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5.3.3. Analiss de la expresién del gen Topoisomerasa | en la exposicion a

Oxaliplatino, Topotecan y la combinacion Oxaliplatino/TPT por Northern Blot

En ede gpatado s andiza la influencia dd Oxdiplatino administrado como
agente Unico y/o previamente a TPT en d esguema secuencid OXA® TPT, en la
expreson de Topoisomerasa | (Topo |) como un parametro directamente relacionado
con la senshilidad de estas lineas a los inhibidores de Topoisomerasa |, que nos permita
clarificar las bases moleculares dd efecto sinérgico observado en la asociacion OXA®

TPT tanto en lineas sensibles como resigtentes a 5-FU.

Para dlo, andizamos la expresén de Topoisomerasa | en las pargjas HT29/HT29-
5FUR y LoVo/LoVo-5FUR mediante técnica de Northern Blot (ver ejemplo) en los
sguientes puntos (figura 36):

Esguema 1) Después de la exposicion a Oxaliplatino: a las 0, 12 y 24h después del
tratamiento

Esquema 2) Durante la exposicio na TPT: alas 12hy 24h

Esquema 3) En el esquema secuencial OXA® TPT después de la exposicién previa a

OXA'y durante la exposicion a TPT: alas 12hy 24h durante la exposicion a TPT

En d esguema n°l, se observd una disminucion importante en los niveles de
expreson de Topo | después de la exposicion a Oxdiplatino a las Oh (justo en €
momento de retirar & famaco del medio de cultivo) en todas las lineas celulares cuando
se comparaban con las cdulas control Sin tratar, a excepcion de la linea HT29 que
presentd niveles idénticos a su respectivo control sin tratar (figura 37). Los niveles de
Topo | incrementaron pogteriormente hacia las 12 y 24h después dd tratamiento con
Oxdiplatino en todas las liness cdulares andizadas, hasta dcanzar niveles superiores a

los de sus respectivos controles sin tratar (figura 37).
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Esguema Intervalo detiempo
Oh 12h 24h
(8 ]! ]!
(1) OXA (4h)
2) TPT(24h)
(€©)) OXA (4h) TPT(24h)
24h 48h
Control i .‘

Figura 36. Esquema de analisis de expresién de Topoisomerasa | realizado en lineas
celulares sensibles/resistentes. Las flechas sefial an |0s puntos de recogida de muestras tras
la administracién de OXA y durante la exposicion a TPT. Los valores obtenidos para cada
linea celular se estandarizaron respecto a sus respectivas células control sin tratar. La
concentracion de cada uno de los farmacos corresponde a las dosis inhibitorias del 50%
(IDg) utilizadas en €l estudio de citotoxicidad para cada lineacelular.

En el esquema n°2 (durante la exposicion a TPT) se observé un incremento en los
niveles de Topo | en todas las lineas cdulares cuando se comparaban con las células Sn
tratar (figura 37) que se interpreta como la respuesta cdular ad dafio inducido,
incrementando los niveles de la enzima que forma pate de la maguinaria reparacion
cdular. Cabe sefidar que € incremento en la linea HT29-5FUR fue muy ligero
(aproximadamente 1,5 veces respecto a su control Sn tratar) S se compara con la
sobreexpresion observada en su homdloga sensble HT29 (que se caracteriza porque
presenta amplificacion génica de Topo |, Mcleod HL y col, 1996, y que presentd una
expresion 3 veces superior a la de su respectivo control sin tratar) (figura 37). Estas
diferencias en la expreson de Topo | en la parga HT29/HT29-5FUR podria estar
relacionada con d hecho que la dosis de TPT requerida por la linea HT29 en € estudio
de citotoxicidad fuera ligeramente superior a la requerida por la linea HT29-5FUR
(Dlsp'sde 211,90y 162,65 nM paraHT29 y HT29-5FUR, respectivamente).

En d esguema secuencid OXA® TPT (esguema n°3) se observé un aumento en los

niveles de expreson de Topo | alas 12hy 24h en todas las lineas celulares andlizadas.
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Sn embargo los resultados obtenidos fueron dgo digtintos para cada una de las

pargjas sensblefres sente:

- En @ caso de la parga HT29/HT29-5FUR los niveles de Topo | a las 24h en este
esquema n° 3 (figura 37) llegan incdluso a superar ligeramente (gproximadamente 1,2
veces) los niveles de expreson obtenidos para la administracion de TPT como agente
unico (esquema n° 2). EStos resultados no correlacionaron con la  citotoxicidad
observada para la combinacion secuencid OXA® TPT en edtas lineas cdulares (para
una fraccion de inhibicion dd 50% los vaores de Cl fueron 0.77 y 0.65 para HT29 y
HT29-5FUR, respectivamente).

- En @ caso de la parga LoVo/LoVo-5FUR, d incremento en los niveles de Topo |
durante la expodcion a TPT en d esquema secuencid OXA® TPT (esquema n° 3)
sempre fue inferior d observado durante la exposcion a TPT como agente Unico
(esquema n°2) (figura 37). Quisiera en este punto, hacer mencidn a los resultados del
objetivo 1 (apartado 5.1.4.), donde se observaba que la induccidn de resstencia a 5-FU
en la linea LoVo-5FUR generaba un patron de resstencia cruzada (una menor
sengbilidad) a los inhibidores de Topo | (TPT, CPT-11 y SN38). La desregulacion de
los niveles de Topo | tras la exposicion previa a Oxdiplatino en d esquema OXA® TPT
corrdlaciond con la disminucion de la doss de TPT en la combinacion en ambas linees,
y sefidar ademas que en @ caso de la linea LOVOSFUR eda doss de TPT en la
combinacion se acercaba a la requerida por la linea parentd LoVo (td y como se ha
explicado anteriormente en los resultados del objetivo 2, apartado 5.2.1.). Por tanto, la
desregulacion en los niveles de Topo | corrdaciona con la sinergia observada para la

combinacion OXA® TPT en estas liness cdulares.

En resumen, la adminigracion de Oxdiplaino como agente Unico 0 en la
combinacion OXA® TPT provoca una desregulacion de la expreson de Topoisomerasa
I, que es logica S tenemos en cuenta que d Oxdiplaino por su mecanismo de accidn,
provoca un bloqueo en la sintess de ADN y por tanto, una disminucidén en los niveles
de los enzimas implicados en este proceso (tanto TS como Topoisomerasa 1). Ad, la

snergia observada en la asociacion OXA® TPT parece estar asociada a dafio inducido
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en e DNA tras la exposicion a OXA, de forma que la subsiguiente adminigtracion de
otra droga como & 5-FU o los inhibidores de Topoisomerasa |, que actlian también en

procesos de la sintesis y/o reparacion del ADN, provoca un efecto citotdxico mayor,
letd paralacéulatumord.

Ademas cabe destacar que & descenso marcado de los niveles de Topoisomerasa |
justo a las Oh después de retirar e OXA del medio de cultivo, sefida la necesdad de
adminidgrar € inhibidor de Topoisomerasa | previo a Oxlaplatino, ya que niveles bgos

de expresidn de esta enzima comportan resistencia a este tipo de drogas (TPT, CPT-11).
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HT29

Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h 12h 24h
< > <« > <« > <«
control OXA (4h) OXA(4h)® TPT TPT

>

HT29-5FUR

Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h 12h 24h
<< > <« > <« > <«

>
control OXA (4h) OXA(4h)® TPT TPT
LoVo
P Y R ——————
Ce 24h 48h oh 12h 24h 12h 24h 12h  24h
< > < > <« > < >
control OXA (4h) OXA(4h)® TPT TPT
LoVo-5FUR

| D e W i QD NN G - ——

Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h 12h  24h
< > < > < > < >
control OXA (4h) OXA(4h)® TPT TPT

Ejemplo dd andlisis por Northern Blot de la expresién de Topoisomerasa | en las
par ejas sensiblesresistentes. Las bandas se normalizaron con la sefial del ARN ribosdmico
28S de cada una de las lineas y se estandarizaron respecto a los controles sin tratar (vease
materia y métodos).
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HT29 HT29-5FUR
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Exposicion aTPT Exposicion aTPT

Figura 37. Expresion de Topoisomerasa | RNA en las pargas sensibles/resistentes. Los
datos representan la expresion de Topoisomerasa | respecto el control sin tratar una vez
estandarizados los valores respecto al ARNr 28S. El valor 1 representa los niveles de
Topoisomerasa | en €l control sin tratar. Nétese la desregulacién en los niveles de
Topoisomerasa | tras la exposicion a Oxaliplatino en e momento en que se retira el farmaco
(Oh). Los niveles de Topoisomerasaincrementan posteriormente en presenciade TPT.
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53.4. Andliss de la muerte cdlular programada (apoptosis) después de la

exposicion a Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo y la combinacion Oxaliplatino/5-FU

En este Ultimo apartado tratamos de andizar s la citotoxicidad observada en las
asociaciones secuencides de OXA/5-FU tanto en linea sensibles como resigtentes a 5-
FU, s explica por un incremento en la induccion de muerte celular programada o
apoptosis.

Paa dlo, s£ andiz0 la exigencia 0 no de apoptoss mediante dos técnicas
complementarias.
- Andissdelafragmentacion del ADN en geles de agarosa (DNA laddering)
- Andidgsde AnexinaV por citometriade flujo

Con la inclusén de edtas técnicas aseguramos d estudio de los diferentes estadios
de apoptosis. temprana (anexina V) y/o tardia (DNA laddering). En todos los casos se
utiliza la linea cdular U937 como control postivo, ya que durante € tratamiento de 4h
con TPT a dosis 300 nM se induce gpoptoss muy prominente tal y como se observa por
€l patron de fragmentacion del DNA (figura 38).

Los andiss s redizaon en muedtras procedentes de las pagas
senshles/resstentes tras la exposicion a Oxdiplatino y 5-FU como agentes Unicos 0 en
las dos combinaciones secuencides OXA® 5FU y 5FU® OXA, a las correspondientes

dosis Dlsg de cadafarmaco en cada una de las lineas calulares andizadas.

