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1.1. INTRODUCCION A LA BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por € crecimiento
descontrolado de cdlulas (por un aumento de su proliferacién y/o por la inhibicién de
los procesos de muerte celular) y por la posterior adquisicion por parte de estas cdulas
de la capacidad invasiva (proceso conocido como metastass) que les permite colonizar
y proliferar en otros tgidos, dafidndolos y provocando findmente la muerte de
individuo (Mufioz A, 1997; NCBI, 2001).

La trandformacion de una cdula normd en tumord, conlleva una pérdida dd
denominado control social de la proliferacion, es decir, las cdulas tumoraes proliferan
a densdades devadas (pérdida de la inhibicion por contacto) e independientemente del
anclge a la matriz extracdlular (MEC) y de factores de crecimiento, perdiendo ademas
la capacidad de responder a factores inhibidores de crecimiento.

Ademés de todos estos factores reguladores, las células disponen de mecanismos de
control o checkpoints, que actlian andlizando la normdidad de la progresén dd ciclo
cdular. Cuando estos sstemas de control detectan anomdias, actlan deteniendo €
ciclo, activando mecanismos de reparacion y findmente en d caso de no poder resolver
las anomdias, desencadenan la muerte cdular programada o0 apoptoss. Las cdulas
tumorales se caracterizan por la pérdida de la funcionalidad de d menos aguno de estos
checkpoints, lo que permite la acumulacion de erores en d ADN que conducen a la
inestabilidad genética caracteridica de las cdulas tumordes. Los sisemas de control
deberian inducir la apoptoss de edtas cdulas que proliferan anormamente, pero su
dteracion impide la muerte de las mismas. Por tanto, la combinacion de la pérdida de
control de la proliferacion y de la funciondidad de los checkpoints permite perpetuar
células con capacidad de formar tumores.

La regulacion anormd de la proliferacion en las cdulas cancerosas se origina por la
acumulacion de mutaciones en genes claves que inducen o inhiben la diferenciacion, la
senescencia 0 la muerte cdular (Weinberg, 1997). Existen dos tipos de dteraciones:

cambios genéticos en la secuencia de ADN cdular (trandocaciones cromosomicas,
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deecciones, insarciones, amplificaciones 0 mutaciones puntudes) y cambios

epigenéticos, que afectan a modo de expresion de los genes.

Las mutaciones que conducen a desarrollo neoplésico afectan a tres tipos de genes.
a) los proto-oncogenes cuya funcion es regular positivamente la proliferacion celular.
La adquisicion de mutaciones los convierte en oncogenes, y sU activacion conditutiva
promueve la transformacién tumoral; b) los genes supresores tumorales o TSG, que
regulan negaivamente la proliferacion y cuya pérdida de funcién también promueve la
carcinogénesis.; y ¢) los genes reparadores del ADN, responsables de corregir los
errores producidos durante la replicacion dd ADN y reparar las dteraciones inducidas
en esta molécula por agentes mutagénicos externos (radiacion UV y agentes quimicos).
Las dteraciones en estos genes conducen a la aparicion de multiples mutaciones en €
genoma (lo que se conoce como fenotipo mutador) que acaban afectando a oncogenes y

TSG, contribuyendo ala carcinogéness.

Los oncogenes fueron la primera clase de genes que se asociaron con € cancer. Los
genes normales, conocidos como  proto-oncogenes, codifican  para  proteinas
involucradas en € crecimiento cdular, la diferenciacion y la gpoptoss. Es su expreson
excesva 0 la expreson de formas mutadas lo que induce la trandformacion de las
cdulas normades en cancerosas. Las muteciones que activan los oncogenes incluyen
mutaciones puntudes (p.e. K-ras), amplificaciones génicas (p.ec-myc) o tradocaciones
cromosomicas (p.e. Bar/Abl), las cudes desregulan la expresdn o crean una proteina
quimérica con una funcién anorma. La mutacién en uno de los delos es sUficiente para

dterar lafuncionaidad de |a proteina parala que codifican.

En cambio, para dterar la funcion de los TSGs es necesario en la mayoria de los
casos (a excepcion de pb3) la inactivacion de las dos copias (delos) normales de dicho
gen. Esto es o que se conoce como la Hipétesis de los two hits o hipotesis de Knudson.
En la poblacion humana existen individuos portadores de un addo mutado (mutaciones
germinales) en TSGs Edos individuos manifiedan una mayor susceptibilidad a
desarrollar tipos especificos de tumores porque solo basta con un evento mutador

adiciond en d otro deo paa que s pieda totdmente la funcion dd TSG.
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Aproximadamente un 10% de los tumores humanos estén ocasionados por la
transmision de aelos mutados en TSGs.

Generdmente, una de las copias de TSG se muta por un evento intragénico (una
mutacion puntud, una deeccion o insercidn o hien, un cambio epigenético —
hipermetilacion-) y la segunda copia se sudle inactivar por la deleccién de un segmento
cromosdmico grande o incluso de un brazo entero del cromosoma (Hansen MF 1987).
En base a dlo, s2 han desarrollado edtrategias para la identificacion de TSGs mediante
e andiss de las regiones de pérdidas cromosdmicas en tumores (estudios de pérdidas
de heterozigosidad, LOH) o la deimitacion de las regiones que cosegregan con la
susceptibilidad hereditaria a un tipo especifico de tumor (por andisis de segregacion de
marcadores polimérficos, Hearne y col 1992). De eda forma (dd andiss en familias
gue desarrollan tumores con eevada frecuencia) se ado d primer TSG, d gen de
susceptibilidad a Retinoblastoma 0 Rb y otros como la los genes de susceptibilided a
cancer de mama, BRCA1 y BRCA2. También se han aidado TSGs a través del estudio
de las rutas que controlan la proliferacion celular. Este es @ caso de p53 y p16, ambos
implicados en la géness de varios tumores. Se estdn empezando a entender las
funciones bioguimicas de agunos TSGs. El control negativo del ciclo cdular parece ser
una de las principales funciones de estos genes en particular de Rb (Weinberg RA 'y col
1995) y p53 (White E 'y col, 1996) y p16 (Sherr y Roberts, 1995).

Los genes reparadores dd ADN también desempefian un papel en la tumorogénesis
por una pérdida de la funciondidad proteica para reparar é ADN que contribuye td y
como ya hemos comentado anteriormente, a la acumulacion de mutaciones que acaban
afectando a oncogenes y TSGs, que conducen findmente d desarrollo del cancer. Las
mutaciones detectadas en los genes reparadores dd DNA incluyen delecciones,
inserciones, 0 mutaciones puntuales que conducen a una proteina truncada, y también
hipermetilaciones (p.e. en € caso de hMLH1). En la mayoria de los casos se requiere la
inactivacion de los dos aelos de gen para que se origine € cancer (hipdtesis de los two
hits). Sin embargo, diversos estudios muestran que un pegueiio niUmero de mutaciones
germinaes (p.e. hMLH1 o hPMS2) causan la deficiencia de la reparacion en los tgidos
normaes sn necesdad de un segundo evento mutaciond (Parsons R y col, 1995). Este

hecho sugiere que € producto de este delo mutado puede actuar de forma dominante
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negativa posblemente identificando y uniéndose d eror de replicacion en € ADN,
previniendo pogeriormente la unidén de otras enzimas o impidiendo la correccion de
ADN, o ambas cosas alavez.

En definitiva, d cancer es una enfermedad genética que se origina por la dteracion
de digintos genes en una cdula inicid y que d ser heredadas por sus cdulas hijas
provoca que un grupo de cdulas escape del control norma del crecimiento, adquiriendo
posteriormente la cagpacidad de escapar e invadir otros tegjidos, colonizarlos y creciendo
en dlos. Estos fendmenos de invadvidad y metdstasis implican nuevas mutaciones, ya
gque en condiciones normaes las cdulas ocupan una locdizecion definida en d
organismo. Este grupo de cdulas cancerosas ocasionan findmente lesiones en tgidos y
organos y acaban por dterar d funcionamiento normal del organismo.
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1.2. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER COLORRECTAL

El céncer colorrecta es uno de los tumores solidos més frecuentes con una
incidencia de 150.000 casos nuevos a afio en Estados Unidos y 170.000 en Europa. En
Catalufia donde la incidencia es dgo mas elevada que en € resto de Espaia, se cifra en
22,7 casos nuevos por cada 100.000 habitantes entre la poblacion masculina y 18,4

casos entre |la poblacion femenina

El 90% de los casos suele ser de tipo esporadico y solo un 10% corresponde a
sindromes familiares. Dentro de las neoplasas hereditarias destacan dos tipos de
sindromes diferentes d asociado a la polippss mdtiple familiar  (Familiar
Adenomatous Polyposis, FAP) y d no asociado a la polipogs familiar (Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer, HNPCC).

El cancer colorrectd es uno de los tumores sdlidos mejor caracterizados gracias

entre otras cosas a la ventga de poder disponer de piezas correspondientes a todos los
edadios de la enfermedad (secuencia desde la lesion pre-mdigna d céncer invasvo) o
que ha permitido d estudio de los eventos patoldgicos y moleculares involucrados en la
iniciacion 'y progreséon tumorad (desde la leson premdigna heda la invasion
metastasicd) y edtablecer un moddo molecular de carcinogénesis (figura 1). Los
avances de la biologia molecular y en concreto, @ estudio de las neoplasias hereditarias,
establecen actuamente, dos vias moleculares por las que se produce la oncogénesis
colorrectal (R Grifey col, 1998):
1. La via supresora de tumores, caracterizada por las dteraciones en € baance
cromosomico (inestabilidad cromosdmica), que se manifieta en € desarollo de
tumores con dto grado de aneuploidia Estos tumores presentan pérdidas de
heterozigosdad frecuentes (LOH) en mudiltiples loci, asi como mutaciones que activan a
oncogenes e inactivan 0 bloquean a genes supresores tumorales. En € caso dd cancer
de colon, & oncogén K-Ras y los genes supresores tumoraes APC y p53 aparecen
mutados frecuentemente. Pertenecen a eda via la mayor pate de los tumores
esporadicos de colon (>80%) y los tumores asociados a la Poliposis miltiple Familiar
(FAP).
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2. La via mutadora, caracterizada por la presencia de mutaciones en los genes
reparadores de ADN, que se manifiesta por la acumulacién de errores de replicacion
(fenotipo RER+) en una serie de secuencias repetitivas no codificantes dd genoma
denominadas microsatdlites. Edtos tumores son en su  mayoria diploides o
pseudodiploides. Se observa en elos, ademés, una ausencia de mutaciones en los genes
tumorales habituales de la via supresora Pertenecen a edta via una parte de los tumores
esporadicos de colon (20%) y la mayor parte (90%) de los tumores hereditarios no
polipoides (HNPCC).

Esdas dos vias de cacinogéness se diferencian porque los tumores
correspondientes manifietan divergencias claras en su fenotipo no sdlo a nive cdular
(como en € grado de diferenciacion, pobremente diferenciado en € caso de la via
mutedorad) sino también en sus manifestaciones clinicas (como en d grado de invasion,
ecasa cgpacidad invasiva en @ caso de la via mutadora). Las diferencias en € fenotipo
son debidas en Ultimo término a diferencias en los genotipos correspondientes (en
espectro de los genes tumorales —oncogenes y genes supresores- implicados en d

desarrollo del cancer colorrecta).

EPITELIO
NORMAL

MUTACION
DELECCION ) ‘

EPITELIO
HIPERPROLIF

HIPOMETILACIC’)N_» l

ADENOMA |
<lcm

MUTACION >
K-RAS ‘

/ ADENOMA 11

INACTIVACION GENES >1 cm
REPARADORES

(FENOTIPO RER+) —

DELECCION — J
DCC (18q)

\fENOMA "
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P53 (17p)

CARCINOMA

METASTASIS

Figura 1. Modelo de la carcinogénesisis colorrectal
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13. TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO DEL CANCER
COLORRECTAL

La quimioterapia sistémica en cancer colorrectd (CCR) tiene como objetivos
retrasar la aparicion de sintomas en @ paciente asntomdtico, aumentar € periodo de
supervivencia libre de la enfermedad en los pacientes tratados y aumentar la
supervivencia globa frente a los pacientes no tratados con una toxicidad aceptable para
el paciente y mangjable para e oncdlogo.

En € momento actud la edtrategia dd tratamiento del CCR la podemos Situar en
tres enfoques basicamente 1) la modulacion farmacoldgica del 5-Fluoruracilo (5-FU),
2) la utilizacion de dogs dtas e hiper-dtas de 5-FU mediante la infusén continua y 3)

|a asociacion con nuevos farmacos.

B 5FU continlla sendo la quimiotergpia estdndar en primera linea del CCR,
aunque la respuesta como agente Unico no supera d 20%. El tratamiento con 5-FU es
ademéas una opcién moderadamente efectiva, ya que muchos pacientes no responden o
progresan tras una breve respuesta, requiriéndose por tanto, una opcion de
quimiotergpia de segunda linea mas efectivaa La modulacion bioquimica con &cido
folinico ad como los regimenes de infuson pemiten mgorar la respuesta d

tratamiento, aungue no representan un beneficio claro en términos de supervivencia

La introduccidén en los afios noventa de nuevos agentes antineoplasicos activos
en pacientes con cancer colorrectal ha abierto nuevas posibilidades tergpéuticas para €
tratamiento de esta neoplasa. Algunos de elos como Tomudex, Capecitabina, Tegafur,
UFT (Rustum YM y col,1999) y otros menos desarrollados como MTA y BOF-2, entre
otros, son inhibidores de la Timidilato Sintasa (TS) como d 5-FU (Papamichael D
2000). Otros, como Oxdiplatino e Irinotecan (CPT-11), tienen un mecanismo de accion
digtinto y ofrecen, por tanto, la posibilidad de la combinacion.

B Raltitrexed (Tomudex), un agente antifolato que actla como inhibidor de la
TS. Se adminigtra por via intravenosa y presenta una actividad que es smilar a la dd
equema de 5FU/&cido folinico (19,3% respuestas, Cunningham D y col, 1996) con
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buena tolerancia siendo las toxicidades més importantes la leucopenia y las diarress, y
en agun paciente produce un estado febril (Carrato A,1998).

La Capecitabina (Xeloda) pertenece d grupo de las fluoropirmidinas, se
adminigra por via ord y se conviete en 5-FU de forma sdectiva en las cdulas
tumordes por medio de una secuencia enzimdica intracdular. Eta secuencia se
desarolla primeramente en @ higado con la converson de capecitabina en un
metabolito inactivo, €@ 5'-deoxi-5-fluorocitidina por accion de la carboxilesterasa
Después tanto en @ higado como en d tgido tumord, se conviete en 5'-deoxi-
fluorourudina (5-DFUR). La converson find se produce fundamentamente en €
tgido tumora donde por accidon de la timidina fosforilasa (TP) se convierte en 5-FU. La
TP es un factor angiogénico con una devada especificidad para d tgido tumord. En
este momento los estudios en fase |l muestran un indice de respuestas globaes entre 20-
25%. Se esta ensayando la asociacion con otros citostéticos. Su mayor ventga es la
adminigracion ord (J Tabernero, 1998).

El ftorafur, UFT se trata de la composcion de tegafur (fluoropirimiding) con
uracilo lo que le confiere una mayor cgpacidad de difusén en d tgido tumora. Su
mecanismo de accidn es la inhibicién de la TS. Su actividad es parecida a la de 5-FU
(tasa de respuestas de un 20%) y también se utiliza con modulacién bioguimica con
acido folinico, con lo que se han dcanzado indices de respuesta de hasta € 42% y
upervivencia mediana de 15,8 meses en un estudio americano (R Pazdur y 1999) y de
39% con una mediana de supervivencia de 13,5 meses en un estudio naciond (M Nogué
1998). El UFT es muy bien tolerado y su adminigtracion ord lo hace un citogt&ico
adecuado para @ tratamiento en los ancianos. En la experiencia dd grupo TTD en
pacientes mayores de 72 afios, € indice de respuestas es de 13-18% pero la mayoria de
los pacientes 2 edtabiliza con lo que se dcanza una supervivencia media de 12-14
meses con muy bagja toxicidad sendo latoxicidad principa las diarress.

B MTA (MultiTarget-Antifolate, ALIMTA, Premetrexed) que actUa inhibiendo
a diversos enzimas involucrados en @ metabolismo de los folatos, sSendo la TS, la
dihidrofolato  reductasa (DHFR), la glicinamida ribonucledtido formiltransferasa
(GARFT) y la aminoimidazol caboxiamida ribonucledtido  formiltransferasa
(AICARFT) los mas importantes. MTA necesta del transportador de los folatos para
entrar en la cdula y es subgrao de la enzima folilpoliglutamil sintasa (FPGS). Los
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esudios recientes muestran la actividad en cancer colorrectd con una tasa respuestas
entre 15-17% (MC Cripps 1997)

B Oxaliplatino (1,2-diamino ciclohexano-oxdato-platino (I1)) es un derivado
platinado de tercera generacion que ha mostrado actividad en cancer colorrectd tanto en
primera linea de terapia como en tumores refractarios a 5-FU (E Ctvikovic y col, 1998).
Su actividad en monotergpia es limitada con 20% de respuestas en primera lineay Sn
dcanzar d 10% en segunda linea de tratamiento (Abad A, 1998). En dinica se han
dcanzado hasta un 46% de respuestas con edta asociacion a afadir Oxadliplatino a
esquemas de 5-FU incluso en tumores refractarios a este Ultimo.

El Irinotecan (CPT-11) y d Topotecan (TPT) son derivados de la camptotecina y
actlan inhibiendo a la enzima ADN-Topoisomerasa |. La actividad de CPT-11 en
monoterapia es limitada con una tasa de respuestas objetivas entre un 15 y un 20% sn
gue exigan diferencias gprecidbles en primera o segunda linea de tratamiento, con
mediana de respuesta de 7 meses y una supervivencia de 10 meses. De hecho, esta
actividad en segunda linea le ha convertido en @ farmaco de referencia en enfermos que
han progresado a 5-FU. Ademés los estudios en fase 1ll de la combinacion de CPT-11
con 5-FU/Leucovorin en pacientes con cancer colorrectal metastético han demostrado
un incremento en la supervivencia (174 meses versus 141 en la rama dd 5
FU/Leucovorin) que ha llevado a la aceptacion de este tratamiento como primera linea
de tergpia en pacientes con cancer colorrecta metastatico (M.L Rothenberg, 2001).

B Topotecan (TPT) ha mostrado actividad in vitro frente a una gran variedad de
tumores (mama, pulmén, colon y ovario entre otros). Actudmente, se utiliza como
segunda linea de tergpia en € céncer de ovario avanzado que ha progresado a
tratamiento con Cigplatino (WP McGuire, 2000). La actividad dd TPT en cancer
colorrectal es modesta tanto en d tratamiento en infusdn de 5 dias como en € de 21
dias (GJ Creemers y col, 1995; GJ Creemers y col 1996). El TPT presenta la ventga
potencial respecto d CPT-11 de que no necesita ser metabolizado a su forma activa 'y la
principal toxicidad es la neutropenia (Sendo la diarrea minima). Por su mecanismo de
accion, se podria esperar que e TPT tuviera un comportamiento smilar d dd CPT-11 o
incluso superior. Sin embargo, este Ultimo presenta mayor actividad en  cancer

colorrectal aunque no existen estudios randomizados que los comparen. De hecho no
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exigen estudios reportados evauando la combinacion de TPT con 5-FU para cancer

colorrecta metastasico.

La actividad mostrada por Oxdiplaino y CPT-11 en segunda linea de
tratamiento, ha potenciado su incusion en regimenes de poliquimiotergpia en primera
linea. Dos edudios randomizados recientes muestran que la combinacion entre
Oxdiplatino o CPT-11 y 5-FU en infuson continug, incrementa la tasa de respuestas
gue s dStlla en un 50%, aumentando también € tiempo a la progreson y la
suparvivencia Las edrategias actuadles andizan la actividad de la combinacion de CPT-
11 y Oxdiplatino. La bga toxicidad hematologica y de diarreas dd Oxdiplatino y la
ausencia de toxicidad neuroldgica dd CPT-11, favorecen su combinacion. Previos
estudios preclinicos (Guichard Sy col, 2001) asi como los resultados previos obtenidos
en fase | y Il en segunda linea demuestran la sinergia de esta asociacion (Waserman y
col, 1999; Scheithauer W. y col, 1999). En la actudidad exisen ademas, un minimo de
7 estudios abiertos en fase |l de primera y segunda linea de terapia en CCR  avanzado

cuyos datos no se conocen todavia.

1.3.1. Laresstenciaa quimioterapia en el cancer colorrectal

Uno de los principdes obstéculos en d tratamiento de esta neoplasa y en
generd dd cancer, es € fenotipo de redgsencia a los diferentes farmacos
antineoplésicos que conduce a una pérdida de eficacia de los mismos. La mayoria de los
tumores de colon son intrinsecamente resistentes a la quimioterapia, 1o cud limita
susceptiblemente su  tratamiento.  La quimioterapia Sstémica, utilizando los agentes
estandares, presenta una tasa de respuestas objetivas (parcides o completas) inferior a
40%.

Eda resgtencia intrinseca puede ser debida a factores farmacocinéticos (una
rgpida aclaracion, maa absorcion o la insuficiente distribucion de la drogd) o a
propiedades de la propia cdula tumora (Plasencia C y col, 2000). Ademés, esta
ressencia puede adquirirse durante d transcurso del tratamiento, en cuyo caso las
clulas tumordes excapan de la tergpia inicid mediante la adquisicion de nuevas
caracteridicas que las hacen resigentes d tratamiento. Esta resstencia, intrinseca o

adquirida, ocurre por una variedad de mecanigmos citocingticos que incluyen
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dteraciones en los mecanismos de transporte de la droga (incorporacion y/o expulsién),
canbios en los procesos metabdlicos intracdulares, dteraciones en las dianas
tergpéuticas (targets), dteraciones en los genes involucrados en la regulacion dd ciclo
cdular y en las vias de respuesta del dafio inducido en € ADN (proteccion frente a
procesos apoptoticos) (Figura 2).

