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Introduccidé: Generalitats del cancer colorrectal

1. INTRODUCCIO: GENERALITATS DEL CANCER COLORRECTAL

1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer colorrectal (CCR) és el tumor més freqient sumant ambdds sexes
en el mon occidental i la quarta causa més comuna de mort per cancer
mundial. Cada any, més de 945000 persones el desenvolupen i 500000
pacients moren a causa d’aquest tumor arreu del mén. Es déna amb més
freqiéncia en els paisos desenvolupats (1). Els resultats de supervivéncia
obtinguts, sén proporcionals a I'accés als especialistes i la disponibilitat de
les terapies modernes de la regid (més del 60% de superviveéncia global en
5 anys als Estats Units pero menys del 40% en regions menys
desenvolupades). Aproximadament en un quart dels pacients, la malaltia és
diagnosticada com a incurable i la meitat dels casos que poden sotmetre’s a
cirurgia curativa acabaran desenvolupant malaltia metastasica. A més a
més, aproximadament un 50% de pacients desenvoluparan metastasis al

fetge.

1.2 CAUSES 1 FACTORS DE RISC

La majoria dels casos de cancer colorrectal es produeixen de forma
esporadica (88-94%), en els quals sén importants factors genetics (sexe,
factors hormonals, historia de polips colorrectals,...) i ambientals (dieta rica
en carn i grasses, sedentarisme, tabaquisme, obesitat, irradiacio previa,...).
S’estima que un 20% de tots els pacients amb aquesta malaltia, tenen
algun component de risc familiar perd no compleixen estrictament els
criteris del cancer colorrectal hereditari (aquest casos sén avaluables pels

criteris de Bethesda).

Trobem incidencia de cancer colorrectal en malalties inflamatories del colon
(colitis ulcerosa, malaltia de Crohn) en una freqliéncia del 1-2% del total
d’aquest tumor. En la taula 1.1, es mostren les causes i factors de risc

associats amb el desenvolupament del CCR.
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CANCER COLORRECTAL ESPORADIC

» Edat avancada (majors de 50 anys)
> Sexe masculi

» Colecistectomia

> Anastomosi ureterocolica

» Factors hormonals
e edat avancada en el ler part
e menopausa prematura

e nuliparitat

Factors Ambientals
> Dieta

e rica en carn i grasses

e pobra en fibra, folats i calci

» Sedentarisme

» Obesitat

> Diabetis mellitus
» Tabaquisme

> Irradiacio prévia
Historia de tumors esporadics

> Polips colorrectals

» Cancer colorrectal (1,5-3% risc en 5 anys d’un 2°" CCR)
> Cancer d'intesti prim, endometri, mama o ovari

Cancer colorrectal familiar (20%)

> Primer o segon nivell de parentesc amb pacients de CCR

» No es compleixen del tot els criteris per CCR hereditari

Malaltia inflamatoria intestinal (1-2%)
» Colitis ulcerosa

> Malaltia de Crohn

Taula 1.1: Llistat dels factors de risc associats amb el cancer colorrectal que es
desenvolupa de forma esporadica o associat a les malalties inflamatories
intestinals.

1.2.1- EL CANCER COLORRECTAL HEREDITARI

Definim com a cancer colorrectal hereditari un 5-10% dels casos

diagnosticats. La incidéncia és més alta en familiars de primer grau de
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pacients amb cancer colorrectal. Les dues formes principals sén HNPCC
(Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer) i FAP (Familial Adenomatous

Polyposis), encara que se n’han definit d’altres, descrites a la taula 1.2.

Sindrome Gen mutat Locus Heréncia Funcié
FAP APC 5q AD Inhibicié de la via Wnt
HNPCC MLH1 3p AD MMR (via de reparaci6 de I’ADN)
MSH2 2p AD MMR
MSH6 2p AD MMR
PMS2 7p AD MMR
MAP MYH 1p AR Reparacio per escissio de bases
Peutz-Jegher LKB1 19p AD Serina-treonina quinasa
Poliposi juvenil SMAD4 18q AD Senyalitzacié TGF-8
ALK3 10q AD Senyalitzacié TGF-B i BMPA
Cowden PTEN 10q AD Inhibicié senyalitzacié AKT

Taula 1.2: Llistat de sindromes hereditaris definits per al cancer colorrectal. La
majoria dels gens soén heretats de forma autosomica dominant (AD), essent només
MAP adquirit de manera autosomica recessiva (AR).

La poliposi adenomatosa familiar (FAP) és una malaltia autosomica
dominant que, en el 80% dels casos, és causada per mutacions germinals
en el gen APC (Adenomatous polyposis coli). Els individus afectats
desenvolupen més de 100 polips entre la segona i la tercera decada de
vida, progressant cap a cancer en aproximadament el 100% dels casos
sense tractament (1, 2). Un subgrup d‘afectats, tenen mutacions
bial-léliques en el gen MYH, que codifica per una ADN glicosilasa involucrada
en la reparaci6 de I’ADN. Aquesta variant és anomenada MAP (MYH-

associated polyposis) i representa un 1% dels casos de CRC (2).

El cancer de colon hereditari no poliposic (HNPCC) o Sindrome de
Lynch és una alteraci6 autosomica dominant que representa entre un 1 i
un 5% dels casos de CRC. Es caracteritza per I'aparicié de tumors al colon
dret en individus amb una mitjana d’edat de 42 anys, sense relaci6 amb
polips, amb una alta incidéncia familiar de tumors de colon sincronics i

metacronics. El cancer de colon no és la Unica manifestacié fenotipica
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d’aquesta malaltia, sind que és freqlent l'aparicié de cancer d’endometri,
ovari, renal i urogenital. Es genera a partir de mutacions germinals en els
gens de la via de reparacié de 'ADN per aparellament de bases o Mismatch
Repair (MMR), principalment en els gens MSH2 i MLH1, que provoquen el
mal funcionament del sistema de reparacié i una caracteristica molecular
anomenada inestabilitat de microsatél.lits, que consisteix en I'acumulacié de

mutacions en les seqliéncies microsatel.lits (repeticions curtes) de I’ADN

(2).

1.3 PATOGENESI

El cancer colorrectal esporadic és el resultat de I'acumulacié de mutacions
somatiques en una cel-lula (3). Els gens normalment mutats, pertanyen al
grup dels oncogens (responsables de la proliferacié cel-lular, controlada en
condicions normals), gens supressors tumorals (controlen el creixement
cel-lular) i gens de la via MMR. Segons la hipotesi two-hit (figura 1.1), el
cancer esporadic apareix quan es produeix una mutacié en cada un dels
al-lels del gen supressor tumoral. D'aquesta manera s’explica perque els
tumors esporadics apareixen en edat més tardana que els hereditaris, que

ja tenen una copia del gen mutada.

2 mutacions adquirides

CCR hereditari
1 mutacioé heretada i ) - ﬁ

CCR esporadic _)| _) - @
|

Tumor

1 adquirida Tumer

Figura 1.1: Esquema representatiu de la hipotesi two-hit. En blanc es representen
els cromosomes normals i en negre els que contenen mutacions.

Aproximadament entre un 70% i un 90% dels cancers colorrectals (CCRs)
sorgeixen a partir de polips adenomatosos. Entre un 15% i un 30% de

persones desenvolupen polips i al voltant d'un 30% d’aquests soén

10
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hiperplasics. Els polips més grans de 2 cm de diametre es convertiran en

malignes amb una probabilitat del 50% (4).

La sequéncia adenoma-carcinoma (figura 1.2) és la base per al
desenvolupament del cancer colorrectal, amb I'acumulacié dels canvis
genetics corresponents (1). La carcinogenesi colorrectal s’explica per dues

vies diferents: via gatekeeper i via caretaker (5).

Caretaker pathway (HNPCC)

Hermethwation

TeFpir  TGFB pathway
Bax  TP53-BAX pathway

TCF<  WNT signalveien
hAMLHT, hMSH2 ;

WS P-
hMSH3, hMSHE Late ke :
adenoma | == Carcinoma
\ MMetastasis
WWINT pathway MAFK pathway ’P
APC / B
B-eatenin Local
3 K-RAS : :
Marmal » Early F Intarmed, CILf.|l33 — |carinoma Mz curnence
epithelium |1p loss | adenoma adenoma | {gq lass| 2°°"M? | TP53

DCC

ShAD4
SmaD2
TGFRE pathway  TPS53-BAX pathway

Hypomethyation

Gatekeeper pathway (APC)

Figura 1.2: Esquema de la via adenoma-carcinoma. En el dibuix es mostra la via
caretaker (superior) i la gatekeeper (inferior), amb els gens involucrats.

La via gatekeeper o via supressora és la responsable del 85% dels cancers
colorrectals esporadics i és el mecanisme que es dona en els pacients amb
FAP. Gatekeepers son els gens que regulen el creixement. Un dels passos
clau d'aquesta via séon les mutacions en el gen APC, que provoca la no
modulacié de la proteina B-catenina, la qual controla la proliferacié cel.lular
(3). Altres gens supressors tumorals (DCC, DPC4/Smad4, p53) i oncogens
(k-ras, c-myc, c-neu, c-erb-2, c-src) també estan involucrats en el procés.
La mutacié en el gen k-ras és present en més d'un 50% dels CCRs
esporadics i produeix |'activitat constitutiva de la proteina (estimulacié
continua del creixement). Les mutacions en el gen DDC en el cromosoma
18, sbén presents en un 50% dels adenomes avancats. El mal funcionament

de la proteina p53 per la preséncia de mutacions és |'Ultim pas per al

11
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desencadenament del carcinoma. La perdua d’aquesta proteina, que juga
un paper clau en l'aturada del cicle cel.lular i la reparacié de I’ADN quan la
cel-lula és danyada, es produeix en aproximadament un 75% dels CCRs
esporadics. La seqléncia de tots aquests canvis moleculars no és lineal sind

un conjunt d’esdeveniments que es van produint al llarg del temps.

La via caretaker o via mutadora es caracteritza per la preséncia de
mutacions o0 canvis epigenetics en gens que mantenen |'estabilitat genética
en condicions normals. Es la via que es produeix en els pacients amb
HNPCC i apareix en un 15% dels cancers colorrectals esporadics. Els gens
responsables son els que formen part del sistema de reparacid per
aparellament de bases o mismatch repair. El gen hMLH1 és el que es troba
més freqientment alterat en el CCR esporadic. Els defectes en aquests
gens, provoquen l'anomenat fenotip mutador (gens que acumulen errors
replicatius, donant lloc a mutacions). Quan aquestes mutacions es donen en

gens com TGFBRII, IGF2R i Bax, es desencadena el carcinoma (3).

1.4 DIAGNOSTIC I ESTADIFICACIO

La principal simptomatologia relacionada amb el cancer colorrectal és
I'apariciéo d’alteracions del ritme de defecacid, restrenyiment persistent,
rectorragies, anémia ferropénica cronica i oclusio intestinal.
El diagnostic es realitza mitjancant un enema opac i una colonoscopia amb
biopsia de la lesid neoplasica. Es important que la colonoscopia sigui
completa, amb la finalitat de descartar tumors sincronics. Si no és possible,
a causa de la preséncia d’una estenosi tumoral infranquejable, aquesta es
realitzara durant o després de la intervencié.
L'avaluacié diagnostica d'un pacient amb CCR abans de la cirurgia ha
d’incloure:

e Anamnesi, destacant els antecedents familiars.

e Examen fisic complet, que inclogui un tacte rectal.

¢ Hemograma i bioquimica hematica amb tests de funcié hepatica i

renal.
e Nivells sérics de I'antigen carcinoembrionari (CEA).

e Radiografia simple de torax PA i lateral.
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e TAC (Tomografia axial computeritzada) abdominal.

Pel que fa al cancer de recte, una ressonancia magnetica de la pelvis és una
prova obligada en el diagnostic de I'extensié local, ja que defineix la vora
circumferencial amb major sensibilitat que l'ecografia transrectal. Aquesta
Ultima, ajuda a determinar I'afectacié transmural i la presencia de
metastasis ganglionars.

Juntament amb |'avaluacié clinica, es realitza I'avaluacié patoldgica de la
malaltia. la metodologia de classificacid6 usada en lactualitat per al
diagnostic del CCR és el sistema TNM (6) de la UICC (International Union
Against Cancer) i posteriorment adaptada per la AJCC (American Joint
Committee on Cancer) (7). Les caracteristiques de cada estadi definit
mitjancant aquest sistema i la correspondéncia amb altres metodes
d’estadificacié més antics, com el Dukes i Astler-Coller modificat (ACM) es

mostren a la figura 1.3.