Tras d andiss de DNA laddering, solo observamos apoptosis (tal y como muestra
la tabla 12) en & caso de las células recogidas del sobrenadante de todas las lineas
celulares S hien esta apoptosis se trata de un proceso espontaneo ya que los controles
sn tratar también presentaron  mismo patron y responde a procesos de inhibicion por

contacto ddl crecimiento en |os cultivos en monocapa
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Control OXA 5-FU OXA-5FU 5FU-OXA
HT 29 monocapa - - - - -
HT29 sobrenadante + + + + +
HT29-5FUR monocapa - - - - R
HT29-5FUR sobrenadante + + + + +
L oVo monocapa - - - - R
L oVo sobrenadante + + + + +
L oVo-5FUR monocapa - - - - -
LoVo-5FUR sobrenadante + + + + +

Tabla 12. Resultado del andlisis de muerte celular programada por DNA laddering en
lineas sensibles y resistentes a 5-FU a las 72h después de la administracion de
Oxaliplatino, 5FU y OXA/5FU. (+) apoptosis, (-) no apoptosis.

a

Figura 38. Andlisis de la fragmentacién de ADN en células -A- de la monocapa y -B- del
sobrenadante de la linea LoV 0-5FUR recogidas 72h después de |as diferentes exposiciones.
Carril 1: control din tratar; carril 22 OXA, carril 3: 5-FU, carril 4 OXA® 5-FU, carril 5: 5
FU® OXA, (+) indicad control positivo (U937 x TPT).
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En d andiss por citomeria de flujo redizado con annexina V, se observd un
ligero incremento de muerte celular por gpoptoss -3,2% de la poblacion de células
tratadas versus 1,7% de sus correspondientes controles Sin tratar- que correlaciona con
la citotoxicidad observada tras d tratlamiento con los diferentes agentes, aunque

globamente, no se aprecia un patron claro de muerte por gpoptoss.

Los resultados obtenidos por uno u otro méodo son coincidentes y muestran la
ausencia de un patron de muerte por gpoptosis en las muestras andizadas tras la
exposicion a Oxdiplatino, 5-FU como agentes Unicos y en combinacion (OXA® 5-FU y
5-FU® OXA) y sugieren que la apoptoss no es @ mecanismo principd de la muerte
celular que se produce in vitro en estas asociaciones como minimo a las dog's utilizadas.
Los resultados obtenidos estén en concordancia con datos publicados en la literatura que
sefidan que a diferencia de lo que ocurre en cdulas de la linea hematopoyética (p.e.
U937), las cdulas de colon que crecen in vitro adheridas d substrato no entran en
gpoptoss de forma rgpida por € efecto dd tratamiento con inhibidores de
Topoisomerasal.

Ademas la ausencia de muerte celular programada parece ser en nuestro caso: a)
un evento independiente dd estado de p53, ya que es un hecho comuin en lineas savajes
(LoVo/lLoVo-5FUR) y mutadas (HT29/ HT29-5FUR); b) independiente del estado de
los genes reparadores dd ADN (linees RER-: HT29HT29-5FUR, y RER+:
LoVo/LoVo-5FUR).
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El principd obgaculo en d tratamiento con quimioterapia del cancer colorrecta
avanzado (CRC) es la resigtencia intrinseca que presenta este tipo de neoplasia a la
mayoria de los famacos utilizados actudmente en la clinica Td y como s ha
comentado en la introduccion, durante los dltimos 40 afios € 5-Huorouracilo (5-FU) ha
sdo € tratamiento estandar en edta neoplasa La préctica clinica demuestra que la
adminigtracion durante largos periodos de tiempo de 5-FU conduce a la gparicion de
fendmenos de resgencia inducida d famaco, 1o que implica una menor efectividad del
tratamiento. Los estudios in vivo redizados en pacientes tratados con 5-FU, demuestran
la exigencia de una corrdacion entre los niveles intratumordes de expreson de la
Timidilato Sntasa (TS, la enzima diana paa d 5-FU) y los fendmenos de resstencia a
este agente (Edler D y col, 2000; Lenz HJ y col, 1997). Ademés, los avances en la
biologia molecular y en la dinica demuedtran que esta redgencia es un evento
multifactorid 'y que determinados parametros biologicos podrian  también  estar
condicionando la respuesta dd tumor d tratamiento con 5-FU (Kitchens ME y col
1999a; Bunz F y col, 1999; Van Triest B y col, 2000; Papamichael 2000). En este
punto, la adminisracion de famacos con mecanismos de accion diferentes d 5-FU,
permite una mejora del tratamiento tanto en pacientes tratados como no tratados con 5
FU (Abad A, 2001).

En base a todo esto, d presente estudio ha pretendido integrar 1os conocimientos
actudes de los mecanigmos cdulares y moleculares que condituyen la base de la
ressencia adquirida a 5-FU, asi como evauar las pautas de asociacion de otros
farmacos encaminados a revertir los fenotipos de ressencia a 5-FU y establecer las
bases bioquimicas y moleculares involucradas en la efectividad de estas combinaciones

gue tan activas se estén mostrando en laclinica.

Un primer paso en @ andiss de los mecanismos implicados en la gparicion de la
ressencia a 5-FU es @ edudio in vitro con lineas ceulares derivadas de tumores
colorrectales inicidmente sensibles d tratamiento con 5-FU (HT29 y LoVo) y liness
cdulares con resgencia inducida d 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) generadas por
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exposicion continuada a dosis crecientes dd farmaco, hasta dcanzar una dosis de 5-FU

2 M en € caso delalineaHT29-5FUR y 7miM en d caso delalinea LoVo-5FUR.

Td y como ocurriria en una Stuacion in vivo, la exposicion continuada a 5-FU
de una poblacion heterogénea de cdlulas tumorales (en d presente estudio HT29 y
LoVo) conduce a la aparicion sdectiva de poblaciones con diferente grado de
adaptacion a famaco. Tras una egpa inicid de devada mortdidad cdular, se
selecciona una poblacion refractaria que presenta una tasa de crecimiento estable y
comparable a la de la linea parenta sendble correspondiente. Estas poblaciones
cdulares resgtentes (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) presentan diferencias fenctipicas que
permiten diferenciarlas de sus homodlogas sensbles (como € aumento del tamafio
cdular, vacuolizacion del citoplasma). Dichas caracteridicas s mantienen  induso
cuando edtas cdulas resgentes se cultivan en medio libre de famaco, indicando la
irreversibilidad de su adaptacion.

Edas lineas resgentes presentan ademas un patdn de ciclo cdular, no
obsarvandose en las mismas un incremento de células retenidas en fase de sintesis (fase
S) pese a la presencia en @ medio de cultivo dd 5-FU. Este hecho es remarcable s
tenemos en cuenta que & 5-FU es un agente ciclo-especifico, y que por su mecanismo
de accion es capaz de inhibir la sintess dedd ADN y por tanto, su administracion deberia
provocar una retencién en la fase S dd ciclo cdular. Por tanto, la observacion de un
petron de ciclo normd en las lineas resstentes en presencia dd 5-FU en & medio de
cultivo, muestra la adaptacion de las mismas a este agente. Una posible explicacion la
encontrariamos en la literatura (Longley DB y col, 2001). Estos autores sugieren que
seria la sobreexpreson de la Timidilato Sntasa (TS), la diana tergpéutica dd 5-FU, la
gue permitiria a estas cdulas resigtentes dudir o superar (“abrogate’) la retencidon en la
fase S de ciclo cdular que causaia € 5-FU en condiciones normaes en una linea
cdular senshle d famaco, confiriendo por tanto resstencia a lo inhibidores de TS
(fluoropirimidinas o antifolatos). La sobreexpreson de TS iria acompafiada de una
disminucion en los nivees de cidina E, cidina A y cdk2 (Longley DB y col, 2000), que
son dementos reguladores de la progreson dd ciclo cdular (complejo ciclina E/cdk?2
regula la trandcion de G1 a S, y d complgo ciclina A/cdk2 regula la progreson d

iniciodelafase S).
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Las lineas LoVo-5FUR y HT29-5FUR mosgtraron una resistencia moderada de 3
y 5 veces superior respectivamente a las correspondientes liness sensibles (LoVo y
HT29). Esto dgnifica que las doss de 5-FU requeridas para conseguir la misma
fraccion inhibitoria del crecimiento celular en edtas lineas resstentes son superiores a
las requeridas por sus homologas sensibles. Este fenotipo de resistencia se observé tanto
en exposciones cortas (24h) como en infusones (5 dias) en ambas lineas resistentes,

siendo por tanto, un fenotipo independiente del tiempo de exposicion a5-FU.

Por otro lado existen evidencias, in vivo e in vitro, de que e proceso de
adaptacion de un tumor a un agente quimioterdpico, incluye una serie de cambios
genctipicos que pueden afectar a la sensibilidad de estos tumores no sdlo a farmacos
con € mismo mecanismo de accion sno también a farmacos con mecanismos de accion
diferentes, en cuyo caso se habla de un fenctipo de resstencia cruzada (cross-resistance
pattern). Asi por gemplo, determinadas lineas con resigtencia adquirida a cisplatino
(CDDP) presentan resgtencia cruzada a Irinotecan (CPT-11; Chen ZS'y col, 1999) o
lineas resgentes a CPT-11 que presentan redgencia cruzada a inhibidores de
Topoisomerasa Il como € etopésido (Kanzawa F y col, 1990). Este hecho es
particularmente importante S tenemos en cuenta que famacos con mecanismos de
accion diferentes d 5-FU tdes como Oxdiplatino e Irinotecan (CPT-11) se incluyen en
regimenes de poliquimiotergpia en enfermos que han progresado d tratamiento.

Por tanto, creimos necesario determinar en este punto s la induccion de
ressencia a 5-FU en nuestras lineas cdulares dteraba la senshilidad a otros agentes
con actividad en cancer colorrectal (CRC).

En d presente estudio, no se detectaron dteraciones en la senshilidad a
Oxdiplatino en ninguna de las lineas resgentes cuando se compararon con SUS
correspondientes pargas sensbles. En cambio, S s observé un ligero patron de
resstencia cruzada a inhibidores de la Topoisomerasa | (TPT, CPT-11 y SN38) en la
linea LoVo-5FUR, requiriéndose aproximadamente € doble de doss de edos
inhibidores en eda linea cdular para conseguir las mismas fracciones de inhibicion ded
crecimiento que en la linea parentd LoVo. Este hecho puede ser rdlevante en la clinica

S tenemos en cuenta que los inhibidores de Topoisomerasa |, en concreto  CPT-11, se
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administra como segunda linea de tergpia en enfermos con cancer colorrecta avanzado
gue han progresado a tratamiento con 5-FU (Van Custem E y col, 1999; Saltz LB y col,
2000, Rothenberg ML, 2001)

Tras estas observaciones, € sguiente paso consste en determinar las causas que
originan eda resgencia d 5FU en nuestras liness cdulares, as como evduar la
implicacion de las mismas en la sengbilidad a otros agentes con mecanismos de accion
diferented 5-FU.