Pero ademas hemos de tener en cuenta la heterogeneidad de las céulas
tumoraes tanto dentro dd propio tumor como entre @ tumor primario y las metéstasis,
que dificulta d tratamiento. Los tumores estan compuestos por subpoblaciones celulares
con diferentes caracteristicas morfoldgicas y funcionales, observandose divergencias en
e tamaio, d caiotipo, la cgpacidad de inveson y la proliferacion de las
subpoblaciones. Esta heterogeneidad  tumord  presenta  implicaciones a  nivd
morfolégico y diagndstico y permite explicar porqué tumores de la misma histologia
responden de manera diferente en digtintos pacientes. Incluso dentro dd mismo paciente

unas cdulas tumoraes responden més que otras d tratamiento.

Otra de las consecuencias de esta heterogeneidad es la resistencia a farmacos. De
acuerdo con la teoria de Goldie y Coldman (1979), basada en resistencias bacterianas, la
probabilidad de que un tumor abergue cdulas resstentes en su interior depende de
tamafio dd tumor y de la frecuencia de la mutacion. A pesar de una respuedta inicia a la
guimioterapia, la expanson de las clonas resgtentes origina la pérdida de sensibilidad d
tratamiento. Por tanto, los famacos estarian actuando como agentes seleccionadores
destruyendo la poblacion sengble y favoreciendo la poblacion refractaria. Ademas
estarian contribuyendo a incrementar € ratio de mutaciones a interferir en los procesos
de sintesisdel ADN.

En resumen, existe una variedad de mecanismos de resstencia y hemos de tener
en cuenta ademés que 1) para un mismo famaco pueden exidir miitiples mecanismos
de resigencia; y 2) agunos procesos son muy especificos y sdlo se producen con un
famaco determinado o con agentes quimiotergpicos de la misma familia, en cuyo caso
no tendremos resistencia cruzada a otras droges.
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1.3.2. Par@metr os biol6gicos implicados en la prognosis del cancer colorrectal

La prognosis dd CCR edtéd influenciada por una variedad de factores presentes
ya en d momento dd diagndstico. Estos factores incluyen la edad, € sexo, la presencia
de sintomas, la locdizacion dd tumor, la presencia de obstruccion, la necesdad de una
tranfusion y la cdidad de la intervencion quirdrgica (Abad A, 2000; Mcleod HL vy col,
1999). Algunas caracteridicas tumoraes como la vascularizacion, la invason linféica,
la ploidia y los nivdes en plasma dd CEA, también se consideran factores pronostico
(Wolmark Ny col, 1983; Hermanek P,1995)

Por otro lado, los avances en la biologia molecular asi como en @ conocimiento
de los mecanismos de accidn de los diferentes farmacos antineoplasicos, han puesto de
manifieto la relacion de determinados factores moleculares y  bioldgicos con la
agresvidad, la cepacidad de proliferacion y la diferenciacion tumord, la migracion, la
adhesidn y la capacidad de invasion, la capacidad gpoptdtica, las funciones inmunes, y
la respuesta d tratamiento en @ cancer colorrectad (CCR) avanzado (Mcleod HL, 1999)
(Tabla 1).

Tabla 1. Factoresimplicados en laprognosis del cancer colorrectal

Factores clinicos: localizacion, edad, sexo, sintomatologia, obstruccion
Factores patol 6gi cos: estadio, n® ganglios, grado histol6gico
Marcadores generales: CEA
Factores moleculares:
- Oncogenes (mutaciones K-ras, LOH 18q, TGFb, c-erbB2, EGFR, c-myc)
- TSGs (p53, APC, DCC, MCC, p27, Alldic Imbalance)
- Genes reparadores del ADN (Mismatch repair genes, MMR)
- Vias apoptosis (Bcl-2, Bax, p53)
- Angiogénesis/ metéstasis /proliferacion (TP, VEGF, MMPs, uPA, E-cadherina, CD44)
- Dianasterapéuticas (TS, DPD, DHFR, GARFT, Topo ...

SR NEENEEN

1.3.2.1. El oncogén K-rastt

La familia ras representa uno de los oncogenes mas comunmente detectados en
tumores humanos (Fearon ER y Vogelstein B, 1990). Estos genes codifican para

proteinas de peso molecular 21 KDa, locdlizadas en la cara interna de la membrana
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citoplasmética, que actlan como moléculas transductoras de sefides que afectan a la
proliferacion y diferenciacion cdular asi como en d control de citoesqueleto y dd
trafico de moléculas entre los didintos compatimentos intracdulares. Estan
involucradas en la sefidizacion de otras vias tdes como la gpoptoss y la angiogénesis
(Bogusky MSy coal, 1993).

Las mutaciones en K-ras ocurren con frecuencia en CCR (50%) y es uno de los
eventos previos en la tumorogéness colorrectal (principamente en € paso de adenoma
| all, figura 1). La mayoria de mutaciones ocurren en @ coddn 12 (la més agresiva) o
13 y con menor frecuencia en € coddn 6. Estas mutaciones conducen a la activacion
conditutiva de la proteina, que edimula congantemente la divison cdular y otros
procesos. En 1998, se publicd un meta-andiss denominado “RASCAL” que incluye
2721 pacientes. Los resultados muestran que las mutaciones en K-Ras se asocian
sgnificativamente con € grado de diferenciacion histolgica aunque no con ad sexo, la
edad, locdizacion y edadio, e incrementan significativamente @ riesgo de recaida y de

muerte.

1.3.2.2. El gen supresor tumoral p53

La expreson de p53 se induce por numerosos edimulos que incluyen la
radiacion ionizante, UV, fendmenos de hipoxia, deprivacion de factores de crecimiento
y d daio inducido en d ADN por determinados agentes antineoplésicos. Las
principaes funciones fisoldgicas de la p53 son la regulacion dd cido cdular en los
puntos de transicion de G1U/S y de G2/M (a través de la induccion de la sintesis de
proteinas inhibidoras de los complgos ciclinalquinesas dependientes de ciclinas), la
activacion de procesos de reparacion dd ADN (induccion de GADDA45) y la
sefidizacion de procesos de apoptosis en los casos en que la reparacion dd dafio
genotoxico inducido no pueda ser reparado (activando Bax e IGFBP3 o inhibiendo Bcl-
2 por unidn alas zonas promotoras de estos genes).

Respecto a papd que desempefia la pS3 en la respuesta a quimioterapia es ain
hoy controvertido. En agunos casos, la inactivacion de p53 resulta en un incremento en
la resgencia mientras que en otros, se ha corrdacionado con un incremento en la
senshilidad a las drogas. Los estudios preclinicos sugieren que esta respuesta a los
citotoxicos depende tanto de contexto cdlular como del agente antineopldsico utilizado.
S la principa respuesta por parte de la célula a los efectos genotoxicos es € blogqueo de
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la replicacion y la activacion de mecanismos de reparacion, la p53 actuaria deteniendo
e ciclo cdular, favoreciendo la reparacion del ADN en vez de los procesos de apoptosis
y afectando potenciamente alaresistencia alos diferentes farmacos utilizados. En otros

casos, Sh embargo, € pape principd de eta proteina es la induccion de muerte por
gpoptosis por lo que las dteraciones de la p53 incrementan la senshilidad a los

farmacos.

Mutaciones
Oncoproteinas virales

l ATM?

Induccién de dafio en el ADN

1 Estabilizacion proteicao
traduccion del ARNm Union dep53 a
p53 activa > proteinascelulares

p53inactiva

(RPA, XPB, Topol,
l XPD

Procesos dependientes
delatranscripcion

imc 6n

MDM2 GADD45 Bax Bcl2 CD9%5 TSP
PCNA Replicacion Angiogénesis
A
Reparacion
CDKs ADN ‘-

il

PRB/E2F—F>  pRb + E2F

RETENCION DEL
CICLOCELULAR — | APOPTOSIS

Figura 2. Esquema de las dos vias de actuacion de la p53: una, dependiente de su

actividad transcripcional que es compleja e involucra la activacion de diferentes genes (p21,
bax, bcl2,...) en funcion del contexto celular. Y otra via, independiente de la actividad
transcripcional, que ocurre por la interaccion directa delap53 con proteinas involucradas en

lasintesisdel ADN, lareparacion del ADN o laapoptosis.

Los resultados sobre @ vaor predictivo dd estado de la p53 en la respuesta a
quimiotergpia en la dinica son contradictorios, debido entre otras cosas a una
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discordancia en los métodos de determinacion utilizado. Hemos de tener en cuenta
ademéds, que la respuesta a quimiotergpia es un evento multifactoriad que no puede

explicarse basandose Unicamente en € estado de una moléculaaidada.

1.3.2.3. Ganancias y/o pérdidas alélicas: Altlelic imbalance

Las delecciones (LOH) en € brazo largo dd cromosoma 18 son un evento
comin en d CCR, s hdla mutado en un 70% de los tumores, en € 50% de los
adenomas avanzados y en @ 100% de las metastass hepdticas (Vogelstein, 1988). Su
inactivacion se asocia a tumores mas agresvos y e han relacionado con una peor
upervivencia en pacientes en estadio 1l y Ill, aunque existen discrepancias en éste
Utimo (Martinez-Lopez E, 1998). Entre los genes locdizados en este cromosoma 18q,
encontramos & gen DCC (Deleted in Colorectal Cancer), que codifica para una
proteina que presenta smilitudes con otras proteinas implicadas en la adheson gen
ocurren con eevada frecuencia y es uno de los eventos inicides en la tumorogenesis
colorrectal.

Recientemente, se ha identificado que las ganancias en la region dd cromosoma
8p corrdacionan con la supervivencia en CCR, aunque aln no se ha identificado € gen
supresor tumoral responsable. Uno de los genes que se locdlizan en edta zona es €
oncogen c-myc que se hdla sobreexpresado en & 60% de los tumores de colon y que se

ha correlacionado con un mejor pronostico (Mcleod HL, 1999).

1.3.2.4. El sistema reparador de aparejamientos incorrectos. Mismatch repair system

Ege ssema reparador (MMR) identifica y repara las lesones inducidas en €
ADN por € apargamiento incorrecto entre bases nucleicas causadas por los falos de las
polimerasas dd ADN durante la replicacion cdular. Ademés, d MMR participa también
en la reparacion dd ADN durante la transcripcion, la meioss y los procesos de
recombinacién homdloga

En humanos d ssema MMR comprende un complgo de proteinas codificadas
por 6 genes hMSH2 (locdizado en € cromosoma 2p), hMLH1 (cromosoma 3p),
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hPMSL1 (cromosoma 2q), hPMS2 (cromosoma 7p), hMSH3 (cromosoma 5qg), hMSH6
(también denominado GTBP, localizado en € cromosoma 2p).

El dgema MMR identifica d apareamiento incorrecto y dimina los nucledtidos
dessparglados en la cadena de ADN recién sintetizada opuesta a la hebra molde
(template). Para €élo, la proteina hMSH2 forma un heterodimero con la hMSH6
(complgjo hMutSa) o en su defecto con hMSH3 (hMutSb) que actlia uniéndose al ADN
en d punto eréneo. Una vez s ha unido, recluta a heterodimero compuesto por
hMLHYhPMS2 (complgo hMutLa), formando de este modo & complgo funciond de
reparacion.

S e ssema MMR es defectuoso, debido a mutaciones en alguno de estos genes
reparadores, los errores de replicacion (RER+) no pueden ser corregidos y resultan en la
acumulacion de mutaciones (inserciones y/o delecciones) en una srie de secuencias
repetitivas no codificantes dd genoma denominadas microsatdites (Inestabilidad de
microsatélites, MI). La acumulacion de errores acaba findmente afectando a oncogenes
y genes supresores tumoraes que regulan @ crecimiento y la proliferacion cdular. Esta
Ml es ademés, una caracterigtica de las cdulas tumordes que no gparece en las cdulas
normales, por 1o que puede considerarse como un marcador tumoral

Los defectos en este dstema reparador favorecen la oncogénesis y puede
ocasionar resigtencia a diferentes agentes antineoplésicos tanto directamente, porque la
capacidad de la cdula para detectar las lesones en su ADN esta deteriorada asi como su
capacidad para activar la gpoptoss, como indirectamente, porque € ma funcionamiento
dd sgema MMR favorece la acumulacion de mutaciones en todo € genoma que llegan
a afectar a oncogenes y TSGs implicados también en la respuesta cdular a la
quimioterapia (Fink D y col, 1996).

Exigen evidencias in vitro e in vivo, de que las cdulas deficitarias en & dstema
MMR presentan ressencia agentes aquilantes (cisplatino, carboplatino) y a los
inhibidores de la Topoisomerasa Il (etopésido y antreciclines) (Fink D y col, 1998b). Es
més, d tratamiento continuado con estos agentes sedlecciona a la poblacion cdular
deficitaria en d ssema MMR, pueto que estas cdulas resigentes son capaces de
tolerar & dafo inducido en d ADN por la quimioterapia y continuar su replicacion,

evitando la parada dd ciclo cdlular y la muerte por apoptosis (Fink D y col, 1998b).
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1.3.2.5. Las dianas terapéuticas

Se conoce que los niveles de expresion (tanto de gen como de la proteing) de
determinados enzimas que son dianas tergpéuticas para los diferentes agentes
quimiotergpicos utilzados en CCR, son capaces de predecir la respueta de la
quimioterapia en términos de supervivencia, tal y como detalaremos mas addlante.

Citaremos aqui dgunos de estos factores. @) en @ caso de la tergpia basada en
fluoropirimidinas son consderados marcadores predictivos @ nivel de la expresén de
las enzima TS (diana o target del 5-FU), la DPD (involucrada en @ catabolismo de 5
FU vy, por tanto, de la concentracion intracelular de la droga) y la Timidina Fosforilasa o
TP (involucrada en d anabolismo dd 5FU peo que también tiene un papd
angiogénico); b) en @ caso de los agentes plainados sefidar € papd de los diferentes
mecanismos de repaacion ded ADN asi como de deerminados sSstemas de
detoxificacion de drogas (Sstema de la glutation y metadotioneinas); ¢) € papd de la
expreson de la Topoisomerasa | o la glucuronidizacion como predictores de la actividad
de los andogos de la camptotecing; y d) la implicacion de otros procesos como la
cinética dd ciclo cdular, la transduccion de sefides y los procesos de muerte ceular

programada.
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1.4. EL 5-FLUOROURACILO: BASESBIOQUIMICASY MOLECULARES

El 5-Fuorouracilo (5-FU), es una fluoropirimidina que pertenece a grupo de los
antimetabolitos. Las drogas de edta familia gercen su citotoxicidad actuando como
pseudosubgtratos inhibidores de las enzimas de las rutas sintéticas de macromoléculas
fundamentdes para la integridad y la funcion cdular. En concreto,  5FU actla
inhibiendo a la enzima Timidilato Sntasa (TS, 5,10-metilén-tetrahidrofolato:dUMP-C-
metiltransferasa EC 2.2.245). La TS es también una diana importante para digtintos
agentes quimiotergpicos actuamente en fase de estudio -las fluoropirimidinas (FdUrd,
UFT, Capecitabing, S1) y los atifolaos (Ratitraxed, Nolatraxed, MTA,
GW1843U89)- para € tratamiento de ditintos tumores (mama, colon, estbmago, cabeza
y cudloy pulmén).

La TS, codificada por un gen que mapa en € cromosoma 18p, es una enzima
citosdlica con una edructura dimérica compuesta por dos subunidades idénticas de
goroximadamente 38,5 KDa Esta enzima participa en la sintess de novo de dTMP,
precursor necesario para la biosintess del ADN, catdizando la metilacion reductiva de
desoxiuridina-5' -monofofato (dUMP)  a  desoxitimidina5' -monofosfato (dTMP)
mediada por la presencia dd cofactor de folaios reducidos, N°N'°-
metiléntetrahidrofolato (CH>THF,) que actla como grupo donador de meilos (Figura
3).

THF
SHF/ '\DHFR
4

5.10-CH>THF DHF

dUMP T dTMP m——> Sintesisde

ADN
5FU —» FduUMP

Figura 3. Esguema de la reaccion catalizada por la enzima Timidilato Sintasa.

Abreviaturas: TS. Timidilato Sintasa, DHFR: Dihidrofolato reductasa, SHF:Serin-
hidroximetil transferasa
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1.4.1. MECANISM O DE ACCION

E 5FU entra en la cdula por mecanismos de trangporte facilitado para €
uracilo (Gorlick R, 1999) y s metaboliza mayoritariamente a su forma activa, 5
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), utilizando para dlo las enzimas de la ruta
de sintesis de los precursores de é&cidos nucleicos. EIl FAUMP compite con € substrato
naturd (dUMP) y forma un complgo ternario covaente estable que mantiene inhibida a
la enzima. La inhibicion de la TS conlleva una disminucion en los nivdes de dTMP vy,
por congguiente, de desoxitimidina5 -trifodfato (dTTP) y a la acumulacion indirecta de
dUMP. Egto resulta en la incorporacion de desoxiuridina5 -trifosfato (dUTP) en d
ADN debido a la ausencia dedl subgtrato natural dTTP, conduciendo findmente a una
inhibicién de la sintesis dd ADN vy la subsiguiente induccion de muerte cdular (proceso
conocido con € nombre de thymineless death).

Adiciondmente, d 5FU s metaboliza hacia otras dos formas, la 5
fluorodesoxiuridina  trifosfato (5-FAUTP) y la 5-fluorouridina trifosfato (5-FUTP), que
actan como fasas bases incorporandose en € ADN y ARN de la cdua
respectivamente, dterando su metabolismo y conduciéndola findmente ala muerte.

El grado de importancia de cada uno de estos tres mecanismos de actuacion
varia entre los diferentes tumores colorrectales, dependiendo también dd esquema de
adminisracion de la droga. As, la adminigracion prolongada gerce su toxicidad
principdmente a través de la inhibicion de la TS mientras que en forma de bolus
resultaria en una toxicidad mediada mayoritariamente por su incorporacion en € ARN
(Sobrero, 1997; Papamichael D, 2000).

1.4.2. Mecanismos de resistencia a 5-Fluorouracilo

Durante los Udltimos afios se han desarollado numerosas edraegias para
identificar y conocer los factores moleculares involucrados en la resstencia d 5-FU en
tumores Slidos. Como veremos etta resstencia es un evento multifactoriad (tabla 2) y
conduce a una fdta de efectividad del farmaco.

Uno de los principaes mecaniamos descritos es @ incremento en los niveles de
TS. Existen numerosos trabgos in vitro e in vivo que demuestran que cuando las c8ulas

neoplédsicas se exponen a 5-FU sobreexpresan TS como un mecanismo de proteccion
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frente d edtrés citotoxico. De hecho, tal y como se ha comentado anteriormente, los
niveles de TS se congderan actuamente, como un marcador predictivo de la respuesta a
5-FU.

Tabla 2. Determinantes celulares de la sensibilidad al 5-FU

Niveles de expresion/actividad de la Timidilato Sintasa

Nivelesintracelulares de dUMP y de folatos reducidos

Grado deincorporacion deFdUTPyde FUTP en el ADN y ARN, respectivamente
Actividad de las enzimas involucradas en el catabolismo del 5-FU (DPD)
Actividad de las enzimas involucrados en el anabolismo del 5-FU

Estado delasviasderespuesta al dafio inducido en el ADN (apoptosiS'reparacion)
Alteraciones en la cinética del ciclo celular

NN N N N SR NN

Disponibilidad de los cofactores necesarios para la activacién del 5-FU

1.4.2.1. Nivelesde expresion dela Timidilato Sintasa

Los edudios en la clinica demuestran una corrdacion sgnificativa entre los
nivdes de expreson intraumordes de gen en € tumor primaio y la respuesta d
tratamiento con 5-FU y la supervivencia. Lenz HJ y col (1996) andizaron 57 pacientes
con cancer géstrico sometidos a infusidén continua de 5-FU combinado con Leucovorin
y Cigplatino. De estos enfermos 20 respondieron d tratamiento, sendo la media de
ARNmM de TS en estos pacientes de 2,3 x 10° mientras que en los enfermos que no
respondieron era de 6,8x103. Ademés, @ grupo con niveles bgjos de TS presentaba una
upervivencia de 43 meses que contrastaba Sgnificativamente con los 6 meses dd
grupo con niveles de TS devados. Estos mismos investigadores (Leichman LG,1997;
Lenz HJ,1998) andizan la expresdén de TS en pecientes con cancer colorrecta
avanzado en tratamiento con infusén de 5-FU. El grado de respuesta en los pacientes
gue presentaban niveles devados de ARNmM por encima de la media globd sdlo fue de
un 5%. Sin embargo, en estos estudios se observa que agunos pacientes con niveles
bgos no responden a tratamiento. Esto indica que es necesario tener en cuenta la
expreson de otros genes ademas de la TS para predecir la respuesta a la quimioterapia
con 5-FU.
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El aumento en los niveles de expreson de la TS puede provenir de varias vias

moleculares.

- Procesos de amplificacion génica: la expodicion continua a 5-FU conduce a la
sdeccidon dentro dd tumor de un grupo de cdulas que presentan mayor nimero de
copias del gen que codifica para la TS. Este hecho se traduce en un incremento en la
expreson y, por tanto, en un amento en los nivdes enzimdicos asociandose
gengdmente a un incremento en la proliferacion ceular (Berger SH, 1985; Swain
SM,1989).

