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Autofagia cellulare
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Autophagy: a phylogenetic-preserved mechanism
devoted to degrade long-lived proteins, and
cytoplasmic organelles could act as:

1) a pro-survival mechanism

2) a pro-death mechanism (the so-called Type I
programmed cell death [PCD], or autophagy-
associated PCD
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Autofagia e Cancro

Iniziazione e promozione tumorale:

« Tumor suppressor activity (prevention of tumorigenesis)

Risposta al trattamento
(molti agenti terapeutici agiscono sull’autofagia):

« Tumor survival activity (resistance to treatment)

* Tumor cell death mechanism (response to treatment)



Autofagia nei Gliomi

Nell'ultima decade e cresciuto molto l'interesse per
Il ruolo che l'autofagia cellulare riveste nella
tumorogenesi dei gliomi cerebrali € nei
meccanismi di risposta al trattamento radio-
chemioterapico




Autofagia nei Gliomi

| livelli espressivi in vivo di molecole regolatorie del processo di
autofagia cellulare (Beclin1 e LC3B-Il) sembrano essere piu bassi
nei gliomi alto grado rispetto ai gliomi di basso grado o al tessuto
cerebrale sano, definendo l'ipotesi che una riduzione dell’ attivita
autofagica sia legata all'acquisizione di fenotipi neoplastici piu

aggressivi.

Tumorogenesi

Miracco 2007
Huang 2010

Nei gliomi di alto grado bassi livelli espressi di Beclin1 identificavano

sottogruppi di pazienti con neoplasie piu agqgressive (peqqior KPS e

peqqior sopravvivenza)

[Autophagy 5:7, 930-936; 1 October 2009]; ©2009 Landes Bioscience
Review

The prognostic role of Beclin 1 protein expression in high-grade
gliomas
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Autofagia nei Gliomi

Autofagia nella terapia dei tumori cerebrali

Studi pre-clinici e clinici hanno
ormai messo in evidenza,
direttamente o indirettamente,
come l'autofagia cellulare svolga
un ruolo chiave nella risposta al
trattamento dei GB sia a terapie
convenzionali che sperimentali.

Il contestuale ruolo pro-death o
prosurvival e | meccanismi di
questo switch nel GB non
sembrano essere definiti.
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The role of autophagy in sensitizing malignant glioma cells to radiation therapy

3 Neurooncol (2012) 106:281-290
DOI 10.1007/51 1060-01 1-0684-4

LABORATORY INVESTIGATION - HUMAN/ANIMAL TISSUE

Modulation of pediatric brain tumor autophagy
and chemosensitivity
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Autophagy in disease: a double-edged sword
with therapeutic potential
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Autofagia e risposta al trattamento
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Modello dose-risposta
multifasico, multiparametrico...

Approccio bio-molecolare
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Approccio Integrato?
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Nuova sperimentazione della
modulazione processo autofagico:
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(Basale, Induzione,

IR; Intensita/durata: LDR vs HDR
Linee cellulari: T98 e U373

(DATI NON PUBBLICATI)

Journal of Cellular Biochemistry 9999:1-11 (2012) JCB]. 1-0777.R1(24102)
Different®’ Involvement of Autophagy in Human Malignant

Glioma Cell Lines Undergoing Irradiation and Temozolomide

Combined Treatments
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U373

Metilazione MGMT (TMZ responder)

Livelli piu bassi Beclin1
P53 mutata
Scarsa radiosensibilita

Attivazione autofagica in risposta alle IR

798G

No Metilazione MGMT (TMZ no responder)

Alti livelli di Beclin1
P53 mutata
Radiosensibilita intermedia

Hypersensivity to low dose (LD-HRS)
Attivazione autofagica in risposta alle IR

U373 HDR basale
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o U373MG 244.5 cGy/m U373MG 12.5 cGy/m’
a 0.093Gy"’ a 0.123Gy!
B 0.032 Gy B 0.026Gy-"
modello LQ : ottimo fitting

T98G 244cGyimin

u3r3-

Beta=0,185

A=0,737
Alfa s= 6,344

Alfa r - gamma= -0.534

In T98G, il modello LQ non e applicabile,
data la LD-HRS:

SF = A*Exp(- alfa_*D) + (1-A)* Exp[-(alfa, — gamma)*D - beta*D?]