Criteris d’estadiatge per CCR segons la AJCC (American Joint Commitee on Cancer)

Estadi 1 Estadi I1 Estadi 111 Estadi IV

Desenvolupament ;
malatia ﬁ

- X LTy .
3 X o
iy = S Y [ S5 - . | 1 e a | 1
: : ; R ==y

Estadificacio TNM T1 NO MO A:T3 NO MO A:T1-2 N1 MO Tn Nn Mt
T2 NO Mo B: T4 NO MO B:T3-4 N1 MO
C: Tn N2 MO
Descripcio Invasié de la Invasié de la subserosa | Metastasi en de 1 a 3 Qualsevol estadiatge
submucosa (T1) / o tgixits pericolics o (N1) 0 més (N2) ganglis dg tumor primari (Tn) i
muscular propia (T2) perirectals no limfatics. noduls (Nn).
. N . peritonealitzats (T3) Metastasis distants
No hi ha metastasi als (M1)
ganglis limfatics Invasi6 altres organs o
regionals (NO) ni estructures; perforacié

metastasis distants (M0) | del peritoneu (T4)

Tractament usual Girurgi Cirurgia £ Cirurgia + Quimioterapia +
rurgia quimioterapia quimioterapia uimioterapia =
cirurgia
OS als 5 anys . A: 72-75% A: 55-60%
80-95% B: 35-42% 0-7%
B: 65-66% C: 25-27%
Altres estadificacions
Dukes A B c
_______________________________________________________ e
ACM A B2 Ci,c2 D
B1 B3 C1,C2,C3

Figura 1.3: Esquema de I|'estadificacié descrita per al CCR basant-se en la
classificacid pel sistema TNM. Caracteristiques de tractament i supervivéncia (OS)
associades amb cadascun dels estadis i correspondéncia amb altres meétodes de
classificacio.
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1.5 FACTORS PRONOSTIC

La prognosi del CCR esta influenciada per una série de factors presents en
el moment del diagnostic: I'edat, el sexe, la preséncia de simptomes, la
localitzaci6 del tumor, la presencia d’obstruccid, la necessitat d’una
transfusid i la qualitat de la intervencid quirdrgica (8). La recerca de factors
pronostic va dirigida a establir una serie de parametres que permetin predir
I'evolucid dels pacients. En el moment actual, la decisié de tractament per a
la malaltia locorregional es basa en I'estadi patologic, perd I'evolucid
d’alguns pacients pot ser diferent malgrat pertanyin al mateix estadi (9).
Amb tot aixd, juntament amb els factors clinico-patoldgics classics com
I'estadificacid, el grau histologic, els nivells plasmatics de CEA
preoperatoris, la invasidé limfatica i perineural i el nombre de ganglis
afectats, s’han incorporat els factors aportats per la biologia molecular
(taula 1.3) dels quals els més significatius sén les mutacions del gen k-ras,
la inestabilitat de microsatel.lits i la pérdua d’heterozigositat dels
cromosomes 8p i 18q. Aquests factors moleculars han estat relacionats amb
I'agressivitat del tumor, la capacitat de proliferacidé i la diferenciacid
tumoral, la migracid, l'adhesid i la capacitat d’invasié, la capacitat
apoptotica i les funcions immunitaries (10). Recentment, s’ha demostrat el
possible paper que podrien tenir les cél-lules tumorals circulants com a
factors pronostic de la malaltia, obrint noves vies d’estudi. Per altra banda,
la informacidé pronostica és completada amb el coneixement dels factors
predictius de resposta al tractament, que sén gens relacionats amb

I'activitat dels agents quimioterapics actius en aquest tumor.

Factors moleculars:

e Oncogens: mutacions k-ras, LOH* 18q, TGFB, c-erbB2, EGFR, c-myc

e TSG*: p53, APC, DCC, MCC, p27, Allelic Imbalance

e Gens reparadors de I’ADN: gens del sistema “Mismatch”

e Vies d’'apoptosi: Bcl-2, Bax, p53

e Angiogénesi/ metastasi/ proliferacié: TP, VEGF, MMPs, Upa, E-cadherina, CD44
e Dianes terapéutiques. TS, DPD, DHFR, GARFT, Topo I ...

Taula 1.3: Llistat dels factors moleculars que influeixen en el pronodstic del cancer
colorrectal. TSG": gens supressors tumorals; LOH*:pérdua heterozigositat

14



Introduccidé: Generalitats del cancer colorrectal

1.6 TRACTAMENT DEL CANCER COLORRECTAL

1.6.1- MALALTIA LOCALITZADA

1.6.1.1- Cirurgia
Els tumors de colon i de recte difereixen en la manera de plantejar tant el
seu estudi preoperatori com en les opcions de tractament quirdrgic i

terapies coadjuvants.

TRACTAMENT QUIRURGIC DEL CANCER DE COLON

El tractament estandard per als pacients amb cancer de colon localitzat és
I'extirpacié quirdrgica del tumor i dels ganglis limfatics primaris i regionals.
Els avencos en la imaginologia preoperatoria han permeés millorar la seleccid
dels pacients aptes per a l'extirpacio.

Els principis técnics d’una cirurgia curativa del cancer de colon sén
I'extirpacio en bloc del tumor primari amb qualsevol altre teixit que pogués
estar infiltrat pel mateix, I'area que comprén el seu drenatge limfatic i
vascular i uns adequats marges longitudinals de seguretat (11). Les
tecniques quirurgiques classiques segueixen vigents: hemicolectomia per al
colon dret, transvers, esquerre i l'angle esplénic; sigmoidectomia per al
colon sigmoide; extirpacié anterior alta del recte per la zona d’unié colon-
recte. Tanmateix, les técniques laparoscopiques han estat comparades amb
les técniques convencionals i han donat resultats similars pel que fa a

I'eficacia essent la laparoscopia una técnica menys invasiva (1).

TRACTAMENT QUIRURGIC DEL CANCER DE RECTE

En el cancer de recte, la cirurgia també és el tractament primari i dona com
a resultat la curacié en al voltant del 45% dels pacients. El grau de
penetracid del tumor a la paret intestinal i I’'afectacid ganglionar, ajuden a
determinar quins sén els pacients candidats a l'escissid local enlloc d’'una
cirurgia més amplia i quins poden ser candidats a la quimioterapia i
radioterapia preoperatoria. Una de les principals limitacions de la cirurgia
rectal és la incapacitat d’obtenir marges radials amplis a causa de la

presencia de la pelvis 0ssia, i aixo pot predir també la recaiguda local.
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La utilitzaci6 de técniques com I|'extirpacid transanal, la microcirurgia
endoscopica transanal (TEM) i la laparoscopia, disminueixen |'agressié
quirtrgica i milloren la recuperacié dels pacients. La incorporacié de la
tecnica de I'escissié mesorrectal total ha permes una millora espectacular en

els percentatges de recurréncia local de la malaltia (1).

1.6.1.2- La radioterapia

La funcid de la radioterapia (RT) en el tractament del cancer de colon no
esta ben definida. Contrariament, la RT té un paper important en la
reduccié de la recurrencia local del tumor i la millora de la supervivéncia
dels pacients amb cancer rectal (1). S’han realitzat diversos estudis clinics
en els quals es pretenia valorar el benefici de la radioterapia preoperatoria
i/o postoperatoria en el tractament local dels tumors de recte. En I'estudi
CKVO 95-04 (12) es va demostrar que la radioterapia preoperatoria a curt
termini (5x5 Gy) millora la recurrencia, perd només en tumors rectals
inferiors a 10 cm que no presenten marges positius. Per altra banda, en
I'estudi alemany CAO/ARO/AIO-94 es va comparar la radioguimioterapia a
llarg termini (50.4 Gy/ 5-fluorouracil) preoperatoria amb la postoperatoria.
Es va observar que la primera és més eficag que la segona pel que fa a la
recurrencia local (6% vs 13%) i també presenta menys toxicitat (13).

Els aparells actuals de radioterapia sén de gran poténcia i d’'una accié molt
localitzada i selectiva sobre la zona que es vol irradiar, per la qual cosa

permeten aplicacions breus i d’efectes habitualment ben tolerats.

1.6.2- LA QUIMIOTERAPIA

En els dltims 10 anys, el nombre i la importancia del tractament no
quirtrgic del CCR ha incrementat espectacularment, tant en el camp de
I'adjuvancia com en la malaltia metastasica. Les opcions de tractament
basades en el 5-fluorouracil (5FU) administrat en monoterapia, han estat
substituides per la poliquimioterapia amb la incorporacié d’altres agents
antineoplasics (capecitabina, irinotecan i oxaliplati) i els farmacs biologics
antidiana (bevacizumab, cetuximab i panitumumab) en el tractament

estandard d’aquesta malaltia.

16



Introduccidé: Generalitats del cancer colorrectal

1.6.2.1- Terapia neoadjuvant i adjuvant

El tractament d’adjuvancia estandard en el cancer de recte és el 5FU més
radioterapia. En canvi, en el cancer de colon, tant el tractament adjuvant
com el neoadjuvant esta basat en la quimioterapia, ja que no s’ha

demostrat una eficacia de la RT en aquest tumor.

TRACTAMENT NEOADJUVANT

En els ultims anys, la quimiotérapia neoadjuvant, administrada abans d’una
cirurgia amb intencié curativa en la malaltia localitzada, ha significat un
canvi de plantejament del tractament de la malaltia en pacients amb cancer
colorrectal avancat, ja que ha permes la possibilitat d’operar metastasis
hepatiques inicialment inextirpables. Al voltant d'un 50% de pacients
diagnosticats per CCR desenvoluparan metastasis hepatiques, essent només
entre un 10 i un 25% operables d’entrada. No obstant, un 15% dels
pacients de mal pronostic tindran metastasis hepatiques extirpables després
de sotmetre’'s a aquests tractaments, augmentant la seva mitjana de
supervivencia de 6-18 mesos a un 30-40% de supervivencia als 5 anys.

Els régims quimioterapics usats es basen en una fluoropirimidina en
combinacié amb oxaliplati (L-OHP). També s’ha descrit la combinacié de
tres farmacs (5FU, L-OHP i CPT11) en el tractament de les metastasis,
donant uns resultats molt favorables. En un estudi d’Abad et al. (14) un
40% dels malalts amb metastasis hepatiques no operables van poder ser
operats després de sotmetre’s al triplet de quimioterapia, assolint una
supervivencia mitjana (SM) de quasi 20 mesos i uns nivells de toxicitat
manejables.

Recentment, s’ha descrit el paper beneficids del bevacizumab (15) i del
cetuximab combinat amb FOLFIRI (estudi fase II CRYSTAL) en el tractament

neoadjuvant.

TRACTAMENT ADJUVANT

La introducci6 de la quimioterapia adjuvant com a tractament
complementari a la cirurgia curativa ha permes incrementar el temps lliure
de malaltia (ILM) i la supervivéncia global (SG) dels pacients amb tumors
de colon. La malaltia microscopica residual o micrometastasica no acostuma

a ser perceptible i aquest tractament postoperatori ajuda a prevenir la
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recurrencia del tumor. Encara que en estudis clinics s’ha observat
I'avantatge del tractament adjuvant en pacients amb CCR d’estadi III (16),
el seu valor potencial en I’ estadi II és encara polemic (17).

La quimioterapia en adjuvancia basada en el 5FU, seguint principalment
I’'esquema de la clinica Mayo (5FU 450mg/m?/dia + acid folinic 20mg/m?/dia
durant 5 dies en cicles cada 28 dies), ha estat la utilitzada de forma
estandaritzada. Aquest esquema va ser acceptat després de diversos
estudis que demostraven el seu benefici (un 6%) davant el brag control. A
partir de I'any 2000, la introduccié de nous farmacs va obrir les portes en el
camp de la malaltia disseminada i també en el tractament adjuvant. En
I'estudi multicéntric en adjuvancia MOSAIC (18), van ser estudiats els
efectes toxics i l'eficacia del tractament amb FOLFOX4 (oxaliplati, 5FU i
leucovorin) davant la infusid continua de 5FU-leucovorin (5FU-LV) en 2246
pacients amb CCR en estadi II o III ja operats. Els resultats mostraren una
millora significativa de ILM als 3 anys en els pacients tractats amb FOLFOX4
(78,2% vs 72,9%) reduint el risc de recaiguda un 23% respecte al grup de
5FU-LV. Pel que fa a la toxicitat, el brag de L-OHP va presentar indexs més
elevats. A partir d’aquest estudi, el FOLFOX4 es va convertir en una opcid
terapéutica estandard en el tractament adjuvant. Per altra banda, es va
realitzar un estudi similar per al CPT11, el PETACC3/V-307, per0 es va
aturar per les grans toxicitats que causava la branca d’irinotecan (1).
També s’ha valorat el paper de la capecitabina (CAPE) en aquests regims de
tractament per a la comoditat que comporta al pacient la seva forma
d’administracié (oral). Cassidy et al. van realitzar un estudi en el que
comparaven la CAPE amb un brag que rebia 5FU-LV en pacients amb CCR
d’estadi III, concloent que la CAPE presentava la mateixa eficacia que el
5FU (19).

Davant la necessitat de trobar marcadors que permetin seleccionar aquells
pacients als quals el tractament adjuvant els és segur beneficids, Ribic et al.
van realitzar un estudi amb 287 pacients dels quals un 17% presentaven
inestabilitat de microsatél.lits d’alt grau (MSI-H). Els autors van observar
que, davant el tractament amb 5FU-LV, els pacients nho MSI-H presentaven
un avantatge en la SG respecte els que si que ho eren i proposaren aquest

fenotip com a marcador (20). No obstant, en un estudi de 542 pacients
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publicat lI'any 2007, Kim et al. van presentar uns resultats que no
recolzaven aquesta hipotesi (21).

La introduccié dels anticossos monoclonals en el tractament de la malaltia
disseminada ha plantejat el paper que aquests poden jugar en lI'adjuvancia,
tenint en compte que en aquests regims de tractament la relacid
cost/eficacia té una gran importancia. En els ultims anys, s’han iniciat
diversos estudis clinics per a valorar I'eficacia i la tolerabilitat dels agents
antidiana, com per exemple els estudis AVANT (suspes per presentar massa
toxicitat) i NSABP C-08, que testaven |'aportacié del bevacizumab en
combinacié amb quimioterapia basada en L-OHP en el tractament adjuvant
del CCR (22).

1.6.2.2- Malaltia disseminada o recurrent

El tractament amb quimioterapia en la malaltia avancada intenta millorar la
supervivencia i la qualitat de vida dels pacients. Per als pacients amb
malaltia recurrent local o metastasica localitzada només en el fetge o0 només
en el pulmd, la cirurgia, si és possible, és I'Unic tractament curatiu. En els
pacients amb metastasis hepatiques que es consideren operables (en base a
el numero limitat de lesions, ubicacidé intrahepatica de la lesid, carencia
d'implicacié vascular major, malaltia extrahepatica absent o limitada,
suficient reserva hepatica funcional), I'extirpacié de marges negatius ha
estat relacionada amb taxes de supervivéncia als 5 anys d’un 30-40%. Es
important destacar que al voltant d'un 15% de les metastasis hepatiques
inicialment no operables, esdevindran operables després de tractar al
pacient amb quimioterapia sistémica (veure apartat 1.6.2.1).