- Polimorfismo del promotor de la TS En la zona promotora del gen s ha
identificado una region polimérfica en la zona 5UTR (Untrandlated Region) cercana a
codén de inicio AUG, que contiene 2 0 3 secuencias de 28 pares de bases repetidas en
tandem (tandem repeats). Eda region no contiene puntos de unidén para factores de
transcripcion, pero actla como un demento amplificador o enhancer dd gen (TSER:
Thymidylate Synthase Enhancer Region). Los estudios in vitro demuestran que la
presencia de la triple repeticion en los dos deos comporta niveles de expresdn de hasta
2,6 veces superiores respecto a la doble repeticion (Horie y col, 1995). Etudios
posteriores en pacientes afectos de cancer colorrecta demuestran que la presencia de
triples repeticiones (genotipo 3/3) conduce a un incremento de hasta 3,5 veces de
expresidon respecto a la doble repeticion (genotipo 2/2) exigiendo ademéds, una
correlacion entre € genotipo, la expresion proteica de la enzima y una menor respuesta
a la quimiotergpia basada en 5-FU (KawaKami K,1999; Pullarkat ST, 2000).M
Recientemente, se ha identificado otro polimorfismo en d zona 3UTR dd gen TS que
consiste en la deleccion de 6 pares de bases (Lenz HJ y col, 2002). Estos autores
andizan la importancia dd polimorfismo en pacientes afectos de céncer colorrectd y
muestran que los niveles intratumoraes de TS (ARNmM) corrdacionan de forma inversa
con € nimero de delecciones de 6 pares de bases. Los individuos homozigotos para
ddo wild-type (+6ph/+6pb) tienen una expreson de TS 4,2 veces superior a la de los
individuos homozigotos para la deleccion (-6pb/-6pb). Por tanto, la deleccién de 6pb en
la zona 3UTR de la TS edtd asociada a una disminucion en los niveles de expresion del

gen TS en tumores colorrectades probablemente debida a un incremento en la
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inestabilidad de ARNm. Estos resultados tienen una gran importancia en la clinica ya
gue los niveles disminuidos de TS correlacionan con una meor respuedta d tratamiento
con 5-FU. Por otro lado, la disminucion en los niveles de expresén de TS conllevaria
un desequilibrio en @ bdance de nucledtidos que puede resultar en un incremento en la
mis-incorporacion de Uracilo en d ADN de las cdulas en replicacion, incrementando la
proliferacion de células malignas y por tanto, aumentando € riesgo a padecer cancer de
colon (LenzHJy col, 2002)

- Mutaciones en € gen de la TS que generan un péptido més inestable que la forma
silvestre o wild-type, por lo que es rdpidamente degradado, requiriéndose por tanto, una
concentracion de ARNm mayor para mantener los niveles adecuados de proteina TS. Se
obsarva, por tanto, un incremento en la expreson dd gen aunque no en los niveles
enziméticos (Kitchens ME y col, 1999). Estas mutaciones provocan ademés cambios
conformaciondes que dteran la edructura de la proteina, resultando en una enzma
caditicamente inactiva y afectando a su capacidad para formar d complgo ternario
(catditico con € dUMP o inhibitorio con é FAUMP). Las mutaciones que se conocen
del gen se han descrito in vitro, y la contribucion de las mismas en la sobreexpresion de
TSin vivo no esta bien establecido.

1.4.2.2. Regulacion traduccional y post-traduccional dela Timidilato Sintasa
Se sabe que la respuesta a la quimioterapia con 5-FU depende de la

concentracion enzimética. Sin embargo, @ aumento en los niveles proteicos no siempre
obedece a un incremento en d nivel de expreson dd ARNm, indicando la existencia de
una regulacion a nive traducciond y/o pod-traducciona de la enzima. Chu E y col
postularon en 1991, d Modelo de Autorregulacion Traduccional de la Timidilato
Sntasa. Ese moddo muestra que la proteina es capaz de unirse a su propio ARNm
inhibiendo asi su traduccion. Los ligandos de la TS (dUMP y CH,THF,) impiden esta
union y restablecen la traduccion. El tratamiento prolongado con 5-FU comporta una
acumulecion de FAUMP y dUMP en d éambito intracdular. Cada uno de estos
substratos puede interaccionar con TS, de forma que disminuye la concentracion de la
enzima libre. La TS ligada no puede inhibir su traduccion (pérdida de la capacidad
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autorreguladora) soportando una mayor traduccidon y permitiendo a la cdula evadirse de
lapresion del 5-FU.

En un estudio mas reciente, Kitchens ME y col (1999) proponen otro modelo
para explicar € incremento de los niveles proteicos de la TS en las céulas tratadas con
fluoropirimidinas. Estos autores no hdlan evidencias de un control de la traduccion
mediado por la union de TS a su ARNm (no se observa un aumento en @ nimero de
ribosoma unidos d ARNmM —esta unidén es uno de los pasos limitantes de la traduccion
en cdulas eucariotas- ni una dteracion en la expresion de TS en presencia de la droga
aln cuando se provoca un cambio aminoacidico en la zona de unidon de TS a su ARNm)
Ademéds, los andisis bioguimicos muedtran la estabilizacion de la proteina en presencia
de fluoropirimidina (tiempo de vida media de 25h en las clulas tratadas respecto a 7.3
h en d control gn tratar). Por otro lado, ya se habia descrito que la union de los ligandos
edtabiliza a la proteina. Se sabe que en la formacién dd complgo ternario (catditico o
de inhibicion) la TS rediza un cambio conformaciond, que consste en un plegamiento
de la zona carboxitermind sobre @ centro activo de la enzima La union dd co-
subgrato folato edtabiliza finAmente a la forma cerrada de la enzima (Kitchens ME,
1999b). Edos edtudios sugieren por tanto, que la induccion de TS en las liness
resstentes ocurre por una estabilizacion del polipéptido causada por uno o mas factores
gue regulan la degradacion de la enzima (eventos pod-traducciondes) y no por la
pérdida de la capacidad autorreguladora. La proteina es més edtable presentando un
tiempo de vida media superior por lo que € FAUMP se mantiene més tiempo ligado
formando & complgo ternario de inhibicion. Disminuye asi la cantidad de nudedtido
andogo disponible para inhibir a la enzima recién sntetizada (dedo que la TS ligada no
puede inhibir su traduccion) y, por tanto, la cula puede escapar a la presion dd 5-FU,

contribuyendo alaresstenciaala droga

1.4.2.3. Otros mecanismos deresistencia a 5-Fluorouracilo

v’ Alteraciones en los transportadores de nucledtidos: d 5-FU entraen la cdula por €
sstema de trangporte de bases plricas (no dependiente de energia). La inhibicion de TS
por € 5-FU provoca una disminucion en los niveles de timidina Sn embargo, en la
cdula exigen otras fuentes de timidina apate de la sintess de novo. En una masa

tumord, € aporte de este nucledtido puede provenir también del sstema vascular o de
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la reutilizacion de la timidina liberada por las cdulas muertas. De hecho, se observa un
incremento en a actividad enziméica de la Timidina Quinasa (TK) en las cdulas
tumorales respecto d tgido norma, indicando la importancia en los tgidos tumorales
de edtas vias de rescate para la subsguiente sintess del ADN (Petterson AV, 1998). H
abagtecimiento cdlular de timidina ocurre via: @) trangportadores de nucledsidos de la
superficie cdular sensbles o no a S(p-nitrobencll)-6-tioinosna (Belt J ,1993) b)
transporte asociado a candes de Na' y dependiente de energia que presenta gran
ainidad por Timidina (Griffith DA,1993); y ¢) aunadifuson no facilitada

Exigen evidencias dd incremento (entre un 22-39%) de la actividad de
transporte de nucledsidos como consecuencia de la inhibicion continuada de TS en una
linea tumord derivada de cancer de vegiga (Pressacod, 1995). Por tanto, € incremento
en la actividad de los dgtemas de transporte tanto facilitado como no facilitado provee

de timidina a la cdlula, aumentando los niveles de dTMP necesario para la biosintess

del ADN, y revierte @ efecto citotdxico provocado por los inhibidores de TS.

v" Alteracionesen lasenzimasimplicadas en el catabolismoy el anabolismo del 5-
FU

La enzima Dihidropirimidin deshidrogenasa (DPD) catdiza € primer paso en la
via de catabolismo de las pirimidinas y, por tanto, dd 5-FU (Figura 3). La DPD reduce
e doble enlace 5,6 de 5-FU (de uracilo en las cdulas normaes) a una forma inactiva,
e 5-dihidrofluorouracilo (5-FUH,), mediante una reaccion enzimética. Este es € paso
limitante dd catabolismo de este agente, influyendo por tanto, en la biodisponibilidad
del 5-FU, pudiendo afectar a su farmacocinética, toxicidad y actividad antitumord.

Los edudios en la dlinica demuestran que € incremento de la actividad y la
expresdn de la DPD corrdacionan inversamente con la respuesta a 5-FU: a menor
actividad enzimética, mayor citotoxicidad. Asi, los pacientes con niveles de DPD dentro
de rango norma diminan répidamente @ 80% dd 5-FU administrado como 3-fluoro-b-
daning, mientras que los pacientes con deficiencias en niveles de la DPD retienen € 5
FU, dcanzando la droga un tiempo de vida mucho mayor, excretando 5-FU no
modificado en orina y causandoles toxicidad severa (Stephan, 1995). Recientemente,
Salonga D y col (2000) andizan los niveles de TS, DPD y Timidina fosforilasa (TP) en
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pacientes afectos de cancer colorrectd. Este estudio muestra que los niveles bajos de la
DPD son un factor prondstico de megor respuesta clinica y una mayor supervivencia
Ademas, sefidan que los pacientes con meor prognosis (respuesta 92%) son aquellos
que presentan niveles bgjos de expresidn delastres enzimas, TS, TPy DPD.

La Timidina fosforilasa (TP) también denominada Platdet-derived endotelid

cdl growth factor, catdiza la interconverdsdon de timina a timidina utilizando la
deeoxiribosa- 1-fosfato (dR-1P) y un fodfato inorganico (P) como segundos substratos.
La TP también catdiza la reaccion de transferencia de un grupo desoxiribosilo de un
nucledtido a otro. El principd pape de la TP es € control de los niveles intracdulares
de timidina, ya que concentraciones eevadas de este nucledtido son toxicas para la
céula y causan la acumulacion de errores de replicacion en € ADN. Ademés, se sabe
gue la TP es un factor angiogénico que promueve € crecimiento tumord, la progresion
metastasica y et relacionado con un fenotipo tumora agresvo. Adi, € incremento en
los niveles de la TP es un factor de ma prondstico en cancer colorrectal (Takebayashi,
1996), cancer gadtrico (Maeda K, 1996) y cancer de mama (Toi M, 1995).
La TP participa ademas, en € anabolismo del 5-FU, en la interconversién a 5-fluoro-2-
desoxiuridina (FdUrd) utilizando la deoxiribosa- 1-fosfato como subgtrato (Figura 4). En
un estudio reciente Metzger y col (1998) andizan d vdor predictivo de los niveles de
TSy TP en pacientes afectos de cancer colorrectal no tratados previamente y sometidos
a quimioterapia que contiene 5-FU, y hdlan que € incremento en los niveles de TP esta
asociado a una peor respuesta d tratamiento. Esta relacion inversa parece ser una
consecuencia directa del papd angiogénico de la TP, sugiriendo que d aumento de la
expresidn de eda enzima es un marcador de otros cambios genéticos asociados d
desarollo de un fenotipo tumord més agresvo y mdigno que contribuye a la
ressencia a agentes citotdxicos como € 5-FU a través de la pédida de potencid
apoptoético. Sin embargo, ta y como ocurre con la DPD, para poder predecir con una
mayor precison la senshilidad de los tumores a la quimioterapia basada en 5U es
necesario tener en cuentalaexpreson dela TSy DPD (Salonga, 2000).

La Timidina Quinasa (TK) es la enzima implicada en la converson de timidina a
timidilato en la via salvaje (salvage pathway). En las cdulas tumordes se observa un

sobreexpresion de los niveles de esta enzima respecto a tgido norma, ya que como

26



Introduccién

hemos comentado anteriormente, la TK participa en las vias de rescate de timidina
permitiendo restablecer los niveles de dTMP, reduciendo asi, la actividad antitumord
del 5-FU (Petterson AV, 1998).

DIHIDRO
PIRIMIDINASA
DHFU — P FuPA —— % FUbAL
b-ALANINA
DIHIDROPIRIMIDINA SINTASA
DESHIGROGENASA
CATABOLISMO
R-1-P 5-FU dR-1-P ANABOLISMO
URIDINA TIMIDINA
FOSFORILASA FOSFORILASA
FUrd <4— PRPP FdUrd
URIDINA 4 4 TIMIDINA
QUINASA 1 OROTATO FOSFORIBOSIL ! QUINASA
. TRANSFERASA |
4 !
FUMP 7-p» FdUMP
A ! A
PIRIMIDINA ! : ! PIRIMIDINA
MONOFOSFATO ! i ! MONOFOSFATO
QUINASA ! RIBONUCLEQTIDO . : QUINASA
4 REDUCTASA ! A 4
F4UDF ; > FduDP
PIRIMIDINA | A PIRIMIDINA
DIFOSFATO | ! | DIFOSFATO
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POLIMERASA POLIMERASA
RNA DNA

Figura 4. Catabolismo y anabolismo dd 5-FU. Abreviaturass DHFU: 5-6-
Dihidrofluorouracilo, FUPA: acidoa-Fluoroureidopropionico, FAL: Fluoro b-alanina,
Dr-1-P: Desoribosa fosfato, PRPP: pirofosfato de ribosa, R-1-P: ribosa fosfato

La Orotato fosforibosil transferasa (OPRT), la Uridina fosforilasa (UP), la
Uridina quinasa (UK). Edtas enzimas estén involucradas en € anabolismo dd 5FU

(Figura 3). Los nivdes disminuidos 0 una menor actividad de las mismas junto con la
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sobreexpresion de la TS contribuyen a una mayor resstencia d farmaco, puesto que
implican menor anabolismo dd 5-FU y por tanto, una menor incorporacion  del mismo
en los &cidos nucleicos, ADN y ARN (Chung YM, 2000; Cao D, 2001; Gorlick R,
1999).

v" Grado deincorporacién de dUTP y FAUTP en el ADN y ARN

El uracilo no es un componente de ADN naivo, aunque puede hdlarse en €
MiSMOo por un proceso espontaneo de deaminacion de residuos de citosna  (catdizado
por la enzima dCMP deaminasa) o a través de la utilizacion dd dUTP por las
polimerasas dd ADN durante la replicacion (figura 5). En condiciones normaes €
mantenimiento de ADN libre de uracilo se debe a la accion combinada de dos enzimes:
la deoxiuridina 5-trifosfato nucledtido hidrolasa (dUTPasd) que hidroliza € dUTP
rindiendo dUMP y PR, y la Uracil-ADN glicoslasa (UDG) que eimina los resducs de
uracilo del ADN.

La acumulaciéon de dUTP y FAUTP y d descenso de los niveles de dTTP, que
regua de forma feed-back negativa a la enzima dCMP deaminasa, provocan €
incremento del pool de dUMP durante la inhibicidn de la TS. Los niveles incrementados
de estos nucledtido superan la capacidad de la enzima dUTPasa y son incorporados en
e ADN durante la replicacion. La cdula entra entonces en ciclos repetidos de
incorporacion de urecilo y reparacion mediada por la UDG, que provocan findmente un
incremento en los procesos de recombinacion de ADN, roturas en las hebras (DNA-
strand breaks) y conducen ala muerte celular.

Ladner RD y col (2000) andizan la expreson de la enzima dUTPasa y su
relacion con la respuesta quimioterapia y la supervivencia en 20 pacientes con cancer de
colon metastasico tratados con infusén de 5-FU/LV. El incremento en la expreson
nuclear de la dUTPasa se asocio dgnificativamente con la resgtencia a 5-FU, un menor
tiempo a la progreson y una menor supervivencia mediana. Estos datos sugieren que la
vaiacion en la expreson de la enzima dUTPasa puede ser un factor prondstico de la
eficacia de los inhibidores de la TS porque limita la acumulacion de dUTP y previene la
incorporacion dd Uracilo en € ADN, impidiendo por tanto, la induccion de dafio
cdular (Mastran BA, 2001).
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Figura 5. Metabolismo delos nucledtidos Muertecelular

v" Viadelosfolatos

El mdilén tetrahidrofolao (CH,FH4) es d cofactor necesario para la formacion de
complegjo ternario de inhibicion junto con d FAUMP y la enzima TS (Figura 1). En €
medio intracdular, d CHyFH; es poliglstamado por la enzima folilpoliglutamato
sintetasa (FPGS). La actividad disminuida de la FPGS y de otras enzimas de la via de
los folatos como la Dihidrofolato Reductasa (DHFR) y los transportadores de folatos
reducidos (RFC), conllevan un descenso en la formacion de poliglutamatos que afecta a
la formacion de complgo ternario inestable y se traduce en una inhibicion menos
prolongadadelaTS por & 5-FU (Sobrero AF, 1997).

Chaza M y col (1997) andizan la actividad y los niveles proteicos de la FPGS y la
TS y la rdacidén con la respuesta a quimioterapia con 5-FU en metdstass hepéticas y
tumores primarios de 44 pacientes con cancer colorrectal avanzado antes dd inicio del
tratamiento. Este estudio muestra que niveles incrementados de TS junto con niveles
disminuidos de FPGS contribuyen alaresstenciad tratamiento.
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v' Cinética del ciclo celular: Papel de oncogenesy genes supresores tumorales

a) El factor de transcripcion E2F-1

El E2F-1 libre es un factor de transcripcion que en condiciones normaes se hala
ligado a la proteina Retinoblastoma (pRb) en estado hipofosforilado, impidiendo su
accion. Durante la progreson dd ciclo cdular (fase G1 a §), los complgos
ciclinas/quinasas dependientes de ciclinas (CDK) hiperfodforilan la pRb relgando la
unién de esta proteina d factor E2F-1 que, una vez libre, activa la transcripcion de
genes que codifican para proteinas activas en las sintess de DNA (TS, TK, DHFR,
entre otras) (DeGregori J, 1995). Kasahara M y col (2000) andizan los niveles de
expreson de ARNm de TS y E2F1 en tumores de colon de pacientes no tratados
anteriormente con quimioterapia, y demuestran que la sobreexpreson de los niveles de
E2F-1 corrdlaciona con € incremento de los niveles de TS y una peor respuesta d
tratamiento con 5FU. Ademds un estudio reciente muestra que las metddtass
pumonares de CCR presentan una expreson de TS cuaro veces superior a las
metastasis hepdticas, con una clara correlacion con los niveles de E2F-1 (Benarjee D y

col, 2000) y una peor respuesta d tratamiento.

b) Ciclina D1

La ciclina D1 paticipa en la regulacion dd ciclo cdular en la transgcion de fase
Gl a S (fodforila a la pRb). Egtudios clinicos recientes sugieren que esta subunidad
quinasa desempefia un pape en la transformacion neoplasica y la progresiéon tumord.
Los egtudios in vitro en un pand de lineas cdulares muedtran la corrdacion entre la
sobreexpreson de ciclina D1 con la sobreexpresion de TS y la disminucion de los
niveles de TP (Kornman M, 1999). Este incremento en los niveles de TS se traduce en
una menor efectividad ddl 5-FU.

¢) Gen supresor tumoral p53

Ademéas de los mecanismos bioquimicos descritos con anterioridad, € 5-FU
gerce su accion citotoxica en parte, a través de la induccidn de apoptosis. La apoptosis
debida a una deprivacion de timidina o a la incorporacion dd FU en d ARN son

procesos dependientes de la p53. En particular la gpoptosis in vitro inducida por € 5
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FU, requiere de la expresion de p53 (Yang B, 1996). En cancer colorrectal, un tipo de
tumor que responde muy poco a la quimioterapia, las mutaciones de p53 son eventos
bastante comunes y pueden determinar la respuesta clinica de los tumores (Bulleco C,
1996).

En un estudio publicado por Lee y col (1997) se sugiere que la p53 wild-type
podria actuar modulando directamente la expreson de TS. Segin estos autores la p53
“secuedrarid’ a dgunos de los factores de transcripcion que regulan pogtivamente la
actividad del promotor del gen de TS. La pérdida de la funcionalidad de p53 provoca un

incremento en los nivelesde TS, contribuyendo asi alaresstenciaa5-FU.

d) Sstema reparador del ADN

Los defectos del sstema reparador de gpargamientos incorrectos se han descrito
en d cancer hereditario no polipoide de colon (HNPCC) y en un 15-20% de los
esporadicos.  Algunos estudios in vitro (Kitchens ME, 1999; Carethers JM, 1999)
describen que las liness deficientes en @ dsema MMR (RER+) presentan menor
sengbilidad a 5FU. Ademas, exise una corrdacion entre d esado dd sstema
reparador y la expresidon de TS las lineas RER+ presentan un incremento en los niveles
enzimaticos de TS respecto a las lineas RER-. Sin embargo, se desconoce € mecanismo
por d que d 5FU puede aectar d MMR, ya que la incorporacion dd farmaco no
distorsona fiscamente la doble hélice de ADN, ni tampoco provoca un paro en € ciclo
a nivd de G2/M. El reconocimiento por pate dd ssema MMR dd 5FU podria
explicarse por la naturdeza de la propia fluoropirimidina o la distorsdn en la cadena
que se genera cuando la UGD-glicodlasa dimina  FAUTP o @ dUTP incorporados
(Carethers, 1999). Ademés, d sstema MMR podria modular los niveles de TS de forma
indirecta. La acumulacion de mutaciones en las cdlulas RER+ podria estar afectando a
elementos implicados en la regulacion de la TS. Esto conllevaria un incremento en los
nivdes de la enzima y proporcionaria a esas cdulas una ventga sdectiva en d
crecimiento, permitiendo que estas cdulas RER+ predominen dentro de la poblacion
tumord, contribuyendo asi a la resstencia a 5-FU. Adl, € estado dd sstema MMR en
un tumor colorrecta podria ser un mecanismo de resistencia a 5-FU, aunque estos datos

necesitan ser confirmados en posteriores estudios clinicos con pacientes.
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15. NUEVOS FARMACOS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER
COLORRECTAL

1.5.1. OXALIPLATINO: BASESBIOQUIMICAS

Desde la introduccion del cisplatino (CDDP) en los regimenes de quimioterapia,
s han redizado numerosas tentativas para Sntetizar nuevos derivados platinados que
incrementen e indice tergpéutico de esta clase de agentes.