Se andiz6 en primer lugar, 9 d fenotipo de resstencia a 5-FU observado en las
linees cdulares HT29-5FUR y LoVo-5FUR corrdlacionaba con dteraciones en la diana
tergpéutica del 5-FU, la Timidilato Sintasa (TS), ya sea a nivel de ADN (procesos de
amplificacion génica), ARNm (sobreexpreson del gen) y/o a nivel proteico (aumento de
latraduccion) .

Uno de los fendmenos de resstencia descritos in vitro para este agente es la
amplificacion del gen que codifica paa TS, locdizado en d cromosoma 18p11.32
(Schimke et al, 1984; Berger y col, 1985; Clark y col, 1987; Copur Sy col, 1995), que
Se asocia a un incremento en la transcripcion (ARNmM) y la traduccion (proteind) de TS.
De hecho, esta sobreexpreson del gen TS se ha corrdacionado en la clinica con una
peor respuesta ad 5-FU, y condituye un marcador pronégtico de la respuesta d
tratamiento a este agente (Leichman y col, 1997; Salonga D y col, 2000; Edler D y caol,
2000). Se conoce ademas, la regulacion feed-back negativa gercida por la proteina TS
libre sobre su ARN mensgero (ARNm) inhibiendo de esta manera su propia traduccion
(Chu E y col, 1993). El 5FU actta inhibiendo a la enzima impidiendo su unién a
ARNmM , por lo que la céula soporta una mayor traduccion de TS que le permite evadir
e tratamiento con 5-FU (Chu E y col, 1991). Exigen sn embargo, otros mecanismos de
regulacion menos edtudiados, que apuntan a la regulacion post-traducciond de la
enzima (Kitchens ME y col, 1999b). Edtos autores sugieren que la induccion de TS en
las lineas redgentes se debe a una edtabilizacion de la enzima que ad presentar un
tiempo de vida media superior estaria més tiempo ligada d FAUMP (metabalito

intermedio del 5-FU) formando € complgo ternaio de inhibicion, disminuyendo la
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cantidad de TS libre para inhibir su propia traduccion y permitiendo asi a la cdula
evadir lapresiéon dd 5-FU.

B andisis por Southern Blot en las pargas sensbleresistente mostrd la ausencia
de amplificacion génica de TS en las lineas HT29-5FUR y LoVo-5FUR, y por tanto, €
fenotipo de resigencia a 5-FU observado en edtas lineas no esta relacionado con un
incremento en & nimero de copias ddl gen. Este resultado estd en consonancia con los
descritos previamente por Lessufleur T y col (1998) en lineas ceulares moderadamente
resstentes a 5-FU. Se sabe que los tumores son heterogéneos, estan compuestos por
subpoblaciones  cdlulares con  diferentes  caracteriticas morfologicas 'y funciondes.
Durante & proceso de induccidn de resstencia se produce una diferenciacion cdular de
agunos de los diferentes tipos de céulas que forman @ tumor. A medida que la dosis de
5-FU incrementa, se va seleccionando una poblacidon con fenotipo similar d enterocitico
gque presenta un grado edevado de resgencia a la famaco y muestra amplificacion
génica (Lessufleur Ty col, 1998). A dosis moderadas de 5-FU, sin embargo, coexidtirian
digintas poblaciones con diversos grados de adaptacion a la farmaco, la mayoria de las
cudes ain no presentan amplificacion génicak aunque S otras  dteraciones
cromosdmicas (gananciagpérdidas) que les permitirian escapar a la preson dd 5-FU.
Estos datos coinciden con los resultados que obtuvimos en d andliss dd genoma de las
lineas resgtentes por técnica de hibridacion gendmica compaaiva (CGH) que
comentaremos con més detalle posteriormente.

En cambio, se observé un patrén de sobreexpresion en los nivees de ARNm de
TS en las lineas resgtentes a 5-FU cuando se compararon con sus correspondientes
lineas sengbles, tanto en presencia como en ausencia de 5-FU a la dosis a la que se
habia inducido la resgencia (2nM para HT29-5FUR y 7nM para LoVo-5FUR). Esta
sobreexpreson es una carecterigtica estable de edtas liness celulares resigtentes y
explica en pate, la diferente sengbilidad que presentan a 5-FU cuando se comparan
con sus homdlogas sensbles El incremento en los niveles de expreson de TS en
presencia de 5-FU observado en todas las lineas celulares, puede interpretarse como la
respuesta celular para evadir la preson de 5-FU y corrdlaciona con datos previos
publicados en laliteratura (Chu E y col, 1993).
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Por otro lado, se observa que la linea cdlular LoVo presenta ya a nivel basa (en
ausencia de 5-FU), € doble de expreson que la linea HT29. Estos resultados ya habian
sdo observados previamente en nuestro laboratorio (Taron M, comunicacién personal,
1999b), y corrdacionan con la dosis de 5-FU necesaria para la induccion de resistencia
a 5-FU en € presente estudio (superior en € caso de la linea LoVo) y con la diferencia
en d sendbilidad de edas linees d 5-FU como agente Unico (exposicion 5 dias).
Estudios pogteriores redizados en nuestro laboratorio (Martinez-Balibrea E y col,
comunicacion personal, 2002) muestran que € incremento en los niveles basdes de TS
en la linea LoVo podrian explicarse por la presencia de un polimorfismo en la zona
promotora del gen TS (3 secuencias de 28 pares de bases repetidas en tdndem en la zona
5UTR -UnTrandated Region- cercana d codon de inicio AUG, mientras que la linea
HT29 presenta solo 2 secuencias de 28 pares de bases). Estudios previos en la literatura
muestran que la presencia de triples repeticiones (3/3) conduce a un incremento de 2,6
veces en los niveles de expresidon del gen respecto a la doble repeticion (genctipo 2/2)
(Horie Ny cal, 1995).

Por otro lado y dado que la TS se hadla implicada en procesos de replicacion
cdular, d incremento observado en los niveles de expresidon del gen en la linea LoVo
cuando se compara con la linea HT29, podria edtar también relacionado con las
deficiencias en € dstema reparador de gpargamientos incorrectos o mismatch repair
system (MMR) que presenta la linea LoVo (fenotipo RER+). Este sistema reparador, ta
y como s comenta en la introduccidn, es d encargado de identificar y reparar las
lesiones inducidas en é ADN por d apargamiento errdéneo entre bases nucleicas
originado por los fdlos de las polimerasas dd ADN durante la replicacion cdular.
Algunos estudios previos en la literatura (Kitchens ME y col, 1999a; Carethers JM y
col, 1999) muedran que las lineas deficientes en edte sitema reparador (fenotipo
RER+) presentan niveles incrementados de TS, lo que podria estar confiriéndoles una
ventga sdectiva en € crecimiento cdular. Este resultado podria tener una cierta
relevancia clinica, 9 tenemos en cuenta que las deficiencias en d sistema reparador
MMR son un hecho conocido/establecido en & cancer colorrecta hereditario no ligado
a la poliposs multiple (HNPCC) y que dfecta también a un 20% de los tumores
colorrectales esporédicos (Grife Ry col, 1998, Abad A, 2000; Elsaleh H y col, 2001). La

presencia de niveles de TS superiores en estos tumores RER+ implicaria por un lado
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una menor efectividad dd tratamiento y por otro, que la administracion de 5-FU podria
edar sdeccionando una poblacion ceular con mayor capacidad replicaiva, 1o que

conduciria a una rgpida progresion tumord.

Pogeriormente, se andizaron los niveles proteicos de TS en ausencia vy
presencia de 5-FU, para comprobar S la sobreexpresion observada a nivel de ARNm
corrdlacionaba con un incremento en los niveles de proteina que permitieran explicar €
fenotipo de resistenciaa 5-FU observado en las lineas HT29-5FUR y LoV o-5FUR.

Las lineas resstentes presentaron en ausencia de 5-FU, una menor expresion
proteica que sus correspondientes lineas parentdes, dato que no concuerda con los
nivees de expresén (ARNmM) observados. La discordancia entre los niveles de
expresion y proteina en las lineas resistentes podrian ser debidos en parte a una tasa de
crecimiento cdlular ligeramente inferior a la de sus correspondientes lineas parentaes
(recordemos que TS es una enzima implicada directamente en a sintesis cdular),
aunque podria estar indicando también una mayor capacidad reguladora de la traduccién
por parte de la propia enzima en edtas liness celulares resistentes. Por Ultimo, sefidar
que igud que ocurria con los niveles de expreson dd ARNm, los niveles basdes de
proteina TS en la linea LoVo fueron superiores a los observados para la linea HT29,
dato que esta en concordancia con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio

(Taron M, comunicacién personal, 1999b).

En presencia de 5-FU, se observo un incremento en los niveles de TS totd (libre
+ ligada formando & complgo ternario de inhibicion) tanto en liness sensbles como en
resgentes, que se explica como la respuesta cdular d 5-FU. La sobreexpresion del
ARNmM de TS en la linea HT29-5FUR, se traduce en un incremento en los niveles de
proteina, hecho que judifica la diferente sengbilidad de esta linea d 5-FU cuando se
compara con su homologa sensble HT29. La linea LoVo-5FUR presenta niveles de TS
inferiores a la linea parental LoVo con independencia de la presencia de 5-FU, lo que no
corrdaciona con la sobreexpresén de TS (los nivedes de ARNm sempre fueron
superiores en la linea LoVo-5FUR versus la linea LoVo) ni con las diferencias en la

senghilidad a 5-FU (las dods inhibitorias en la linea LoVo-5FUR dempre fueron
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superiores a las de la linea LoVo). Esta menor cantidad de proteina es una caracterigtica
de edta linea y podria aribuirse bien a una mayor capacidad autorreguladora de TS o
bien, ta y como muestra la literatura (Kitchens ME y col, 1999a) podria ser debido a
una menor estabilidad del polipéptido resultante, que seria rpidamente degradado
impidiendo su control sobre la traduccion y requiriendose por tanto niveles
incrementados de ARNm para mantener los niveles adecuados de TS en eda linea
cdular. Por Ultimo quisera sefidar que esta discordancia entre los niveles de ARNm y
proteina ya han sdo descritos con anterioridad en la literatura (Ethiene MC y col, 1995;
Kitchens ME y col, 1999a) y ponen de manifiesto la existencia de otros mecanismos de
resgencia a 5-FU que incduyen dteraciones en d trangporte, la metabolizacion, la
enzima diana, la cinética cdlular y los procesos de proteccion frente a la apoptosis (Van
Triest By col, 2000; Salonga y col, 2000; Papamichael D, 2000).