Els esquemes de tractament del cancer colorrectal disseminat o metastasic
(CCRm) amb quimioterapia es basen en el 5FU com a farmac estandard
que, inicialment, s’administrava en monoterapia. Gracies a la introduccié de
la modulacié bioquimica amb acid folinic (AF) i posteriorment la infusid
continua (IC) com a noves vies d’administracié del farmac, es va fer un
gran aveng en el tractament de la malaltia (23, 24). Les taxes de resposta
(RO), de temps a la progressié (TP), supervivencia mitja (SM) i toxicitat
hematologica (H) i no hematoldgica (NH) que s’assoliren son les mostrades
a la taula 1.4. L'aparicié de les bombes d’infusié portatils va facilitar

I'establiment de la IC com a via d’administracié estandard. Els esquemes de
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tractament més utilitzats han estat els de la Clinica Mayo i de Roswell Park
en la modulacié bioquimica i el regim TTD, de Gramont i AIO per a la IC
(taula 1.5) (25).

A partir de lI'any 2000 es van incorporar l'irinotecan i l'oxaliplati en els
esquemes de tractament, substituint la monoterapia per la combinacié de
farmacs i millorant la taxa de resposta (>50%), el TP i la SM (taula 1.4).
Aguestes millores van ser descrites en diversos estudis clinics tant per
irinotecan (26, 27) com per L-OHP (28).

ACTIVITAT TOXICITAT
%R0 TP (mesos) SM (mesos) %H %NH
5FU bolus *1V 14-33 3-5 9-12 1-14 2-30
*IC 5FU 22-37 6-7 11-15 0-13 4-9
*IC 5FU + Combinacié >50 6-9 16-17 0-46 3-44

*IV: intravends; IC: infusié continua

Taula 1.4: Resum dels diferents esquemes de tractament pel CCRm basats en 5FU
i utilitzats en 12 linia abans de la introduccié dels farmacs biologics.

En base a tots aquests resultats, els regims quimioterapics acceptats en
primera linia de tractament son els basats en 5FU-irinotecan i en 5FU-
oxaliplati, tal i com es mostra a la taula 1.5. Es van realitzar diversos
estudis per avaluar quina combinacid, FOLFOX o FOLFIRI, era més eficag i
quin era el millor esquema d’administraci6 en primera i segona linia
(FOLFIRI+FOLFOX o FOLFOX+FOLFIRI). No es van trobar diferéncies
significatives entre les dues combinacions, encara que FOLFOX va semblar
ser més efectiu en 22 linia després de l'administraci6 de FOLFIRI.
Actualment, s’usen indiferentment en primera i segona linia (29, 30). Per
altra banda, ha estat avaluada l'activitat i la toxicitat dels triplets de 5FU,
oxaliplati i CPT11, donant resultats molt encoratjadors (31, 32). L'any 2005
va ser aprovada la capecitabina en el tractament d’aquest tumor. Amb la
introduccié d’aquest farmac van aparéixer nous esquemes d’administracid
(taula 1.5) que han demostrat ser tant eficagos com els basats en 5FU (33).
Pel que fa a la segona i la tercera linia de tractament, aquestes depenen de
quins van ser els regims emprats en les linies anteriors, ja que s’ha
observat que el fet de rebre tots els farmacs disponibles, augmenta la

supervivencia dels pacients amb CCRm.
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5FU monoterapia

¢ Clinica Mayo: bolus 425mg/m2 5FU-20mg/m2 AF; 1-5 dies consecutius/ cada
4 setmanes (6 cicles)

¢ Roswell Park: bolus 500mg/m2 5FU-500mg/m?2 AF; setmanalment (6 setmanes
consecutives). Cada 8 setmanes

e régim TTD: 3,5g/m25FU IC 48h setmanalment;
En combinacié: 2,25g/m?2

e régim de Gramont: 400mg/m?2 AF infusié 2h;400mg/m?2 5FU en bolus;
2-3g/m?2 5FU infusié 46h

e AIO: 2600mg/m? infusié 24h/setmanalment; modulacié amb 500mg/m?2 AF

POLIQUIMIOTERAPIA

Primera linia

e FOLFOX4: 200mg/m2 AF IV i 85mg/m2 L-OHP IV 2h+5FU 400mg/m?2 bolus
IV+5FU 600mg/m2 5FU IC 22h. Repetir 5FU+AF el dia 2. Cada 2 setmanes.

e FOLFOX6 modificat: 400mg/m?2 AF 2h+85mg/m2 L-OHP 2h+5FU 400mg/m?2
bolus IV seguit de 5FU 2400mg/m?2 IC 46h. Cada 14 dies (12 cicles)

e FUOX TTD: L-OHP 85mg/m2 IV 2h;2250mg/m2 5FU IC 48h. Setmanal (cada 2
setmanes) durant 7 mesos.

e FOLFIRI: 200mg/m?2 AF IV 2h; 5FU 2,4-3g/m?2 IC 46h; CPT11 180mg/m?2 IV
30’ cada 2 setmanes.

e FUIRI: 5FU 2250mg/m?2 IC 48h; CPT11 80mg/m2 30’. Setmanalment.

e IFL o de Saltz: CPT11 125mg/m?2, bolus 5FU 500mg/m2+bolus AF 20mg/m?2.
Setmanalment. Cada 4 de 6 setmanes.

e AIO: 100mg/m2 CPT11+AF 500mg/m2 2h; 5FU 2000mg/m2 bolus IC 24h
semanalment;4 vegades lI'any (52 setmanes).

e XELOX: 1000mg/m?2 CAPE 12hx14/21 dies; L-OHP 130mg/m?2 cada 21 dies
e XELIRI: 1000mg/m?2 CAPE 12hx14/21 dies; CPT11 240mg/m? cada 21 dies.

e Bevacizumab: 5mg/kg cada 2 setmanes combinat amb 5FU+CPT11/L-OHP.
Segona linia
e Tractament anterior no usat a la 12 linia.

e CPT11 300-350mg/m2 cada 21 dies+cetuximab dosi inicial 400mg/m?2 seguit
de 250mg/m? setmanal.

Taula 1.5: Esquemes de tractament del cancer colorrectal disseminat. Els esquemes
majoritariament utilitzats son els marcats en negreta. Els régims de segona i
tercera linia sén els mateixos que els descrits en la 12 linia.

Tots aquest esquemes han servit com a plataforma sobre la qual s’han creat
noves combinacions amb farmacs selectius com els inhibidors dels receptors

de factors de creixement epidermic (cetuximab, panitumumab) i factors de
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creixement endotelial vascular (bevacizumab). La recent introduccié
d’aquests farmacs biologics en els regims de tractament ha significat un
gran aveng pels pacients amb malaltia disseminada, tant a nivell de
resposta, com de TP i supervivéncia (la SM ha augmentat de 17 mesos a
més de 2 anys) (25), a més d’augmentar el ventall de tractaments possibles
i emfatitzar la necessitat de I'obtencid de marcadors que permetin fer una
selecci6 de tractament més acurada.

S’han realitzat gran quantitat d’estudis clinics per a valorar I'eficacia i la
toxicitat d’aquests farmacs de nova generacié en el tractament d’aquest
tumor (25). El bevacizumab (Bv) va ser aprovat en 12 linia de tractament a
partir d’estudis com el de Hurwitz et al. (34), en el que observaren un
augment de la SG en el grup de pacients que van rebre IFL+Bv (20,6
mesos) respecte el que va rebre només IFL (15,6 mesos). En I'estudi
NO16968, es va comparar l'activitat de XELOX I FOLFOX amb o sense By,
observant-se un augment del TP de 8 a 9,4 mesos a l'afegir I'anticos
monoclonal (35) i corroborant l'accié sinergica d’aquest farmac amb els
regims de quimioterapia ja establerts, tant en primera com en segona linia
de tractament (36). Pel contrari, el Bv sembla tenir una activitat limitada en
tercera linia, tal i com observaren Chen et al. en el seu estudi (37).

Pel que fa als anticossos monoclonals anti-EGFR (receptor del factor de
creixement epidérmic), el cetuximab (Cx) i el panitumumab (Pa), diversos
estudis han demostrat la seva eficacia en el tractament del CCRm,
observant una toxicitat ben manejable basada principalment en una
erupcié cutania o rash que apareix en un 80% dels pacients (25). En el cas
del Cx, gracies a l'estudi BOND I en el que es comparava |'esquema
CPT114+Cx amb Cx sol en pacients que havien progressat davant el
tractament de 12 linia basat en CPT11, el Cx va ser aprovat en combinacié
amb lirinotecan com a régim estandard en pacients resistents a aquest
altim en 22 linia de tractament. Aquest estudi va mostrar un augment de la
taxa de resposta (23% vs 11%) i del TP (4,5 vs 1,5 mesos) en el brag
Cx+CPT11, encara que no existien diferencies en la SG (38). Actualment,
s’'esta valorant el paper del Cx en 12 linia i els resultats semblen
prometedors (39-41) . Interessantment, s’ha observat una relacié entre el
grau de rash cutani que el malalt presenta i la resposta al tractament (42) i

es va iniciar I'estudi EVEREST, en el qual s’escalava la dosi inicial de Cx (de
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50mg/m? a maxim 500mg/m?) fins que apareixia el rash cutani. Les dades
provisionals han mostrat un augment de la taxa de resposta d'un 13 a un
30% en el grup d’escalada de dosi (25).

La introduccié del panitumumab en el tractament del CCRm ha estat
posterior. Va ser aprovat en 32 linia a partir d’estudis com el realitzat per
Van Cutsem et al., en el qual valoraren l'efecte del panitumumab (6mg/kg
cada 2 setmanes) a l'afegir-lo al tractament basic de suport en pacients que
havien desenvolupat resisténcia a irinotecan, oxaliplati i fluoropirimidines.
Observaren que el fet d’administrar panitumumab augmentava un 8% les
respostes parcials i un 28% les estabilitzacions i que el TP augmentava d’un
30 a un 48% a la vuitena setmana (43). Posteriorment, es van comencgar a
realitzar estudis de |'aplicacié d’aquest anticos en 12 i 22 linia perd encara
estan en marxa.

El paper sinergic dels farmacs biologics sobre la quimioterapia convencional
ha estat totalment demostrat. No obstant, cal més informaci6 de com
actuen aquests anticossos combinats entre ells. En estudis recents s’ha
observat que la combinacié entre Bv i Cx sumats als regims de
quimioterapia actuals presenten sinergisme (estudi BOND II). Pel contrari,
sembla que el Pa no actua de la mateixa manera que el Cx, ja que els
resultats preliminars de I'estudi PACCE, demostren una baixa eficacia i una

alta toxicitat de la combinacioé Bv+Pa.

1.6.2.3- Resisténcia al tractament amb quimioterapia

Malgrat els grans avencos en |'oncologia clinica i la genética molecular, un
dels principals obstacles en l'exit del tractament del malalt oncologic
segueix sent la resistencia a la quimioterapia. D'aquesta manera, davant un
mateix tractament, malalts que pateixen una mateixa neoplasia responen al
tractament de manera diferent, el que sens dubte emfatitza la importancia
del coneixement tant dels perfils genetics individuals, com de les lesions
genetiques i/o epigenéetiques que han induit el desenvolupament del tumor,
tant primari com a distancia. La resistencia al tractament pot ser deguda a
caracteristiques propies del tumor i/o de I’'hoste (intrinseca) i sén aquells
tumors que no responen des d'un inici a un determinat farmac. La
introduccié de la poliquimioterapia va servir per pal-liar en cert grau aquest

fenomen i augmentar el nombre de respostes als tractaments en 12 linia.
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De tota manera, en un gran nombre de pacients la resistencia apareix al
llarg del tractament (adquirida) provocant la necessitat d’'un canvi
d’estrategia per a lluitar contra la progressié tumoral.

Per a entendre els mecanismes pels quals es desenvolupen els processos de
resistencia, ja sigui intrinseca o adquirida, és important coneixer els
mecanismes d’accié dels farmacs utilitzats, ja que soén les alteracions en
aquestes vies les que donen lloc a aquest fenomen (44). Els mecanismes de
resisténcia han estat ampliament relacionats amb alteracions en
I'acumulacié del farmac, en la seva diana terapéutica o en la interaccié amb
aquesta, en els mecanismes de reconeixement i reparacié del dany causat a
la cel-lula, en el cicle cel.lular i vies de proliferacid, i en les vies
apoptotiques (45). La proteina p53 ha estat una de les molécules més
estudiades ja que juga un paper molt important en el control del balang
entre la proliferacié i la mort cel.lular i es troba mutada en un 50% dels
tumors. No obstant, els processos de resistencia no depenen d’'una sola
alteracio sind del conjunt de varies que es complementen i permeten que la
cel-lula segueixi sent viable davant el tractament amb un farmac concret. A
més a més, les cel-lules tumorals poden desenvolupar resisténcia a
multiples farmacs alhora (fenotip MDR). Aquest fenomen apareix com a
conseqliencia de la sobreexpressié de proteines transportadores de la
familia ABC (Adenosine-triphosphate binding cassette), principalment de la
proteina MRP (Multidrug resistance protein) i la Glicoproteina P, que son
responsables de |'extrusié de la cél-lula de gran quantitat de substancies de

diferent naturalesa quimica (46, 47).