La suditucion de los radicdes amino dd CDDP por radicdes 1,2-
diaminociclohexanos (DACH) genera una nueva familia de compuestos que presenta un
mecanismo de actividad diferente a otros agentes platinados, tal y como se demuestra en
los estudios redizados en pandes de lineas cdulares en @ National Cancer Institute,
NCI (Rixe O y col, 1996). De entre los compuestos con este grupo DACH destaca €
Oxdiplaino  ([trand1R,2R]-1,2-cicohexanodiaminaN,N’']  oxaato-(2-)-O,0’ -platino)
(Figura 6). Este grupo 1,2-DACH redtringe la movilidad dd &omo de Platino y produce

conjugados con d ADN més voluminosos que los que formad grupo cis-diamino.
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Figura 6. Estructuramolecular del Oxaliplatino

El Oxdiplatino a pesar de compartir d mecanismo de accion con d cisplatino,
posee un espectro de citotoxicidad in vitro y una actividad antitumord in vivo que
difiere dd anterior. Ademas, d Oxdiplatino es € primer agente platinado con probada
actividad en d tratamiento dd cancer colorrecta avanzado, demostrando eficacia en

otros tumores sdlidos como @ cancer de ovario avanzado. Asi mismo, los resultados
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preliminares indican su activided en d tratamiento de tumores de mama, pulmon de
cdula no pequefia (NSCLC) y linfomas no-Hodkings. Asl pues, € Oxdiplatino muestra
actividad en tumores con resigtencia intrinseca o adquirida d CDDP. Este hecho esta
relacionado con la diferente edructura de los enlaces o “aductos’ que forma €
Oxdiplatino que le permite obviar ciertos mecanismos de resigencia a otros agentes
platinados, especidmente & que resulta de la reparacion de los defectos en la
replicacion ded ADN. En estudios preclinicos se ha demostrado que d Oxdiplatino
interactla sinérgicamente con otros agentes anticancerigenos, incluyendo d 5-FU
(Taron M y col, 1999; Plasencia C y col, 2000), y & SN-38 (Zeghari-Squalli N y col,
1999).

Por todas sus caracteridticas y por d pefil favorable de toxicidad que ha
mostrado durante los ensayos en fase |, d Oxdiplaino se ha desarrollado clinicamente

parasu uso en € tratamiento del cancer colorrecta.

1.5.1.1. Mecanismo de accién

Aunque @ mecanismo preciso no es dd todo claro, los agentes platinados
gecen su citotoxicidad de forma smilar a los agentes aquilantes causando enlaces
dentro de la misma hebra (intrastrand crosslinks) o entre las dos hebras (interstrand
crosslinks) dd ADN, resultando en la formacion de uniones covaentes entre d
complgo activo platinado y determinadas bases de la secuencia ded ADN. De hecho,
grado de citotoxicidad que gercen este tipo de compuestos corrdlaciona con la unién d
ADN. Concretamente, las lesiones citotoxicas provocadas por € Oxaliplatino ocurren
mayoritariamente por las uniones intracatenarias con 2 guaninas adyacentes o0 proximas
(d(GpG)) de forma smilar a las que rediza e CDDP (Figura 7). Otros aductos incluyen
enlaces intracatenarios entre 2 bases guanina-adenina adyacentes (d(ApG)) y enlaces
entre guaninas de hebras opuestas dedd ADN ((dG),), aunque estas uniones representan
menos de un 5% del totd de aductos generados.

Los enlaces que € platino forma con d ADN, causan la inhibicion de la sintess
dd mismo, interfieren en los procesos de transcripcion, e inhiben la reparacion,
activando las vias de transduccion de sefides que desencadenan la apoptosis, y que
provocan la muerte celular. Este hecho, ademas, parece ser independiente de la fase dd

ciclo cdular.
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Figura 7. Enlacesintracatenarios masimportantes del Oxaliplatino con € ADN.

A pesx de las smilitudes obvias en d tipo de lesones que provocan, existen
diferencias edructurdes dgnificativas (en d tipo y la frecuencia de lesones que
ocasionan) entre € Oxdliplatino y otros andogos platinados (CDDP, carboplatino) que
pueden contribuir a perfil de actividad especifico dd farmaco. A concentraciones
equimolares @ Oxdiplatino genera un menor nimero de aductos ADN/platino pero
presenta una toxicidad smilar a los otros compuestos (Woynarowsky JM, 1998).
Ademas, las uniones que se generan ocurren mucho mas rgpido (15 minutos en @ caso
de Oxdiplatino versus 12 horas para e CDDP). Es probable que € mayor volumen e
hidrofobicidad de los enlaces DACH/Platino, d diferente angulo de ligadura N-Pt-N
formado cuando € liggndo DACH s une d ADN y la mayor poshilided de
impedimento etérico y de distorson dd ADN, contribuyan a una inhibicion més eficaz
de la sintesis y la reparacion del ADN y, en consecuencia, a un incremento en la
ctotoxicidad cdular (Weinstein JN, 1997). Ademas, los estudios cristaogréficos
sugieren que € impedimento estérico provocado por € anillo ded carrier DACH evita d
reconocimiento y la union de las proteinas que forman los complgos de reparacion de
gpareamientos de ADN (sstema Mismatch Repair), iniciando, posblemente, vias de
tolerancia a la reparacion (fendmeno conocido como bypass replicativo 0 derivacion
replicativa). Edta diferencia en la reparacion de los aductos oxdiplatino/ADN marca
una gran diferencia con € CDDP y explica la ausencia de resstencia cruzada con este

agente.

1.5.1.2. Mecanismos deresistencia a agentes platinados
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El amplio egpectro de actividad dd Oxdiplatino que incluye tumores con
resstencia intrinseca 0 adquirida a los compuestos de platino convencionales (CDDP y
carboplatino) puede atribuirse también a diferencias en los mecanismos de resstencia.

Exigen multiples mecanismos de resistencia relacionados con estos agentes platinados,
la mayoria de los cuades se han descrito para d CDDP (Tabla 3). Entre ellos destacamos
los mecanismos que limitan la formacion de menor nimero de aductos citotoxicos con
e ADN (por dteracion del transporte, y/o por un incremento en la inactivacion dd
famaco), € incremento en los mecanismos de reparacion o la tolerancia d dafio
inducido en € ADN, asi como defectos en los mecanismos de reparacion del Stema
MMR y un aumento en la deivacion replicativa Estos dos Ultimos parecen s los
Unicos mecanismos que permiten discriminar entre e CDDP y € grupo de compuestos
de la familia DACH como d Oxdiplatino, y en consecuencia, pueden explicar los

diferentes patrones de sensibilidad a ambos farmacos.

Tabla 3. Mecanismos de resistencia de las células cancerosas a agentes platinados.

Diferencias entre Oxaliplatino y CDDP/carboplatino indicadas con asterisco(*).

v Descenso en la acumulacién de la droga (reducida la difusion pasiva y/o €
transporte activo)

v"Inactivacion de la droga por niveles incrementados de metal ationeina (secuestro) o del
glutatién (conjugacién)

v Incremento en el sistema de reparacion por excision de nucledtidos (Nudectide
Excission Repair) de los aductos del ADN

v Defectos en e sistema de reparacion por excision de bases (Base Exdson
Repair)*

v' Defectosen el sistema reparador del ADN (Mismatch Repair System)*

v" Incremento en la tolerancia de los aductos con € ADN por ateracion de los
componentes de la via apoptética*

v" Incremento en el bypass replicativo

1.5.1.3. Mecanismos dereparacion y resistencia a agentes platinados

Td y como hemos comentado anteriormente € principd mecanismos de accién
de los agentes platinados consste en su union d ADN, generando una serie de lesones
en € ADN que en € caso de no ser reparadas provocan la muerte celular. Las cdulas
eucariotas disponen de toda una serie de mecanismos de reparacion que actlan antes,
durante y después de la replicacion. Etos sstemas de reparacion estan compuestos de

complgos proteicos capaces de reconocer @ dafo, diminarlo y reparar las hebras del
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ADN permitiendo a la cdlula seguir su ciclo normd y/o en caso contrario etos mismaos
sgemas desencadenaran cascadas de  sefidizacion  gpoptdticaa A continuacion
describiremos con més detdle dgunos de estos Sstemas de reparacion y su implicacion

en laresistencia a agentes platinados.

v Sistema dereparacién de apargjamientosincorrectos de bases

La identificacion y la reparacion de las lesones inducidas en  ADN por €
goargamiento incorrecto entre las bases que ocurre durante la replicacion cdular,
desempeia un papel crucid para d mantenimiento de la estabilidad gendmica. Se sabe
que las dteraciones en la actividad de este sSstema reparador dd ADN, también
conocido como Mismach Repar Sysem (MMR) confieren ressencia intrinseca a
CDDPy carboplatino.

A diferencia de la reparacion de las roturas dd ADN, la reparacion del sistema
MMR no dimina € enlace ADN/platino (u otra leson) identificado como apareamiento
incorrecto, sno que eimina los nucledtidos desapargjados en la cadena de ADN recién
sntetizada opuesta d aducto del Plaino, lo que resulta en un fdlo en la replicacion mas
dla de la leson. La presencia continuada de la lesion en la cadena parentdl causa ciclos
de exigdn y resintess fltiles repetidos que conducen, por Ultimo, a la muerte celular
por apoptosis (Figura 8).

Exigen evidencias in vitro e in vivo, de que las cdulas deficitarias en d sstema
MMR presentan resistencia d CDDP o d carboplatino, asi como a otros agentes como
procarbazina, busultén e inhibidores de la Topoisomerasa Il (etopdsido y antraciclinas)
(Fink D y col, 1998). Es més, d tratamiento continuado con estos agentes selecciona a
la poblacion cdular deficitaria en d ssema MMR, puesto que estas cdlulas resistentes
son capaces de tolerar @ dafio inducido en d ADN por la quimioterapia y continuar su
replicacion, evitando la parada de ciclo cdular y la muerte por apoptosis (Fink D,
1998). S bien d nivd de ressencia d CDDP y a caboplatino, asociado a la
incgpacidad de reparacion de los apargamientos incorrectos en € ADN, es
relaivamente exiguo (cambios en la sendbilidad menor a 2 veces) aunque parece
suficiente para explicar d fracaso clinico dd tratamiento.

En ede punto, es importante sefidar la eficacia que d Oxdiplaino ha

demostrado en modelos deficientes en d dstema de reparacion de apargjamientos
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incorrectos. Se plantea la hipdtess que € ligando voluminoso DACH de Oxdiplatino
se coloca en € surco mayor de la doble hélice de ADN e impide estéricamente la unidn
de las proteinas de complgo reparador. En cambio, € carrier cis-diamino no parece
dterar esta union (Vaisman A, 1998). Esto sugiere d uso dd Oxdiplatino en tumores
con deficiencias en € sstema dd MMR taes como los canceres hereditarios de colon
no ligados a la polipods (HNPCC), intrinsecamente resstentes a las tergpias
convencionales con otros agentes platinados, y una variedad de tumores esporédicos
(15-20%) que presentan € fenotipo RER+ incluyendo @ céncer colorrectd, € de ovario
y € de mama entre otros. Ademés, d Oxdiplaino desempeiia un papel en aguellos
tumores con resstencia adquirida a CDDP y/o carboplatino. Por tanto, € Oxaliplatino
puede ofrecer ventgas tergpéuticas en tumores con resstencia intrinseca o adquirida a

Cisplatino.

v Complejo reparador por escision de nucledtidos (NER)

Este ssema de reparacion se encarga de reparar lesiones voluminosas en los
genes transcritos. El proceso de reparacion se lleva a cabo mediante la formacion de
complgos multiproteicos que reconocen, escinden y reparan la leson. Entre las
proteinas que forman parte de estos complegos reparadores encontramos las proteinas de
la familia XP que deben su nombre a sindrome provocado por su déficit, d Xeroderma
Pigmentosum. Igual que ocurre con d sstema MMR, la sobreexpreson de agunas
proteinas de la via corrdlaciona con la resstencia a ciplatino y oxdiplatino. Este es €
ca0 dd gen ERCC-1 (Esxcisdn Repar Cross Complemenmting 1). La sobreexpresiion
dd gen confiere a la cdula tumord una mayor capacidad reparadora frente a las
lesones generadas por € platino, impidiendo la accion citotdxica dd famaco. Los
edudios redlizados in vivo muedtran la exigencia de una corrdacion inversa entre la
expreson de ERCC-1 y la supevivencia y la respuesta d cisplaino en tumores
gadtricos (Metzger y col,1998) y en tumores de pulmén de cdula no pequefia (Rosdl Ry
col, 2001;Taron M y col, 2002). Las proteinas de la familia XP y més concretamente la
proteina XPD también parecen estar involucradas en la en la respuesta a platinos (Taron
M, 2002). Se han identificado tres polimorfismos en & gen que codifica para XPD, dos
de los cudes (Agp312Asn y Lys751GIn) confieren a la cdula una menor capacidad de
reparacion de sisema NER (Spitz y col, 2001). Un estudio reciente en pacientes con

cancer colorrectal avanzedo tratados con oxdiplaino muestra que la presencia del
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polimorfismo savge en uno de los ddos o en ambos (genotipo LysLys o LysGln)
afecta a la respuesta d tratamiento basado en Oxdiplatino y a la supervivencia (Park y
col, 2001).

v" Complegjoreparador por escision de bases: XRCC-1

Otro de las vias principaes de reparacion la condituyen los genes involucrados
en la excison de bases 0 BER (Base Excison Repair). Este sstema reconoce bases
incorrectas en d ADN y las repara Paa élo se forma un complgo reparador
multiproteico integrado por proteinas que reconocen los puntos de rotura (poli-ADP
ribosa o0 PARP y la ADN ligasa lll), la proteina XRCC-1 que actla como molécula
adaptadora, y las proteinas encargadas directamente de la reparacion (la polimerasa b y
la ADN ligasa Ill). En condiciones fisoldgicas normaes la PARP detecta la rotura en la
hebra de ADN vy activa las vias de reparacion a través dd reclutamiento del complgo
BER (Masson, 1998).

Recientemente, s ha identificado la presencia de vaios polimorfismos en la
secuencia del gen que codifica para XRCC-1 (exén 6, 9 y 10). En concreto, €
polimorfismo en & exdn 10 provoca un cambio aminoacidico de Arg® GIn que confiere
una menor actividad a la proteing, afectando a la cepacidad ddl sstema BER para
reparar las lesones inducidas en € ADN por d Oxdiplaino, evitando la correcta
sefidizacion de muerte cdular por gpoptods, que en Ultima ingancia condituye €
mecanismo de citotoxicidad de estos agentes platinos.

La presencia del polimorfismo en @ ex6n 10 se ha corrdacionado clinicamente
con la resgencia d tratamiento con Oxaliplatino (Lenz HJ 2001, Soehlmacher Jy col,
2001). En un egtudio reciente en 45 pacientes afectos de cancer colorrectd metastésico
tratados con Oxdiplatino/5>-FU en segunda linea de terapia (Stoehlmacher J y col,
2001), se muestra que la presencia del polimorfismo en uno de los aeos o en ambos
(genotipo GIn/Arg o GIn/GIn) afecta a la respuesta d tratamiento basado en
Oxdiplatino (67% de pacientes no respondieron) y a la supervivencia (85 meses
respecto alos 11,2 meses de | os pacientes con genotipo Arg/Arg).

v" Recombinacion homologa
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Algunos agentes citotoxicos como los inhibidores de la topoisomerasa | y los
agentes platinados generan roturas dobles en € ADN (double-strand breaks, DSB). En
las células eucariotas existen dos vias de reparacion de estas dobles roturas (Lewin B):
la recombinacion homdloga (la cdula repara la leson a partir de una cadena homdéloga
dd ADN de un heterodiplex no daflado —single-strand exchange- como € de la
croméida hermana) y la religacion directa de extremos no homélogos (se repara a partir
de una region que no es completamente homdloga, de forma que sdlo son necesarias
unos cuantos pares de bases complementarios para generar extremos cohesivos).
Exisen dgunas evidenciass de que la sobreexpresén de determinadas proteinas
involucradas en d ssema de recombinacion homdloga (RADD51, XRCC2) confieren
ressencia a cisplaiino y mitomicina (JBC, 2000). Edta resstencia se explica 9§ tenemos
en cuenta que los procesos de recombinacion implican no solo la reparacion de las
lesiones inducidas en d ADN por etos agentes citotdxicos Sno que también protegen a
lacélula de los fendbmenos de apoptoss (Radershall E y col, 2002).

15.1.4. Laderivacion replicativa

Exigen evidencias in vitro de que agunas lineas cdulares resgentes a cisplatino
(Vaisman A, 1998), incrementan la derivacion replicativa o bypass replicativo
(habilidad dd complgjo de reparacion ddd ADN para sobrepasar la lesién inducidad en
el ADN). Por gemplo, se comprobd que la linea cdular de ovario C13* resigtente a
CDDP, que no presentan inestabilidad de microsatélites, tiene una capacidad 4,5 veces
mayor que la linea parentd sensible para evitar los aductos generados por € CDDP en
e ADN. Sn embago, cuando las linees se exponian a un producto de la
biotranformaciéon dd  Oxdiplatino (e 1,2-DACH-dicloroplatino), la capacidad de
derivacion replicativa fue sdlo 21 veces mayor en la linea resgente que la linea
parental. Esta diferencia, parece correlacionar con la diferente sengbilidad que mostraba
la linea ressente d CDDP o d Oxdiplatino. Este halazgo junto con los de otros
modelos, implican que los aductos que forman los DACH/platino no sdlo son mas
eficaces en d bloqueo de la sintess dd ADN que los dd CDDP, sino que ademés €
ligando DACH podria desempefiar un pape impdiendo a complgo de reparacion
sobrepasar lalesion.
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En resumen, las dteraciones de sstema reparador y @ bypass replicativo de los
aductos de Plaino/ADN contribuyen a la resstencia d CDDP. Edta resistencia puede
s revertida con € uso de un agente platino con un ligando més voluminoso, DACH,
que dificulta la derivacion replicativa y previene la union dd complgo reparador MMR.
Esos mecanismos judifican ademas la ausencia de resdencia cruzada entre
Oxdiplatinoy CDDP.
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1.5.2. INHIBIDORESDE LA TOPOISOMERASA |

Topotecan (TPT) e lIrinotecan son derivados solubles de la camptotecing, un
acaoide vegetd aidado por primera vez en 1965 a partir del tronco de un &bol nativo
de la China, Camptotheca acuminata. A pesar de que ambas drogas han mostrado cierta
actividad en d cancer colorectal metastasico cuando son utilizados como agentes
Unicos, € CPT-11 parece ser més activo en este tipo de tumores.

Todas las camptotecinas conssten en una edtructura basica de 5 anillos con un
carbono quird (C20) en d anillo lactona en posicion termind (Figura 9). La sudtitucion
en los carbonos en posicion 7, 9 y 10 incrementa la solubilidad de estos compuestos en
agua asi como su actividad como inhibidores de la Topo |, mientras que en posiciéon 11

y 12 laneutrdizan (Hertzberg RP, 1989).

9 7
N\ o)
10 ~
B c N_
11 N = D
12 \ E O
4 \ \\
CH3CH; oH @)
C-10 C-9 C-7
Camptotecina H H H
Topotecan OH (CH3)NCH> H
SN-38 OH H CH3CH»
CPT-11 ON—QN-COO H CH3CH>

Figura9. Estructura delosanalogos dela camptotecina: Topotecan elrinotecan

El anillo en forma lactona (anillo “E’ cerrado) es esencid para la interaccion de
estos compuestos con la Topoisomerasa | cuando ésta s2 hdla ligada a ADN. Esta
forma lactona es inestable y se tranforma mediante una hidrdliss reversble
dependiente del pH, a una forma abierta carboxilada (anillo “E’ abierto). La actividad
de la forma lactona es 200 veces superior a la de la forma carboxilada (Mi Z, 1994). A
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pH fisologico ambas epecies se hdlan en equilibrio, aunque la forma carboxilada

predomina en sangre porque presenta mayor afinidad de union alaabimina sfrica.

1.5.2.1. Mecanismo de accién

El mecanismo de accion de estos agentes consste en la inhibicion de la enzima
Topoisomerasa | (Topo 1). Esta enzima, de peso molecular 100 KDa, esta codificada por
un gen localizado en & cromosoma 20g. La Topol se expresa conditutivamente durante
todo d cicdo cdular y su expresidn esta regulada a nive transcripciond, traducciond y
post-traducciond. Se sabe que la fosforilacion por la proteina quinasa C (PKC) vy la
caseina quinasa Il incrementa la activided de la Topo | y que eta regulada
negativamente (downregulated) por la poli-ADP-ribosa, PARP (Pommier P, 1996).

La Topo | desempefia un pape clave en los procesos de replicacion,
transcripcion 'y reparacion del ADN  (Rottenberg ML, 1997). Esta enzima actla
uniéndose d ADN y colaborando en la diminacion de los impedimentos estéricos
derivados de la edtructura helicoida dedd ADN que restringe todos estos procesos. Para
elo, la enzima introduce roturas controladas en una de las hebras dd ADN que
permiten € giro de la molécula 'y rdgan su estructura. La Topo | rediza este proceso a
través de una reaccion de trans-edterificacion que da lugar a un complgo intermedio
reversble denominado complgo de escison o cleavable complex, formado por la unidn
de la tirosna en posicion 723 de la enzima ad extremo 3'-P termind de una de las
cadenas del ADN. Una vez permite @ paso de la otra hebra a través de la rotura, la
propia Topo | se encarga de redizar € proceso de rdligacion find (Figura 10).