Por Udltimo, me gudaria remarcar que d incremento en los niveles proteicos de
TS en presencia de 5-FU en las lineas resstentes fue superior d de las lineas sensbles y
corrdaciond con un aumento en los niveles de TS libre (no ligada), lo que implica que
edas lineas resgtentes soportan una mayor traduccion de TS que sus homdlogas

sensblesy explica su capacidad para proliferar en presencia del farmaco.

Se andizaron a continuacion las caracteristicas genéticas de las dos lineas con
resgencia a 5FU, HT29-5FUR y LoVo-5FUR, mediante técnica de H ibridacion
G endmica C omparativa (CGH). Los resultados obtenidos muestran la presencia en las
lineas resigtentes de diversas ganancias (5p, 6, 7p, 7q ¥ 80g) y una pérdida (cromosoma
3g en la linea HT29-5FUR) de materid genético en determinadas regiones
cromosdmicas cuando se compararan con las correspondientes lineas parentales
sengbles. La acumulacion de estas anormdidades genéticas podria estar confiriendo a
edas liness HT29-5FUR y LoVo-5FUR una ventga sdectiva en € crecimiento,
permitiendo a los clones resgtentes predominar dentro de la poblacion de céulas
tumordes. Td y como muestran agunos autores en la literatura (Kitchens ME y cal,
1999a; Carethers JC y col, 1999) los tumores que presentan € fenotipo de errores de
replicacion (RER+) podrian acumular un mayor nimero de dteraciones cromosomicas

como consecuencia de la deficiencia en la reparacion de los errores ocurridos durante la
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replicacion. A priori, parece que la linea cdular LoVo-5FUR acumularia un mayor
nimero de ganancias, Sn embargo, seria necesaria la indusén de més linees RER+
para confirmar esta hipétesis.

Los datos obtenidos por CGH coinciden con resultados previos descritos en la
literatura utilizando técnicas citogenéticas cdésicas (Lessufleur T y col,1991; MclLeod
HL y col, 1999) en los que se demuestra que la induccidn a dosis moderadas de 5-FU
conduce a la gparicion de determinados cambios en € baance cromosdmico originados
por & proceso de adaptacion de la linea celular correspondiente a la presencia de la
famaco en d medio de cultivo. Algunas de las ganancias observadas en nuestro estudio
ocurren ademas con frecuencia en tumores esporadicos colorrectdes (De Angelis PM y
col, 1999). Asi por gemplo, las ganancias en d cromosoma 8, podrian estar
relacionadas con la exisencia de un gen supresor tumora aln por determinar en esta
zona, 0 bien, podria tratarse de la amplificacion dd gen c-myc (locdizado en d
comosoma 8) cuya sobreexpresion edaria relacionada con un aumento en la
proliferacion celular (ya que actla regulando la transicion de fase GO/GLl a fae )
(Jonson LF y cal, 1992; Pestalozzi BC y col, 1995).

Cabe sefidar también la dteracion que presentan ambas liness, HT29-5FUR y
LoVo-5FUR, en  cromosoma 5p. Entre los diferentes loci en esta region encontramos
e dd gen NHE-3 (Sodium/Proton Exchanger 3, Na+/H+), locdlizado en & cromosoma
5p15.3, que esta implicado en d mantenimiento del pH intracdlular (Thwaites DT y col,
1999). Este gen podria estar sobreexpresado en las lineas resgtentes, indicando la
presencia de un mayor intercambio de protones entre la cdula 'y € medio extraceular.
La sobreexpresiéon de este gen se ha corrdacionado también con un engrosamiento del
volumen cdular (Ritter M y col, 2001). El incremento de H+ en d interior cdular
provoca su expulséon hacia d exterior o hacia vesiculas (hecho que judificaria d
agpecto vacuolizado de la linea HT29-5FUR observedo d microscopio  Optico)
importandose Nat+ y H,O hacia € interior cdular, y provocando por tanto, un aumento
del tamafio cdular. Este dato coincide con la observacion a microscopio Optico de un
mayor tamaio de las lineas resistentes respecto a las correspondientes lineas parentales
en d presente estudio y correlaciona con los descritos previamente en la literatura
(Lessufleur T y col, 1991). Es importante ademas, tener en cuenta que € mantenimiento

de la homeodtasis cdular en edtas lineas resstentes en presencia de 5-FU, podria estar
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representando un mecanismo de proteccion frente a procesos de apoptosis (ya que la
acidificacion intrecdlular es uno de los desencadenantes de la muete cdular
programada) (Gottlieb RA, 1996).

También estén locdizados en ese cromosoma 5p una familia de genes que
codifican para las proteinas denominadas factores relacionados con Topoisomerasas o
Topoisomerase-related factors (TRF4 y TRF5). Un estudio reciente (Valowsky y col,
1999) muedtra que niveles incrementados de estas proteinas estan asociados a
fenbmenos de resigencia a inhibidores de Topoisomerasa | (camptotecina y sus
andogos) porque ateran los procesos de recombinacion homéloga e incrementan los
mecanismos de reparacion de las lesones inducidas por este tipo de citotdxicos. Este
hecho podria explicar, entre otras cosas, @ patron de resigtencia cruzada a inhibidores
de Toposomerasa | observado en la linea LoVo-5FUR que presenta una ganancia de
materia genético en € brazo largo del cromosoma’ (5p).

Otra zona de interés es @ cromosoma 13 donde se encuentra locdizado € gen
que codifica para la proteina retinoblastoma (Rb) implicada en la proliferacion cdular
(Weinberg RA y col, 1995). Se conoce por estudios previos en la literatura, que la linea
cdular HT29 presenta un mayor nimero de copias dd gen Rb (Weinstein IB, 2000), Sin
embargo nada se conoce respecto a la otra linea utilizada en este estudio (LoVo) ni la
trascendencia que la amplificacion de este gen tiene en la progresén tumord y la
respuesta a quimioterapia con 5-FU u otros agentes utilizados en € tratamiento de los
tumores colorrectales.

Referente a las pérdidas de materid genético, sdlo se observd una pérdida en la
linea HT29-5FUR de la zona 3ql2-qter. Entre los diferentes loci que mapan en esta
zong, hdlamos € de gen c-MOAT o MRP-2, transportador de aniones organicos. A
priori es la sobreexpreson de este gen y no su pérdida la que se ha correlacionado con
fendmenos de resistencia a inhibidores de topoisomerasa | (concretamente a CPT-11y
su metabalito activo, SN38) (Mathijssen RHJ y col, 2001).

En cambio, no s detectaron ganancias de materid genéico en la zona
correspondiente a cromosoma 18p donde se locdiza la Timidilato Sintasa (TS), dato
que coincide con los resultados previos obtenidos por Southern Blot, ni en otras

regiones como en & cromosoma 17q donde se locdizala pS3.
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En concluson, € estudio por CGH de las lineas resistentes concuerda con la
hipétesis inicid y muestra que la adaptacion de estas liness a 5-FU estd mediada por la
acumulacion de aberraciones cromosdmicas (ganancias/pérdidas) que contribuyen a la
goaicion de ressencia d famaco y por tanto a la ineficacia de tratamiento. Estas
dteraciones pueden ademés originar la gparicion de fendmenos de resstencia cruzada a
otros famacos con mecanismos de accion diferente (inhibidores de Topoisomerasa ).
Algunos edtudios en la literatura sefidan ademés que la acumulacion de aberraciones
cromosdmicas en tumores se asocia a un fenotipo de mayor agresividad tumord y peor
prondstico, pudiendo estar relacionada con una peor respuesta a la quimioterapia
(Ullman R y col, 1998; Van Dekken H y col, 1999). As mismo este estudio aore la
poshbilidad de andliss de nuevos genes y dianas que podrian estar involucrados en la

ressenciaa5-FU.

Otro de los objetivos de nuestro estudio consiste en determinar s la sensibilidad
de las lineas cdulares a los digintos famacos utilizadas depende dd estado de
determinados parametros biolégicos como la p53 o d fenotipo RER+. ES necesario por
tanto, caracterizar las lineas con resigtencia adquirida con € objeto de determinar s
durante € proceso de induccion de resstencia se han originado cambios en aguno de
estos parametros. Para dlo secuenciamos las zonas correspondientes a los exones 5 d 8
de gen p53, puesto que la mayoria de ateraciones descritas para este gen se localizan
en eta zona (Hotspots o zonas cdientes) (Bullock AN y col, 2001). Los andids
confirmaron que las linees resgentes mantienen € mismo genotipo que las
correspondientes lineas parentales, sdvae en @ caso de LoVo/LoVo-5FUR y mutado
en d exén 8 (cambio de Arg® His, que ya habia sido descrito con anterioridad por
O’ Connor PM y col, 1997).

Estudiamos también & estado de los genes reparadores dd ADN (MMR)
mediante € andids de inestabilidad de microsadlites (MI). Se sabe que las cdulas
deficitarias en los genes reparadores se caracterizan por la acumulacion de ateraciones
en determinadas zonas no codificantes dd genoma denominadas microsatélites (Grife R
y col, 1998). En la actudidad, € Grupo Cooperativo para e HNPCC, establece que
debe evauarse d menos un pane de 5 marcadores (tres de elos monomorficos) para

determinar la presencia de inestabilidad de microsadites (también  denominado
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fenotipo de errores de replicacion, RER). Los andiss confirmaron que las lineas
ressentes mantuvieron d mismo genotipo que las correspondientes lineas parentaes:
fenotipo RER- para las linees HT29 y HT29-5FUR (no presentan MI) y RER+ en la
linees LoVo y LoVo-5FUR (evidenciado por la ausencia de la sefid correspondiente a
la zona del marcador BAT-26 que se localiza sobre la zona dd  gen MSH2, indicando €
defecto en este gen reparador en estas lineas celulares, td y como describen Liu y
col,(1995) en laliteratura).

Podemos por tanto concluir en esta primera parte del estudio, que la exposicion
continuada a 5-FU conduce a la aparicion de una poblacién celular con caracterigticas
genotipicas y fenotipicas digintas a la poblacion inicid que les permiten adeptarse y
prolife’ar en  presencia dd  famaco. El andiss de edtas  zones
amplificadas/ddeccionadas permitiria la identificacion de nuevas dianas implicadas en
la resgencia a 5-FU. Por otro lado, observamos que las lineas resstentes presentan
niveles de expreson de TS incrementados, siendo éste un marcador predictivo de la
respuesta a quimiotergpia en tumores refractarios a 5-FU. Los niveles proteicos no
sempre estdn en concordancia con los resultados obtenidos en la expreson de TS,
hecho que demuestra la implicacion de los cambios traduccionades y podt-traduccionaes
de la enzima. Por Ultimo, sefidar que la resstencia a 5-FU debe entenderse como un
evento multifactoria  que incluyen dteraciones que afectan a nUMErosDS  Procesos
implicados en laviabilidad de la cdulatumoral.