1.6.2.4- Seleccio del tractament amb quimioterapia

La resistéencia a agents antineoplasics és un procés multifactorial i
dependent de tumor. Per tant, una bona opcié per a combatre-la seria un
tractament personalitzat, mitjancant I'analisi de I’ADN del pacient
(polimorfismes, mutacions, metilacié), dels canvis en els gens diana a nivell
d’expressié d’ARN (PCR quantitativa a temps real, tecnologia microarray) i a
nivell de proteina (inmunohistoquimica, técniques de proteomica). La
utilitzacié de técniques no invasives i de facil i rapida aplicacié sén vitals per

a traslladar la terapia individualitzada a la rutina clinica diaria. Per aquesta
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rad, I'analisi de I’ADN, tant a nivell de polimorfismes genétics i mutacions
com de metilacid, han estat els protagonistes en aquests tipus d’estudis.

En la seleccidé del tractament en el CCR, la timidilat sintasa (TS) ha estat la
molécula més ampliament estudiada, ja que és la diana terapéutica de les
fluoropirimidines, farmacs clau en el tractament d’aquest tumor. S’han
descrit 3 polimorfismes (5'TRP, 5'SNP, 1494del6bp) presents en el gen que
codifica per a aquesta proteina i s’ha estudiat la influéncia que poden tenir
en l'accié d’aquests farmacs (48-52). Tanmateix, els resultats obtinguts
presenten certa controvérsia. Per altra banda, s’ha observat que una
elevada expressié de TS a la cel-lula tumoral es tradueix en una pitjor
resposta al tractament (53).

En diversos estudis clinics s’ha comparat el 5FU i la CAPE i no s’han
observat diferéncies significatives en la seva eficacia (33). Tanmateix,
Martinez-Balibrea et al. (54) han descrit recentment la relacié entre el
tractament selectiu amb FUOX o XELOX i la combinacié de 2 polimorfismes,
un present al gen de la TS (delecié 6pb) i l'altre en el gen que codifica per a
la proteina ERCC1, involucrada en la reparaci6 de I'ADN (Lys->GlIn). Els
resultats d’aquest treball han mostrat un millor pronostic pels malalts
tractats amb 5FU que tenen tots els al-lels salvatges, plantejant dubtes
sobre si aquests dos farmacs actuen de la mateixa manera en tots els
pacients i demostrant, altre cop, la importancia d‘un tractament
personalitzat basat en la biologia molecular.

Es important mencionar que també han estat estudiats altres enzims que
intervenen en la metabolitzacié de les fluoropirimidines, com la TP (Timidin
fosforilasa), la MTHFR (5,10 metilenetetrahidrofolato reductasa) i la DPD
(Dihydropyrimidine dehydrogenase). Encara que els resultats han estat
controvertits per als dos primers, sembla existir una relacié entre una
mutacid a I'exd 14 del gen de la DPD i el fet de presentar més toxicitat al
tractament amb fluoropirimidines (53).

L'oxaliplati (veure seccid 2) i lirinotecan han estat també importants focus
d’estudi de la biologia molecular per a determinar marcadors que permetin
la seleccié de tractament. De fet, ja s’esta utilitzant un kit comercial que
identifica un polimorfisme present en el gen de la UGT1A1 (el UGT1A1*28)
per a ajustar la dosi d’irinotecan que ha de ser administrada. La UGT1Al o

uridin-difosfat glucoronosil transferasa és un enzim que intervé en la
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detoxificacid del CPT11 i, encara que la seva relacid amb la resposta al
tractament ha estat controvertida, ha esdevingut un bon marcador de
toxicitat (53, 55). A més a més, altres enzims d’aquesta familia, com la
UGT1A7 i la UGT1A9, i altres proteines com la carboxilesterasa 2 , el
transportador ABCG2 i el citocrom P450 3A també han estat relacionats
amb l'activitat d’aquest farmac (53, 56-58).

En el camp dels farmacs bioldgics, la troballa de marcadors predictius de
resposta ha estat un tema pendent des de la seva aprovacié degut, en part,
al seu alt cost. En els Ultims anys, no s’han trobat biomarcadors de
potencial utilitat en la prediccié de resposta al tractament amb bevacizumab
(53). En canvi, s’han fet avengos en el camp dels anticossos monoclonals
anti-EGFR. S’ha detectat I'existéncia de correlacié entre el nimero de copies
del gen que codifica per a EGFR i la prediccié de resposta (59). Tanmateix,
les mutacions a EGFR, correlacionades amb altres farmacs que actuen sobre
aquest receptor, no han estan associades amb l'activitat de Cx ni Pa.
Interessantment, la mutacié en els codons 12/13 del gen de la proteina K-
Ras, que es tradueix en un canvi aminoacidic (Gly*?Val) ha mostrat una
clara relaci6 amb l'eficacia de Cx i Pa (60-63). L'efecte d’aquesta mutacié
sobre l'activitat de Cx va ser valorada en l'estudi de fase III CRYSTAL,
I'objectiu principal del qual era valorar |'efecte beneficids de I'administracid
de Cx en combinaci6 amb FOLFIRI en 12 linia de tractament en pacients
amb CCRm. Un 35,6% dels 540 pacients estudiats presentaven la mutacio i
es va concloure que el Cx tenia un efecte beneficids només en els pacients
gue no tenien la mutacié (40). A més a més, en l'estudi de fase II OPUS en
el que es valorava el benefici aportat pel Cx al ser administrat en
combinacié amb FOLFOX en 12 linia de tractament en pacients amb CCRm,
es va estudiar aquesta mutacié en 233 pacients i es van obtenir resultats
similars, arribant a concloure el mateix (41). Per altra banda, en un treball
presentat en el Gastrointestinal Cancer Simposium el gener de 2008, es van
obtenir els mateixos resultats per a Pa. Per tant i d'acord amb els resultats
obtinguts sobre la implicacié de les mutacions del k-ras en l'activitat dels
farmacs anti-EGFR, es va plantejar el potencial Us d’aquesta proteina com a
nou marcador de resposta a Cx i Pa i la seva aplicacid, en breu, a la practica

clinica diaria.
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2. INTRODUCCIO: CONCEPTES ESPECIFICS

2.1 AGENTS PLATINATS: L'OXALIPLATI

2.1.1- DESCRIPCIO

L'oxaliplati (1,2-diaminociclohexa-oxalat-plati II) és un derivat platinat de
tercera generacié, que ha demostrat activitat en tumors intrinsecament
resistents a cisplati (CDDP) o carboplati, entre ells el cancer colorrectal, en
el qual és eficac en primera linia de tractament, en tumors refractaris a 5FU
i en adjuvancia (veure seccié 1.6.2). També ha mostrat eficacia en tumors
d’endometri, de mama i melanomes en estudis de fase I, i de pulmd de
cel-lula no petita, de prostata, carcinoma d’ovari, limfomes no-Hodkings i
mesoteliomes en estudis de fase II (64). La seva administracié es produeix
en combinacié amb altres farmacs com el 5FU, la gemcitabina, els inhibidors
de la topoisomerasa I i els taxans. Cal destacar la seva capacitat d’induir
respostes en combinaci®6 amb 5FU en tumors amb resisténcia adquirida a
aquest Ultim, ja que produeix una disminucié dels nivells d’expressié de la

timidilat sintasa, una de les causes de |'aparicié de resisténcia (65).

L'oxaliplati (L-OHP) va ser desenvolupat I'any 1976 al Japd pel professor
Yoshinori Kidani, qui el va patentar I'any 1979. Sanofi-Aventis va adquirir la
seva llicencia al 1994 i va ser anomenat Eloxatin®. Va ser aprovat l'any

1999 a Europa i posteriorment als Estats Units.

Aquest farmac deriva del carboplati, que alhora prové de la modificacié del
cisplati. D’aquesta manera, s’obté un farmac que presenta una menor
toxicitat que els seus analegs i una efectivitat en tumors en que els altres
no tenen accid (66). L'oxaliplati esta format per un grup oxalat, una
molécula de plati (Pt) i un anell DACH (diaminociclohexa). La presencia
d'aquest anell, provoca I'engrandiment de la molecula respecte la de CDDP
(figura 2.1) i li confereix una estructura lleugerament diferent a la del seu
analeg. Sembla que aquest fet afecta al reconeixement del dany i permet
I'activacié de mecanismes cel.lulars diferents entre les dues molécules (67).
La férmula quimica del L-OHP és CgH14N,O4Pt i el seu pes molecular és de

397,28 g/mol. EI complex DACH-Pt pot presentar tres conformacions
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isomeriques que interaccionen amb I’ADN de manera diferent. Kidani et al.
van demostrar que l'isomer TRANS-L(R,R) era la conformacié més efectiva
(68).

(o]
NH- O > NH Cl
~ C N
Pt | Pl\
NHE/ 55— NH Cl
O
anell DACH grup oxalat
oxaliplati cisplati

Figura 2.1: Esquema de l'estructura de la molécula d’oxaliplati i la de cisplati.

2.1.1.1- Biotransformacio i farmacocinética

La molécula de L-OHP s’administra per via intravenosa i a l'entrar en
contacte amb la sang (concentracié de clor elevada), perd el grup oxalat i
incorpora dues moléecules de clor ( DACH-Pt-Cl, ). La molécula entra a la
cel-lula principalment per difusiéo i degut a la baixa concentracié de clor
intracel.lular, es transforma en DACH-Pt-diaqua, que té afinitat amb les
molécules d’ADN. Tot aquest procés (figura 2.2) es produeix de forma no
enzimatica (69, 70).

NH, O—CO NI:!.? fEI NI:I.,E JCJH;, 2
C:( -~ E' e — =01 —_— Pt
P - s
NA, O—CO NA, TCl NF, OH,
2
oxaliplatin Pu{dach)Cl,

Figura 2.2: Biotransformacio de l'oxaliplati. La molécula canvia la seva composicio a
I'entrar en contacte amb la sang i posteriorment amb el citoplasma cel.lular
convertint-se, finalment, en oxaliplati-diaqua.

La farmacocinetica de |'oxaliplati es caracteritza per presentar una curta
fase inicial de distribucié i una llarga fase final d’eliminacié del farmac.
Aquest no s‘acumula al plasma, ja que més del 60% es troba unit
irreversiblement a proteines plasmatiques (majoritariament amb I'albiumina

serica) i eritrocits. L'eliminacié es produeix principalment per via renal, per
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filtracié glomerular, a les 48 h de I'administracié. El 50% s’elimina per orina
i el 5% per les femtes. També es produeix en un alt percentatge per unid

covalent amb teixits corporals (70, 71).

2.1.1.2- Activitat i toxicitat

L'accido de l'oxaliplati depen del temps d’exposicido al farmac i de la dosi
administrada. La formacié d’adductes DACH-ADN té lloc a les 4 hores de la
seva administracié i a les 24 hores es produeix |'activacido de |'apoptosi
cel.lular (72). In vitro, l'eficiencia de l'oxaliplati, en molts casos, és major
que la del cisplati perque amb menys concentracié del farmac, aconseguim
la mateixa eficacia (73). Aix0 és degut a la diferencia estructural que
presenten les dues moléecules.

La principal toxicitat limitant de dosi causada per I'administracid de
I'oxaliplati és la neuropatia sensorial periférica que apareix en més d’un
95% dels pacients (71). Aquesta neurotoxicitat és d’ampli espectre, anant
des d‘una neuropatia sensorial aguda, a una cronica en el segient
tractament, encara que és parcialment reversible. La neurotoxicitat aguda
causa entumiment i dolor a les extremitats, que empitjora a I'exposar-se al
fred. Aix0 és conseqliencia de la inhibicié de les bombes d’ions sodi i de
I'acci6 com a quelants de calci dels ions oxalat que produeix aquest farmac
a nivell cel.lular (74). El tractament que s’administra per a controlar
aquesta simptomatologia es basa en |'administracid de gluconat de calci o
sulfat de magnesi abans del seglent tractament (64).

Aquesta neurotoxicitat també apareix davant el tractament amb cisplati i,
en molt baixa freqiéncia amb el carboplati, que presenta la mielosupressié
com a efecte secundari majoritari. A part de I'efecte descrit, el L-OHP també
pot produir nausees i vomits, diarrea i supressi6 hematologica (64, 71).
Tanmateix, la toxicitat generada per aquest farmac és menor a la dels seus
analegs (75).

La nefropatia és caracteristica de I'efecte del cisplati i rarament apareix en
tractaments basats en L-OHP o carboplati. A més a més, el L-OHP tampoc

acostuma a generar ototoxicitat (64).

29



Introduccidé: Conceptes especifics

2.1.2- MECANISME D’ACCIO

Els agents platinats entren dins la cel-lula mitjancant sistemes de transport
principalment passius, encara que també ho fan a través de proteines
transportadores provocant una despesa d’ATP. Dins la cel-lula es troben en
forma diaqua i carregats positivament, fet que els permet interaccionar amb
molécules nucleofiliques com I’ADN, I’ARN i les proteines. Es acceptat que,
generalment, I'ADN és la diana terapéutica preferent d’aquesta familia
d’agents antineoplasics, que actuen formant estructures aberrants que
provoquen la ruptura de la molecula i desencadenen el bloqueig de la
replicacié i la transcripcié de I'’ADN i, finalment, la mort cel.lular (figura
2.3). Els mecanismes cel.lulars activats pel dany causat a I’ADN per part del
cisplati han estat ben caracteritzats i difereixen, almenys en part, als
desencadenats per I'accié de I'oxaliplati, els quals no sén ben coneguts (69,
76). Per aquest motiu, tumors que sén refractaris a |'accié del primer, com

és el cas del CCR, responen al tractament amb el segon.

N, _OH, |2
P
NE, “OH, GpG
Oxaliplati diaqua ADN

lesions

Aductes /

DACH-DNA

Bloqueig >1< Bloqueig

replicacié transcripcié

Figura 2.3: Esquema del mecanisme d’accio i la resposta cel.lular que desencadena
el L-OHP a I'entrar dins la cel-lula.