A=0.873 A = peso LD-HRS
_ Alfa s = autophagy pro-death LD-HRS
Alfa s= 13,360
e Alfa r = autophagy pro-death
Alfa r - gamma= -1,318 Gamma = autophagy pro-survival
Beta = Quadratic component autophagy

Beta=0,425
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Induzione autofagica % o
(Inibizione di mTOR con Rapamicina) Q,y ‘*’
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(inibizione autofagica: SIRNA Atg7)
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..dal laboratorio alla clinica...

un’ipotesi ....
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*In vivo: popolazione cellulare mista (nel modello,
- =abbiamo ipotizzato un mosaico T98 e U373, al

50%)

*Espressione variabile di Beclin1. come marcatore

in vivo, conforterebbe un’ipotesi di questo tipo.

dose - VARDO002,

L’induzione autofagica * potrebbe
portare ad un miglioramento della
risposta terapeutica in vivo con una
variabilita legata alla mosaicita delle
cellule tumorali




Come indurre in vivo il processo
autofagico?

« Non eccessivamente tossico (Rapamicina € molto tossical!)

« Passaggio della BEE
* Un solo induttore autofagico in vivo potrebbe non essere sufficiente!!!
» Attivita autofagica pro-death: teoria dell’ accumulo degli

autofagosomi (farmaco lisosomatotropo o0 massivo processo
autofagico) a livello pre - fusione lisosomiale

Chloroquine or Chloroquine-PI13K/Akt Pathway Inhibitor
Combinations Strongly Promote y-Irradiation-Induced
Cell Death in Primary Stem-Like Glioma Cells

Elke Firat', Astrid Weyerbrock’, Simone Gaedicke', Anca-Ligia Grosu', Gabriele Niedermann™
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Induzione autofagica in vivo

Quale effetto sul tessuto sano?

EXPERIMENTAL and MOLECULAR MEDICINE, Vol 44, No. 2, 83-98, Febeuary 2012

Neuronal autophagy and neurodegenerative diseases

Quale effetto sulle GSCC?

Int.J. Cancer: 128, 717-722 (2009)
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glioma-initiating cells and their radiosensitivity
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Quale effetto sulla capacita di invasione?

Cell Cycle 11:10, 2022-2029; May 15, 2012; © 2012 Landes Bioscience

Inhibition of autophagy impairs tumor cell
invasion in an organotypic model

Robin L. Macintosh,' Paul Timpson,' Jacqueline Thorburn,? Kurt I. Anderson,' Andrew Thorburn? and Kevin M. Ryan'*

"Beatson Institute for Cancer Research; Glasgow, UK; *Di of University of Colorado School of Medicine; Aurora, CO USA

Quale effetto sulle aree ipossiche?

Cancer Res. 2012 Apnl 1: 72(7): 1773-1783. do1:10.1158/0008-5472.CAN-11-3831.

Hypoxia-induced autophagy promotes tumor cell survival and
adaptation to anti-angiogenic treatment in glioblastoma

Yu-Long Hu', Michael DeLay'-T, Arman Jahangiri'-t, Annette M. Molinaro!, Samuel D.
Rose' W. Shawn Carbonell’ and Manish K. Aghi'




Implicazioni terapeutiche e
autofagia

Quale frazionamenio =2
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Autofagia
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Phys. Med. Biol. $5(2010) 3271-3255 doi:10.1088/0031.9 155/55/1 27001

modelli matematici predittivi
;'nil'.g.i.'m.f”"d'll integrati con parametri biologici
st st st (autofagici) in vivo potrebbero
avere un ruolo?
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Conclusioni

Modulazione autofagica in senso induttivo come target terapeutico.
Esiste una difficolta nell'identificare un appropriato induttore in vivo.

Potenziale vantaggi nell'utilizzo contemporaneo di un induttore e
inbitore tardivo autofagici.

(si eviterebbe la possibilita dell’effetto sub-liminare con rischio di
autofagia pro-survival)

Molto utile potrebbe essere un approccio integrato bio-molecolare
(identificazione del target e di marcatori autofagici in vivo) e
modellistico (aspetto predittivo e conseguentemente di selezione dei
pazienti) dell’autofagia come target terapeutico in vivo.