Los inhibidores de Topo | se unen a la enzima cuando ésta s hdla ligada d
ADN, impidiendo € paso de rdigacion find y causando la acumulacion de roturas
monocatenarias. Cuando la horquilla de replicacion avanza encuentra estos puntos de
ecison y causa roturas dobles irreversibles en las hebras dd ADN (Figura 11). Estas
lesones provocan la retencion de los procesos de divison cdular y se generan las
sefides de muerte por apoptoss. Estas lesones son, por tanto, la causa de la
citotoxicidad de estos farmacos (Hsiang K, 1989; D’ Arpa P, 1990). Segin € estudio de

Pomier Y y col, edtas dobles roturas se forman Unicamente en la hebra conductora o
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leading mientras que, en la cadena retardada o lagging se produce un blogueo en la
progreson de la horquilla de replicacion (Giaccone G, 1999). Estos procesos ocurren
durante la fase S o de sintesis dd ciclo cdular, por lo que los inhibidores de Topo | se
consderan farmacos egpecificos de cido (Shinka BK, 1995). Sin embargo, la
citotoxicidad inducida por estos agentes también se ha demostrado en cdulas que no
eddn gntetizando activamente ADN, demostrando que existen otros mecanismos de
toxicidad independientes de la replicacion que involucran a proteasas y endonucleasas
(Shimizu T, 1996)
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Figura 10. Mecanismo de accién dela Topoisomerasa |

Las camptotecinas, a igud que otros agentes que dafian € ADN, provoca una
retencion en la fase G2 dd ciclo cdular (Goldwasser F, 1996). Los inhibidores de la
Topo | provocan una disminucion en los nivees dd complgo ciclina Bl/cdc2 que
regula la trangcion de la fase G2 a la fase de mitoss (Shao R y col, 1997). Esta
retencion es la respuesta cdular frente a las lesones producidas en € ADN por estos
agentes y esta relacionado con la capacidad de la célula para reparar d dafio antes de su
entrada en mitoss. El pape de la Topo | en los mecanismos de reparacion sugiere que
edos agentes podrian s Utiles en la clinica como radiosensbilizadores asi como
sugieren la actividad de las asociaciones de los inhibidores de Topo | con agentes que
actlan dafiando d ADN (agentes platinados, Zeghari-Squalli N y col, 1999), y agentes
especificos de fase G2/M (Taron M, 2000). De hecho se conoce la sinergia de la
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asociacion de Oxdiplatino y CPT-11 que presenta actividad in vitro en lineas tumordes
derivadas de tumores colorrectales.
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Figura 11. Mecanismo de accion delosinhibidoresde Topoisomerasa |

1.5.2.2. Mecanismos deresistencia

Se han identificado una variedad de mecanismos de resstencia a inhibidores de
Topo | en moddos preclinicos. Sin embargo, se dispone de pocos estudios in vivo que
evdlen la contribucidn relaiva y la frecuencia de estos mecanismos en pacientes que
progresan con d tratamiento con Inhibidores de Topoisomerasa |. Uno de los factores
especificos que estén siendo estudiados es la expreson del gen de la Topoisomerasa |.
Parece que los tumores que sobreexpresan Topo | responden peor a la terapia con
Irinotecan, aunque estos resultados necestan ser ampliados induyendo un  mayor

nimero de pecientes (Paradiso AV y col, 2001). Los principdes mecanismos de
resi stencia descritos son:

Niveles reducidos de la enzima Topoisomerasa |: Se ha observado in vitro que
determinadas lineas resstentes a tratamiento con camptotecines, contienen niveles
reducidos de la enzima Topo I, que es la enzima diana paa € blogueo de estos
inhibidores, disminuyendo la senshilidad de la cdula a estos agentes (Kanzama F,
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1990; Eng WK, 1990). Los niveles reducidos de la enzima se asocian a cambios post-
transducciondes de la enzima. Sin embargo, hasta la fecha no exigen estudios en la
clinica que corrdlacionen los niveles de Topoisomerasa | con la resgencia a estos
agentes. Uno de las principaes limitaciones es la redistribucion subcelular de la Topo |.
Edta enzima se dntetiza en @ citoplasma y entra en @ nicleo donde se une d ADN para
que ocurra la replicacion y la transcripcion. Ademés, parte de a Topo | queda asociada
a ADN dn que édte se transcriba o replique. Asi que la cuantificacion de los niveles
totdes de Topo | conduce a errores en la relevancia clinica de la expreson de eta

enzimaen laressgenciaalosinhibidoresdelaTopo .

v" Disminucion en la actividad de la Topoisomerasa |: También se han observado
canbios en d actividad de la Topo | Sn que exidan dteraciones en € grado de
expresidn dd gen. Eto sugiere la implicacién de eventos post-transcripcionaes, como
la fodorilacion por la PKC o la poli-ADP riboslacion, que tendrian un impacto
donifictivo en la actividad de la Topo | y en la susceptibilidad a la inhibicion (Ohira
T,1996).

v" Mutaciones de la Topoisomerasa |: Son diversas las mutaciones descritas en € gen
que codifica para la Topo |. Edtas dteraciones afectan a la actividad de la enzima, a la
capacidad de unidn de la Topo | con é ADN y/o dteran la formacion ded complgjo de
exison o cleavable complex impidiendo la accion de los inhibidores de la enzima
(Rothenberg ML, 1997).

v Inactivacion de la droga: Algunos de estos inhibidores como € CPT-11, una vez
dentro de la cdlula se metabolizan a un intermedio activo, que rediza la funcion. En d
caso del CPT-11 eda funcion depende de una enzima la carboxilesterasa que convierte
el CPT-11 a SN-38. La disminucion en los nivees de eta enzima o una activided

disminuida provocan resstenciad farmaco.

v" Polimorfismo en e promotor del gen UGT1AL. Este gen miembro de la familia de
las UDP-glucoronosiitrandferasas (UGTS) participa en la glucouronidacion ded estradiol
y su déficit conlleva una disminucion dd 70% de la glucouronidacion de esta hormona.

Asmismo, una disminucion en la expreson de UGT1A1 conduce a un devado nive de

46



Introduccién

bilirrubina no conjugada causado por la reduccion de la transcripcion de este gen
(sindrome de Gilbert, Crigler-Nagjjar). La UGT1A1l es también responsable de la
glucuronidacion del SN38 (metabolito activo dd CPT-11), exisiendo una correlacion
entre d metabolismo de la hilirrubina y dicho metabolito. De hecho, las deficiencias de
UGT1Al s reacionan con un aumento de la toxicidad por CPT-11 y probablemente
con la senshilidad. Se han identificado polimorfismos en la zona promotora de este gen,
especificamente en la cga TATA. La forma mas comin consste en 6 repeticiones del
dinucledtidos TA, s bien s han descrito vaiantes aélicas que contienten 5, 7 u 8
repeticiones (los delos 6 y 7 se han descrito en poblaciones caucasicas). Se ha
demostrado que la actividad dd gen es inversamente proporciond a nimero de
repeticiones. mayor nimero de repeticiones menor actividad y por tanto, disminucién
en la capacidad de glucuronidar @ SN38 que corrdaciona con € incremento de la

toxicidad en los pacientes tratados con CPT-11.

v Sobreexpresion del gen MDR-1: un nimeo de cdulas resstentes a drogas
sobreexpresan este gen y su producto proteico la glicoproteina P (PgP). Los niveles
incrementados de PgP resultan en la expulsén de la droga dd medio intracdular,
provocando un descenso en la acumulacion intracelular de la misma El TPT d igud
que otros inhibidores de Topo | son subgtratos de esta PgP, aungue no es € mecanismo

de resistencia principa para este tipo de farmacos.

v' Alteraciones en € ciclo celular: Como hemos comentado anteriormente, los
inhibidores de Topo | son drogas ciclo-especificas, su maxima accion ocurre durante la
fase S de ciclo cdular aunque también provocan la retencidén de céulas en fase G2 del
ciclo. Las dteraciones en los puntos de control que regulan edtas fases afectan también a
la resstencia a estos agentes. Cabe sefidar, que la Topo | interacciona con determinadas
proteinas implicadas en € control de la replicacion cdular (SmI1, que inhibe la sintesis
de dNTP por la union directa con la subunidad mayor de la ribonucledtido reductasa) y
porteinas implicadas en la retencion del cido cdular en la fase de sintess tras la
induccion del dafio en d ADN (Mecl, Rad53). Las dteraciones en los mecanismos que
ocurren tras la lesién provocada por los inhibidores de Topo | pueden afectar por tanto,
alaactividad de estos agentes (Reid RJ, 1999)
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v Alteraciones en las proteinas relacionadas con |as topoisomerasas

Los factores relacionados con Topoisomerasas 0 Topoisomerase related factors
(TRF4, TRF5) son proteinas que estdn implicadas en procesos de cohesiéon de
croméidas hermanas y de condensacion de los cromosomas durante la mitosis (HSang
YH, 1985). Edudios recientes muestran que la expresdn de estas proteinas esta
relacionada con la senshilidad a la camptotecina y sus andogos (Valowsky C, 1999).
Edtas proteinas estan codificadas por una familia de genes que mapan en & cromosoma
5p15, una region cromosdmica que s hdla frecuentemente amplificada en una gran
variedad de tumores. La expresion de estas proteinas nucleares estéa regulada durante €
cicdo cdular, presentando un pico méximo durante la fase de sinteds. La leson mas
importante de los derivados de la camptotecina es la produccion de dobles roturas del
ADN. Exigen dos via moleculares importantes para la reparacion de las roturas dobles
en las hebras dd ADN: la recombinacion homdloga y la religacion directa de extremos
no homélogos. Concretamente, parece que la sobreexpresion de estas proteinas confiere
resstencia a los inhibidores de la Topo | porque dtera los procesos de recombinacion
homologa, incrementando los mecanismos de reparacion de las lesiones inducidas por
estos citotoxicos.

La proteina ADN-tirosina fosfodiesterasa |, DTP1, es la enzima implicada en la

rotura dd enlace fosfodiéster entre € stio activo de la tirosna de la Topo | y  ADN.
Se sabe que los defectos en esta proteina estan asociados a la hipersensbilidad a las
camptotecinas.
Otro de los mecanismos que puede conferir resstencia a los inhibidores de Topo | es la
degradacion ddl complgo ADN-Topo | a través de la ubiquitinizacion o de proteinas
que actlan como ubiquitinas denominadas small ubiquitin-like modulator proteins,
SUMOK (Giaccone G, 1999).

v' Capacidad de reparacion y alteracién de las vias apoptéticas (eventos down-
stream)

El efecto dltimo de cudquier agente quimioterdpico es la cgpacidad que tiene la
céula para reconocer € dafio inducido y activar los Stemas que conducen a la

reparacion. Este fendbmeno involucran la activacion de sefides de transduccion 'y
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oncogenes y genes supresores tumoraes que regulan los  checkpoints del ciclo cdular,
entre otros p53, blcl-2, bax , p21, ciclinaB1, cdc2.

Aungque € estado de p53 parece estar implicado en la apoptoss que ocurre tras
la exposicion de las cdulas a determinados agentes quimioterdpicos, parece que una p53
norma no es necesxyia o sUficiente para inducir gpoptosis tras € tratamiento con
camptotecinas. Los inhibidores de Topo | incrementan los niveles de p53 wild-type en
las clulas dafladas, como respuesta a la leson, hecho que permite la subsiguiente
activacion de los mecanismos de reparacion y/o apoptosis. Por tanto, €  estado de p53
podriainfluenciar alarespuesta a este tipo de agentes.

Por todo ello y a pesar de las diferencias existentes entre los modelos in vivo e in
vitro, en nuestro estudio se ha intentado conservar d méximo la diversdad de esta
neoplasia, utilizando como moddo en € laboratorio lineas ceulares que presentaran
diferentes ateraciones genéticas conocidas (estado de la p53, mutaciones oncogén Ras),
diferente grado de inestabilidad genética (fenotipo RER+ / RER-), diferente procedencia
(origen de tumor primario 0 de metéstass a digancia), diferente tasa de crecimiento,
etc.
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En d presente estudio experimental se ha sdeccionado @ moddo de neoplasa
colorrectd para estudiar la citotoxicidad de las combinaciones entre Oxdiplatino, 5
Fluorouracilo y Topotecan. Este modelo ha sido escogido por diversas razones. Por un
lado, la larga experiencia en d tratamiento del cancer colorrecta que presenta € grupo
de trabgo tanto en la clinica como en estudios preclinicos, enfocada a megorar €
conocimiento sobre € tratamiento actud de esta neoplasia. Por otro lado, a nivel mas
bésco, s ha intentado evauar los mecanismos moleculares involucrados en la actividad

de estas asociaciones tanto en tumores sens bles como refractarios a 5- FHuorouracilo.

Nuestro trabg o se fundamenta en los Siguientes puntos:

1. La préactica dinica as como numerosos estudios in vitro, demuestran que la
adminigracion continuada de 5-Fluorouracilo conduce a la gparicion de una
poblacion refractaria d farmaco, lo que provoca la pérdida de eficacia de
tratamiento.

2. Una de las principaes razones bioquimicas de la resstencia a 5-Huorouracilo es la
sobreexpresion del gen Timidilato Sntasa.

3. La expreson de Timidilato Sntasa es marcador prondgtico de la respuesta a 5
Fuorouracilo

4. La introduccion dd Oxaliplatino en d tratamiento dd cancer colorrecta ha supuesto
un gran avance. Este platino de tercera generacion muestra una gran efectividad en
este tipo de tumores, intrinsecamente resistentes a otros agentes platinados (CDDP y
carboplatino).

5. El Oxdiplaino es €dficaz in vivo en tumores senshles y refractarios a 5
Fluorouracilo. Ademés, la asociacion de Oxdiplatino con 5-Huorouracilo es
dtamente Snérgica

6. El Oxdiplatino actla dafiando d ADN, hecho que conduce a la inhibicion de la
replicacion y la transcripcion, generando sefides que activan los procesos de
apoptosis.

7. Los inhibidores de la enzima Topoisomerasa | (concretamente € Irinotecan, CPT-

11) presentan actividad en cancer colorrecta avanzado.
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Hipdtesis

Egudios in vitro muedtran la actividad snérgica en la combinacion de Oxdiplatino
con CPT-11.

En € momento actud, € tratamiento del cancer colorrecta es la poliquimiotergpia
combinando la infusén continua de 5-Fluorouracilo con Oxdiplatino o Irinotecan
(CPT-12)

Las deficiencias genéticas en € dstema reparador de agpargiamientos incorrectos
(Mismatch Repair genes, MMR), también conocido como fenotipo mutador o
fenotipo de errores de replicacion (RER+), son un factor de predisposicion genética
en los tumores hereditarios de colon no asociados a la poliposis multiple (HNPCC)
y ocurren en un 15-20% de |os tumores colorrectal es esporadicos.

Las mutaciones de p53 ocurren con edevada frecuencia (60%) en tumores
colorrectales.

La respuesta a quimioterapia basada en 5-Fuorouracilo depende del estado de
determinados parametros biologicos como la p53 o d estado dd sstema MMR.
Ambos parametros son factores prondstico de la respuesta d tratamiento en cancer
colorrectal.

Los niveles de expreson de la Timidilato Sntasa estan relacionados con d estado
dep53 0 d stemaMMR.

Las deficiencias en d ssema reparador MMR se relacionan con los fendmenos de

resstenciaa CDDP'y carboplatino, aunque no afectan ala respuesta a Oxaliplatino.

Partiendo de estas premisas, disefiamos un estudio para andizar la citotoxicidad de

la asociacion de Oxdliplaino y 5-Fuorouracilo en lineas cdulares derivadas de tumores

colorrectales sengbles y refractarias a 5-Fuorouracilo con objeto de elucidar las bases

moleculares de la actividad snérgica observada en la dinica de dicha asociacion, asi

como determinar € papel que desempefia d Oxdliplatino en la reverson de fenotipo de

resstencia a 5-Huorouracilo.

También s induye € edudio de un nuevo esquema de asociacion entre

Oxdiplatino y d inhibidor de la Topoisomerasa | (Topotecan), andizando los meores

esquemas de asociacion para la respuesta citotoxica asi como € estudio de las causas de

la snergia de estas combinaciones.
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Asmismo s evala S la respuesta a los diferentes tratamientos esta relacionada con
el vaor genotipico dd tumor (€ estado de ciertos parametros biolégicos como la p53 o
d dgema MMR), determinando su participacion en € éxito o fracaso dd tratamiento,
hecho fundamental para disefiar correctamente nuevas edrategias de tratamiento en €

cancer colorrectal.

Partiendo de estas premisas se establecieron las siguientes hipoétesis de trabajo:

1. La exposcion continuada a 5-Fluorourecilo conduce a la sdeccion de clones
resgentes a este agente debido a cambios genotipicos y fenotipicos respecto d
tumor sengible de origen.

2. Se puede disefiar un modelo in vitro para demodtrar la Sinergia de la asociacion de
Oxdiplatino y 5-Huorouracilo en tumores sensbles y refractarios a 5-Huorouracilo
y lareverson de laresstencia por € Oxaiplatino

3. La expresdon dd gen Timidilato Sntasa tanto en tumores sensbles como
refractarios a 5-Fuorouracilo debe corrdacionar 'y explicar la actividad de la
combinacion  Oxdiplatino/5-Fluorouracilo asi como la reverson dd fenotipo de
resistencia a 5-FHuorouracilo.

4. Teniendo en cuenta sus mecanismos de accion, la combinacion de Oxdiplatino y d
inhibidor de Topoisomerasa | Topotecan, debe ser activa en tumores sensbles y
refractarios a 5-Huorouracilo.

5. Los nivdes de expresdon del gen Topoisomerasa | estan relacionados con la
actividad de la asociacion Oxaliplatino/Topotecan tanto en tumores sensibles como
refractarios a 5-Fuorouracilo.

6. El estado de p53 y/o dd sstema reparador MMR puede influenciar la adquisicion
del fenotipo de resistencia a 5-Fuorouracilo y/o la actividad de estos farmacos (5
FU, Topotecan y Oxdiplatino) adminisrados como agentes Unicos 0 en
combinacion.

7. La citotoxicidad observada en la asociacion de Oxdiplatino/5-Fluorouracilo debe
corrlacionar con un incremento en los procesos de muerte celular programada en

tumores sensibles y resistentes a 5- Fluorouracilo.
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Objetivos

OBJETIVO 1

Generacion y tipificacion de lineas celulares resistentes a 5-Fluorouracilo

derivadas detumores colorrectales.

Este objetivo congta de |os Siguientes apartados.

1.

Induccion de resstencia a 5-FHuorouracilo (5-FU) por exposicion continuada a dosis
crecientes del farmaco de lineas colorrectaes inicidmente sensbles a la accion
citotoxicade farmaco.

Andizar € grado de resgencia inducida d 5FU por comparacion con las
correspondientes lineas parentales sensibles.

Evduar la citotoxicidad provocada por la adminisracion de Oxaliplatino,
inhibidores de Topoisomerasa | (Topotecdn, Irinotecdn y SN-38) y 5-FU
administrados como agentes Unicos en lineas senshles y resgtentes d 5-FU. Estudio
del patron de resistencia cruzada a estas drogas.

Explicar y rdacionar @ fenotipo de resstencia inducida a 5-FU con la expresién de
Timidilato Sntasa (ARN mensgero y proteind) y su corrdacion con la
amplificacion génicade TS.

Egtudio de las dteraciones gendmicas presentes en las lineas resstentes a 5-FU
cuando se comparan con las correspondientes lineas parentales sensibles.

Andisis dd estado de p53 y dd fencotipo de errores de replicacion (RER) en lineas

senshblesy resstentesa 5-FU.
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OBJETIVO 2

Estudiar la citotoxicidad celular in vitro en lineas derivadas de tumores
colorrectales sensibles y resistentes a 5-Fluorouracilo por combinacién de
Oxaliplatino/5-Fluorouracilo y Oxaliplatino/T opotecan.

Este objetivo consta de |os Siguientes apartados.

1. Esudiar la toxicidad de la combinaciéon de OXA/5-FU y OXA/TPT, as como la
determinacion del esquema secuencid Optimo en lineas colorrectales sengbles a 5
FU (HT29, LoVo, DLD-1y LS-513) y resistentes (HT29-5FUR y LoVo-5FUR).

2. BEvduar 9 la adminigracion previa dd Oxdiplatino se asocia a un incremento en la
senshilidad a 5-FU en las liness refractarias a 5-FU (esquema OXA (4h) ® 5-FU
(infus6on de 5 diag)).

3. Evduar la reacion entre e estado de p53 y/o d edtado de sistema reparador del
ADN y la sendhilidad a Oxdiplaino, Topotecan y 5FU administrados como

agentes Unicos y/o en combinacion.
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OBJETIVO 3
Analisis de la relacion de la citotoxicidad de las asociaciones de Oxaliplatino/5-
Fluorouracilo y Oxaliplatino/Topotecan con la expresion de Timidilato Sintasa y
Topoisomerasa | respectivamente, asi como los fendmenos de muerte celular por

apoptosis.

Este objetivo consta de |os Siguientes apartados.

1. BEvduar d vdor predictivo de la expreson de Timidilaro Sntasa (ARNm vy
proteina) y Topoisomerasa | (ARNmM) tras la adminigtracion previa de Oxdiplatino
como pardmetro directamente relacionado con la sensbilidad a 5-FU y Topotecan
respectivamente, en lineas colorrectales sensiblesy resistentes a 5-FU.

2. Evduar la rdlacion de la expreson de Timidilato Sintasa con € estado de p53 y de
los genes ddl sstema reparador (fenotipo RER).

3. Andigs dd patron de muerte celular por gpoptosis en los esquemas secuenciaes de
combinacion entre Oxdiplatino/5-FU asi como la relacion con @ estado de p53, €

estado dd sstema reparador (fenotipo RER) y laresstenciad 5-FU.
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4.1. LINEASCELULARES

Para evauar € potencia citotoxico de estos agentes (TPT, 5-FU y OXA) y sus
asociaciones, e utilizaron sais lineas cdulares sensbles (HT29, LoVo, DLD-1y LS
513) y resgentes a 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) derivadas de tumores
humanos de colon que presentaban diferentes caracteristicas.

La linea HT29 aidada de un tumor primario de colon en € afio 1964 por J. Fogh
(Human Tumor Cells in Vitro, J. Fogh (ed), Plenum Press, New York, 1975). El
tumor extirpado a una mujer de raza caucasica, era un adenocarcinoma de colon
moderadamente diferenciado de grado Il. Edta linea cdular presenta las siguientes
caacterigticas. morfologia epitdid, producen CEA en cultivo, tienen la p53 mutada
(mutacion en & exdn 8), no expresan p21"¥1 y no presentan inestabilidad de
microsatélites (fenotipo RER negativo). Las cdlulas crecen en monocapa en medio de
cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagles medium, BioWhittaker, Belgium)
suplementado con un 10% de suero bovino feta (FBS, inactivado a 56°C X 45
minutos), 400 U/ml de penicilina, 40 ng/ml de gentamicina y 2mM de L-Glutamina
en amosfera himeda, a 37°C de temperatura y 5% de CO». Las cdulas s testan
peribdicamente por posibles contaminaciones de micoplasma mediante técnica de
PCR (Mycoplasm Plus ™ PCR primer set, Stratagene, USA). Eda linea cdular fue
cedida gentilmente por & Dr. Francisco Red, aunque también esta comercidizada
por la American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).