La bga tasa de respuestas obtenidas en la clinica con € tratamiento con 5-FU ha
sdo ampliamente meorada gracias a la introduccion de nuevos citostéticos en €
tratamiento de este tumor. Entre los nuevos agentes encontramos € Oxdiplatino, un
agente platinado de tercera generacion y los derivados de la camptotecina (Irinotecan y

Topotecan) que actdan como inhibidores de laenzima ADN-Topoisomerasal.

La observacion in vitro de la actividad dd Oxdiplatino como agente Unico
frente a una gran variedad de tumores humanos, asi como d €efecto snérgico de su
combinacion tanto in vitro como in vivo en tumores senshles y refractarios d 5-FU
observado en lineas de colon (Raymond y col, 1998; Cvitkovic E y col, 1999),
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proporciona las bases para su utilizacion en la clinica Sin embargo, poco se conoce
sobre € papd que desempefia é Oxdiplatino en la combinacion aunque existen dgunas
evidencias que sugieren que edte platino actuaria incrementando los nivees dd
metabolito intermedio dd 5-FU (FAUMP) lo que permitiria explicar la snergia de edtas
asociaciones (Cvitkovic E y col, 1999). Otros estudios parecen apuntar que no existe una
interaccion directa sobre la zona promotora del 5-FU y que d Oxdiplatino d igud que
otros agentes platinados andogos podria estar regulando la expresén dd gen TS a
través de la modulacion de determinados factores de transcripcion (Spl, E2F-1,...) que
actlan como dementos reguladores pogtivos de la transcripcion de genes implicados en
la sintess de ADN taes como la TS o la Topoisomerasa | (O'Dwyer PJ y col, 1999;
Rudge TL y col, 2002).

Basndose en edtas evidencias, € presente estudio propone andizar € potencid
citotéxico dd Oxdiplatino administrado como agente Unico 0 en combinacion con 5-FU
en linees sensbles y resgentes a ese Ultimo. Ademés evduamos € pape que
determina d Oxdiplatino en la “reversdn” de la ressencia d 5-FU. Por otro lado, €
Oxdiplatino ha mostrado eficacia en combinaciones con agentes antitumorales como
CDDP, CPT-11, Paclitaxel y Gemcitabina entre otros (Cvitkovic E y col, 1998a, 1998b,
1999; Wasserman E y col, 1999). Concretamente la asociacion de Oxdiplatino con
CPT-11 y/o su metabolito activo, SN38, ha demostrado ser muy €efectiva in vitro tanto
administrados de forma conjunta como secuencid (Zeghari-Sgualli y col, 1999;
Guichard Sy col, 2001). Cabe esperar que otros inhibidores de Topoisomerasa | como
e Topotecan (TPT) sean activos en combinacion con Oxdiplatino tal y como muestran
los estudios redizados en tumores de ovario (Goldwasser F y col, 1999, Seiden M,
2001), § bien edta asociacion no se ha probado todavia en tumores de colon.
Tedricamente, la adminigracion de Oxdiplatino conduce a una inhibicion de los
procesos de replicacion y transcripcion cdular. En este punto la cdula intentar reparar
e materid genéico dafiado desencadenando procesos que conducen a la cdlula a una
muerte por gpoptosis (Cvitkovic E y col, 1998a; Fink D y col, 1996). Una manera de
incrementar la toxicidad cdular saria asociar d Oxdiplatino con un inhibidor de la
Topoisomerasa |, dado que esta enzima se hala también implicada en los procesos de

replicacion, transcripcion y reparacion cdular (Pommier Y y col, 1998). As andizamos
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S esta combinacion (OXA/TPT) es dnérgica tanto en las lineas sensbles como
resstentes a 5-FU, teniendo en cuenta ademas, que en € proceso de adaptacion a 5-FU,
la linea cdular LoVo-5FUR mostré un patrdn de resstencia cruzada a inhibidores de la
Topoisomerasa |. Por Ultimo, andizamos S estas combinaciones (Oxdiplaino/5-FU y
Oxdiplatino/TPT) potencian 0 no la citotoxicidad cdular de forma independiente d
estado de dd fenotipo RER (RER+ en las lineas LoVo, LoVo-5FUR y DLD-1; RER-
en e caso de HT29, HT29-5FUR y LS513) y € estado de la p53 (mutado para HT29,
HT29-5FUR y DLD1, y dlvestre o “wild-type” para LoVo, LoVo-5FUR y LS513),
intentando elucidar S estos parametros pueden dterar la accion de los diferentes agentes

antitumoral es administrados como agentes Unicos o en combinacion.

Globdmente los esquemas secuencides de administracion  utilizados en este
estudio resultaron sinérgicos a dosis moderadas de los farmacos con independencia del
fenotipo de resstencia a 5-FU, € estado de p53 y/o € estado del sistema reparador del
ADN. Unicamente la asociacion SFU® OXA en la linea LoVo-5FUR y la asociacion
TPT® OXA en la linea DLD-1 resultaron aditivas. Cabe sefidar que la adminigtracion
de Oxdiplatino previa a 5-FU y/o TPT permitio reducir las dosis de ambos farmacos en
las lineas resigentes haga niveles similares a los obtenidos en las lineas parentdes
senshles, revirtiendo € fenotipo de resstencia a 5-FU en ambas lineas, y permitiendo
en d caxo de la linea LoVo-5FUR que presentaba un patron de resistencia cruzada a
inhibidores de Topoisomerasa |, disminuir las doss de TPT hasta niveles smilares a los
requeridos por la linea LoVo. Por otro lado, la exposicion a Oxdiplaino (a diferentes
dosis) previa a la exposicion continuada durante 5 dias de 5-FU a las dosis a las que se
indujo la resgencia en las linees HT29-5FUR y LoVo-5FUR (2nM y 7miM,
respectivamente), también resulta citotdxica y se asocia a un incremento en la
senshilidad a 5-FU de las lineas resgtentes, llegando incluso a revertir @ fenotipo de
ressenciaa’5-FU enlalineaHT29-5FUR.

Los resultados obtenidos en este gpartado concuerdan con resultados previos de
la literatura (Raymond E y col, 1998; Zeghari-Squalli N, 1999) y muedtran que las
asociaciones Oxdiplatino con 5-FU y/o inhibidores de Topoisomerasa | son efectivas

tanto en tumores colorrectades sensbles como refractarios a 5-FU. La asociacion de
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Oxdiplatino/Inhibidores de Topoisomerasa | es d menos tan efectiva como la
combinaciéon secuencid con 5-FU y representa una dternativa a tratamiento ded cancer
colorrectd avanzado. De hecho los edtudios en fase Il de la combinacion de
Oxdiplatino e Irinotecan (CPT-11) muestran la efectividad de esta asociacion en este
tipo de tumores administrados tanto en primera como segunda linea de tergpia
(Becouarn Y y col, 2001; Scheithauer W y col, 2002). ASmismo, nuestros datos
muestran la eficiacia in vitro de otros inhibidores de la Topoisomerasa | como & TPT
combinados con Oxaliplatino en lineas colorrectaes. Estos resultados concuerdan con
datos previos obtenidos por nuestro grupo, que muestran que no existen diferencias
moleculares a este nivel entre los diferentes inhibidores de Topoisomerasa | cuando se
combinan con otros agentes con mecanismos de accion diferentes como € 5-FU o €
Tomudex (Taron M y col, 1999c¢).

Una vez determinada la eficacia de la combinacion de Oxdiplaino y 5-FU tanto
en lineas sensbles como resigentes a 5-FU y tras la observacién de este efecto de
“reverdOn’ de la ressencia a 5-FU observado en la linea HT29-5FUR, surge la
cuestion de intentar ducidar qué mecanismos intervienen en la citotoxicidad de estos
agentes en combinacion tanto en las lineas sensbles como en las resgentes. Un primer
nivel de aproximacion condste en d andids de la TS, diana tergpéutica dd 5-FU, como

parametro directamente relacionado con la sengbilidad a este farmaco.

Los resultados muestran que la exposicion a Oxdiplatino (administrado como
agente Unico) disminuye los niveles de expreson (ARNmM) de TS. Esto es logico s
tenemos en cuenta que € Oxdiplatino por su mecanismo de accidn provoca la
inhibicion de la replicacion cdular, inhibicion que se traduce en una disminucion de la
expreson de determinados genes implicados en estos procesos tdes como la TS y la
Topoisomerasa |, tal y como detdlaremos posteriormente. Estos resultados coinciden
con los presentados por Pendyala L y col (2001) que observan la disminucion de la
expreson de TS y ¢gGST en pacientes con cancer colorrecta avanzado tras €
tratamiento con Oxdiplaino. Los resultados sugieren que € Oxdiplaino podria estar

influyendo en la transcripcion de determinados genes implicados en la replicacion dd
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ADN, o bien que tras € tratamiento con Oxdiplaino se edaria sdeccionando una
poblacién celular determinada con este perfil de expresion génica

Por otro lado, la caida de los niveles de expresidon de TS en todas las pargas
sensblesresgtentes corrdlaciona con la disminucion de las dosis de 5-FU requeridas
por edtas linees en & esquema secuencid de combinacion Oxdiplaino ® 5-FU, y
permite explicar la dnergia observada en esta asociacion. Ademas este dato es
particularmente importante, en & caso de las liness resgentes a 5-FU pues la
expodcion previa a Oxdiplatino “revieteé’ d fenotipo de resstencia en etas lineas
cdulares, senghilizandolas de nuevo d tratamiento con 5-FU.

