenética y
celular dentro de un mismo caso (intra-tumoral). Esta heterogeneidad a
multiples niveles es un fendmeno que dificulta de manera significativa el
correcto diagndstico de la enfermedad y un abordaje terapéutico efectivo,
pues no todos los tumores (y células dentro de un mismo tumor) presentan
la misma susceptibilidad a los tratamientos actuales y en consecuencia se
producen fendmenos de resistencia a farmacos y recurrencia tumoral.

En los ultimos afios se han llevado a cabo diferentes andlisis y estrategias
moleculares y genéticas de secuenciacion masiva que han permitido
identificar las mutaciones y alteraciones genéticas mas frecuentes en GBM vy
realizar una clasificacién molecular de este tumor. Siendo este un gran
avance, existen todavia limitaciones y un gran desconocimiento sobre el
impacto que tiene la epigenética en la patobiologia del GBM.

En este estudio, hemos encontrado que la expresion de un patron de
LncRNAs, previamente descrito como supresor tumoral en cancer de colon,
parece estar aumentado en los gliomas de bajo grado, y sus niveles
disminuyen a medida que se incrementa el grado tumoral. Nuestros estudios
realizados en una cohorte de 43 pacientes del Hospital Donostia de San
Sebastian, demuestran que estos LncRNAs de estudio, cuando relacionamos
sus niveles de expresion en el GBM, observamos que se encuentran
expresados diferencialmente, identificando que las biopsias con niveles de
LncRNA 1, 5y 10 mas bajos se asocian con el subgrupo de pacientes con una
supervivencia global mediana mas baja, aunque estos resultados no llegan a
ser estadisticamente significativos. Cuando se analiza la asociacion de la
expresion de los LncRNAs con otras variables clinicas prondsticas diferentes
de la supervivencia se observd que existe correlacion de los LncRNAs con el
sexo femenino y la localizacidon del tumor frontal o temporal y en zona no
elocuente, e inversamente con la expresion de SOX1, SOX2 y SOX9,
marcadores de células madre tumorales y genes cuya elevada expresion se
ha asociado con peor prondstico. En linea con estos datos obtenidos en
muestras clinicas, hemos observado que la expresiéon de los LncRNAs
disminuye en la poblacién de células madre de glioma derivada de la linea
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celular U87MG cuando se compara con la linea parental. Estos resultados
sugieren que el patrén de LncRNAs identificado constituye una firma
supresora de la progresion de la giomagenesis y su expresion puede ser (til
como biomarcador diagndstico y pronostico en la clinica del GBM.

Ademas, se han realizado ensayos funcionales de inhibicion de 2 de estos
LncRNAs en cultivos celulares (LncRNA1 y 10) mediante ASOs observando
que su silenciamiento incrementa la capacidad proliferativa y la actividad de
auto-renovacion de las células de glioma. Estos ensayos demuestran la
relevancia de este patron de LncRNAs en la patobiologia del GBM vy
confirman su funcién como mecanismo defensivo en este tipo de cancer.

PARAMETROS CLINICOS DE LOS GLIOMAS Y EL GBM

En relacién con el prondstico de los pacientes con glioma, es de sobra
conocido que su evolucidon es desfavorable con el avance en el grado del
glioma (Louis 2016), evidencia que también se observé en nuestro estudio ya
qgue la supervivencia del paciente disminuyé con el incremento de grado
tumoral yendo desde 77 meses en glioma grado Il, a 49 meses en glioma
grado Il y 17 en GBM. En este ultimo tipo tumoral existe cierta variacién en
la supervivencia y algunos pacientes muestran una supervivencia prolongada
ya que, en la actualidad, no es posible predecir la evolucién de cada paciente
en particular, aunque se puede establecer una aproximacién en base a
ciertas caracteristicas del paciente y del tumor.