2.1.2.1- Lesions a la molecula d’ADN

La unié de l'agent platinat es produeix mitjancant enllagos covalents amb
els nitrogens en posicid 7 dels anells imidazol de les guanines (G) i adenines
(A), bases nitrogenades puriniques que formen part de la molécula d’ADN.
Les estructures aberrants que es formen poden ser intracatenaries,
intercatenaries i en forma de monoadductes. El 90% dels monoadductes

reaccionen convertint-se en adductes intracatenaris, que son les estructures
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gue majoritariament es formen per I'acciéd d'aquests farmacs, principalment
en zones GpG i ,en ocasions, ApG de la seqiéncia de I’ADN (64).

Pel que fa a l'oxaliplati, encara que aquest forma menys adductes que el
cisplati al ser administrats a la mateixa concentracié, té la mateixa
eficiencia i indueix la mateixa quantitat de trencaments de la cadena de
I’ADN que el seu analeg (73, 77, 78). Tanmateix, a causa de la presencia de
I'anell DACH, els adductes formats per l'oxaliplati son més voluminosos i
més hidrofobics i per aquesta rad desencadena l'activacié de vies de

reconeixement i reparacio6 diferents a la resta d’agents platinats (72, 79).

2.1.2.2- Detoxificacio

La detoxificacid cel.lular dels agents platinats es produeix principalment a
través del sistema glutatié (GSH). En el citoplasma cel.lular, I'oxaliplati es
troba en forma diaqua i aixd li permet interaccionar amb molécules que
contenen grups tiol (SH), com és el cas del GSH (80-82). En aquest procés,
els grups SH del glutatié son transferits a la molecula platinada a través de
I'enzim glutatié-S-tranferasa n (GSTn) i aixi la molecula pot ser eliminada.
(figura 2.4).

o SH
NHZ\PI/O_T/ GSTmw - NE&/
NH—i/ \ﬁc\o SH _ quz \ SH
L-OHP Y-GT L-OHP-tiol

GSH Cisteinglicina

ﬁ cisteina

y-Glutamilcisteina «——— glutamina
y-GSC

Figura 2.4: Esquema del sistema de detoxificacié glutatio. El GSH s’obté a partir del
glutamat i es converteix en cisteinglicina al transferir el grup SH. Els principals
enzims que participen en la via son GSTn, Y-GT (y-glutamiltransferasa) i Y-GCS (y-
glutamilcisteina sintetasa).

Una part de la detoxificaci6 del farmac es produeix a través de les
metal.lotioneines i d’altres agents antioxidants com la tioredoxina, pero
semblen ser vies secundaries (64, 76). Les metalotioneines sén proteines
de baix pes molecular que estan involucrades també en el control dels
nivells de coure i zinc, protegint la cel-lula de I'estrés oxidatiu causat pels

metalls pesats.
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2.1.2.3- Reconeixement i parada del cicle cel.lular

Les diferencies entre 'oxaliplati i el seu analeg cisplati apareixen en la fase
de reconeixement del dany cel.lular, ja que les proteines que intervenen en
aquest procés tenen més afinitat a les unions formades pel cisplati que per
les unions DACH-ADN, degut a diferencies existents entre aquestes
estructures (67). Tant el sistema d’aparellament de bases erronies o
Mismatch Repair (MMR) com les proteines de la familia HMG (High mobility
group) son els responsables de detectar les estructures aberrants formades
pel cisplati, pero el seu paper té molta menys importancia en el cas del L-
OHP, del qual no es coneixen els mecanismes que hi intervenen. Per aquest
motiu, els tumors que tenen el sistema MMR mutat, presenten resisténcia
intrinseca a cisplati perod responen a oxaliplati, com és el cas del CCR (64).
A conseqliencia de la deteccié de dany a I’ADN, es desencadena la parada
del cicle cel.lular mitjancant principalment la proteina p53. Aquesta
proteina, anomenada gatekeeper, s’'encarrega d’organitzar la resposta
cel.lular per combatre una situacid d’estrés (figura 2.5). A través de
I'activacié de proteines com p21, Gadd45 i 14-3-3c i la inactivacié d’altres
com la ciclina D, provoca |'aturada de la replicaciéo de I’ADN i de les vies de
proliferacid, i I'activacié dels mecanismes de reparacio (45). En el cas del L-
OHP, sembla que la parada del cicle es produeix principalment en la fase

G2-M, a través del decrement dels nivells de cdc2 (83).

hJ
Tepresion
transeriptional ciclina B

Ciclina/edlk
Rb :E2F — Rb*+E2F

GL—-5

Figura 2.5: Esquema simplificat de la resposta cel.lular mitjancant l'accié de la
proteina p53 davant un dany causat a la cél.lula.
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2.1.2.4- Reparacio del dany causat a I’/ADN

El seglent pas portat a terme per la resposta cel.lular és l'activacidé de les
vies de reparacié de I'’ADN (figura 2.6). Els mecanismes activats de forma
majoritaria per I'accié dels agents platinats son els que s’encarreguen de la
reparacido de danys intracatenaris distorsionadors de la doble helix d’ADN:
principalment la via de reparacid per escissi® de nucledtids o NER i,
secundariament, la via de reparacidé per escissid de bases o BER. Altres vies
de reparaci4, com el sistema MMR i la reparacié per Recombinacié
Homologa (HR/NHEJ), han estat relacionades amb l'activitat del cisplati,
pero semblen jugar un paper minoritari en la reparacié del dany causat per
L-OHP (64, 67).

uracil 6-4 photoproduct A-G mismatch

abasic site bulky adducts interstrand crosslink T-C mismatch
8-oxoguanine cyclobutane double strand insertion
gingle strand breaks  pyrimidine dimer breaks deletion

Repair process

Base excigion Nucleotide excizion Recombinati onal Mismatch
repair (BER) repair (NER) repair (HR/NHET) repair (MMR)
DNA glycosylases XPC-HRZIB ATMIATR DA polymerase of, &
APE! endonuclease TFIIH MEEIL/NBS1I/RADSD MEH2
DNA polymeraze 3 XPG MLHIL
HRCCL-DMA ligage3 RPA HR: PL{S2
ERCC1-XFF RADS], RADSZ RADS MEH3
BRCAIL, BRCAZ M5Hes
Trangcription-coupled XRCC2, XRCC3 MLH3
repair (TCR)
C84, CSB NHEX:
% AR? K170, KUS0
TFIH DNAPK
YPC XRCC4
DA ligase 4

Figura 2.6: Sistemes cel.lulars de reparacié de I’ADN activats davant la preséncia
d’un dany cel.lular.

En la via NER participen entre 30 i 40 proteines que s’encarreguen de la
reparacié del material genetic mitjancant I'escissidé d’un fragment d’entre 22
i 32 nucleotids en una de les cadenes de la doble hélix d’ADN, sintetitzant-
los de nou usant l'altra cadena com a motlle. Les principals proteines que hi
intervenen sén les de la familia Xerorema Pigmentosum (XP) i les del

Sindrome Cockayne (CS), denominacions que provenen dels sindromes
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causats per les mutacions en els gens que les codifiquen. El procés de
reparacio en el que es basa aquesta via es divideix basicament en 5 fases
(figura 2.7):

1. Reconeixement del dany: hi intervenen 1. Damage rscognilion
les proteines XPC, XPA, CSA, CSB i

|GG-MER] [TG-NER]

RMA pol I g
po P

HHA23S, 58
Rad23B entre d’altres. _ mahﬂ _ ﬁ %*

2. Desenrotllament local de la cadena:
formacié del complex TFIIH (XPB, XPD,...)

amb activitat helicasa.

3. Escissié de la lesié: les endonucleases
XPG i XPF-ERCC1 (Excision repair cross-

ERCC1 { XFF ¥PG
complementation group 1) provoquen 4 Strand dual inclaton Y

una incisié en I'extrem 3’ i 5’ del fragment EW“””EM_W
L1 EnpClani e |

respectivament en una sola cadena. 5

4. Sintesis del nou fragment: la DNA
polimerasa resintetitza els nucleotids del swendlgion g WWW Iy Suciesd srand
fragment usant l‘altra cadena com a

| Polfe
motlle, amb I'ajut de la proteina PCNA tﬂ]]%mm\%_‘i:[

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) i RPA

(Replication Protein A).

5. Relligament: la DNA lligasa uneix el nou

fragment a la cadena.

Figura 2.7: Esquema representatiu de les diferents fases que es produeixen durant
el procés de reparacio de I’ADN mitjangant la via NER.

Aguest mecanisme de reparacid pot ser categoritzat en dos classes: GG-
NER (Global Genome NER) i TC-NER (Transcription Coupled NER). GG-NER
s’encarrega de reparar el dany a I’ADN de gens tant en estat actiu com
inactiu. En canvi, el sistema TC-NER només actua sobre I’ADN que s’esta
transcrivint i té la capacitat de reconeixer directament el dany provocant la
parada del cicle cel.lular i, si cal, activar l'apoptosi. Les dues classes
descrites es diferencien també per les proteines que intervenen en el
reconeixement del dany (XPC-Rad23B en GG-NER i CSA-CSB en TC-NER)
(84, 85).
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Interessantment, s’ha vist que el sistema NER, que principalment
s’encarrega de la reparacid dels adductes intracatenaris, actua amb la
mateixa eficacia contra l'accié tant del cisplati com de l'oxaliplati (67, 86).

Mentre que la via NER reconeix distorsions voluminoses a I’ADN, la via de
reparacid per escissi6 de bases (BER) reconeix lesions especifiques i,
mitjancant aquest mecanisme, les bases nitrogenades danyades son
corregides mitjancant l'accié de glicosilases especifiques (84). La relacié
entre la via BER i I'accid dels platins és menys coneguda. Ha estat descrit el
paper de la proteina XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1) en
la reparacié del dany produit per |'oxaliplati (48, 87, 88), Aquesta proteina
s'associa amb PARP (Poly ADP-ribose polymerase), I’ADN polimerasa B i
I’ADN lligasa III, actuant com a nexe d’unid, i intervé en la sintesi de la

nova base i el relligament amb la cadena d’ADN (89, 90).

2.1.2.5- Vies de transduccio de senyals i apoptosi

L'acumulaci6 de lesions a I'’ADN causades pels adductes, superen la
capacitat de reparacié de la cel-lula i aquesta entra en apoptosi. El procés
que desencadena el cisplati, ben definit a la bibliografia (76), no és el
mateix que el que desencadena l'oxaliplati, el qual ha estat menys estudiat.
A causa de la falta de reconeixement dels adductes DACH-Pt per part del
sistema MMR, no és destacada |'activacidé del procés apoptotic per la via de
les Jnk (Jun N-terminal Kinase) i c-Abl quinases com passa amb el cisplati,
sind que sembla que el L-OHP actua principalment a través de la via de la
quinasa p38 (91).

La mort cel.lular desencadenada pels agents quimioterapics es produeix
mitjancant I'apoptosi. No obstant i com és el cas de l'oxaliplati, una bona
part d’aquesta mortalitat és deguda també a processos de necrosi cel.lular.
S’han descrit dues vies apoptotiques principals: la via intrinseca i la via
extrinseca (figura 2.8).

La via preferentment activada per I'oxaliplati sembla ser la intrinseca (92-
94), que esta regulada per la familia de proteines pro- i antiapoptotiques
Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2). El balang entre Bax (proapoptotica) i
Bcl-2 (antiapoptotica) provoca un canvi de permeabilitat a la membrana
mitocondrial que permet [lalliberament de proteines per a formar

I'apoptosoma i la conseqient activacid de les caspases efectores (95).
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Tanmateix 'oxaliplati, mitjancant Fas-caspasa 8, pot actuar també a través
de la via extrinseca (91). S’ha observat in vitro que la preséncia de
mutacions en el receptor no tirosin-quinasa c-Src (mutat en un 70% de
tumors) provoca l'activacié d’aquesta via davant la presencia d’aquest plati
(96). Per altra banda, s’ha descrit I'habilitat que té aquest farmac d’activar
aquestes vies de forma independent a p53 quan aquesta esta mutada (97) i
I'accié inhibitoria que el farmac té sobre la proteina inhibidora d’apoptosi
survivina, mitjancant el decrement de cdc2 (83). Tot aix0 fa pensar en la
complexitat dels processos desencadenats per aquest farmac i la falta de
coneixement sobre el seu mecanisme d’accid, ja que queden molts

interrogants per resoldre.

Via EXTRINSECA Via INTRINSECA
Receptors TNF:
Fas Dany cel.lular
:dma::tﬂ:::res ﬁ Proteines
BH3
C Caspasa B i l
id Caspasa 2

s ? B2

Caspasa 9

| Caspases efectores 3i 7 l

4

Substrats de mort
cel.lular

4

APOPTOSI

Figura 2.8: Esquema de les principals vies apoptotiques activades per l'accié de
I'oxaliplati. La via intrinseca depen de l'accié de la caspasa 9 i I'extrinseca de la
caspasa 8, que activaran la cascada de caspases efectores (caspasa 3, 7,...).
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2.1.3- MECANISMES DE RESISTENCIA

L'adquisicié de resisténcia a farmacs platinats és un procés complex, basat
en l'alteraci6 de gens que formen part de les diferents vies relacionades

amb el seu metabolisme i mecanisme d’accié (figura 2.9).

N
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Figura 2.9: Esquema representatiu dels processos cel.lulars (enquadrats en blau)
on es produeixen els fenomens de resisténcia a oxaliplati.

Els mecanismes de resisténcia a cisplati han estat ben estudiats, al contrari
que en el cas de l'oxaliplati. Com s’ha descrit en l'‘apartat 2.1.2, el
mecanisme d’accidé d’ambdds farmacs difereix en diversos aspectes i, per
aquest motiu, hi ha manca de resistencia creuada entre ells, almenys
parcialment.