La linea cdular LoVo aidada de un tumor metastésico de colon en d afio 1971
(Drewinko y col, Cancer Res 36: 467-475, 1976). El cultivo se add de un nodulo
metagtasico en la region supraclavicular izquierda de un varon de raza caucasica con
pruebas diagnogticas de adenocarcinoma de colon. Esta linea celular presenta
morfologia epitdid, tiene la p53 dlvestre (wild-type), presenta inestabilidad de
microsatélites (fenotipo RER positivo) ya que tiene deleccionados los exones 5 d 8
en los dos delos dd gen reparador hMSH2. Estas células crecen en monocapa en
medio de cultivo HAM’s F-12 (BioWhittaker, Belgium) suplementado con un 20 %
de FBS (inactivado 56°Cx 45 minutos), 200 U/ml de penicilina, 20nmg/ml de
gentamicina en atmosfera hiumeda, a 37°C y 5% de CO,. Las cdulas se testaron

periddicamente por poshbles contaminaciones de micoplasma (mediante técnica de
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PCR). La linea s2 comprd directamente a la American Type Culture Collection
(ATCC, RockVille, MD, USA).

La linea cdulaar DLD-1 adada por d Dr. DL. Dexter, deriva de un
adenocarcinoma primario de colon de edadio C. Edas cdulas presentan morfologia
epiteid, producen CEA en cultivo, tienen la p53 mutada (mutacion en la poscion
241) y presentan inestabilidad de microsatdlites (fenotipo RER postivo) por una
deleccion en d gen reparador hMSH6. Las clulas crecen en medio RPMI 1640
(BioWhittaker, Belgium) suplementado con un 10% de FBS (inactivado a 56°C x 45
minutos), 400 U/ml de peniciling, 40 ng/ml de gentamicina y 2mM de L-Glutamina
en aimoésfera hiumeda, a 37°C de temperatura y 5% de CO,. Las cdulas s testan
periddicamente por posbles contaminaciones de micoplasma mediante técnica de
PCR (Mycoplasm Plus ™ PCR primer set, Stratagene, USA). La linea cdular s
compré directamente a la American Type Culture Collection (ATCC, RockVille,
MD, USA).

La linea cdular LS-513 aidada de un tumor primario de un varon caucasico de
63 afos de edad diagnogticado como carcinoma de ciego de estadio C de Dukes
(Suardet L y col, Cancer Res 52:3705-3712, 1992). Edta linea cdular presenta
morfologia epitdid, tiene la p53 wild-type, producen CEA en cultivo y no presenta
inestabilidad de microsatdlites (fenotipo RER negativo). Edta linea cdular crece en
medio RPMI 1640 (BioWhittaker, Belgium) suplementado con un 10% de FBS
(inactivado a 56°C x 45 minutos), 400 U/ml de peniciling, 40 ng/ml de gentamicina
y 2mM de L-Glutamina, en amosfera himeda, a 37°C de temperatura 'y 5% de CO..
Las clulas s testan periddicamente por posibles contaminaciones de micoplasma
mediante técnica de PCR (Mycoplasm Plus ™ PCR primer set, Stratagene, USA). La
linea cdular se compro directamente a la American Type Culture Collection (ATCC,
RockVille, MD, USA).

La linea cdular resigtente a 5-FU, HT29-5FUR, se generd en nuestro laboratorio
a patir de la linea parentad correspondiente sensble inicidmente a 5-FU (HT29) por
exposicion prolongada a concentraciones crecientes de la droga, hasta dcanzar una
dosis 2nM. Iniciamos la adaptacion de la linea HT29 a 5-FU cultivando 2x10°
cdulas en un frasco de 25 cm? en medio de cultivo que contiene una dosis 1M de la

droga, redizando cambios de medio cada 48 horas. Transcurridas 72 horas

60



Material y mé&odos

cdculamos la citotoxicided cdular por técnica de excluson con Trypan Blue (contgje
cdular en cAmara de Newbauer). Se compara € grado de citotoxicidad inducida por
e 5-FU respecto a una poblacion de células control cultivadas en pardelo en medio
libre de f&maco. Se mantiene la dosis de 5-FU hasta comprobar que € porcentgje de
viabilidad cdular s mantiene estable cuando se cultiva las cdulas en medio que
contiene e fédmaco. Se procede entonces a incrementar la dosis de 5-FU y se repite €
proceso anterior. Las células HT29-5FUR establemente adaptadas a la dosis 2mM,
presentan una morfologia epitelid, crecen en monocgpa en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagles medium, BioWhittaker, Belgium) suplementado con un
10% de suero bovino fetd (FBS, inactivado 56°C X 45 minutos), 400 U/ml de
penicilina, 40 ny/ml de gentamicina y 2mM de L-Glutamina en amddfera himeda, a
37°C de temperatura y 5% de CO, y en presencia de la dosis correspondiente de 5
FU (preparada en medio de cultivo hasta acanzar la doss necesariad). Las células se
testan periddicamente por poshbles contaminaciones de micoplasma mediante técnica
de PCR (Mycoplasm Plus ™ PCR primer set, Stratagene, USA). Edta linea celular
presenta una tasa de crecimiento estable comparable a su parga sensble (HT29). Se
cdcula @ tiempo de duplicacion de esta linea tanto en presencia como en ausencia de
5-FU y se procede a su tipificacion.

La linea cdular resgente a 5-FU, LoVo-5FUR, se generd en nuestro laboratorio
a partir de la linea parentd correspondiente sensible a 5-FU (LoVo) por exposicion
prolongada a concentraciones crecientes de 5-FU hasta dcanzar una doss de la
droga de 7nM de igud forma a la detdla anteriormente para la linea HT29-5FUR.
Cabe sefidar que € proceso de induccion de resstencia de la linea LoVo se inicia a
una doss 5nM (dosis inferiores no mostraron toxicidad). La linea LoVo-5FUR
edtablemente adaptada a dosis 7nM, presenta morfologia epitdid, tiene la p53
slvedre (wild-type), presenta inestabilidad de microsatdites (fenotipo RER positivo)
ya que tiene deleccionados los exones 5 d 8 en los dos ados del gen reparador
hMSH2. Estas cdlulas crecen en monocagpa en medio de cultivo HAM’s F-12
(BioWhittaker, Belgium) suplementado con un 20 % de FBS (inactivado 56°Cx 45
minutos), 200 U/ml de penicilina, 20nmyml de gentamicina en amoésfera himeda, a
37°C y 5% de CO,. Las cdulas s tedaron periddicamente por posbles

contaminaciones de micoplasma (mediante técnica de PCR). Se caculé también en

61



Material y mé&odos

eda linea @ tiempo de crecimiento tanto en presencia como en ausencia de 5-FU en

e medio de cultivo y se procedi6 a su tipificacion.

4.2. FARMACOSANTINEOPLASICOS

Topotecan (también HycamptinO; 9- [dimetilamino]metil- 10-
hidroxicamptotecing) cedido por los laboratorios farmacéuticos Smithkline Beecham
(Madrid, Espafia y King of Prusa, USA). Se prepara una solucion madre de
concentracion 10 mM en dimetilsulfoxido (DMSO*) y se guarda congelado a —20°C.
Las diluciones pogeriores se preparan en medio de cultivo hasta la concentracion
find.

Oxaliplatino (EloxantineO) cedido por los laboratorios farmacéuticos Sanofi-
Synthelabo (France) s prepara una solucion madre en suero fisologico a una
concentracion 25 mM y se guarda congelado a —20°C. Las diluciones posteriores se
preparan en medio de cultivo hastala concentracion find.

5-Fluorouracilo (5-FU). Se prepaa en fresco la dilucion incid en suero
fisologico. Las diluciones pogteriores se redizan en medio de cultivo hagta dcanzar
la dosis correspondiente antes de su utilizacion.

CPT-11 (también CamptoO, Irinotecan; 7-€lil-10-[4-(1-piperidino)- 1-piperidino]
carboniloxicamptotecingd) obtenido de los laboratorios farmacéuticos Rhdéne-Poulenc
Rorer (France). Las soluciones se preparan a una concentracion de 20 mg/ml en
suero figologico y se congdan a —20°C. Las diluciones posteriores se redizan en
medio de cultivo hastala concentracion find.

SN-38 (7-il-10-hidroxicamptotecing). Cedida por los laboratorios farmacéuticos
Prasfama (Madrid, Espafia). La solucion madre se prepard a una concentracion
10mM en DMSO* y se congeld a —20°C. Las diluciones pogteriores se redizan en
medio de cultivo hastala concentracion find.

*La concentracion de DMSO en el medio de cultivo, inferior a 0,01% (v/v), demostré

no ser téxica.

4.3. ANALISISDE LA CITOTOXICIDAD
El andis's congta de los siguientes apartados:
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1) Andids de la citotoxicided dd 5-FU como agente Unico administrado durante 5-
dias, con d objeto de determinar & grado de resistencia de las lineas HT29-5FUR
y LoVo-5FUR a 5-FU por comparacion con sus homalogas sensibles.

2) Andiss de la citotoxicidad de los agentes Unicos (OXA, 5-FU, TPT) en todas las
linees cdulares estudiadas, con € objeto de determinar la dosis inhibitoria del
50% (Dlsp) que se utilizardn pogeriormente en € andiss de la citotoxicidad de
las combinaciones. Se incluye € andiss de la citotoxicidad de otros inhibidores
de Topoisomerasa | (CPT-11 y SN38) en las pargas sensbles/resstentes para €
andisis dd patron de resstencia cruzada a droges.

3) Andissdelacitotoxicidad de las combinaciones secuenciaes.

En todos los apartados, d andiss de la citotoxicidad se llevd a cabo por
ensayo colorimétrico con € kit MTT (Rbche). Este ensayo se basa en la capacidad
de las células viables para metabolizar la sd de tetrazolio (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difenil tetrazolium bromide) de color amaillo (MTT) dando lugar a la sa de
formazan de color violeta. Esta sdl se solubiliza con una solucidn que contiene 01%
SDS en 0.01M HCI, resultando una solucion de color violeta cuantificable mediante
e uso de un lector ELISA convenciond automatizado. EI pico maximo de
absorbancia de la sa de formazan corresponde a una longitud de onda entre 550 y
600 nm. Como lectura de referencia se utiliza una longitud de 695nm. La densidad
Optica, DO, es proporciona a nimero de cdulas vigbles,

En cada experimento, se calcula la fraccion de supervivencia f como el
cociente entre la DO de las células tratadas y la DO de las células control sin tratar
tanto en @ ca de la adminigracion individud como en la combinacion de
farmacos.

Los datos obtenidos se analizan por el método del efecto medio (median-
effect lines). Este método consiste en representar el logio [(1/f)-1] frente a logio
(dosis droga). Se calcula la recta de regresion por el método de los minimos
cuadrados (en todos los casos se aceptaron rectas que presentaban un coeficiente r?
superior a 0.95). A partir de las lineas resultantes denominadas median effect lines, se
calcula la pendiente m y la dosis Dlso (dosis que inhibe el 50% del crecimiento

cdular). Con estos parametros evaluamos las concentraciones individuales de las
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droges (utilizadas como agentes Unicos) necesarias para inhibir una fraccion celular
determinada (en un rango dd 10% a 90%), seguin la ecuacion [1]:
Dosis = Dosispiso (1/f-1) ¥m [1]

4.3.1.Grado deinduccion deresistencia a 5-Fluorouracilo

Se cultivaron céulas HT29/HT29-5FUR, LoVo/LoVo-5FUR en crecimiento
exponencia en placas de 96 pozos a razon de 4000 céulas/pozo. Transcurridas 24h,
las pargas sensblefresstente se tratan con diluciones seriadas de 5-FU durante 5
dias. El andiss de citoxicidad se rediza por ensayo colorimétrico con MTT y lectura
automatizeda por espectrofotometria. Cada experimento se repite un minimo de tres
veces de forma independiente. Los datos se andizan por d método del efecto medio
y s cdculan las dogs inhibitorias correspondientes a las diferentes fracciones de
inhibicion (ID10-1D90) para cada una de las lineas ceulares. El grado de resistencia
inducido se cdcula como d cociente Dls-resistente/Dls-sensible, siendo f la fraccion
de inhibicion correspondiente. Los resultados obtenidos fueron andizados utilizando
el programa SigmaStat 2.0 (Jandd-Scientific) para € cdculo de la t-Student. Se
consderd significativo a una p<0.05.

4.3.2. Citotoxicidad de los agentes unicos. Analisis del patrén de resistencia
cruzada a farmacos

Las cdlulas en crecimiento exponencia se cultivaron en placas de 96 pozos a
razon de 4000 cdlulas por pozo en @ caso de las linees HT29/HT29-5FUR,
LoVo/LoVo-5FUR y LS513 y 2000 céulas por pozo en d caso de la linea celular
DLD-1. Transcurridas 24 horas, las cdulas se tratan con diluciones seriadas de cada
famaco individuamente. El tiempo de exposicién para € Oxdiplaino fue de 4
horas mientras que la exposcion a 5-FU y TPT fue de 24 horas. En las pargas
sendblesresgentes s andizd también la citotoxicidad a otros inhibidores de
Topoisomerasa | (CPT-11 y SN38). El tiempo de exposicion para estos farmacos fue
de 24h. El andiss de citotoxicidad se llevd a cabo 72 horas después de la retirada del
dlitimo tratamiento del medio de cultivo mediante € ensayo colorimétrico con MTT 'y

las dosis inhibitorias correspondientes a cada farmaco (Dl10-Dlgg) se cdculan por €
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méodo de efecto medio. Cada experimento se repite un minimo de tres veces de
forma independiente.

Una vez determinadas las DI correspondientes a cada farmaco, se anadiza en
las pargjas sensblesresgtentes a 5-FU, € patrdn de resstencia cruzeda a farmacos
cdculado como € cociente entre la DIt resstentes/ DIt sensibles para cada uno de los
famacos andizados. Los resultados obtenidos fueron andizados utilizando €
programa SigmaStat 2.0 (Jandd-Scientific) paa € clculo de la t-Student. Se

congidero significativo a una p<0.05.

4.3.3. Andliss de la citotoxicidad de las combinaciones entre Oxaliplatino,
Topotecan y 5-Fluorouracilo
El andiss de la toxicidad de las combinaciones en todas las liness
celulares se redliza en cuatro esquemas propuestos.
Esqguemal: OXA(4h) ® TPT(24h)
Esquema 2. TPT(24h) ® OXA(4h)
Esguema3: OXA(4h) ® 5-FU(24h)
Esqguema4: 5-FU(24h) ® OXA(4h)
En las pagas sensbleressente, s andiza adicondmente @ dguiente
esquema secuencid:

Esquema5: OXA(4h) ® 5-FU (infusondeb dias)

Las cdulas en crecimiento exponencia se cultivaron en placas de 96 pozos a
razon de 4000 células por pozo en d caso de las linees HT29/HT29-5FUR,
LoVo/LoVo-5FUR y LS513 y 2000 células por pozo en € caso de la linea cdular
DLD-1. Transcurridas 24 horas, las cdulas se tratan de forma secuencid en las
diferentes combinaciones (esquemeas 1-5).

Para la combinacion de dos famacos fijamos un ratio de concentraciones de
ambos famacos. (Dlso)1: (Dlso)2 que corresponden a las dosis inhibitorias del 50%
de cada una de los agentes a combinar. Se tratan las células con proporciones de este
ratio (3x, 1,5x, 1X, %x, %X,Y%X,.. veces las Dlsp individudes) e igud que en €
gpartado anterior se caculan las dosis de cada farmaco individud en la combinacion

necesaria para producir una fracciéon f de supervivencia determinada. Las lecturas de
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citotoxicidad se llevaron a cabo 72 horas después de la retirada de los diferentes
agentes dd medio de cultivo mediante reaccion colorimétrica con MTT y lectura
automética por espectrofotometria. Cada experimento se repitio por duplicado. Los
datos £ andizan por é méodo del efecto medio (median-effect lines). De esta
manera e cdculan las diferentes doss de cada uno de los agentes utilizados en

combinacion necesarias para producir los diferentes niveles de toxicidad (10-90%).

Posteriormente, en cada esquema secuencid se cdculan los indices de
combinacion (CI; combination index) para las didintas fracciones f, mediante d
método de Chou-Talalay, segiin la ecuacion [2]:

Clt = D1/ (Dr)1 + Do/ (Dr)2 + @ D1D2/(Df)1(Dx)2  [2]
donde:

- D1 y Dy son las dosis de cada uno de los farmacos cuando estan combinados
que dan una supervivenciaf determinada

- (D)1 Yy (D) las dosis de los farmacos que resultan en la misma supervivencia
f pero cuando los farmacos se administran como agentes Unicos.

- H témino a adquiere d vador 1 0 O, en funcion de § los famacos
combinados tienen mecanigmos de accién mutuamente excluyentes o no
excluyentes, respectivamente.

Cuando CI=1 indica que la combinacion es aditiva, CI>1 indica antagonismo y

ClI<1 indica que la combinacion es snérgica

4.4. CITOMETRIA DE FLUJO

El paron de cido cdula en las pagas sendblesresgente se andizo
mediante técnica de citometria de flujo.

La técnica utilizada se basa en la tincion ded ADN con Yoduro de Propidio
(PI) descrita por Vindelov (Vindelov LL, Flow Cyutometric andlisis of nuclear DNA
in cells from solid tumours and cell suspension; Virchows Arch B Cell Pathol 24:
227-242, 1977) y pogterior andisis por citometriade flujo.

Para dlo sembramos 5x10° cdulas de cada una de las liness cdulares en
frascos de cultivo de 25 cm? (T-25, Nunc). Transcurridas 24 horas, se afiade la dosis

correspondiente de 5-FU d medio de cultivo de las liness resgentes (2nM y 7nM a
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HT29-5FUR y LoVo-5FUR, respectivamente) y medio limpio a las lineas cdulares
sengbles. Transcurridas 72 horas se procede a redizar la tincion siguiendo €

protocolo:

- Tripsinizacion delas células en monocapay lavado en PBS-2%FCS

- Centrifugacién a 1300 rpm durante 5 minutos y descartamos el sobrenadante

- Contaje celular. Seresuspenden 5x10° cdlulas/ml en 0,5 ml de PBS-2% FBS 0 medio
completo (Opcional: resuspension en tampdn citrato y congel acién en vapores de N,
liquido). Unavez congeladas |as muestras se guardan a—80°C.

- Afadir 1,8 ml de solucion A eincubar durante 10 minutos a temperatura ambiente

- Afadir 1,8 ml de solucién B eincubar 10 minutos a temperatura ambiente

- Afiadir 1,5 ml de solucion C eincubar 15 minutos atemperatura ambientey en la oscuridad

- Redlizar un vorteado suaveYy filtrar através de una mallade 100m

- Andlisisdelasmuestras

Redizamos la adquiscion y € andigs de las muedras en un citOmetro
FacScan (Becton Dickinson, San José, CA, USA). La adquisicion se redizd con d
programa Cdl Fity d andissen € programa S-Fit.

Centramos la poblacion ceular por FSC/SSC, y se adquieren por € cana de
fluorescencia roja dd Yoduro de Propidio, FL2-A, discriminando los dobletes con
actividad DDM (FL2-A/FL2-W). Los picos de fluorescencia de la fase G1 se centran
sobre las 200 unidades arbitrarias de fluorescencia Para todas las muestras se
andizan un minimo de 10.000 cdlulas por muestra. Los experimentos se repitieron

por duplicado.

SOLUCIONES:

TAMPON CITRATO: 350 mM sucrosa, 40 mM citrato trisdico dihidratado, 0,05%
dimetilsulféxido. Ajustar €l pH a7.8

SOLUCIONES STOCK PARA SOLUCIONESA,BY C:

3,4 mM citrato trisodico dihidratado, 0,1% (v/v) Nonidet P-40, 1,5 mM Espermina tetrahidroclorada,
0,5 mM tris-hidroxiaminometano. Ajustar el pH a7.6

SOLUCION A: 0,03 mg de tripsinapor ml de solucién stock

SOLUCION B: 0,5 mg de inhibidor de tripsina y 0.05 mg de Ribonucleasa A por ml de solucién
stock

SOLUCION C: 0,41 mg de Y oduro de Propido y 1,16 mg de espermina por ml de solucion stock

4.5. TINCION CON MAY-GRUNWALD-GIEMSA
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Mediante edta tincién se andizaron las caracteristicas fenctipicas de las lineas
resstentes por comparacion con sus respectivas homoélogas sensibles. Las estructuras
bésicas (como € nlcleo) quedan tefiidas de color violeta, mientras que las estructuras
&cidas quedan de color azulado.

El procedimiento esd sguiente:

- Cédulasen medio limpio o0 en PBS+FBS 50%. Preparar € citospin.

- Centrifugamos a400g x 5 minutos.

- Deamos secar lascélulas d aire

- Fijamos con caor (pasamos répidamente € portaobjetos sobre la llama)
- Téfir las cdulas en colorante Griinwald durante 5 minutos

- Lavar € portaobjetos con agua abundante (2 0 3 minutos)

- Téefiir en colorante Giemsa durante 15 minutos

- Lavar d portaobjetos son agua abundante

- Secar d aire

- Montar en liquido de montgje DPX

- Visudizar en microscopio Optico (objetivo 100x)

4.6. ANALISISMUTACIONAL DEL GEN p53 POR SECUENCIACION
AUTOMATICA

Se amplifican mediante técnica de PCR los exones 5, 6, 7 y 8 (zonas calientes
0 hotspots) del gen utilizando los siguientes cebadores:

Ex6n5: 5 TTCACT TGTGCCCTGACTT 3 longitud del amplimero = 298 pb
3 GAGGAA TCA GAGGCCTGGG5S

Ex6n6: 5 GTCCCCAGGCCTCTGATTC 3 longitud del amplimero =205 pb
3 CCACTGACAACCACCCTTAAYS

Exon7: 5 TGCTTGCCA CAGGTCTCCC 3 longitud del amplimero = 258 pb

3 ATCGGT AAGAGGTGGGCC 5
Exon 8 5 ACA GGT AGGACCTGATTTCC 3 longitud del amplimero = 258 pb
3 AAGTGA ATCTGA GGCATA ACY

Se amplifican por PCR, 200ng de ADN de cada una de las lineas cdulares
(HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR) en una mezcla que contiene tampdn 1x,
MgCl, 1.0mM, dNTPs 0.2mM y 0.5mM de cada uno de los primers correspondientes

a cada exon. La reaccion de PCR congta de los siguientes pasos. desnaturaizacion
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inicid (95 °C x 5 minutos), seguido de 32 ciclos de amplificacion (95°C x 30
segundos, 60°C  (temperatura de anillamiento) x 1 minuto y 72°C X 1 minuto;
elongacion find 72°C x 5 minutos.