Entre los factores prondsticos de mayor relevancia se encuentran la edad y la
situacion funcional medida con el indice de Karnofsky (Samprén y cols 2017).
Estudios previos han demostrado que la supervivencia a los 18 meses del
diagndstico del GBM de los pacientes menores de 40 afios es del 50%, cifra
que descienda al 20% en aquellos con edades comprendidas entre los 40 y 60
afios y al 10% en los mayores de 60 afos (Walker y cols.1980, Grossman
2004). Otros han publicado una supervivencia a 18 meses de diagnéstico del
34% para pacientes con IK mayor de 70 (pacientes independientes para las
actividades de la vida diaria) y de 13% en situaciones mas desfavorables
(Grossman 2004). Este punto de corte (IK 70) es arbitrario y varia entre los
diferentes estudios y es el seguido en nuestro analisis. En nuestro estudio, al
correlacionar estas dos variables con la supervivencia, hemos encontrado
qgue, la edad mayor de 65 afios multiplica el riesgo de muerte por 3.5 veces.
Consecuentemente, por cada afio mas de vida a partir de los 65 afos, el
riesgo agregado de muerte es de 1.04. Similarmente a lo descrito
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previamente, hemos encontrado que el IK menor de 70 condiciona una peor
supervivencia.

En concordancia con la literatura (Grossman 2004), no hemos encontrado
correlacion del sexo de los pacientes con la supervivencia. Sin embargo,
hemos visto que, para los 3 LncRNAs de estudio, la alteracion en la expresion
fue predominante en las mujeres, aunque estas diferencias solo fueron
significativas para el LncRNA 5. También, se ha sugerido que algunas
caracteristicas radioldgicas como los altos valores de perfusién, la necrosis y
la captacion de gadolinio en la RM pueden tener valor prondstico
independiente en pacientes con GBM (Lacroix y cols. 2001). En cuanto al
grado de perfusiéon en la RM, hemos hallado una correlacion negativa entre el
grado de perfusion tumoral mayor de 6 en la RM vy la supervivencia. No
encontramos relacion entre el tamano tumoral y la supervivencia en nuestra
muestra estudio, datos soportados por la literatura (Stummer vy cols. 1998). El
mayor tamano tumoral puede deberse a un diagndstico tardio de la
enfermedad, y no precisamente a la naturaleza misma del tumor.

Por otro lado, el tipo de tratamiento que recibe el paciente también se ha
considerado otro determinante de la evolucién final de la enfermedad. La
extirpacion quirdrgica macroscépica completa del tumor ha demostrado
prolongar la supervivencia de los pacientes con GBM en la mayoria de los
estudios y en una revision sistematica (Stummer y cols. 1998, Sanai y cols.
2008). En nuestro trabajo, los pacientes en los que se realizd una extirpacion
completa de la lesidn presentaron una mayor supervivencia que aquellos con
una extirpaciéon subtotal, lo que nos indica que la reseccién amplia es un
factor protector (HR 0,45, p= 0,0001). Asi mismo, tanto la radioterapia focal
como la quimioterapia han demostrado prolongar la supervivencia de los
pacientes con GBM (Walker y cols. 1978 y 1980, Stupp y cols. 2005), algo
también observado en nuestro entorno y en el seguimiento de nuestra
cohorte (Samproén 2017).

En nuestro trabajo, hemos encontrado que, la localizacién del tumor en
hemisferio derecho, en area elocuente o de manera bilateral en ambos
hemisferios, pueden afectar la supervivencia. En relacién con la localizacidon
anatomica del tumor, Chaichana y colaboradores sugieren que los tumores
gue contactan con los ventriculos cerebrales muestran un peor prondstico
(Chaichana y cols. 2008). Gorlia y colaboradores, por el contrario,
encontraron que ninguna localizacion cerebral en particular influenciaba el
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prondstico, aunque en ese estudio los pacientes con tumores multifocales o
multicéntricos mostraron un prondstico desfavorable en relacién con los
unifocales (Gorlia y cols. 2008). A diferencia de estos ultimos, nuestros
resultados indican que ciertas localizaciones pueden influenciar en el
prondstico, las localizaciones bilaterales o en dareas elocuentes limitan
considerablemente el grado de extirpacion quirdrgica y el drea de irradiacion.
Respecto a esto, Duffau y cols. se ha referido previamente en multiples
estudios (Duffau y cols 2005).

IDENTIFICACION DE UN PATRON DE LncRNAs DIFERENCIALMENTE
EXPRESADO EN GLIOMAS

Los LncRNAs guian procesos durante el desarrollo y su alteracién se ha visto
asociada en multiples patologias humanas. Recientemente, los LncRNAs han
tomado relevancia en la progresion tumoral y en concreto en la
gliomagenesis, ya que se han visto diferencialmente expresados en biopsias
de los distintos grados de glioma al comparase con el tejido cerebral sano, e
involucrados en el desarrollo y progresion del GBM. De todas formas, todavia
es poco lo que se sabe sobre como los LncRNAs regulan el desarrollo de los
gliomas.