Es coneix que la resisténcia a agents platinats en general, es relaciona amb
una disminucié en I'acumulacié del farmac a la cel-lula, una major capacitat
de les cel-lules a tolerar el dany en I’ADN i/o de reparar-lo i un decrement

de l'activitat en les vies proapoptotiques (64).

2.1.3.1- Acumulacio del farmac a la cél-lula

Aquest fenomen depén basicament de I'entrada, la sortida i la detoxificacio

del farmac. Com s’ha comentat a l'apartat 2.1.2, els agents platinats poden
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entrar a la cél-lula a través de transportadors de membrana. S’ha descrit la
relacié entre I'acumulacié de platins a la cel-lula i la homeostasi del coure
(figura 2.10).

Les proteines transportadores de coure hCTR1 (Human copper transporter
1), ATP7A (ATPase Cu transporting alpha polypeptide) i ATP7B (ATPase Cu
transporting beta polypeptide) han estat relacionades amb la resistencia a
cisplati principalment, perdo també a carboplati i oxaliplati in vitro (98, 99).
Aquesta resistéencia podria anar lligada a una disminucié de I'expressié de la
proteina hCTR1 (100) i/o un increment de |'expressid dels transportadors
ATP7B (mutat en la malaltia de Wilson) i/o ATP7A (mutat en la malaltia de
Menkes) (101, 102). Martinez-Balibrea et al. van observar que els pacients
amb CCR tractats amb quimioterapia basada en L-OHP que presentaven alts
nivells d’expressié d’ATP7B, tenien un pitjor temps a la progressié de la
malaltia (103).
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Figura 2.10: Descripcié esquematica de la distribucié del coure (Cu) a la cél-lula.
L'entrada del Cu es produeix via hCTR1 i és transferit a les xaperones HAH1, CCS1 i
COX17, les quals el reparteixen a ATP7A/ATP7B, Cu-Zn superoxid dismutasa i
citocrom c oxidasa respectivament. Les ATPases ATP7A/ATP7B es troben a la
membrana del reticle endoplasmatic i sén les responsables de |'extrusié del Cu a
través de vesicules del transgolgi.

Pel que fa a la detoxificacid, la resistencia a agents platinats ha estat
relacionada amb altes concentracions de GSH i de y-GT, que forma part de
la via de biosintesi del primer (80, 104). En canvi, no han estat consistents
els resultats obtinguts al correlacionar I'enzim glutatié-S-transferasa n

(GSTn) amb la resisténcia a platins (64). En diversos tumors solids, s’ha
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descrit que alts nivells de I'enzim GSTn provoquen resisténcia a aquests
farmacs, ja sigui per la seva funcié detoxificadora, com per la d’inhibir la
via de la MAP quinasa (81, 105, 106). S’ha descrit un polimorfisme a la
posici6 313 de l'exd 5 d'aquest gen consistent en un canvi de base
nitrogenada (A->G) que es tradueix en un canvi d’aminoacid (Ile105->Val).
La forma variant sembla ser menys efectiva en la detoxificacio de
carcinogens i va mostrar un benefici en la supervivencia davant tractaments
basats en oxaliplati (107), encara que una pitjor toxicitat (108). Tanmateix,
altres estudis no van mostrar una correlacié evident entre aquest enzim i
I'eficacia del tractament amb aquest farmac (109, 110). Per altra banda,
també s’ha descrit la relacid entre la resisténcia a oxaliplati i la delecidé en
els dos al.lels de GSTT1 i GSTM1 (108).

2.1.3.2- Bloqueig de la replicacio i reparacio de I’/ADN

Les estructures aberrants formades pels complexes platinats, bloquegen el
pas de la polimerasa i s’atura la replicacio i la transcripcié de I’ADN. Existeix
pero, un fenomen anomenat Bypass replicatiu, que consisteix en I’'habilitat
que té el complex reparador per a sobrepassar la lesié provocada a I’ADN,
de manera que la replicacié no s’atura i I'accié del farmac queda anul-lada.
Les ADN polimerases classiques (a, 8 i €) no poden portar a terme aquest
fenomen. Tanmateix, diverses polimerases (B, n, {, 1) han demostrat la
capacitat de sobrepassar les unions intracatenaries produides per aquests
farmacs (64). En el cas del CDDP, sembla que la principal causant d’aquest
fenomen és I’ADN polimerasa B (111). Posteriorment, s’ha descrit a I’ADN
polimerasa { com a maxima responsable del bypass replicatiu en les
cel.lules MMR-deficients i s’ha suggerit com a causant d’aquest procés
després del tractament amb L-OHP (112, 113).

La diferent afinitat que presenten les proteines de reconeixement del
sistema MMR amb els adductes de cisplati i d’oxaliplati, sembla ser el factor
que provoca la manca de resistencia creuada entre els dos farmacs,
almenys parcialment. Les cél.lules sensibles a CDDP, es veuen més
afectades pel bypass replicatiu que les que tenen el sistema MMR no
funcional de forma intrinseca, com és el cas de les cél.lules tumorals

colorrectals (64).
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Pel que fa a la reparacido de I’ADN, s’ha relacionat la resisténcia als dos
farmacs amb proteines de la via NER (escissid per aparellament de
nucleodtids), principalment amb ERCC1 (Escission repair cross
complementing group 1), XPA (Xeroderma pigmentosum complementation
group A) i XPD (Xeroderma pigmentosum complementation group D) i la
proteina XRCC1 (X-ray cross-complementing group 1) del sistema BER
(escissié per aparellament de bases). Encara que s’ha observat el paper de
les proteines del sistema MMR i de la familia HMG (High mobility group) en
la resisténcia a cisplati, no sembla que aquestes estiguin gaire relacionades
amb l'oxaliplati (64).

Existeix una correlacié negativa entre els nivells de ERCC1 i I'activitat del L-
OHP i del CDDP en estudis realitzats in vitro (75). Apareix també una relacié
entre alts nivells de ERCC1 i sobreexpressi6 de la proteina H-Ras,
relacionant a aquesta ultima amb la resisténcia a platins (114). A nivell in
vivo, s'ha descrit una diferéncia significativa de millor resposta i
supervivencia en pacients amb CCR tractats amb oxaliplati-5FU, pel fet de
tenir nivells més baixos de ERCC1 (115). A més a més, en treballs en els
que s’estudiaren pacients amb cancer d’ovari, es va observar que els nivells
de XPA i ERCC1 estaven augmentats en els tumors que presentaven
resistéencia a platins (64). També s’ha vist aquesta correlacid en estudis
realitzats en pacients amb NSCLC (cancer de pulmé de cél-lula no petita)
tractats amb cisplati i gemcitabina (116) i en estudis prospectius posteriors
(estudi GILT).

En els Ultims anys, l'estudi de polimorfismes presents en els gens que
formen part dels sistemes reparadors de I’ADN ha estat un punt important
en el coneixement de la resisténcia a agents platinats (108, 117). Per
exemple, existeix una variant (canvi de base C>T) a la posicido 118 de l'exé
4 del gen que codifica per a ERCC1 que s’ha relacionat amb resistencia a
oxaliplati i a platins (54, 118, 119). Pel que fa a XPD, també coneguda com
ERCC2, s’'ha descrit un polimorfisme en l'exd 23 que causa un canvi
aminoacidic (Lys751->GIn) degut a un canvi de base (A->C) (120). Es va
observar en pacients amb CCRm tractats amb 5FU-oxaliplati, que la forma
variant (GIn) es relacionava amb una pitjor resposta (121). Per altra banda,

la proteina XRCC1 presenta una variant polimorfica en el codé 399
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(Arg>GIn) de I'exd 10 del gen que sembla estar relacionada amb una pitjor
eficacia del tractament amb oxaliplati (risc superior a no respondre al
tractament) en pacients amb CCR (48, 87, 88) i amb altres tumors com el
gastric (122). Tanmateix, son necessaris estudis complementaris per

confirmar el valor predictiu d’aquestes proteines.
2.1.3.3- Alteracions en els mecanismes apoptotics

Alteracions en la via d’apoptosi influeixen en el procés d’adquisicié de
resisténcia a platins, ja que la cel-lula no es capac¢ d’activar aquest procés
en preséncia del farmac. S’ha associat I'activacié de I'apoptosi per oxaliplati
amb alts nivells de la proteina p53, tot i que en treballs recents s’ha
mostrat que no incrementa la resistencia al farmac en situacions
d’inactivacié de la proteina, suggerint que el paper de p53 en la resisténcia
podria ser tumor dependent (97). S’ha relacionat la resisténcia a platins
amb una alta activitat en vies que activen la transcripcié de gens de
proliferacid i de supervivencia com la via Wnt (123) i la via PI3K-AKT (124-
126), i alts nivells de factors de transcripcié que activen I'expressié de gens
amb accidé antiapoptotica, com el factor nuclear (NF)-xB (91).

Bax (Bcl-2 associated X) és una proteina clau en l'apoptosi desencadenada
per l'oxaliplati. S’han relacionat, in vitro, els baixos nivells d’aquesta amb
I'adquisicié de resisténcia al farmac (45, 95). En la linia tumoral humana de
CCR HCT116 amb resistencia adquirida a L-OHP, es va veure una mutacié a
la zona G8 del gen Bax, que semblava la responsable del decrement de la
seva expressido (93). S’ha descrit també la relacié de l'activitat de la
proteina caspasa 3 en el desencadenament del procés (baixa activitat
implica una baixa accié apoptotica).

Per altra banda, s’ha parlat de la influéncia de proteines com s-Src (receptor
no-tirosina quinasa) i SRPK1 en l'adquisicié de resisténcia a farmacs
platinats. L'accié de la proteina s-Src estimula la supervivencia cel.lular a
través de la via PI3K/AKT i per vies dependents de Ras. S’ha vist que, en
cel-lules metastasiques de CCR amb c-Src mutat augmenta I'apoptosi en
presencia d’oxaliplati, perd aquesta és activada via Fas-caspasa 8, que ja
s’havia descrit anteriorment com a via secundaria d’accié d’aquest farmac
(91, 96). Per tant, I'augment de l'activitat de c-Src provocaria un augment

de la proliferacié cel.lular i resisténcia al farmac.
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La proteina quinasa rica en serines SRPK1, ha estat relacionada amb Ila
sensibilitat a cisplati i oxaliplati. La disminucid en I'expressié d’aquest gen in
vitro, es relaciona amb un augment de la resisténcia als farmacs (99, 127).

En els ultims anys, s’ha descrit el paper d'una proteina glicolitica, la PKM2
(Pyruvate kinase M2), en el creixement tumoral i s’ha descobert que pot
realitzar també una funcid proapoptotica (128-130). En treballs recents,
s’ha observat, tant in vitro com in vivo, la correlacié de nivells baixos de
PKM2 amb la resistencia a cisplati i oxaliplati, donant suport a les

observacions de la funcié proapoptotica d’aquesta proteina (131, 132).

2.2 ELS PERFILS D’EXPRESSIO GENICA

2.2.1- REVISIO I ESTAT ACTUAL

L'analisi de microarrays d’ADN copia (ADNc) va ser descrit per primera
vegada a mitjans dels anys 90, com a eina d’analisi de I'expressié de milers
de gens simultaniament (133, 134) i va ser rapidament adoptada per la
comunitat cientifica per a I'estudi d’'un ampli ventall de processos biologics.
Poc temps després de la seva introduccio, es va descobrir el seu potencial
com a técnica de discriminacid entre diferents estadis (135) d'una malaltia i
d’identificaci6 de biomarcadors associats, i es va plantejat com una eina
molt important en I'estudi del cancer (136). A partir d’aqui, es van realitzar
un gran nombre d’estudis en els que es van establir perfils d’expressié amb
potencial Us en la classificacié de tipus de tumors , prediccié de I'evolucié de
la malaltia (137, 138) i de la resposta a la quimioterapia (139, 140).

Les noves tecnologies d’obtencié de perfils d’expressié geénica, han permes
definir el comportament tumoral en funcié del conjunt global dels diferents
gens que s’expressen en les diferents situacions del desenvolupament del
procés neoplasic (141). Aquestes dades d’expressidé genica, constitueixen el
que avui en dia és denominat “imatge molecular d'un procés de malaltia”, ja
gue expressen patrons d’expressidé que sén Unics i reconeixibles.

Els analisis d’expressid génica a través de la tecnologia microarray d’ADNCc,
juntament amb potents eines estadistiques, han permes classificacions

basades en l'expressié per molts tipus de cancer, com en els cas del de
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mama (142), cervell (138), ovari (143), pulmé (144), colon (145), ronyd
(146), prostata (147), gastric (148) , leucemies (149) i limfomes (150).
Algunes classes funcionals de gens es troben invariablement alterades quan
les cél-lules normals es transformen en malignes, inclosos aquells gens que
estan relacionats amb el control del cicle cel.lular, 'adhesio, la motilitat,
I'apoptosi i I'angiogenesi. Per tant, tot i la heterogeneitat morfologica i
molecular dels diferents tipus de cancer, existeixen linies comunes.
L'heterogeneitat és present entre i dins dels tumors. Mitjancant la
tecnologia molecular dels microarrays, moltes d’aquestes diferencies i
semblances poden resoldre’s a través dels patrons dominants de la
expressid genica que representen l'origen i la funcié dels diferents tipus
cel.lulars.