Andizamos también d perfil proteico de TS en los intervaos tras la exposicidn
a Oxdiplatino como agente Unico. Tedricamente, S & Oxdiplatino actla reteniendo la
sintesis cdular, los requerimientos de TS deberian disminuir. En las lineas parentdes
senshbles (HT29 y LoVo) se observO una disminucion de los niveles proteicos de TS
tras la exposicion a Oxdiplaino. En cambio, en las lineas resgentes los nivees
enziméicos s mantuvieron ligeramente inferiores (LoVo-5FUR) o smilares (HT29-
5FUR) a los de los respectivos controles sin tratar. En @ caso de la linea LoVo-5FUR
los nivees de proteina correlacionaron con los niveles de expreson dd gen (que se
mantenian respecto d control gn tratar), pero no sucede lo mismo para la linea HT29-
5FUR donde se observaba una clara disminucion en la expresién de gen justo en d
momento de retirar d Oxdiplatino ded medio. La discordancia entre los niveles de
proteicos y de expreson en edta linea podria obedecer a diferentes razones. 1) una
mayor eficiencia de la traduccion (Kawakami K y col, 2001); 2) una mayor estabilidad
dd polipéptido resultante que presentaria un tiempo de vida media més prolongado, 3) o
quizés sea debido a una menor tasa de crecimiento en esta linea cdular en rdacion a la
correspondiente linea sensible, de forma que incorporaria una menor cantidad de
Oxdiplaino por lo que la inhibicién de la sintesis no seria totd y  por tanto, exidirian
nivdes de TS aficientes para garantizar la inhibicidon de su traduccidon. Quizés una
exposicidn més continuada a Oxdiplaino o una doss mayor nos permitiria findmente
observar también la disminucién proteica en edta linea HT29-5FUR. Por Ultimo, sefidar
que td y como ya comentédbamos anteriormente, las discordancias entre ARNmM y
proteina sugieren que los cambios traducciondes y pod-traducciondes de la enzima

también deben ser tenidos en cuenta.
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Cuando comparamos los niveles de proteina TS en la asociacion OXA/5-FU
respecto a la exposicion a 5-FU como agente Unico, observamos que igua que ocurria
con la expresén dd ARNm, los niveles enzimaticos aumentaron durante la exposicion a
5-FU tanto adminisrado como agente Unico 0 en combinacion con Oxdiplatino. Estos
resultados estén en la linea de datos previos en la literatura (Chu E y col, 1993; Welsh
SJ y col, 2000) y se interpretan como la respuesta celular a la presion gercida por d 5
FU. Aparece ademés una doble banda correspondiente a la TS ligada puesto que
edamos administrando 5-FU (a las dosis Dlsp para cada una de las lineas ceulares).
Globamente se observo que a las 12h de exposicion a 5-FU, los niveles de TS fueron
ligeramente superiores para la asociacion Oxdiplatino® 5-FU respecto a 5-FU como
agente Unico en las lineas cdulares HT29 y HT29-5FUR, mientras que a las 24h de
exposicion a 5-FU los niveles totdes de proteina fueron inferiores en aquelas cdulas
tratadas previamente con Oxdliplatino cuando se comparan con la exposicion a 5-FU
como agente Unico, dato que corrdacionaria con los niveles de expreson dd mensgero
y con ladisminucion de ladosis de 5-FU en lacombinacion.

Los resultados de este apartado muestran que la asociacion de Oxdiplatino/5-FU
es snégica La TS es un buen marcador de la respuesta a quimioterapia a 5-FU tanto
administrado como agente Unico 0 en combinacion. La exposicion a Oxdiplatino previa
a 5-FU en los esquemas secuencides Oxdiplaino® 5-FU en las linees HT29/HT29-
5FUR y LoVo/LoVo-5FUR conlleva una disminucion en la expreson de TS (ARNmM y
proteing) cuando se compara con los niveles observados durante la exposicion a 5-FU
como agente Unico en todas las lineas cdulares andizadas tanto senshbles como
resstentes a 5-FU. Los cambios proteicos fueron ligeros en comparacion a los
observados a nivdl de ARNm. La caida en los niveles de TS tras la exposicion previa a
Oxdiplaino en & exquema Oxdiplaino® 5-FU corrdaciona con la disminucion de la
dosis de 5-FU requerida en combinacidon por estas lineas y también con la reversén del
fenotipo de resstenciaa 5-FU en laslineas resstentes.

Para € caso de la asociacion de Oxdiplatino e inhibidores de Topoisomerasa |
también 2 andizd 9 la dnergia observada en las pargas sensblesresgentes estaba o
no relacionada con cambios en la expresén de gen Topoisomerasa | (ARNmM) como

pardmetro  directamente relacionado con la sengbilidad a los inhibidores de
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Topoisomerasa | teniendo en cuenta ademas que, para € caso dd TPT, la exposicion
previa a Oxdiplatino permitié sobrepasar d patron de resstencia cruzada a este agente
en la linea LoVo-5FUR, igudando las doss de TPT requeridas en la combinacion hasta

dosis smilares alas requeridas por lalinea parental sensible.

Nuestros resultados muestran que tras la exposicion a Oxaliplatino como agente
Unico y justo en d momento de retirar d famaco de medio de cultivo, existe una clara
desregulacion en los niveles de expresidon de Topoisomerasa |. Sin embargo, durante la
exposicion a TPT tanto como agente Unico o tras la exposicion previa a Oxdiplaino en
e esquema secuencid OXA® TPT, s observa un incremento en los niveles de
Topoisomerasa | que se traduce como la respuesta celular a famaco, s bien ese
incremento d igud que sucedia con la TS es mucho menor cuando Oxdiplatino se
adminigra previo a TPT. Para nuestro conocimiento, este es d primer estudio que
muedtra la disminucion de los nivees de Topoisomerasa | tras la exposcion previa a
Oxdiplatino. Td y como hemos comentado ya anteriormente para la TS, parece que €
Oxdiplaino d igud que otros agentes platinados podria estar regulando la expresion de
Topoisomerasa | secuestrando determinados factores de transcripcidn que activan la
expreson del gen (O’ Dwyer y col, 1999).

Eda disminucion en la expreson de Topoisomerasa | permite explicar la
dgnergia de la asociacion y judtificar que sea posble reducir las dosis de TPT tras la
adminigracion de Oxdiplatino, induso en aguelas lineas que presentaban resistencia
cruzada a este agente (LoVo-5FUR). Sin embargo, y teniendo en cuenta que la
disminucién de los nivdes de Topoisomerasa | condituye en S un mecanismo de
ressencia a CPT-11 y sus andogos (Rothenberg ML, 2001), nuestro estudio muestra
gue quizas sea necesario 0 aconsgable esperar un intervalo de tiempo tras la exposicion
a Oxdiplatino y antes de administrar € inhibidor de Topoisomerasa |, de forma que asi
podamos incrementar la efectividad de éste Ultimo, o bien, y dado que d esquema
secuencid  opuesto  TPT® OXA resultd  igudmente efectivo, seria  aconsgable
adminigtrar € inhibidor de Topoisomerasal previo d Oxdiplatino.

Ademés nuestro estudio estd en la linea de otros presente en la literatura

(Zeghari-Sgquall N y col, 1999; Guichard Sy col, 2001) acerca de la asociacion de
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Oxdiplatino e Irinotecan que ya gpuntaban a la exigencia de una interaccion entre
ambos famacos a nived molecular que podria ser € origen del efecto snérgico de la
combinacion secuencid. Por un lado, d Oxdiplaino actuaria favoreciendo la inhibicion
de la dongacion de la sintess celular durante un periodo més prolongado, mejorando
asl e efecto citotoxico provocado por € CPT-11. Asmisno, d CPT-11 actuaria
enlenteciendo la reversén de los “aductos’ (enlaces covadentes) que los agentes
platinados generan con € ADN de forma que € Oxdiplaino estaria més tiempo ligado
a ADN, favoreciéndose asi su accion citotoxica. Por otro lado, es un hecho establecido
que la Topoisomerasa | desempefia un papel en la reparacion celular (Gobert C y col,
1999). Parece que esta enzima actuaria uniéndose a complejos reparadores del ADN (de
la via de los Nucleotide Escision Repair, NER), y también uniéndose directamente a la
p53 mediante interacciones proteina-proteina (Guichard Sy col, 2001; Gobert C vy cal,
1999). Su unidén a estos complejos reparadores podria estar permitiendo entre otras
cosas, @ desplazamiento de la p53 a nlcleo de manera que pueda ser activada (por
otras moléculas relecionadas con la Topoisomerasa | como la caseinaKIl)
transactivando a su vez numerosos genes implicados en la reparacion y/o en @ caso que
ésta no fuera posible activando las vias gpoptéticas (Gobert C y col, 1999). Teniendo en
cuenta estos datos, podriamos hipotetizar que la inhibicion de la activided de la
Topoisomerasa | mediante agentes especificos (TPT en nuestro modeo y
probablemente también otras camptotecinas) podrian “dterar” entre otras cosas € papel
de edta enzima en la reparacion, hecho que podria explicar d menos en pate d
enlentecimiento de la reverson de los aductos generados por € Oxdiplatino y por tanto
la menor eficiencia en la reparacion de los mismos. Por otro lado, @ propio Oxdiplatino
es capaz de reducir los niveles de expresién de determinados genes de la via reparadora
dd NER (ERCC1 y XPA) (Guichard Sy col, 2001), y esa desregulacion también podria
edar contribuyendo a una menor reparacion de los aductos que estarian mas tiempo
ligados d ADN lo que conllevaria un incremento en la citotoxicidad celular provocado
por € famaco. Los estudios actudes sefidan que uno de los genes de reparacion
implicados directamente en la reparacion de las lesiones inducidas por & Oxdiplatino,
es d XRCC-1, perteneciente a la via de reparacion de Base Excision Repair, BER.
Algunos estudios en pecientes afectos de cancer de colon, muestran la correlacion

inversa entre la disminucion en la actividad de eta enzima y la respuesta a Oxdiplatino
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(Stoehlmacher J y col, 2001). Probablemente y d igud que ocurre con la via NER, la
adminigracion de Oxdiplatino en edas linees conduzca a una disminucion en los
niveles de esta enzima implicada en los procesos de reparacion, aunque se requieren
més estudios para confirmar estas hipitess.

Admismo, d hecho que Oxdiplatino esté durante més tiempo ligado d ADN se
traduce probablemente en un bloqueo més persgtente de la sintesis cdular, hecho que
favorece la accion de farmacos especificos de edta fase de sintess tdes como los
inhibidores de Topoisomerasa | e inhibidores de TS (fluoropirimidinas). Este dato
concuerda con la sinergia observada en estas asociaciones. De hecho existen evidencias
(Zeghari-Sgqualli N, y col, 1999) que demuestran que tras la exposicién a Oxdiplatino se
produce una inhibicion de la sintess y la dongacién dd ADN, favoreciéndose de esta
manera la actuacion del inhibidor de Topoisomerasa | (SN38, metabolito activo de
CPT-11). Este bloqueo de la sintess corrdlaciona con la disminucion que nosotros
observamos en la expreson de Topoisomerasa | 'y también de TS tras la exposicion a
Oxdiplatino, pues d requerimiento celular de estos genes implicados en la sintess es
menor. Zeghari-Squalli N y col, muestran ademés que este bloqueo es mucho més
marcado § s dga un pequeio intervdo de tiempo tras la adminidracion de
Oxdiplatino (3-6h) previo a la exposicion a CPT-11, td y como ya postulabamos
anteriormente. Por otro lado, Guichard Sy col (2001) demuestran ademés que mientras
que € Oxdiplatino administrado como agente Unico no es capaz de activar a la enzima
poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), los inhibidores de la Topoisomerasa | (en
concreto € CPT-11) son capaces de activar esta via. Al administrar ambos farmacos en
combinacion, € Oxdiplaino reduciria la activacion de la PARP debida a CPT-11, de
manera que disminuye la sefidizacion de reparacion y retencidén dd ciclo cdular y s

activan las cascadas de sefiaizacion que conducen ala apoptoss.