En un esfuerzo por ampliar el conocimiento de los mecanismos epigenéticos
involucrados en la progresion del glioma y la patobiologia del GBM, y definir,
el impacto de los LncRNAs en la gliomagénesis, en este estudio hemos
analizado la relacidon existente entre un patrén de LncRNAs y este tipo de
cancer. En nuestro trabajo, realizado en una cohorte de 43 pacientes del
Hospital Donostia de San Sebastian, se demuestra que este patron de
LncRNAs (en concreto los LncRNAs 1, 5 y 10) se encuentra diferencialmente
expresado entre los distintos grados de glioma, disminuyendo su expresion a
medida que avanza el estadio tumoral, siendo sus niveles los mas bajos
(aunque variables) en el GBM. Estos resultados son coherentes con un
trabajo anterior, donde este patron de LncRNAs estaba disminuido en el
cancer colorrectal, aunque los cambios solo alcanzaron significacidon
estadistica (P <0,01) para 7 de 12 LncRNAs (Sanchez y cols. 2014). De manera
sorprendente los niveles de los LncRNAs estaban sobre-expresados en los
gliomas, tanto en los de bajo como en los de alto grado, al compararse con el
tejido cerebral sano y peritumoral. Ademas, encontramos algunos
transcriptores sin asignar (Unassigned), que en algunos casos habian sido
anotado en estudios anteriores como LncRNAs y que se han utilizado como
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controles (Sanchez y cols. 2014). Este incremento es debido probablemente a
qgue (i) el numero de muestras controles es muy reducido, (ii) las muestras
provienen de regiones peri-tumorales con lo que los niveles pueden estar ya
alterados y (iii) no se compara tejido sano y tumoral del mismo paciente.

Es importante destacar que hemos observado que el subconjunto de biopsias
de GBM que presentan niveles menores de LncRNAs 1, 5 y 10 esta asociado
con el subgrupo de pacientes con menor supervivencia global. De hecho, la
supervivencia de los pacientes disminuyé de mediana 3 meses en los
pacientes con biopsias con niveles bajos, aunque no fue estadisticamente
significativo. Es probable que la no presencia de resultados significativos se
deba a que la cohorte de estudio es pequefia. En el estudio anterior en
cancer de colon, las muestras que exhiben niveles disminuidos de este patrén
de LncRNAs se asociaron a un mal prondéstico clinico demostrando que estos
LncRNAs constituyen un patréon supresor de tumores (Sadnchez y cols. 2014).
La expresion y la relevancia clinica del patron de LncRNAs son consistentes
con estudios previos en donde se estudiaron los LncRNAs en los gliomas. De
hecho, pocos trabajos han informado de un papel positivo de LncRNAs en los
gliomas (Blake 2012, Xiaoyong 2014, Jun 2016, Ping 2015, Hongsheng 2016).
Por el contrario, el papel y la expresion de los LncRNAs en el cancer se
correlacionan principalmente con la carcinogénesis. Se ha publicado que los
bajos niveles de expresion de los LncRNAs pueden estar relacionados con la
onco-génesis en cancer de colon, carcinoma hepatocelular, préstata, pulmén
y GBM (Sanchez 2014, Gupta 2010, Yuan 2014, Xiaochun 2016, Yilong 2015).
Con base en los resultados anteriores (Sanchez y cols. 2014), hemos decidido
utilizar un LncRNA sin asignar (unassigned 4) como un control y hemos
demostrado que no se expresd diferencialmente en comparaciéon con el
tejido sano.