La tecnologia microarray ha estat ampliament usada principalment en
I'estudi del cancer de mama, en el que s’han obtingut diferents perfils
d’expressié (taula 2.1) i resultats molt prometedors (151). El treball més
rellevant va ser portat a terme per Laura Van't veer et al. (137), que van
analitzar una cohort de pacients amb cancer de mama en estadi primerenc
que van ser intervingudes quirdrgicament i a les que se’ls hi havia
d’administrar quimioterapia adjuvant. Les dades obtingudes a partir del
seguiment anual d’aquesta cohort van donar una clara informacié de la
historia natural dels tumors i les pacients van ser separades en dos grups:
les que van desenvolupar metastasis en menys de 5 anys i les que no.
Mitjangant I'analisi de microarrays es van identificar 231 gens que van ser
significativament correlacionats amb la determinacié d’ambdds grups.
Finalment, el fet de pertanyer al grup de bon o mal pronostic era predit,
amb un 81% dels casos, per un patré de 70 gens. Aquests resultats van ser
corroborats en un treball posterior del mateix grup (152). Posteriorment, es
van realitzar altres treballs similars en mama i, actualment, ja s’estan
realitzant estudis clinics prospectius amb la finalitat de determinar la
necessitat del tractament adjuvant utilitzant aquests perfils, mitjancant
chips comercials (151).

En el camp del cancer colorrectal, s’han realitzat també gran nombre
d’estudis utilitzant aquesta tecnologia perd els resultats no han estat tan
espectaculars com en el cas del cancer de mama (153). Bertucci et al.

(145) van realitzar un estudi mitjancant I'analisi de microarrays i van
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determinar una série de gens que discriminaven entre diferents subgrups:

teixit normal vs tumoral, preséncia o no de metastasis, infiltracid
ganglionar, inestabilitat de microsatel.lits, localitzacié del tumor (colon dret
0 esquerre) i supervivencia als 5 anys (100% en un grup vs 40% en l'altre).
Aquests resultats colocaven a aquesta tecnologia com una potencial eina de
millora de la classificacid, de la determinacié de la prognosi i de la
determinacié de nous marcadors d’aquest tumor. En un estudi més recent,
Del Rio et al. (139) van determinar un grup de 14 gens |'expressié dels
quals discriminava entre els pacients amb CCRm que responien al
tractament amb FOLFIRI i els que no, tornant a demostrar el potencial
d’aquesta técnica en la predicci6 de resposta i el seu paper clau en la
I'aplicaci6 de la terapia individualitzada mitjancant una selecci6 del
tractament. També s’ha fet Us d’aquesta tecnica per determinar gens i vies
relacionades amb el mecanisme d’accid, la resposta al tractament i la
resistéencia de farmacs com l‘oxaliplati, contribuint en |'ampliacié del
coneixement sobre aquest farmac (95, 113, 154).

Aquestes dades demostren que la tecnologia microarray és util per
classificar els diferents tipus de tumors i, dins d’un mateix tipus tumoral, té
la capacitat de discriminar entre aquells pacients que respondran a un
determinat tractament o,

per contra, progressaran o0 desenvoluparan

resisténcia.

Gene-expression Biological hypothesis Microarray Mumber of genes Independent Prospective
signatures platform in the signature  validation clinical validation
Amsterdam Clinical outcome Agilent 70 Yes Yes (MINDACT trial)
signature {oligonucleotides)

Rotterdam signature  Clinical outcome Affymetrix 76 Yes No

{oligonuclectides)

Reccurence score Clinical outcome RT-FCR 1 Yes Yes (TAILORX trial)

Wound-response Wound healing and tumour  cDNA (custom 512 Yes No

signature progression macde)

Genomic grade Histologic grade and Affymetrix a7 Yes No
tumour progression {oligonuclectides)

P53 signature Functional status of p53 Affymetrix 32 Yfes No

{oligonucleatides)

Death-from-cancer  BMI1 oncogenic pathway — Affymetrix 11 Yes No

signature self renewal {oligonuclectides)

Invasiveness gene Tumarigenic cancer cells Affymetrix 186 Yes No

signature CD44+CD24~o {oligonucleotides)

(Sortiriou et al., Nature 2007)

Taula 2.1: Perfils d’expressido génica relacionats amb el pronostic del cancer de
mama en estadis primerencs. El perfil d’Amsterdam i el de recurréncia (Recurrence
Score) s'estan testant en els estudis clinics prospectius MINDACT i TAILORX,
respectivament.
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2.2.2- METODOLOGIA I LIMITACIONS DE LA TECNICA

Es tracta d’una tecnica amb una gran sensibilitat, ja que permet detectar
canvis d’expressido molt petits i permet I’'analisi simultania d’un gran nombre
de gens, establint un vincle entre ells. Pot ser utilitzada en gran quantitat
de mostres biologiques, sempre tenint en compte |'estat d’integritat i la
quantitat d’ARN que aquestes continguin. Per aquesta rad, I'Us de la citada
tecnica és arriscat en mostres de mala qualitat, com és el cas del teixit
tumoral inclos en parafina. No obstant aixd, en alguns estudis han
optimitzat la metodologia i han obtingut, en aquest tipus de mostra, resultat
similars als obtinguts en teixit congelat (155).

La metodologia microarray d’ADNcoOpia consta dels seglients passos:
hibridacié i marcatge dels cristalls, escaneig i analisi de la imatge, i analisi
de dades (figura 2.11).

DNA microarray making Hybridisation Results delivery

IMicroscope glass slides Strain 1 Strain 2 Scanning (lecture)

coated with polylysine

ENA
extraction

+ P e X
Lo ] -
6116 Yeast ORFs it o
e mRNA
amplified by PCR Cy3 l R l Cys
transcrip tion
l T R
=1
= | \I/
l R ey
s i R
‘::::::‘ ‘e sw e J l

g Lusds

Spotting (deposit) Results analysis

Figura 2.11: Esquema de la metodologia emprada en l|'analisi de microarrays
d’ADNc. Esquema esquerre: preparacié de la plataforma d’hibridacié mitjangant la
introduccié de les sondes. Esquema central: hibridacié i marcatge de les mostres a
analitzar. Esquema dret: processament de la imatge i de les dades.
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Existeixen diferents metodes de marcatge i per a realitzar la hibridacié que
son dependents, almenys en part, de la plataforma d’hibridacié utilitzada
(156). Per altra banda, també existeix una gran variacié en la metodologia
emprada per a analitzar les dades, tant a nivell de filtratge i de
normalitzacié, com a nivell d’obtencié del perfil d’expressié. Amb |'objectiu
de facilitar les comparacions entre estudis, la societat MGED (Microarray
Gene Expression Data) va desenvolupar uns criteris estandaritzats
anomenats MIAME (Minimal Information About a Microarray Experiment)
(157) amb l'objectiu d’homogeneitzar la informacié obtinguda a través
d’aquestes analisis, la qual recomanen que hauria de ser publicada en una
base de dades publica (GEO o ArrayExpress).
Per tal de disminuir la complexitat de les dades i aconseguir extreure
similituds o diferencies entre mostres d’una forma més intuitiva, es tendeix
a utilitzar l'analisi d’agrupacions (Cluster Analysis), que consisteix en
classificar les mostres en un nombre petit de grups basant-se en relacions
de similitud. L'objectiu principal és definir els grups de manera que es
minimitzi la variacié dins de cada un d’ells al mateix temps que s’intenta
maximitzar la variacié entre grups diferents (158). Es poden trobar dues
situacions diferents a I'hora de portar a terme aquesta classificacioé:

1. Analisi supervisada: classifica la major part de les mostres basant-se en
informacié previa coneguda, que sol ser un conjunt de dades
d’entrenament o calibratge i, una vegada s’aconsegueix la creacié d'un
bon model, s’utilitza per a predir noves mostres (159).

2. Analisi no supervisada: la formacio dels grups es fara Unicament en base
a similituds entre les mostres o els gens de la matriu de dades. Els més
utilitzats soén (159):

a. Jerarquic (hierarchical clustering) (160, 161)- transforma les
distancies multidimensionals entre objectes d’'una matriu de
dades en un conjunt de particions jerarquitzades, que es poden
representar graficament mitjancant un dendograma en forma
d’arbre (figura 2.12).

b. No jerarquic- es necessita un coneixement previ del nombre de
grups presents a les dades, encara que, a diferencia de I'analisi
supervisada, no existeix l'assignacié d’'una mostra concreta a

un grup en particular.
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El tipus d’analisi aplicada s’escull segons el disseny experimental plantejat i
les necessitats de I'estudi (136), i es poden aplicar diversos métodes en una

mateixa analisi.

Mi_005257
Niv_003643
AKDZ6045

NIW_00G7 44
M 012342

Figura 2.12: Exemple de la representacié grafica per dendograma d’una analisi de
microarrays d’agrupacié no supervisada jerarquic o hierarchical clustering (HCL).

Les limitacions de la tecnologia microarray sén principalment la seva
inespecificitat i la falta de potencial de reproduccié experimental (151, 162).
La inespecificitat és pal.liada amb un bon filtratge de les dades, introduint
controls endogens (gens constitutius) i externs (mostra de referencia), i
correccions del marcatge (Dye Swap) en el procés d’hibridacié. S’ha de
realitzar una validacid dels resultats obtinguts mitjancant una série nova de
pacients i/o una altra técnica altament especifica, com és el cas de la PCR
quantitativa a temps real, per tal d’eliminar els falsos positius. En referencia
a la falta de reproduccié experimental, es va realitzar un estudi anomenat
MAQC (MicroArray Quality Control), en el qual es valorava la robustesa de la
tecnica microarray (163). Van intervenir-hi 137 participants de 57 centres
diferents i es van utilitzar diferents plataformes d’hibridacié per a realitzar
els experiments. Els resultats van ser favorables, ja que van demostrar que
si s'aplicava un bon disseny experimental i es seguien uns criteris estrictes i
uniformitzats d’analisi, la variacié era infima (5-15% entre plataformes i 10-
20% entre laboratoris).

Malgrat les seves limitacions, basicament metodoldgiques, la tecnologia
microarray ha significat un gran avencg en l'estudi del cancer i juntament
amb altres técniques de genodmica i protedmica, ha permeés ampliar els
coneixements sobre la naturalesa d’aquesta malaltia i la resistencia al
tractament que els pacients desenvolupen.

Amb tot aix0, en aquest treball es pretén realitzar una analisi de I'expressio

génica a través de técniques de deteccié a gran escala, com és la tecnologia
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microarray, i tecniques més especifiques usades habitualment per a validar
els resultats, com és la técnica de PCR quantitativa a temps real (QRT-PCR).
La tecnologia microarray sera aplicada a l'estudi de models in vitro de CCR
amb la finalitat de determinar gens relacionats, per una banda, amb
I'adquisicié de resisténcia a oxaliplati i, per una altra, amb la capacitat de
resposta al tractament amb el farmac. La validacié dels resultats per qRT-
PCR es realitzara en els mateixos models cel.lulars i en teixit tumoral inclos
en parafina de pacients amb CCR que han estat o seran tractats amb el
farmac en primera linia. L'objectiu d’aquest estudi és ampliar el
coneixement existent sobre el mecanisme d‘accid i I'adquisicid de
resisténcia a oxaliplati en el cancer colorrectal, a partir de la determinacid

de gens implicats en aquests processos.
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3. HIPOTESI I OBJECTIUS

En el present estudi experimental s’ha seleccionat el model de tumor
colorrectal per a estudiar gens relacionats amb |'adquisicid de resistencia i
la resposta al tractament amb oxaliplati. Aquest model ha estat escollit per
tal d’avaluar els mecanismes moleculars implicats en l'activitat d’aquest

farmac i en el desencadenament d’aquests processos.

Aquest treball es fonamenta en els seglients punts:

1. La introduccié de l'oxaliplati al tractament del CCR ha suposat un gran
avencg. Aquest plati de tercera generacié mostra una gran eficacia en aquest
tipus de tumor, intrinsecament resistent a altres agents platinats (cisplati i
carboplati).

2. La practica clinica aixi com diversos estudis in vitro, demostren que
I'administracié continuada d’oxaliplati condueix a l'aparicidé d’una poblacid
refractaria al farmac, fet que provoca la perdua d’eficacia del tractament.

3. L’aparicid de resistencia a oxaliplati representa un dels principals
obstacles en I'exit del tractament del CCR.

4. La resisténcia a oxaliplati és un procés multifactorial en el que hi
intervenen gens que pertanyen a diferents vies relacionades amb el
mecanisme d’accié del farmac.

5. L'oxaliplati actua provocant un dany a la molécula d’ADN, fet que
desencadena la inhibicié de la replicacié i la transcripcid, generant senyals
que activen els processos d’apoptosi.

6. L'oxaliplati difereix del cisplati i del carboplati basicament en |'etapa de
reconeixement del dany a I’ADN: al contrari que els seus analegs, |'accioé de
I'oxaliplati provoca l'activacié de mecanismes cel.lulars no dependents del
sistema d’aparellament de bases erronies o MMR. Per aquesta raé no
presenta resisténcia creuada, almenys parcialment, als seus analegs i és
efectiu en tumors amb deficiencies en aquest sistema de reparacid, com és
el cas del CCR.

7. La tecnologia microarray permet l'analisi de gran quantitat de gens i té
una gran potencialitat com a eina de determinacié de nous marcadors per a

detectar i intentar evitar I'aparicié d’aquests fenomens.
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A partir d’aquestes premisses, es va dissenyar un estudi, l'‘objectiu
primordial del qual era ampliar el coneixement existent sobre el mecanisme
d’accié i els processos de resistencia/sensibilitat a oxaliplati, mitjancant
I'estudi de I'expressid geénica en models cel.lulars in vitro de cancer
colorrectal, a partir de les tecniques d’analisi de microarrays i PCR
quantitativa a temps real (qRT-PCR) i, la translacié dels resultats en teixit
tumoral, permetent millorar la seleccié dels pacients amb CCR disseminat
als quals no se’ls ha d’administrar oxaliplati com a primera linia de

tractament.

Partint d’aquestes premisses, es van establir les segiients hipotesis de
treball:

1. L'exposicié continuada a oxaliplati condueix a la seleccié6 de clons
resistents a aquest agent a causa de canvis genotipics respecte el tumor
sensible d’origen.