Posteriormente, cada uno de los exones amplificados por PCR se secuencia
en un secuenciador semiautomético ALFExpress (Pharmacia Biotech, UK)
utilizando d Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycling sequencing Kit
with 7-deaza-dGTP (Amershan Phamacia Biotech, UK) para la reaccion de
secuenciacion. Se utiliza un cebador marcado con Cy5 especifico para cada uno de

los exones. Los cebadores utilizados son:

Ex6n 5.5 AACCAGCCCTGT CGT CTC3 longitud del amplimero = 269 pb
Exon 6: 5 GAGACCCCA GTTGCAAACCA 3 longitud del amplimero =173 pb
Exon 7.5 GTCAGC GGCAAGCAGAGGCT 3 longitud del amplimero =230 pb
Exén 8:5 CCT CCA CCGCCTCTTGTC3 longitud del amplimero = 224 pb

El protocolo de secuenciacion fue @ dguiente:
1.- Purificacion del producto de PCR
2.- PCR de secuenciacion
3.- Electroforess en gd de acrilamida

4.- Deteccion de lafluorescencia

PROTOCOLO

1.- Purificacion dd producto: Afadir 4m de exonucleasay 4m de Fosfatasa Alcalina por cada 10m
de producto de PCR. Incubar 45 minutos a 37°C, seguido de 15 minutos a 80°C.

2.- PCR de secuenciacion: Para cada unade las muestras preparamos 4 tubos: A, C, G, T. Cadauno
delosreactivos contiene Tris: HCl (pH=9.5), MgCl,, Tween 20, Nonidet P-40, 2-M ercaptoetanol,
Pirofosfatasa, Termo-Secuenasa ADN polimerasa, dATP, dCTP, dTTPy 7-deaza-dGTP. Ademas
cadareactivo contiene su correspondiente ddNTP. Lareaccion de secuencia consta de |os siguientes
pasos: 1 ciclo a96°C x 2 minutos; 25 ciclosde: 96°C x 30 segundos (desnaturalizacion), 58°C
(temperatura anillamiento) x 30 segundos, 72°C x 30 segundos (elongacién); 1 ciclo de 72°C x 2
minutos. Finalizadala PCR se afiaden de 2-5 ni de formamiday tampdn de carga ala muestra.
Desnaturalizamos a 96°C x 2 minutosy cargamos el gel de secuenciacién.

3.- Secuenciacién automéatica en gel deacrilamida a 6% (Pharmacia Biotech, UK). El gel sedeja
polimerizar bgjo luz UV. El tampdn de electroforesis es TBE 6x.

4.- Ladeteccién dela fluorescencia selleva a cabo mediante el Software ALF-Win Sequence
Anayzer 2.0 (Pharmacia Biotech, UK).

4.7. ANALISISDE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES
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El andiss automdico de microsatdites se lleva a cabo en € secuenciador
automéatico ABI-Prism 310 Genetic Analyzer Perkin-Elmer con software GenScan
Analysis. Se amplifican mediante una PCR multiplex los marcadores BAT-26
(2p16.13, para d gen hMSH2), BAT-25 (4912, para € gen c-Kit), D5S346 (5q
21/22, para el gen APC), D17S250 (17911.2-q12, para el gen Mfd15CA-BRCA-1) y
D2S123 (2pl16, para d gen hMSH2), con & kit HNPCC-Microsatellite Instability
Test (Boehringer Manheim). Estos cinco marcadores son los recomendados por la
American Join Comission on Cancer, The International Collaborative Group in
HNPCC y e HNPCC Cancer Sudy Group in German, paa € andiss de la
inestabilidad en cancer colorrectal. Cada cebador estd marcado con un fluorocromo
diginto (TET, HEX, TAMRA), por lo que los fragmentos generados por PCR

pueden ser andizados s multaneamente en un equipo automético.

El andiss congta de los Sguientes pasos.

1.- Extraccion de ADN

2.- PCR multiplex de cada una de las muestras

3.- Desnaturdizacion de lamuestra

4.- Electroforesis capilar

5.- Andisis de los fragmentos con d software 310 Genetic Analyzer

PROTOCOLO

1.- Extraccién del ADN de cada una de las muestras a analizar por métodos clasicos (Sambrook y
col).

2.- Amplificacién de las muestras por PCR: 100 ng de ADN de cada una de las muestras (HT29,
HT29-5FUR, LoVo, LoVo-5FUR y ADN extraido de linfocitos utilizado como control) se amplifica
por PCR multiplex en una mezcla que contiene dNTPs, buffer, MgCl,, (Enzyme Magter Mix) y 5m de
una mezcla que contiene los distintos cebadores marcados con diferentes fluorocromos (Multi Primer
Mix). Afiadimos agua hasta un volumen final de 25 nl. La PCR se realiza en un equipo termociclador
Perkin-Elmer 9600. Las condiciones de PCR son las siguientes. desnaturalizacion inicial (96°C x 2
minutos); 30 ciclos de amplificacién (94°C x 10 segundos; 55°C x 30 segundos; 72°C x 30 segundos);
elongacion final a72°C x 7 minutos.

3.- Desnaturalizacion de la muestra. Finalizada la reaccion de PCR, se mezclan en un tubo
eppendorf de 0,5 ml, 12m de formamida desionizada, 1-2m de amplificado y 0.5m de marcador de
peso molecular GeneScan 350-[TAMRA] (PE Applied Byosystems). Se incluye un tubo control que
contiene formamida y el marcador de peso molecular GeneScan 350-[TAMRA]. Se desnaturalizan las
muestras a 95°C durante 7minutos. Posteriormente, se dejan 5 minutos en hielo, y se centrifugan
(spin) pararecoger todo el contenido.

4.-Electroforesis capilar en gel de poliacrilamida en secuenciador automético ABI-Prism 310
Genetic Analyzer (PE Applied Byosystems)
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5.- Andlisisdelos fragmentos obtenidos con laayuda del software GeneScan Analysis.

4.8. ANALISISDE HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA

Se determina mediante edta técnica las diferencias a nivel genético entre las
pargas sensblelresstente. Este andisis permite detectar por comparacion del ADN
de la linea parentd sensble (HT29 y LoVo) respecto a ADN de la linea resstente
(HT29-5FUR y LoVo-5FUR) las regiones cromosdmicas divergentes entre ambas,
ya sea por ganancia o pédida de materid genético, y, por tanto, permite tipificar

zonas potencidmente involucradas en laressenciaa 5-FU.

Edta técnica se basa en una hibridacion in situ competitiva ded ADN de las
cdulas sensbles y resgentes d 5FU, cada uno marcado con un fluorocromo
diginto y cromosomas en metafase procedentes de cuaquier individuo sano o de
fibroblastos en cultivo (ver anexo 1).

Mediante técnica de microscopia de fluorescencia asstida por ordenador, es
posble andizar la intensdad de cada flurocromo en los cromosomas metafasicos.
Las diferencias de fluorescencia entre la linea sensble y la resstente a lo largo de un
cromosoma norma control, reflga € cambio en d nimero de copias de las
secuencias correspondientes. S los cromosomas 0 las subregiones cromosomicas
edan presentes en nimero idéntico de copias tanto en la linea sensible como en la
resstente se observa una contribucion identica de cada fluorocromo. En cambio, se
obsarva una variacion en la fluorescencia S ciertas regiones muestran pérdidas o
ganancias de materid genético respecto a la linea parentd. La intensdad de la sefid
es proporciona a la ganancia o pérdida observada en cada una de las regiones. El
limite tedrico de deteccion de ganancias/pérdidas es de 5-10 Mb. Este andiss se
repite un minimo de cinco veces sobre cada cromosoma metafasico, y se consdera
positivo Unicamente cuando se superan los vaores normdes de fluorescencia en un
rango previamente normdizado con € ADN control. En esos andiss s0lo se
contabilizan como podtivas aguellas ganancias 0 pérdidas que coinciden después de
enfrentar e ADN de cada una de las lineas (sensible y resistente) marcado con las

dos fluorescencias, larojay laverde.
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08 115
Ganancias Anexo 1. Ejemplo del andisis por CGH
- Pérdida en el que se compara el ADN gendmico
—p de una linea sensible (---) y otre
resistente (---) a 5FU. Al enfrentar las
m — b dos poblaciones de ADN a cromosomas
Pérdida metafasicos normales puede observarse
Nivelesaltos regiones correspondientes a ganancia o
amplificadion  nérdida de material genético. El limite

<+ tedrico de deteccién es de 5-10Mb.

15
PROTOCOLO

1.- Preparacion de cromosomas metafasicos. Linfocitos de sangre periférica de un voluntario sano
se cultivaron durante 72h a 37°C en RPMI 1640 que contiene 10% FBS y pitohemaflutinina. La
preparacion de cromosomas metafésicos se prepara por métodos estdndar (Kallioniemi Ay cdl,
Sience 258 818-821, 1992). Se seleccionan las preparaciones con una mayor intensidad de
cromosomas no sol apados mediante microscopia de contraste de fase.

2.-Extraccion del ADN de las lineas celulares sensibles/resistentes a analizar y ADN de sangre total
de un voluntario sano utilizando € kit Nudeon-ll DNA extraction. (Amersham, UK). EI ADN

extraido se cuantifica por espectrofotometriay se diluye a una concentracion de 0.1 ng/m.

3-Incorporacion dd marcaje en e ADN. Las lineas parentales sensibles se marcan con Spectrum
Red dUTP (fluorescenciaroja) y el ADN de las lineas parentales se marca con Spectrum Green dUTP
(fluorescencia verde). Los fluorocromos se incorporan en el ADN (1ng) mediante técnica de nick
tradation en un volumen final de 50 m de una solucién que contiene trandation buffer (1x), CaCl,
0.1mM, dNTPs 0.1mM, fluorocromo marcado con dUTP 0.1mM, DNasa | (dilucién 1/9500), 10
unidades de Polimerasa |, y agua. Esta solucién se incuba a 14-16°C durante 60 minutos. Transcurrido
este tiempo, se incrementa la temperatura hasta 70°C x 10 minutos para finalizar la reaccion. El

producto de reaccion se visualiza en un gel de agarosa a 1% para comprobar €l tamario del fragmento.
Lamedidadptimaparad andlisis por CGH es de 500-2000 pares de bases.

4.-Preparacion de la sonda. Se realiza una mezcla en un tubo de 1.5ml de: 200ng de ADN marcado
con SpectrumGreen, 100 ng de ADN maracado con SpectrumRed y 10ng de Cot-1-ADN humano.
Posteriormente, se precipita el ADN. Para ello se afladen 0.1 volumenes de acetato sddico 3M y 25
volimenes de etanol absoluto, se agita y se deja en hielo durante 20 minutos. Se centrifuga a
12000rpm x 30 minutos x 4°C. El precipitado se seca para eliminar las trazas de acohol y se
resuspende en 10ml de solucién de hibridacion que contiene 70% formamida, 10% sulfato de dextrano
y SSC 2X . Esta solucién se almacena a 4°C durante 12h. Justo antes de su utilizacién se desnaturaliza
a73°C x 5 minutos.

5.-Hibridacion con cromosomas metafésicos.

a) Pre-hibridacion. Se sumergen las preparaciones de los cromosomas metafsicos en una solucion
de pre-hibridacion (previamente calentada a 73°C x 5 minutos) que contiene 80% formamida y
SSC 2X. Tras la pre-hibridacion las preparaciones se deshidratan en diluciones a concentraciones
crecientes de etanol (70% x 1 minuto, 85% x 1 minuto; 100% x 1 minuto) y se secan a 37°C para
eliminar las trazas de Etanol.

b) Hibridacién. Se afiaden 10m de la sonda (previamente desnaturalizada) a cada una de las
preparaciones. Se cubre rapidamente con un cubre-objetos y se sella. La hibridacion se realiza
durante 3-5 dias a 372C en un incubador.

6.- Lavados Una vez redlizada la hibridacion, se retira el cubre-objetos de las preparaciones y se
rediza
- dos lavados con una solucién que contiene 4X SSC — 0,3% lgepal CA-630 a 74° durante 3
segundosy agitacion
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un lavado con una solucién 2X SSC — 0,1% Igepa CA-630 a temperatura ambiente durante 3
segundosy agitacion
Posteriormente, se dejan secar atemperatura ambientey protegidas de laluz

7.- Tincion con DAPI y cuantificacién de la sefial obtenida. Se afiaden 10m de una solucion de
DAPI 1l. Se cubre con un cubre-objetos y se visualiza por microscopia de fluorescencia (objetivo
100X) capturando la imagen con filtros adecuados: rojo (SpectrumRed), verde (Spectrum-green) y
azul (DAPI I1).

4.9. ANALISISDE LA AMPLIFICACION GENICA POR SOUTHERN BLOT

Se andiza por eda técnica 9 exige amplificacion génica (incremento en €
nimero de copias) de Timidilato Sntasa en las liness resigentes a 5-FU (HT29-
5FURy LoV o-5FUR) por comparacion con sus homdlogas sensibles.

Las lineas cdlulares se cultivan a razén de 5x10° células en frascos de 25 .
Las lineas parentdes HT29 y LoVo s cultivan en medio limpio, y las linees HT29-
5FUR y LoVo-5FUR se cultivan en medio que contiene 5-FU a dosis 2nM y 7niM
respectivamente. Transcurridos 5 dias, se lavan los frascos con PBS-2%FBS y se
tripgnizan. Una vez centrifugados se recoge d precipitado (pellet) y se congela en
seco en N> liquido y se dmacena —20°C. El procesamiento de las muestras e rediza

segUn € siguiente protocol o:

1- Obtencion del ADN de las muestras

2- Digedtion dd ADN

3- Electroforesisen gel de agarosa

4- Tranderenciaen membrana de nylon N+

5 Hibridacion con la sonda marcada con a-32P

6- Lavados de lamembranade nylon

7- Expodcion apdiculafotograficay revelado

8- Cuantificacion por densitometria de las sefid es correspondientes

9- Deshibridar y rehibridar de nuevo para sonda de p53 (repetir proceso de
5-7)

PROTOCOLO

1.- Extraccion del ADN delascélulas
El protocolo se basa en el método descrito por Chomczynsky Py Sacchi N (Analytical
Biochemistry 162; 152-159, 1987).
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Resuspender el pellet en 540 m de una solucion que contiene NaCl 370 mM, EDTA 2 mM,

Triss HCl 9mM (pH=8.0), SDS0,6% Yy ProteinasaK (0,25 nmy/m)

Incubar 2 h a50°C

Afiadir 200 m de NaCl 5M vy agitar por inversion

Centrifugar 5 minutos x 8000rpm x 4 °C

Recuperar |a fase acuosa (parte superior) y afiadir un volumen de fenol/cloroformo/isoamilal cohol
(1:2)-(24:1) y mezclar por inversion

Dejar reposar hastaformar dos fases

Centrifugar 5 minutos x 12.000 rpm x 4 °C

Recuperar la fase acuosa (parte superior) y afiadir una solucién que contiene 2 volUmenes de
etanol absoluto frio (guardado a—20°C) y 0,1 volumen de Acetato sddico 3M a pH=5.2

Precipitar un minimo de 30 minutos a—80°C

Centrifugar a12.000 rpm x 30 minutos x 4 °C

Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado (pdlef) con 200 Mt de Etanol a 70% a
temperatura ambiente

Centrifugar durante 3 minutos x 12.000 rpm x 4°C

Eliminar bien los restos de alcohol

Resuspender en TE

Cuantificacion en el espectrofotometro

Electroforesis en gel de agarosaa 0,7% paravisualizar lacalidad del ADN extraido

Guardar congelado a—20°C

2.- Digestion de ADN

Calcular e volumen necesario de ADN para obtener 10-12 nyg totales
Igualar los volimenes de cada muestra con agua hasta 10 m
Realizaremos dos digestiones dobles distintas:

a) digestion con losenzimas Hind 111 / BamH1

b) digestion con los enzimas Eco R1/ Bam H1

*En base al disefio delasonday alazonadel gen dela TS donde hibrida (ex6n 7), se realizé
un mapa de restriccion de la zona amplificada. Las enzimas utilizadas tienen dianas en esta zona
generandose dos fragmentos distintos: uno de 9026 pb (digestién EcoRI/BamH1) y otro de 1883
pb (digestion Hind 111/BamH1).
En ambos casos se utilizan 2 unidades de cada enzima/ng de ADN, € volumen de tampo6n

adecuado al 1% (multicore para €l primer caso y buffer E para la segunda digestion) y €l resto agua.
Se calcula el porcentaje de glicerol (no puede exceder el 10%)

Ladigestion sellevaacabo durante 3ha37°C

Visualizacion en gel de agarosa a 0,7% de 1 ng de la digestion. Se considera que el ADN esta
bien digerido cuando no se observa ADN gendmico en gel de agarosa. En caso contrario se
realiza una segudna digestion afiadiendo la correspondiente cantidad de cada enzima.

Se guardala digestién a—20°C hasta su utilizacion

3.- Electroforesisen gel de agarosa

Preparar un gel de agarosaal 0,8% y se aflade Bromuro de Etidio

Alicuotar la concentracion necesaria de ADN de cada muestra (10-12ng) y seincubar durante 2-3

minutos a 56°C

Afiadir el tampén de carga y cargar el gel incluyendo un marcador de peso molecular (p.e.

| [Hind I11). Correr el gel de electroforesisdurante 6 -8 horasa50V.

Tratamiento del gel previo alatransferencia, que consta de | 0s siguientes pasos:

a) Depurinizacion: el gel de agarosa se sumerge en una solucion que contiene HCl 0,25 M
durante 10 minutos. De esta manera rompemos €l ADN para facilitar su transferencia a la
membrana

b) Lavado rapido con aguadestilada

¢) Desnaturalizacion del ADN. Se sumerge € gel de agarosa en una solucién que contiene
Tris 1M pH=7.4y NaOH 0,5N durante 30 minutosy en agitacién. Serealizan 2 cambios.

d) Trasel segundo cambio realizamos la lectura del pH del gel (tiras de pH). El gel debe estar a
un pH entre 7-8 para asegurar la correcta transferencia

€) Cambiar lasolucion de neutralizacion y continuar durante 15 minutos mas.
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fy  Montar latransferencia
3.- Transferencia a membrana de Nylon (protocolo de Sambrook et al)

Se transfiere el ADN desde el gel a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-
N+, Amersham International, UK). Previamente, |lamembrana se sumerge en una solucién de SSC 2X

El ADN se transfiere por capilaridad segiin el protocolo de Sambrook et a (Sambrok J,
Fritsth RF and Maniatis R, Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, USA) durante un tiempo minimo de 18 horas.

Una vez finalizada la transferencia, se lava la membrana en una solucion que contiene SSC
6X durante 5 minutos. Posteriormente, se fija el ADN ala membrana (Stratalinker) y dejamos secar la
membranaal aire. Se guarda a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

4.- Obtencion dela sonda
La sonda de TS se obtuvo en el laboratorio por técnica de PCR. Se disefiaron dos cebadores

sobre zonas intronicas especificas del exén 7 del gen TS. 300 ng de ADN de linfocitos se amplifican
mediante PCR en una mezcla que contiene dNTPs 0.25 mM, buffer 1x, MgCl, 1.0 mM y 0.4nM de
cada cebador. La amplificacién por PCR consta de los siguientes pasos. desnaturalizacién inicial
(95°C x 5 minutos), seguida de 32 ciclos de amplificacién (95°C x 1 minuto; 58°C x 45 segundos y
72°C x 1 minuto y 15 segundos; elongacion final 72°C x 7 minutos. El producto de PCR se purificd en
un gel de agarosa con €l kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen) y se guardd a—20°C.
Se utilizaron los siguientes cebadores:

Cebador 3': CTGTCT TTA ATA AAT TTG CCA AGA G

Cebador 5': ATA ACT GAT AGG TCA CGG ACA GAT

5.- Hibridacién con la sonda complementaria cor respondiente mar cada con a-*2P

a) Prehibridacion de la membrana durante 2 horas a 42 °C con 10 ml de una solucién que
contiene: Formamida al 50%, Denhardts 5X, SDS 5%, SSPE 6X y 100 ni de ADN de esperma
de salmén (stock 10 mg/ml), desnaturalizada previamente a 95°C durante 5 minutos

b) Hibridacion de la membrana durante 16 horas a 42°C en 10 ml de solucién que contiene:
Formamida al 50%, Sulfato de dextrano 10%, SDS 0,5%, SSPE 6x, 100 m de ADN de
esperma de salmon (stock 10 mg/ml), desnaturalizada previamente a 95°C durante 5 minutos y
30-40 ng de la sonda correspondiente marcada con [a->*P]-dCTP desnaturalizada (95°C x 5
minutos)

c) Marcaje de la sonda se lleva a cabo segin técnica de random priming extension con [a->2P]-
dCTP (actividad 3000 Ci/mmol, Amersham) utilizando el kitt Prime It 1l (Stratagene, USA).
Una vez marcada la sonda se eliminan los nucleétidos no incosporados con la columnas de
resina Microspin™ S-300HR (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). Se recomienda que la
sonda una vez marcada presente una actividad minima de 10° cpm/nm.

6.- Lavados de la membrana de Nylon. Una vez acabada la hibridacion con la sonda
correspondiente se procede alavar lamembrana para eliminar |as uniones inespecificas de la sonda:

- 1lavado rapido con SSC 2x atemperatura ambiente

- 2lavados de 15 minutos con SSC 2x / 0,1% SDS atemperatura ambiente

- 1lavado de 20 minutos con SSC 0,1x/0,1% SDS a 60°C

7.- Exposicion a pelicula fotogréfica y posterior revelado. Después de lavar la membrana se expone
a pelicula fotogréfica (X-Omat, Kodak) con doble pantalla amplificadora a —80°C. El revelado se
realiza con un equipo Kodak automético.