ASOCIACION DEL PATRON DE LncRNAS CON PARAMETROS CLINICOS

A continuacidn, estudiamos la relacion entre la expresidon de los LncRNAs con
el prondstico del GBM y otros biomarcadores previamente descritos en esta
enfermedad y estudiados en la cohorte de pacientes del Hospital Donostia.
En este estudio, hemos visto que, las localizaciones frontal y temporal se han
asociado principalmente con la disminucion de los LncRNA 5 y 10, aunque
probablemente estas diferencias se deban a que estas dos localizaciones
fueron las mds frecuentes. Previamente Lamborn y colaboradores (2004)
encontraron que la localizacidon frontal se asociaba con un prondstico mas
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favorable. Sin embargo, en nuestro estudio, este hallazgo no tuvo ningun
impacto relevante en la supervivencia. En relacién con la localizaciéon
anatdmica del tumor, Chaichana y colaboradores sugirieron que los tumores
gue contactan con los ventriculos cerebrales muestran un peor prondstico
(Chaichana y cols. 2008). Sin embargo, no hemos encontrado ninguna
relacion entre el contacto del tumor con el ventriculo con ninguno de los
LncRNAs de estudio ni con el prondstico. Tampoco hemos visto alguna
relacion entre el tamafio del tumor y la expresidon de los LncRNAs en nuestro
estudio.

La presencia, ausencia o modificacidon de determinadas proteinas y actividad
génica en las células tumorales pueden indicar un comportamiento clinico
diferente (Simmons 2001, Wrensch y cols. 2002). Como se ha indicado en la
introduccidn, determinados factores moleculares y genéticos han mostrado
valor prondstico en el GBM y en gliomas difusos. Entre estos factores,
destaca el estado de metilacidn (silenciamiento) del promotor del gen MGMT
(gen implicado en la reparaciéon del ADN frente al dafio inducido por agentes
alquilantes) que ha mostrado tener valor prondstico independiente (Esteller
y cols. 2000, Hegi y cols. 2005). En concreto, aquellos pacientes con tumores
en el que el gen MGMT se encontraba silenciado fueron los que mas se
beneficiaron del tratamiento con TMZ (Hegi y cols. 2005). Al correlacionar los
niveles de expresion de los LncRNAs con la metilacion de MGMT, no hubo
relacidon con el pronéstico de los pacientes. Sin embargo, de las 43 muestras
analizadas, solo teniamos analizado previamente la metilacion de MGMT en
11 de las cuales 7 presentaban silenciamiento. La cuantificacion del antigeno
KI67, una proteina que se expresa durante la division celular, es una forma de
cuantificar el porcentaje de células proliferativas del tumor. Aunque
previamente se ha asociado el numero elevado de células positivas al mal
prondstico del GBM (Simmons y cols. 2001, Ho y cols. 2003, Moskowitz y
cols. 2006), en nuestro estudio no hemos visto asociacidon entre las células
ki67 positivas, la supervivencia y la expresion de los LncRNAs.

El IDH se encuentra mutado en aproximadamente el 80% de astrocitomas
difusos y anaplasicos, asi como GBM secundarios. En estos ultimos, varios
equipos basados en la mutacion del IDH y el estado del ATRX, combinado con
otros biomarcadores clasicos, refinaron la clasificacion molecular de los
gliomas en adultos, proporcionando una herramienta diagnodstica y
prondstica (Cai 2016). Estos estudios apoyaron el desarrollo de una nueva
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clasificaciéon molecular basada en la alteracién del IDH1 y la pérdida del ATRX,
ya que las caracteristicas clinicas y el prondstico de los pacientes con
astrocitomas de alto y bajo grado, no se reflejan con precisién en las
clasificaciones histoldgicas (Cai 2016). De nuestra cohorte de estudio, la
totalidad de las muestras con mutacion en IDH1 y la mayoria de las que
presentaban perdida de ATRX, también mostraron niveles sobre-expresados
de los LncRNA 1y 10, alcanzando significancia estadistica.