Sefidar por Ultimo que nuestro estudio junto con otros presentes en la literatura,
permite clarificar d mecanismo de interaccion entre ambos famacos (Oxdiplatino e
inhibidores de Topoisomerasa 1), y muestran también la complgidad de las vias

implicadas en la snergia de la combinacion.
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Por tanto, la caida en los nivedes de expreson de TS y Topoisomerasa |
corrdaciona con la snergia obsarvada en estas combinaciones, pudiendo ser
condderados como marcadores de la senghilidad a inhibidores de TS e inhibidores de

Topoisomerasa l, cuando estos agentes se administran solos o en combinacion

Por otro lado, no hemos de olvidar € papd que determinados pardmetros
biologicos taes como la p53 o0 € estado de los genes reparadores, podrian edtar
contribuyendo a un incremento en la eficacia de las combinaciones edtudiadas. De
hecho, un estudio reciente sugiere que estos dos parametros podrian ser utilizados en la
clinica como marcadores predictivos de la respuesta a quimioterapia basada en 5-FU en
pacientes afectos cancer colorrectal (Elsaleh H y col, 2001).

Algunos edudios farmacoldgicos y dinicos demuestran la importancia de los
defectos del sstema reparador de apargamientos incorrectos 0 Mismatch Repair
(MMR) en la respuesta a quimiotergpia (Anthoney DA y col, 1996; Aebi Sy col, 1997).
Ad la pédida de la funciondidad de aguno de estos genes reparadores correlaciona
con la resgencia a cigplatino (CDDP), carboplatino y a otros agentes como los
inhibidores de la Topoisomerasa Il (Fink D y col, 1998), mientras que no parece dterar
a la senghilidad a otros farmacos como @ 5-FU, Placitaxd u Oxadiplaino (Aebi Sy col,
1997). En nuestro estudio no se observaron diferencias en la respuesta a 5-FU,
Oxdiplatino y TPT adminisrados como agentes Unicos y/o en combinacion en las
lineas cdulares estudiadas. Mas importante es remarcar que existen muy pocos estudios
en la literatura que muestren la relacion entre @ estado del Sstema reparador MMR y la
expreson de determinados genes implicados en la sintess de ADN (como TS y
Topoisomerasa |). Parece que las cdulas tumordes con deficiencias en d sstema MMR
(fenotipo RER+) podria tener una ventgja sdectiva en € crecimiento respecto a las
cdulas tumordes RER-, de forma que d proliferar més rapidamente presentarian
nivees de TS superiores hecho que implicaria la menor eficacia dd tratamiento con 5
FU. Por tanto, la bgada de expreson de TS, un gen implicado en la sintesis cdular,
obsarvada tras la adminisracion de Oxdiplatino en los esquemas secuenciaes
Oxdiplatino/5-FU judtifica la €eficacia de esta asociacion incduso en tumores RER+.
Fink D y col (1998) sefidan que las proteinas del sstema reparador MMR podrian

actuar como detectores de los complejos de escisién generados tras la unidn de

161



Discusion

determinados inhibidores de Topoisomerasa Il a la enzima, o bien que actuarian
edtabilizando la accién de este tipo de agentes con lo que se incrementa € dafio
inducido en  ADN. Poco se conoce respecto d sstema reparador en € reconocimiento
de las lesiones inducidas por los inhibidores de Topoisomerasa |. En @ presente estudio
no se encontraron diferencias en la senshilidad a estos inhibidores en referencia d
edado dd sigema reparador. Nuestro estudio sugiere también la existencia de una
posible interaccion directa o indirecta entre Oxadiplatino y la enzima Topoisomerasa |,
de forma que la disminucion de los nivees de esta enzima tras la administracion de
Oxdiplatino en los esquemas secuencides Oxdiplaino/TPT indicaria una menor
capacidad de la cula tumora para reparar @ dafio inducido en  ADN, por lo que se
judtifica la efectividad citotdxica de la asociacion en las liness cdulares etudiadas. Sin
embargo, la gnergia observada parece un evento independiente del estado dd fenotipo
RER+.

El papd de la p53, que agparece frecuentemente mutada en tumores, en la
repuesta a quimioterapia ha sdo ampliamente investigado, § bien los resultados son
ain hoy controvertidos. Segin un andiss redizado por € National Cancer Ingtitute en
un pand de 60 lineas cdulares de tumores humanos (O'Connor PM y col, 1997),
aquellas lineas con mutaciones en p53 tienden a s menos senshles cuando se
comparan con las lineas wild-type, a la mayoria de los famacos antineoplasicos
incluyendo agentes que actlan directamente lesonado a ADN (platinos, entre otros),
antimetabolitos (5-FU) e inhibidores de la Topoisomerasa | y 11 (O’ Connor PM ycaol,
1997; Yang B y col, 1996). En d presente estudio, la sengbilidad de las liness
colorrectdes a los diferentes famacos utilizados (Oxdiplatino, TPT y 5-FU)
administrados como agentes Unicos y/o en combinacion parece un hecho independiente
del estado de p53.

Por otro lado, las evidencias sugieren que p53 desempefia d menos dos papeles
en la respuesta a quimioterapia actla reteniendo @ ciclo cdular y favoreciendo la
reparacion (por su union a complgos de reparacion y a otras enzimas como la
Topoisomerasa |) (Gobert C y col, 1999) y como activador de la apoptosis cuando las
lesiones no pueden ser reparadas (Bunz F y col,1999). Ademas, se conoce que la p53
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forma complgos ribonucleoproteina con TS (Chu E y col, 1999), de forma que la TS
tendria un efecto regulador negetivo sobre la expresion de p53 (Ju J y col, 1997). Un
esudio més reciente (Paradiso A y col, 2000), muestra que p53 podria también estar
modulando de forma indirecta la expresén de TS a través de la modulacién de
determinados factores de transcripcion. En base a dlo, podriamos pensar que la bgada
de expreson de TS y Topoisomerasa | observada tras la exposicion previa a
Oxdiplatino, podria contribuir a la activacion y € mantenimiento de la expresdn de
p53 durante un periodo de tiempo més prolongado como respuesta d dafio citotoxico,
de forma que se activaria la sefidizacion hacia apoptoss. Estos datos correlacionarian

con d incremento en la citotoxicidad cdular obsarvados en estas combinaciones.

Se andiz6 findmente, s la citotoxicidad observada en € esquema de asociacion
Oxdiplatino/5>-FU estaba asociada a un proceso de muerte celular programada
(apoptosis). Tedricamente, los famacos antioneopldsicos actlan  blogueando la
proliferacion cdular y activando cascadas de sefidizacion hacia que conducen
findmente a la cdula a una muerte por gpoptoss. Teniendo en cuenta que la asociacion
de Oxdiplaino/5-FU resulta en un incremento en la citotoxicidad ceular cuando se
compara con la administracion de estos farmacos de forma individua, cabria esperar un
incremento en los procesos de muerte celular. Por otro lado, y ta como se ha sefiaado
anteriormente, se ha de tener en cuenta d papd de la funcion norma de p53 como
mediador de la respuesta citotdxica a los distintos agentes utilizados en quimioterapia
(Ferreira CG y col, 1999; Bunz F y col, 1999; Brown JM y col, 1999; Schmidt CA'y col,
2001), por lo que las dteraciones en p53 podrian alterar estos procesos de respuesta
observandose una menor tasa de induccion de apoptosis en las lineas pb3 mutadas
(HT29 y HT29-5FUR) cuando se comparan con lineas ceulares p53 wild-type (LoVoy
LoVo-5FUR en este caso).

La apoptosis cdular es un proceso fisoldgico complgo que incluye numerosos
cambios morfolégicos y bioquimicos que conducen findmente a la fragmentacion del
ADN y a la muete cdular. Uno de los eventos primeros en este proceso es la
externdizacion hacia la caa externa de la membrana citoplaamédica de la foddidil
serina (PS). El andisis con Anexina V/PI permite la deteccion de esta PS, permitiendo
detectar por citometria de flujo, € porcentge de células que han iniciado este proceso
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de gpoptoss. En € presente estudio no se detectd un incremento en la gpoptosis tras €
tratamiento con Oxdiplatino, 5-FU o la combinacion secuencid OXA® 5-FU en edtas
lineas cdulares cuando se comparan con € respectivo control sin tratar. Tampoco
observamos un patron de gpoptoss tras € andiss de fragmentacion dd ADN en las
clulas tratadas, pese d incremento de citotoxicidad observado. Estas evidencias
sugieren que la apoptosis no es @ principal mecanismos de muerte cdular en e modeo
edtudiado. La disminucién o la ausencia de gpoptoss debida d tratamiento ya ha sdo
descrita anteriormente en la literatura (Roninson 1B y col, 2001) y puede explicarse por:
1) d incremento en € nimero de clulas con una retencion permanente de la
proliferacion que presentan caracteristicas fenotipicas de senescencia cdular (Chang
BD y cal, 1999; Roninson IB, 2001) ; o bien, 2) un aumento en los procesos de muerte
cdular por catéstrofe mitética como consecuencia de una mitoss aberrante (Roninson
IB y col, 2001). Este tipo de muerte cdular ocurre en cdulas que vudven a entrar en
cclo después de la retencion inducida por la administracion de un agente
quimiotergpico. Pero mientras que este proceso parece ser un evento independiente del
estado de p53 (Roninson IB y col, 2001), & estado del sstema reparador dedd ADN
(fenotipo RER+) podria desempefiar un papel importante, pues a no reparar
correctamente @ ADN, edaria contribuyendo a la acumulacion de més aberraciones
provocando la entrada en mitoss de formas aberrantes. Por otro lado, las evidencias
sugieren que @ esado de los genes dd sstema MMR desempefia un pape en la
retencion del ciclo en G2/M. La retencion en G2 (punto de control antes de entrar en
mitoss) es mucho menor en las cdulas deficientes en MMR (fenotipo RER+), debido a
una menor fosforilacion y un menor tiempo de fosforilacion (magnitud y duracion) de la
proteina cdc2 (complgo ciblina B1l/cdc2 regula la transicion de G2 a M) (Yan T y cal,
Cancer Res 2001).