8.- Cuantificacién delas sefiales correspondientesa cada ADN

La cuantificaciéon de las sefiales se realiza por densitometria de imagen en un equipo de
BioRad. Para normalizar |a sefial los filtros se deshibridaron y rehibridaron con una sonda para p53
(exdn 7). La sefia de p53 se cuantifica también por densitometria con el equipo de BioRad. Para cada
unade las parejas sensible/resistente (controles sin tratar y tratamientos) se calculael cociente;

Sefial de muestrax paraTS / Sefial de muestrax parap53 [1]
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El grado de expresion se calculasegun laecuacion:  Ratio linearesistente[1]

(2

Ratiolineasensible [1]

4.10. ANALISISDE EXPRESION DEL ARNm POR NORTHERN BLOT

A) Timidilato Sintasa

Se andiza por eda técnica la vaiacion en la expreson dd ARNm dd gen

Timidlato Sntasa en las pagas sensbleresgente a 5FU, en las dguientes

condiciones experimentales:
1. Cdulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR cultivadas en ausencia (medio

libre de farmaco) y en presencia de 5-FU (5 dias de exposicion) a las dosis a las
que s indujo la resgencia (2nM HT29/HT29-5FUR y 7nmM LoVo/LoVo-
5FUR)

. Céulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tratadas con Oxdiplatino (4h
X Dlsp): andlisisde TSalas0, 12 y 24h después del tratamiento

. Céulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR durante la exposicion a 5-FU
como agente Unico (24h x Dlsp): andissde TSalasOh, 12hy 24h

. Cdulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tras la exposicion previa a
Oxdiplatino (4h x Dlsp) y durante la exposicion a 5-FU (24h x Dlsg) en d
esquema secuencid OXA® 5-FU: andissde TSalas12hy 24h

. Céulas control cultivadas en pardelo en medio libre de f&maco

B) Topoisomerasa |

Se andiza por edta técnica la variacion en la expreson dd ARNm dd gen

Topoisomerasa | en las pargas sensblefresstente a 5FU, en las dguientes

condiciones experimentales
1. Cdulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tratadas con Oxdliplatino (4h

X Dlsp): andlisisde TSalas0, 12 y 24h después del tratamiento

2. Cédulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR durante la exposicion a TPT

como agente Unico (24h x Dlsp): andissalasOh, 12hy 24h

3. Céulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tras la exposicion previa a

Oxdiplatino (4h x Dlsp) y durante la exposcion a TPT (24h x Dlsp) en €
esquema secuenciad OXA® TPT: andigsalas 12hy 24h
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4. Céulas control cultivedas en pardeo en medio libre de farmaco

En ambos casos (A y B) cultivan las cdulas sendblesresigtentes en frascos
de 25 cm? a razén de 1 x 10° céulas/frasco. Después de 24 horas de crecimiento en
medio libre de droga se administra los diferentes tratamientos. La concentracion Dlsg
corresponde a la dogs inhibitoria 50% de cada uno de los farmacos utilizada en €
estudio de citotoxicidad para cada una de las lineas celulares (sensbles y resistentes).
Posteriormente, se lavan los frascos con PBS-2% FBS y se congdan a —20°C hasta
su procesamiento. El protocolo utilizado consta de |os Siguientes pasos.

1- Obtencion del ARN total de las muestras

2- Electroforess en gel de agarosa desnaturalizante
3- Trangferencia en membrana de nylon N+

4- Hibridacién con lasonda marcada con a-32P

5- Lavados de lamembrana de nylon
6- Expodicion apdiculafotogréficay revdado

7- Cuantificacidn por densitometria de las sefid es correspondientes

PROTOCOLO

1.- Extraccion del ARN delascélulas
El protocolo se basa en el método descrito por Chomczansky P y Sacchi N (Analytical
Biochemistry 162: 152-159, 1987).

- Afadir directamente al frasco 1ml de solucion de Ultraspec Reagent (Biotecx Laboratories Inc,
Huston, USA) que contiene fenol y sales de guanidinay seincuba5 minutos en hielo

- Centrifugar losfrascos 2 minutos x 400 rpm y recoger la solucién y homogeneizarla

- Afadir 200 m de cloroformo y mezclar por inversién. Dejar 5 minutos en hielo,

- permitiendo laformacién de dos fases

- Centrifugar 20 minutos x 14.000 rpm x 4 °C

- Recuperar la fase acuosa (parte superior) y afiadir un volumen de isopropanol a temperatura
ambiente y mezclar por inversion

- Precipitar durante 2 horas a—20°C

- Centrifugar 30 minutos x 14.000 rpm x 4 °C

- Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado (pdlef) con 200 M de Etanol a 70% a
temperatura ambiente

- Centrifugar durante 15 minutos x 14.000 rpm x 4°C

- Himinar bien los restos de alcohol

- Resuspender en agua DEPC y dejar durante 3 minutos a 70°C

- Cuantificacion en el espectrofotometro

- Electroforesisen gel de agarosaal 1% paravisualizar lacalidad del ARN extraido

- Guardar congelado a—20°C

2.- Electroforesis en gel de agar osa desnaturalizante
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Preparar un gel de agarosaa 1%, formaldehido al 6%y MOPS 1x

Alicuotar la concentracion necesaria de ARN de cada muestra y afiadir solucion desnaturalizante
(que contiene 50% Formamida, 6% Formal dehido y MOPS 1x a concentracion final)

Desnaturalizar durante 5 minutos a 65 °C

Afiadir el tampdn de cargay correr el gel de electroforesis

3.- Transferencia a membrana de Nylon (protocolo de Sambrook y col)

Una vez finalizada la electroforesis se procede a transferir el ARN desde el gel a una

membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N+, Amersham International, UK), previamente
lavada con agua (3 cambios de 20 minutos) y equilibrada con SSC 2X (60 minutos, 3 cambios).

El ARN se transfiere por capilaridad segin el protocolo de Sambrook et a (Sambrok J,

Fritth RF and Maniatis R, Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Sporing
Harbor, NY, USA) durante un tiempo minimo de 18 horas.

4.- Hibridacién con la sonda complementaria correspondiente mar cada con a-32pP

a)

b)

c)

d)

Prehibridacién de la membrana durante 2 horas a 42 °C con 10 ml de una solucién que
contiene: Formamida a 50%, Denhardts 5X, SDS 5%, SSPE 6X y100 m de ADN de esperma de
salmén (stock 10 mg/ml), desnaturalizada previamente a 95°C durante 5 minutos
Hibridacion de la membrana durante 16 horas a 42°C en 10 ml de solucién que contiene:
Formamida a 50%, Sulfato de dextrano 10%, SDS 0,5%, SSPE 6x, 100 mi de ADN de esperma
de salmodn (stock 10 mg/ml), desnaturalizada previamente a 95°C durante 5 minutos y 30-40 ng de
la sonda correspondiente marcada con [a->2P]-dCTP desnaturalizada (95°C x 5 minutos)
Marcaje de la sonda se lleva a cabo segn técnica de random priming extension con [a->2P]-
dCTP (actividad 3000 Ci/mmol, Amersham) utilizando € kitt Prime It Il (Stratagene, USA). Una
vez marcada la sonda se eliminan los nucledtidos no incosporados con la columnas de resina
Microspin™ S-300HR (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). Se recomienda que la sonda una
vez marcada presente una actividad minima de 300.000 cpm/m.
Sonda para € analisis de ARNm de Timidilato Sintasa. Esta sonda fue cedida por el Dr. C.
Allegra (National Cancer Inditute, Bethesda, MD,USA). Consiste en el cADN completo (1,2 Kb)
correspondiente a gen de la Timidilato Sintasa clonado en un vector pPGEM/4Z con las dianas de
los enzimas de restriccion  Xhol/Stul. El vector tiene incorporado un gen de resistencia a la
ampicilina para los posterior seleccion de las bacterias transformantes. Esta construccion
(denominada PGEM/TS) se utiliza para transformar una “soca’ bacteriana de E. Cali, IM109. La
expansion del cultivo bacteriano se lleva cabo en medio LB + 5m ampicilina (stock 50 mg/ml) a
37°C en agitacion (250 rpm) durante toda la noche. Con tal de recuperar € pGEM-TS una vez
expandido €l cultivo, primero se hace una extraccién del ADN del vector segun la técnica descrita
por Sambrook J y col (Molecular Cloning. Cold Soring Harbor Laboratory, Cold Soring Harbor,
NY, USA). El vector purificado se digiere con las enzimas de restriccién Eco RI/ Hind Il
(Promega) y el fragmento de cCADN de TS se separa por electroforesis en gel de agarosa al 0.7%
en TBE 1x. Labanda correspondiente se recorta del gel y se purifica con el Kit Ultraclean DNA
Purification (Hispanlab) y se guarda congelada a —20°C. La cuantificacion de la sonda se realiza
por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en TBELx respecto a marcador de peso molecular
[ /Hind I11.
La sonda de Topoisomerasa | se obtuvo en nuestro laboratorio por técnica de RT-PCR. Se hizo
una retrotranscripcion (RT) a partir de 5ng de ARN total de células HT29 con € kit Ready-to-Go
(Pharmacia Biotech) y un cebador 3'. A partir de 2nt del producto de RT se realiza una PCR con
los cebadores 3' (exén 21) y 5 (solapado entre los exones 17 y 18) especificos del gen
Topoisomerasa | y a una temperatura de anillamiento de 60°C. El producto de PCR se purifica en
gel de agarosa con el kitt Quiagen Gel Extraction (Quiagen) y se guarda congelado (una vez
cuantificado por comparacién con el marcador de peso conocido | /Hind 111) a—20°C.

Cebador 3' (lectura5'® 3'): CCT CTT CACAGA ACT CTG CC

Cebador 5' (lectura3'® 5'): TGA CAGCCCCGGATG AGA A

5.- Lavados de la membrana de nylon Una vez acabada la hibridacion con la sonda correspondiente
se procede alavar |lamembrana para eliminar las uniones inespecificas de la sonda.

Para las membranas hibridadas con una sonda especifica para TS se hacen los siguientes lavados:
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- 1lavado rapido con SSC 2x atemperatura ambiente
- 2lavados de 10 minutos con SSC 2x / 0,5% SDS atemperatura ambiente
- 1lavado de 20 minutos con SSC 0,5x/0,5% SDS a 60°C

6.- Exposicion a pelicula fotogréfica y posterior revelado. Después de lavar la membrana se expone
a pelicula fotografica (X-Omat, Kodak) con doble pantalla amplificadora a —80°C. El revelado se
realiza con un equipo Kodak automético.

7.- Cuantificacion delas sefiales correspondientesa cada ARNm

La cuantificacion de las sefiales se realiza por densitometria de imagen en un equipo de
BioRad. La sefial se normaliza respecto la sefial de ARN ribosdmico 28S visualizado en gel de
agarosa para cada una de las muestras, cuantificado también por densitometria con el programa
Quantity One (BioRad). Para cada una de las muestras (controles sin tratar y tratamientos) calculamos
e ratio:

Sefial de ARNm muestra X / sefial 28S muestra X [1]

Sefial de ARNm control externo/sefial 28S control externo

donde muestra x representa una condicion experimental concreta de las células tratadas y €l control
externo representa una muestra externa idéntica en todas las membranas utilizadas que nos permite
comparar los datos obtenidos.

El grado de expresion se cal cula segun la ecuacion:

Ratio muestrax[1] [2]
Ratio del control [1]

donde el control representa células cultivadas en paralelo en medio libre de droga y ratio de la
muedtra x representa una condi cion experimental concreta.
4.11. ANALISISDE LOSNIVELESPROTEICOS POR WESTERN BLOT

Se andiza mediante esta técnica la expreson a nivel enzimético de Timidilato
Sntasa en las pargas sendblelresstentes a 5-FU, en las dguientes condiciones
experimentaes:

1. Cdulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR cultivadas en ausencia (medio
libre de farmaco) y en presencia de 5-FU (5 dias de exposicion) a las dosis a las
que s induyo la ressencia (2nM HT29/HT29-5FUR y 7nmM LoVo/LoVo-
5FUR)

2. Cdulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tratadas con Oxdiplatino (4h
X Dlsp): andlisisde TSalas0, 12 y 24h después del tratamiento

3. Céulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR durante la exposicion a 5-FU
como agente Unico (24h x Dlsp): andissde TSalasOh, 12hy 24h

4. Céulas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR tras la exposicion previa a
Oxdiplatino (4h x Dlsp) y durante la exposicion a 5-FU (24h x Dlsg) en d
esquema secuencid OXA® 5-FU: andissde TSalas12hy 24h

5. Cédulas control cultivadas en pardelo en medio libre de famaco
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En ambos casos (A y B) cultivan las cdulas sengblesresstentes en frascos
de 25 cm? a razén de 1 x 10° células/frasco. Después de 24 horas de crecimiento en
medio libre de droga se adminigra los diferentes tratamientos. La concentracion
DI50 corresponde a la dosis inhibitoria 50% de cada uno de los farmacos utilizada en
e edudio de citotoxicidad para cada una de las lineas cdulares (sensibles y
resstentes). Posteriormente, se lavan los frascos con PBS-2% FBS y se congelan a —
20°C hasta su procesamiento. El procesamiento de las muestras se rediza segin €
sguiente protocolo:

1- Obtencién del homogenei zado proteico

2- Electroforess en gel de poliacrilamida

3- Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa

4- Inmunodeteccion con un anticuerpo especifico anti-TS

5- Revelado con un anticuerpo secundario ligado a peroxidasa

6- Exposicion apeiculafotogréficay revelado

7- Cuantificacion por densitometria de las sefid es correspondientes de la

proteina

PROTOCOLO

1.- Obtencién del homogeneizado proteico delas muestras

- Afadir directamente 1 ml de tampon de lisis que contiene: TrisHCI a pH=8.0 a una
concentracién find 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%,y un coéctel de inhibidores de
proteasas Complete Mini (Boehringer Manheim).

- Serecoge el homogeneizado en tubos de 1,5 ml y se congelaen N2 liquido

- Incubar a 37°C durante 20 minutos

- Centrifugar a14.000 rpm x 2 minutosx 4 °C

- Recuperar el sobrenadante

- Cuantificacion de la proteina total segin el método de Bradford (utilizamos Kitt Protein Assay
DC-ll de BioRad)

2.- Electroforesis vertical en gel PAGE segin € método de Laemmli (Sambrook J, Fritsch RF and

Maniatis R; Molecular Cloning. Cold Soring Harbor Laboratory, Cold Soring Harbor, NY, USA).

- Preparar € gel de poliacrilamida-bisacrilamida en dos partes:

Concentrador: acrilamida-bisacrilamida (29:1) a 7,5%, SDS 0,1%, Triss Cl 125 mM pH=6.8,
Persulfato aménico 0,05% y Temed 6mM.
Separador: acrilamida-bisacrilamida (29:1) a 15%, SDS 0,1%, Triss CI 375 mM pH=88,
Persulfato aménico 0,05% y Temed 6 mM.

- Alicuotar la concentracion necesaria de proteina y desnaturalizar afiadiendo tampoén reductor (b-
Mercaptoetanol 5%, SDS 2%, Tris Cl 63,5 mM (pH=6.8), Glicerol 10% y azul de bromofenol
0,5%). Desnaturalizar 5 minutos a96°C y dejarlo durante 5 minutos en hielo.

- Redizar laelectroforesis en tampon Tris 25mM, Glicina192 mM y SDS 0,1%, durante 6-8 horas
a4°C
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3.- Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. Una vez finadlizada la electroforesis se
procede a la transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (BioRad). La
transferencia se lleva a cabo en un equipo Transblot Cell (BioRad) en tampdn que contiente Tris
50mM, Glicina386 mM, SDS 0,1% y Metanol 20%, durante 18 horasa4°Cy 60 mA.

4.- Inmunodeteccion con un anticuerpo primario especifico anti-TS. La deteccion se lleva a cabo

€n varios procesos.

- Bloqueo de la membrana se realiza durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién en 50
ml de una solucién que contiene leche desnatada Sveltesse 5%, Tween-20 0,2 %y PBS.

- Incubacién con el anticuerpo anti-TS que se realiza durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion en 10 ml de una solucién que contiene leche desnatada Sveltesse 1%, Tween-20 0,5% Yy
anticuerpo TS a una dilucién 1:750 en PBS. El anticuerpo anti-TS es un monoclonal de rat6n
anti-TS humano cedido gentilmente por e Dr. C. Alegradd National Cancer Inditute
(Bethesda,MD,USA).

- Lavados de la membrana, una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo primario se lava la
membrana con el objeto de eliminar las uniones inespecificas. Se readlizan 2 lavados de 15
minutos en agitacion en 50ml de PBSy Tween-20 d 0,5%

5.- Revelado con un anticuer po secundario ligado a peroxidasa derave.

Se incuba la membrana con un anticuerpo secundario anti-lIgG de raton ligado a peroxidasa de
Rave (Novex) en una dilucion 1:7500 en 10 ml de una solucion que contiene leche desnatada
Sveltesse 0,5%, Tween-20 al 0,25% en PBS, durante 1 hora atemperatura ambiente y en agitacion.

Finalizada la incubacion se lava la membrana para eliminar las uniones inespecificas. Se realizan
dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente en PBS al 0,5% de Tween-20.

Incubamos la membrana con 5 ml de solucién reveladora quimioluminiscente (kitt Supersignal,
Pierce, USA) durante 5 minutos a temperatura ambiente y protegida delaluz.

6.- Exposicion a pelicula fotograficay revelado final.

La membrana se expone a una pelicula fotografica (ECL film, Amersham) durante 5-30
segundos con una pantalla amplificadora. El revelado de la pelicula se realiza con un equipo Kodak
automdtico.

7.- Cuantificacién de la sefial por densitometria de imagen en un equipo de BioRad. En todos los
casos |os datos de expresi6n de proteina representan €l ratio:

sefial delamuestrax / sefial del control externo

sefial del control / sefial del control externo

donde la sefial de la muestra x representa una condicion experimental y el control representa células
cultivadas en paralelo en ausencia de tratamiento. En ambos casos, muedray control, la sefial se
normaliza respecto a un control externo idéntico en todas las membranas, que nos permitira comparar
valores entre membranas distintas.

4.12. ANALISISDE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA
En este gpartado andizamos lainduccion de muerte celular programada bagjo
las siguientes condiciones experimentaes:
- Cdulas sengblefresstente control cultivadaen medio libre de droga
- Cdulas sensblefresistente tratadas con Oxdiplatino (4h)
- Cédulas sengblefres stente tratadas con 5-FU (24h)
- Cdulas senshlefresistente tratadas con @ esquema OXA (4h)® 5-FU(24h)
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- Céulas sensble/resigtente tratadas con € esquema 5-FU (24h)® OXA(4h)

Para este estudio se redlizaron dos técnicas diferentes:
1.- Andigs de fragmentacion del ADN en geles de agarosa
2.- Andigis por citometriade flujo con AnexinaVV /'Y oduro de Propidio

Céulas sensibles/resistentes se cultivan en frascos de 25 cm? arazén de
1x10° cdlulas/frasco. Después de 24 horas de crecimiento en medio libre de droga se
administra los diferentes tratamientos. La concentracion de cada uno de los farmacos
corresponde aladosisinhibitoria 50% (Dlsp) utilizada en @ estudio de citotoxicidad
para cada una de las lineas celulares (HT29, HT29-5FUR, LoVoy LoVo-5FUR).
Pogteriormente, se lavan los tratamientos y se cultivan las cdlulas en medio libre de
droga. Transcurridas 72 h, recogemos las cdulas del sobrenadante y tripsinizamos
las cdlulas de lamonocapa. Se redliza un lavado de las células (sobrenadante y
monocapa) con PBS-2% FBS. Unavez centrifugadas.

1. Serecoged pellet y se congelaen seco en N liquido parad andlissde
fragmentacion en geles de agarosa.

2. Serecoged pellet y seresuspende en PBS + 50% de FBS parad analisis por
microscopia de fluorescencia

En ambos casos, las muestras se guardan congeladas a-80° C para su posterior

procesamiento

Fragmentacion del ADN en geles de agarosa

Andlizamos las muedtras segun  siguiente protocolo (W. Nieves-Neira,
National Cancer Institute, comunicacion personal):
1.- Resuspender las células en 50m de un tampdn de lis's que contiene NaCl 150mM,
Tris HCI 10 mM, EDTA 10mM a pH=8.0. Aiadimos en fresco proteinasaK (a
concentracion find de 1.5 mg/ml) y SDS (a concentracion fina 0.5%.)
2.- Incubar las cdulas un tiempo minimo de 2h a50°C
3.- Afadir ARNasa (0,1 mg/ml) y seincuba 30 minutos a 37°C
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4.- Las muestras se cargan en gel de agarosaa 2% en seco (tras unaincubacion
previaa 65° x 2 minutos) y se sallan los pozos con agarosa de bgja temperatura de
fusdn (low melting). La dectroforesis seredizaen TBE 1X

5.- Teir  gd con Bromuro de Etidio y fotografiar

Andlisis por citometria de flujo con Anexina-V-fluos
Este método permite detectar & proceso de trandocacion de la fosfatidilserina
hacia la cara externa de la membrana celular que se produce durante los estadios
preiminares de la apoptosis. Hemos utilizado para este trabgo d kitt Anexina-V-
Fluos Saining (Roche) que consste en una doble tincién Anexina V/Yoduro de
Propidio. La Anexina V es un anticuerpo especifico de la fodfatidilserina que lleva
conjugada una molécula de fluoresceina que emite en la zona verde del espectro y
que d uniree a la membrana cdular permite cuantificar & porcentge de cdulas
apoptdticas presentes en un cultivo. El Yoduro de Propidio (emisén en d zona roja
del espectro) es un colorante vitd que entra Unicamente en cdulas muertas y que nos
permite cacular & porcentge de clulas necrdticas presentes en € cultivo. La
cuantificacion sellevé a cabo por citometria de flujo.
El procedimiento consta de |os Siguientes pasos.
- Lavar las cdulas en PBS y centrifugar a 200g x 5 minutos. Recoger €
precipitado
- Incubacién de las cdulas con 100m de solucidon que contiene AnexinaV-
fluoresceina’Yoduro de Propidio en tampon HEPES durante 10-15 minutos a
temperatura ambiente y protegido delaluz
- Afiadimos 0.4-0.8 ml de una solucién Binding buffer y se andizan por citometria
de flujo en un citometro FacScan (Becton Dickinson, San Josg, CA, USA). La
adquiscion se rediz6 con @ programa Lyssl. Se utiliza una longitud de onda
(1) de 483nm paa la excitacon y una | de emison de 515nm para la

fluoresceinay >600nm parad Y oduro de Propidio.
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