Se sabe que la inactivacion del supresor tumoral p53 desempena un papel
importante en el desarrollo del cancer. Un estudio reciente ha identificado la
regulacion existente entre un nimero de LncRNAs y miembros de la familia
de p53 (ldogawa 2014). De manera paralela, un estudio previo en el que
participa el equipo investigador de este trabajo, ha observado que existe un
patron de LncRNAs que se expresan diferencialmente al presentarse un daino
en el ADN de las células de cdncer colorrectal en respuesta a p53 activo
(Sanchez y cols. 2014). Ademas, se ha visto que este conjunto de LncRNAs
contribuye a las funciones pro-apoptoéticas y reguladoras del ciclo celular del
p53. En consonancia con esta evidencia, los niveles de expresion de los
LncRNAs regulados por p53 (Incluyendo los nimeros 1, 5y 10 descritos en
esta Tesis) estdan disminuidos en muestras de cancer colorrectal en
comparacion con el tejido sano adyacente de control, lo que puede constituir
un patrdon supresor de este tipo de cadncer (Sdnchez y cols. 2014). Por el
contrario, en nuestro estudio en GBM se encontré que la mayoria de las
muestras que muestran disminuciéon de los LncRNAs exhibieron una
mutacién del P53, aunque sin alcanzar significacion estadistica. Sin embargo,
este resultado podria sugerir que, en los gliomas con menores niveles de los
LncRNAs, también existe una actividad disminuida de P53. Por esto, creemos
qgue, la expresion de estos LncRNA podria estar relacionada con la regulacion
de la actividad proliferativa de las células de glioma y que este mecanismo
podria estar asociado con el p53.

VALIDACION FUNCIONAL DE LOS LncRNAs 1y 10

Para estudiar el impacto funcional que tiene el silenciamiento de este patrdon
de LncRNAs en células de glioma, se cultivaron las células de glioma U87MG
con ASOs (inhibidores) de LncRNA1 y 10 respectivamente. Nuestros
resultados demostraron que la capacidad proliferativa, medida por
inmunofluorescencia  del marcador de  mitosis P-H3, estaba
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significativamente aumentada en las células con 2 ASOs independientes del
LncRNA 1y 10 respectivamente.

Como hemos indicado anteriormente, parece que, a mayor grado de
malignidad en los gliomas, los niveles de los LncRNAs, disminuyen, siendo los
menores en los GBM. Es posible, que, con esta disminucion, se silencien
mecanismos reguladores de la oncogénesis. Dentro de la elevada
heterogeneidad celular caracteristica que presentan los gliomas, se ha
hallado una subpoblacién celular de células tumorales con caracteristicas de
célula madre, las denominadas células madre tumorales (CMT) que son las
responsables de la progresion tumoral, malignizacion y resistencia a las
terapias. Estudios previos han identificado que la expresidon de distintos
miembros de la familia SOX estdn aumentados en la poblacién de CMT, su
actividad mantiene y regula esta poblacion celular y niveles elevados en
biopsias clinicas, correlacionan con peor supervivencia de los pacientes
(Garros-Regulez 2016, Garcia 2017). En concordancia con estos estudios, los
pacientes con expresion elevada de SOX9 presentaron menor supervivencia
(P=0,048) en nuestra cohorte. Hemos estudiado la asociacion de la expresidon
de los LncRNAs con la expresion de SOX9, ademds de otros miembros de la
familia como SOX1 y SOX2 demostrando que existe una relacidén inversa ente
los niveles de expresion de los LncRNAs 1, 5y 10 con los genes SOX 1, 2 y 9.
Es decir, biopsias con niveles bajos de los LncRNAs presentan niveles
elevados de la familia SOX. En el trabajo de Garros-Regulez se demostré que,
la elevada expresion de estos genes SOX son clave en el mantenimiento de
las caracteristicas de células madre tumorales en el GBM, ya que se han
asociado con el estado indiferenciado de estas células, regulando su
capacidad proliferativa, lo que confiere resistencia al tratamiento con TMZ
(Garros-Regulez 2016). Similarmente, en otro estudio, se describid el papel
del SOX1 en la regulacidon de la CMT en el GBM. Su sobre-expresion se
correlaciond con una disminucion en la supervivencia global (Garcia y cols.
2017). Por lo tanto, esta correlacion negativa demostrada en este trabajo,
entre los niveles de expresion de los LncRNAs vy los factores de transcripcion
SOX, apoya lo descrito previamente en la literatura en relacidn al papel de los
genes SOX en la actividad de las CMT vy sugiere que la expresion de los
LncRNAs podria estar relacionada con la actividad de las CMTs. Para estudiar
esta hipdtesis hemos realizado ensayos funcionales de formacién de
oncosferas en la linea celular U87MG en presencia de los ASOs de los
LncRNAs observando que el niumero de oncosferas era significativamente
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mayor en las células cultivadas en presencia de los inhibidores de los
LncRNAs que en las células control.