Por Ultimo sefidar, que estos dos procesos de muerte celular (senescencia y/o
catéstrofe mitdtica) tras € tratamiento con quimioterapia puede tener rdlevancia en la
dinica (Roninson IB y col, 2001). Asi la micronucleacion, caracteristica de la catéstrofe
mitética (Widel M y col, 1999) o la expresdn de marcadores de senescencia inducida
por d tratamiento con quimiotergpia O radioterapia podrian ser utilizados como
marcadores de respuesta. Por otro lado, la catastrofe mitética se traduce in vivo en una

necross cdular que causa inflamacion loca (Cohen-Jonathan E y col, 1999) que seria
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beneficiosa para d tratamiento antitumora. La profundizacion en los mecanismos
relacionados con los procesos de muerte cdular podria contribuir a la eficacia de la

terapia.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Objetivo 1.

b)

c)

d)

€)

f)

9)

La exposicién continuada a 5-Fluorouracilo en las lineas sensibles HT29 y LoV o hasta dosis de 2niv
y 7nM respectivamente, conduce a la seleccion de una poblacion refractaria a 5-FU (HT29-5FUR y
LoVo-5FUR). Por tanto, € 5-FU actla como agente seleccionador destruyendo a la poblacion

sensibley seleccionando ala poblacién resistente, reproduciendo asi 1o que ocurririain vivo.

Lapoblacién resistente a 5-FU presenta las siguientes caracteristicas:

Una tasa de crecimiento estable y comparable a la de las células control tanto en presencia como
ausenciade 5-FU (aladosis alaqgue se hainducido laresistencia).

Un patrén de ciclo celular comparable a la de las células parentales, no obsevandose retencidn en
fase S pese alapresenciade 5-FU.

Las lineas HT29-5FUR y LoVo-5FUR presentan un grado de resistencia moderada de 5 y3 veces
superior respectivamente, alas correspondientes lineas sensiblesHT29y LoVo.

Lainduccién de resistencia a 5-FU en estas lineas no alter6 la sensibilidad a Oxaliplatino ni tampoco
a inhibidores de Topoisomerasa | cuando se comparan con las correspondientes lineas sensibles a
excepcion de la linea LoVo-5FUR que presentd un patron de resistencia cruzada a inhibidores de
Topoisomerasal (TPT; CPT-11y su metabolito activo SN-38).

Las lineas resistentes a 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) presentan un incremento en los niveles de
expresion de TS (ARNm y proteina) que explica la diferente sensibilidad al farmaco. El incremento
en laexpresion de TS no se debe a un proceso de amplificacion génica, tal y como muestra el analisis
por Southern Blot.

El andlisis por Hibridacién Gendmica Comparativa (CGH) muestra que no existe una ganancia en la
zona cromosomica del 18p, donde se localiza el gen de la Timidilato Sintasa (TS) e identifica nuevas
regiones de ganancias (5p, 6p, 7, 8q) y pérdidas (3g) cromosdmicas potencialmente implicadas en la
resistenciaa 5-FU.

Lainduccion deresistenciaa5-FU en estaslineas no altera el estado de p53 ni del fenotipo RER.

La actividad de Oxaliplatino, Topotecan y 5-FU administrados como agentes Unicos en lineas
sensibles (HT29, LoVo, DLD-1 y LS513) y resistentes a 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) es
independiente del estado de p53 y/o del fenotipo RER.

Objetivo 2.

1

Los esguemas secuenciales propuestos son sinérgicos, a excepcion de la linea LoVo-5FUR que

mostré aditividad en el esquema secuencial 5-FU® OXA, la linea LS-513 en la misma combinacion
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donde se observa antagonismo a dosis medias/bajas de los farmacos y la linea DLD-1 que mostro

aditividad en el esquema TPT® OXA adosis medias/altas |os farmacos.

2. Lasinergia de estas asociaciones es independiente del fenotipo de resistencia a 5-FU, del estado de
p53y del estado del sistemareparador del ADN (fenotipo RER).

3. Laexposicion previa a Oxaliplatino en el esquema secuencial Oxaliplatino® 5-FU en la linea HT29-
5FUR, permite disminuir las dosis de 5-FU en la combinacién hasta niveles similares a los obtenidos
para la linea parental sensible HT29. Por tanto, la administracién previa de Oxaliplatino es capaz

de“ revertir” el fenotipo deresistenciainducido a 5-FU en estalinea celular.

4. La administracion de Oxaliplatino en e esquema secuencial Oxaliplatino ® TPT permite disminuir
las dosis de TPT en todas las lineas celulares estudiadas. En concreto, en el caso de la linea LoVo-
5FUR, la exposicion previa a Oxaliplatino permite reducir las dosis de TPT en la combinacion hasta
niveles similares a los obtenidos para la linea parental sensible LoVo, permitiendo por tanto,
“sobrepasar” el patron de resistencia cruzada aparecido tras la induccion de resistencia a 5-FU

en esta linea celular.

Objetivo 3.

1. Laexposicion a Oxaliplatino administrado como agente Unico induce la desregulacién de los niveles
de expresion de TS (ARNm y proteina) y Topoisomerasa | (ARNm) tanto en las lineas sensibles

como en laslineas resistentes a 5-FU.

2. Laexposicién a Oxaliplatino previa a 5-FU en los esquemas secuenciales Oxaliplatino® 5-FU en las
lineas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR, conlleva una disminucion en la expresion de TS
(ARNm y proteina) cuando se compara con los niveles observados durante la exposiciéon a 5-FU

como agente Unico en todas las lineas celulares analizadas tanto sensibles como resistentes a 5-FU.

3. La exposicion previa a Oxaliplatino en € esquema secuencial Oxaliplatino® TPT en la pargja
LoVo/LoVo-5FUR, también se traduce en una disminucién en los niveles de expresién del gen
Topoisomerasa | cuando se compara con |os niveles de expresion obtenidos durante la exposicion a

TPT como agente Unico en todas |as lineas cel ulares analizadas.
4. Ladisminucién en los niveles de expresion de TS y Topoisomerasa | tras la exposicion previa a

Oxaliplatino en todas las lineas celulares correlaciona con la disminucién de la dosis de 5

Fluorouracilo y Topotecan en la combinacion, respectivamente.
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La caida en los niveles de TS y Topoisomerasa | tras la exposicion previa a Oxaliplatino es
independiente del estado de la p53 y/o del estado de los genes reparadores de aparejamientos

incorrectos (fenotipo RER+) en |as parejas sensible/resistente.

No se observd un patrén claro de muerte por apoptosis en las muestras analizadas tras la exposicién
a OXA, 5FU como agentes Unicos y en combinacion (OXA/5FU), tanto en lineas sensibles (HT29 y
LoVo) como resistentes a 5FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR). La ausencia de apoptosis parece
ademés un evento independiente del estado de p53 y del fenotipo RER de estas lineas celulares.
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CONCLUSIONES

Objetivo 1

La administracion prolongada de 5-FU conduce a la sdeccion dentro del tumor de
una poblacion cdular que adquiere nuevas caracterigticas genotipicas y fenotipicas

respecto ala poblacién inicid.

Edtas caracteridticas adquiridas les confieren una ventga sdectiva en @ crecimiento

permitiéndoles predominar dentro de la poblacion tumordl.

La adaptacion de edas lineas d 5-FU etd mediada por la acumulacion de
aberraciones cromosdmicas (gananciag/pérdidas) que contribuyen a la gparicion de

laresstenciaaladroga, y por tanto, alaineficaciadd tratamiento

La sobreexpreson de Timidilato Sntasa ante la exposcion a 5FU es una

caracteristica de las células red stentes.

La induccién de resstencia a 5-FU puede generar resistencia cruzada a drogas con

mecanismos de accion diferente alos que no habian Sdo expuestas previamente.

La actividad de Oxdiplatino, Topotecan y 5-FU administrados como agentes Unicos
es independiente del estado de p53 y/o de las deficiencias en € Sstema reparador
MMR (fenotipo RER).

OBJETIVO 2.

1. Las combinaciones de Oxdiplaino/5-FU y Oxdiplatino/TPT son sinérgicas tanto en

lineas sensibles como resistentes a 5-FU
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2. La dnegia de estas asociaciones es independiente dd estado de p53 y del fenotipo
RER

3. La combinacion de Oxdiplatino/inhibidores de Topoisomerasa | representan una

dternativaen d tratamiento dal cancer colorrecta avanzado.

OBJETIVO 3.

1. La disminucion en los nivees de expreson de TS (ARNm y proteing) debido a la
exposcion a Oxdiplatino previa a 5-FU en d esquema secuencid Oxdiplatino® 5-
FU cuando se compara con & 5-FU administrado como agente Unico, puede explicar

lasenghilizacion de nuevo delaslinessresstentes d  tratamiento con 5-FU

2. La digninucion en los nivdes de expreson de gen de la Topoisomerasa |
provocada por la exposicion de Oxdiplatino previa a inhibidor de Topoisomerasa |
(TPT) en d momento de retirar e famaco dd medio, sefida la necesdad de
adminisrar los derivados de la camptotecina previo a Oxdiplatino, ya que niveles
de expreson disminuidos de esta enzima representan uno de los mecanismos

principaes de resistenciad tratamiento con inhibidores de la Topoisomerasal.

3. La desregulacion de los niveles de expreson de TS y Topoisomerasa | tras la
expodcion a Oxdiplaino administrado como agente Unico y/o en combinacion es
un evento independiente del fenotipo de resstencia a 5-FU, € estado de p53 y/o del
fenotipo RER

4. La apoptosis no es € mecanismo principd de muerte cdular en la asociacion de
Oxdiplatinoy 5-FU.
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CONCLUSION GENERAL DEL ESTUDIO

La resgencia adquirida a 5FU es un evento multifactorid. La asociacion de
Oxdiplatino e inhibidores de Topoisomerasa | representa una dternativa en €
tratamiento de tumores colorrectaes sensbles y refractarios a 5-FU. La desregulacion
de los niveles de expreson de Timidilato Sintasa y Topoisomerasa | tras la exposicion a
Oxdiplatino en los esquemas secuencides Oxdiplatino/5-FU y Oxdiplatino/TPT dan
una nueva interpretacion d dSnergismo observado en estas combinaciones tanto en
tumores sensbles como en tumores que han progresado a 5-FU. La capacidad del
Oxdiplaino para revertir la resgencia a 5-FU queda demodtrada en la linea HT29-
5FUR y edtaria en relacion con la caida de los nivdes de TS. Es recomendable la
administracion de los derivados de la camptotecina previa a la administracion de
Oxdiplatino.
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