STAT3 es un regulador transcripcional muy importante que ha sido implicado
en la progresidon de la mayoria de canceres conocidos (Bromberg 2002). En el
caso concreto del GBM, STAT3 presenta una elevada expresion respecto al
tejido cerebral sano y su inhibicidn resulta en la induccidn de apoptosis, asi
como en una disminucion de la proliferacion tumoral (Rahaman y cols. 2002),
y que, ademds esa elevada activacién de STAT3 se correlaciona con un peor
prondstico (Birner y cols. 2010). El STAT3 es importante para la proliferacion,
el mantenimiento y la supervivencia de las células de GBM. Recientemente,
Paula Aldaz, investigadora de nuestro centro de investigacién, ha
demostrado que su silenciamiento, tanto genético como farmacoldgico tiene
los mismos efectos que el silenciamiento de SOX9. En nuestro trabajo, se ha
demostrado una correlacidn negativa entra LncRNAs y SOX9. Como se
mencioné previamente, estos niveles elevados de SOX9 se han identificado
en estudios previos con peor prondstico de los pacientes con GBM.
Similarmente, las muestras tisulares de GBM analizadas en este estudio que
mostraron niveles sobre-expresados de STAT 3, también, presentaron sobre-
expresion en los niveles de los LncRNAs 5 y 10, alcanzando significacion
estadistica (P= 0,03). Adicionalmente, se ha descrito recientemente que junto
a los elevados niveles de expresion de STAT3, la sobre-expresion de PML
también podria ser un mediador de la actividad de SOX9 en las CMT,
conformando asi una via de sefalizacién reguladora de estas CMT (Paula
Aldaz). Sin embargo, en nuestro estudio, al analizar la correlacion de los
LncRNAs, no vimos que se alcanzara significacion estadistica en relacion entre
los LncRNAs y el PML, ni tampoco que este ultimo afectara la supervivencia
de manera independiente.

En la dltima década, se ha resaltado el papel de la epigenética en la
progresion de multiples tipos de cancer y se ha identificado la expresion de
los LncRNAs como una diana molecular para el tratamiento de varios tipos de
cancer, incluyendo los gliomas (Sun Y 2013, Chen L 2015, Yan 2017). Por
consiguiente, se requiere el desarrollo de mas trabajos enfocados en el papel
de los LncRNAs en la patogénesis de los gliomas, ya que puede representar
un objetivo terapéutico util para el tratamiento del GBM. Estudios recientes
de secuenciacién, estdn proporcionando nuevas herramientas para
identificar funcionalmente las enfermedades asociadas a los LncRNAs, lo que
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facilitara la identificacion de estos nuevos transcriptores para la terapia del
cancer (Huarte 2015, Zheng L.L 2016). Nuestro trabajo ha demostrado que
algunos LncRNAs se expresan diferencialmente en el GBM, cuando se
compara con el tejido cerebral normal y con tejido de glioma de bajo grado, y
gue, los bajos niveles se correlacionan con la disminuciéon de la supervivencia
global del paciente, aunque no de manera significativa. En general, estos
resultados subrayan el impacto que estos LncRNAs podrian tener como
marcador diagndstico en el GBM. Ademas, mediante ensayos funcionales
hemos revelado el importante papel que desarrollan estos LncRNAs en
relevantes procesos fisiopatoldgicos como la proliferaciéon celular y la auto-
renovacion lo que confirma este patron de LncRNAs como posibles dianas
terapéuticas en este tipo de cancer.
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. La expresion de los LncRNAs 1, 5 y 10 disminuye con el grado de
malignidad en los gliomas, siendo sus niveles menores en los
gliomas de grado IV (GBM).

. Los niveles bajos de los LncRNAs se correlacionan con la
disminucion de la supervivencia del paciente en el subgrupo de
pacientes con GBM.

. El silenciamiento de los LncRNAs promueve la actividad
proliferativa de las células de glioma.

. Existe una correlacidon negativa entre los niveles de expresion de los
LncRNASs con los genes SOX 1,2y 9.

. La inhibicion de los LncRNAs incrementa de manera significativa la
auto-renovacion, lo que sugiere que este patron de LncRNAs
modula la funcién de las células madre de glioma.

. El patrén de LncRNAs identificado en este estudio tiene potencial

como biomarcador para el diagnostico del GBM y son potenciales
dianas terapéuticas.
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