2. Es pot dissenyar un model in vitro d’adquisicidé de resisténcia a oxaliplati
per a demostrar |'existencia de gens I'expressid dels quals esta
relacionada amb aquest fenomen.

3. Tenint en compte el seu mecanisme d’accid, l'oxaliplati no presenta
resisténcia creuada amb SN38 i, almenys parcialment, amb el cisplati.

4. A partir d'un conjunt de linies cel.lulars de CCR es pot constituir un
model in vitro de sensibilitat a oxaliplati que permet demostrar la relacio
entre l'expressidé d'una serie de gens i la capacitat de resposta al
tractament amb el farmac segons la sensibilitat a aquest.

5. Utilitzant teécniques d’analisi de I|'expressid a gran escala, com la
tecnologia microarray, es podra detectar |'expressié diferencial dels
gens en els models estudiats. Aquests resultats podran ser reproduits i
validats mitjancant técniques altament especifiques com la qRT-PCR.

6. Els gens detectats com a implicats en la resistencia adquirida a
oxaliplati poden coincidir o tenir el mateix origen ontoldgic que els
implicats en la capacitat de resposta al tractament. Aquest fet
demostraria que els fenomens d’adquisicié de resisténcia son deguts a
I'alteracié de gens que intervenen en la resposta al farmac i un origen

comu amb la resisténcia intrinseca a aquest.

52



Hipotesi i Objectius

7. A partir de la técnica de gqRT-PCR, els gens relacionats amb |'adquisicio
de resisténcia podran ser detectats i validats en teixit tumoral parafinat
verge de tractament d’una série de pacients amb CCRm que han rebut
guimioterapia basada en l'oxaliplati.

8. La validacié d'aquests gens en el model in vivo permetra demostrar
I'origen comu dels processos de resisténcia intrinseca al tractament i
adquirida al llarg d’aquest, recolzant la idea de I'adquisicid6 de
resistéencia a partir d'una seleccid clonal de cel-lules tumorals amb
alteracions presents des de l'inici del tractament i destacant el potencial
paper d’aquests com a marcadors de resistéencia a oxaliplati en la

seleccid de tractament.

Tenint en compte les citades hipotesis de treball, el present projecte es

divideix en els seglients apartats:

OBJECTIU 1- Analisi i determinacié de gens responsables de I'adquisicio de

resisténcia a oxaliplati:

1.1- Aconseguir un model in vitro de resisténcia adquirida a oxaliplati, a
partir de quatre linies cel.lulars de CCR inicialment sensibles al
farmac i 4 sublinies derivades resistents obtingudes a partir de les

linies parentals.

1.2- Obtenir un perfil d’expressié genica, comu per totes les linies
tumorals estudiades (a partir de I'analisi de 19200 gens), que
discrimini entre el grup de linies sensibles i el grup de linies resistents

a oxaliplati.
1.3- Validar els gens que formen el perfil d’expressié de resisténcia

adquirida a oxaliplati, després d’un procés de seleccid, mitjancant
I'analisi de I'expressid per gqRT-PCR en aquestes linies cel.lulars.
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OBJECTIU 2- Analisi i determinacié de gens relacionats amb la sensibilitat i

la capacitat de resposta a oxaliplati:

2.1- Determinar la concentracié inhibitoria 50 (IC50) a oxaliplati de
cadascuna de les 14 linies tumorals de CCR i establir dos grups
experimentals segons la sensibilitat (alta o baixa) que presenten al
farmac. Determinar la capacitat de resposta a oxaliplati de les 14

linies mitjancant el tractament d’aquestes a la seva IC50 respectiva.

2.2- Obtenir un perfil d’expressid genica relacionat amb la capacitat de
resposta al tractament segons la sensibilitat a oxaliplati, que

discrimini entre el grup d’alta i de baixa sensibilitat al farmac.

2.3- Validar els gens que formen el perfil d’expressié relacionat amb la
capacitat de resposta segons sensibilitat a oxaliplati, després d’un
procés de seleccid, mitjancant I'analisi de I'expressié per gRT-PCR en

les linies cel.lulars estudiades.

OBJECTIU 3- Validacié in vivo de l'expressido dels gens relacionats in vitro

amb la resisténcia adquirida a oxaliplati (obtinguts en l'objectiu 1) per a

determinar el seu potencial com a marcadors de resistencia a oxaliplati:

3.1- Recollida de dades cliniques i de peces tumorals obtingudes al
diagnostic (incloses en parafina) d’entre 40 i 50 pacients amb CCRm

tractats amb fluoropirimidina-oxaliplati.

3.2- Analitzar per gRT-PCR l'expressio dels gens seleccionats en l'objectiu

1 en el teixit tumoral parafinat dels pacients.

3.3- Correlacié entre els resultats d’expressid obtinguts i les dades
cliniques (resposta al tractament i temps a la progressid) recollides al
llarg del seguiment dels pacients seleccionats, per a determinar el

potencial d’aquests gens com a marcadors de resisténcia a oxaliplati.
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4. MATERIAL I METODES

4.1 ESTUDI IN VITRO

En aquesta part del projecte es van utilitzar diferents linies tumorals de
cancer colorrectal obtingudes de la American Type Culture Collection o ATCC
(Manassas, VA, USA) i d'altres cedides per I'Insitut Municipal d'Investigacid
Meédica de Barcelona (IMIM). Amb aquestes linies es van dissenyar dos
models cel.lulars que van ser utilitzats per a realitzar I'analisi d’expressio
de gens mitjancant la tecnologia microarray i la PCR quantitativa a temps
real (QRT-PCR).

4.1.1- MODELS CEL.LULARS

Es van utilitzar dos models in vitro diferents: un de resisténcia adquirida a
oxaliplati i I'altre de capacitat de resposta i sensibilitat al farmac. Totes les
linies cel.lulars van ser testades regularment per a la presencia de

contaminacio per micoplasma, utilitzant el segiient protocol:

e Es recull 1mL de medi de cultiu de cada una de les cél.lules a testar:
el flasco de cultiu ha d’estar forca confluent i el medi no ha d’haver

estat canviat, com a minim, en 3 dies.

e Primers usats per a la deteccid:
MICO-1: 5" - GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG - 3/
MICO-2: 5" - CGG ATA ACG CTT GCG ACCTAT G - 3’

e Preparacio de la barreja de primers o Mico-Mix:
10uL primer MICO-1 + 10uL primer MICO-2 + 80uL H,0

e Preparacio de la mix:

Tampd de reaccid 1X
MgCl, 1,5mM
dNTPs 0,2mM
Mico-Mix 10X
Taq polimerasa 0,5u
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e S’afegeixen a la mix de PCR 2uL de mostra i el volum d'H,O
necessaris fins assolir els 20uL de reaccié.

e Les condicions de PCR son:

Desnaturalitzaci6 inicial motlle 96°C x 2’
Desnaturalitzacié motlle 96°C x 30"

Unid dels primers 580C x 1’ x 35 cicles
Extensio de la cadena 720C x 1’

Manteniment 40C

El producte de PCR es visualitza en un gel d'agarosa estandard al 2% en
tampo TBE (Tris-Borat-EDTA) 1X tenyit amb bromur d’etidi.
L'amplificaci6 d‘una banda de 464pb representa la infeccié de
micoplasma a la mostra i, en condicions normals, només ha d’apareixer

en el control positiu.

4.1.1.1- Resisténcia adquirida a oxaliplati

4.1.1.1.1- LINIES TUMORALS DE CCR PARENTALS

Les 4 linies cel.lulars humanes de cancer colorrectal utilitzades sén linies
epitelials adherents, que creixen en monocapa a 37°C i 5% de CO, en
atmosfera humida. Totes elles produeixen CEA en cultiu i procedeixen
d'individus diferents. Van ser sotmeses peridodicament al test del
micoplasma, amb resultat negatiu de presencia del microorganisme. S’han
caracteritzat les linies segons el fenotip de la proteina p53 i el fenotip RER
(inestabilitat de microsatel.lits). Les sublinies resistents a oxaliplati no han

estat caracteritzades.

LoVo: linia cel.lular humana procedent d’un adenocarcinoma avancat de
colon. Les cel.lules tumorals van ser aillades d’un nodul metastasic,
localitzat a la regié subclavicular esquerra. Creixen en medi de cultiu HAM'S
F-12 (Invitrogen), suplementat amb un 20% de serum bovi fetal (Reactiva),
200u/mL de penicil.lina i 20pug/mL de gemtamicina. El seu temps de

doblatge en aquestes condicions de creixement és de 26 hores, el mateix
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que el de la seva sublinia resistent LoOVOXAR3. LoVo presenta fenotip RER
positiu (delecié de I'exd 5 al 8 en els dos al.lels del gen hMSH2) i té la
proteina p53 normal.

DLD1: va ser aillada d’'un adenocarcinoma primari huma de colon d’estadi
C. Creix en medi de cultiu RPMI 1640 (Reactiva, Invitrogen), suplementat
amb 2mM de L-glutamina, 10mM d'Hepes, 10% de serum bovi fetal
(Reactiva), 400u/mL de penicil.lina i 40ug/mL de gemtamicina. El seu
temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és de 21 hores i el
de la seva sublinia resistent DLDOXAR3 és de 23 hores. DLD1 presenta una
mutacié en la posicio 241 de la proteina p53 (canvi de base C>T que
provoca el canvi d’aminoacid Ser->Phe) i el fenotip RER positiu (delecié en
el gen hMSH6).

LS513: procedeix d’un carcinoma primari huma de cec d’estadi C. Es
cultivada en medi RPMI 1640 (Reactiva, Invitrogen), suplementat amb 2mM
de L-glutamina, 10mM d'Hepes, 10% de serum bovi fetal (Reactiva),
400u/mL de penicil.lina i 40pg/mL de gemtamicina. El seu temps de
doblatge en aquestes condicions de creixement és de 30 hores i el de la
seva sublinia resistent LSOXAR3 és de 29 hores. Presenta la proteina p53
inalterada i el fenotip RER negatiu.

HT29: aillada d’'un tumor primari huma de colon (adenocarcinoma de grau
I). Es cultivada en medi DMEM (Invitrogen), suplementat amb 2mM de L-
glutamina, 10mM d’Hepes, 10% de seérum bovi fetal (Reactiva), 400u/mL de
penicil.lina i 40pg/mL de gemtamicina. El seu temps de doblatge en
aquestes condicions de creixement és de 24 hores, el mateix que el de la
seva sublinia resistent HTOXAR3. Té el fenotip RER negatiu i presenta un
canvi d’aminoacid Arg->His en el codé 273 de la proteina p53, degut al
canvi de base G>A en la seqiéncia del gen. La proteina p21 no és funcional

en aquesta linia.

4.1.1.1.2- GENERACIO DE LES SUBLINIES RESISTENTS

Les linies tumorals derivades de cancer colorrectal HT29, LoVo, DLD1 i
LS513 (ATCC, Manassas, VA, USA) van ser usades com a linies parentals
sensibles a oxaliplati per a obtenir les sublinies derivades resistents
HTOXAR3, LoVOXAR3, DLDOXAR3 i LSOXAR3. La resisténcia va ser
establerta mitjancant I'exposicié durant 24h a concentracions creixents
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d’oxaliplati setmanalment durant 10 mesos, partint de la concentracié
inhibitoria 50 (IC50) de cada linia parental, que va ser determinada a través
del test colorimetric MTT (apartat 4.1.2).

Les sublinies resistents creixien també en monocapa, en les mateixes
condicions que les seves linies parentals respectives. El creixement cel.lular
era valorat cada 7 dies, amb canvis de medi realitzats cada 2 dies,
mitjancant la técnica de comptatge del blau tripa amb la que es comparava
la viabilitat de la cel.lula parental respecte la seva linia derivada resistent,

seguint el segient protocol:

DIA 1 - Sembrar entre 50000 i 100000 ceél.lules (segons el temps de
doblatge de la linia cel.lular) en flascons de cultiu cel.lular T-25cm?: 2
flascons per linia parental i 2 per sublinia resistent. Per a evitar la
confluéncia cel.lular (aproximadament 8 milions de cel.lules en un flascé T-
25 cm?) als 7 dies, es calcula el nhombre de cél.lules a sembrar mitjancant
la férmula:

Ci= Cp * eMt

on Cs= concentracio final de cél.lules al flascé
Co= concentracio inicial de cél.lules a sembrar
A= In(2)/(temps de doblatge (h)/24h)

t= temps transcorregut entre les sembres (dies)

DIA 2 (Exposicié a oxaliplati 24 hores) - Afegir el farmac en el medi de
cultiu dels 2 flascons destinats a la sublinia resistent a la IC50 corresponent
per a cada linia cel.lular (mostrades a la taula 5.1 de la secci6 Resultats).
L'oxaliplati (Sanofi-Aventis) és preparat en aigua a una solucié stock de
10mM i a partir d’aquesta es fan les dilucions pertinents en medi de cultiu.
DIA 3 - Retirar el medi de cultiu que conté el farmac i afegir-ne de nou.
Aquest canvi també es realitza en els flascons que no han estat tractats
(control) per a no introduir variabilitat experimental en les condicions de
creixement.

DIA 5 - Renovacio del medi de cultiu a tots els flascons.
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DIA 7 (Determinacié de la viabilitat cel.lular) - El recompte de les cel.lules,
tant control com tractades, es realitza mitjancant els processos de
TRIPSINITZACIO I COMPTATGE CEL.LULAR, segons el protocol:

e Retirar el medi de cultiu i rentar amb sérum fisiologic o PBS.

e Afegir a cada flasc6 1mL de Tripsina-EDTA 1x i incubar a 37°C i
5%CO0,. Passats 5-6 minuts, les cel.lules ja s’han desenganxat i suren
en el sobrenedant.

e Afegir 10mL de medi de cultiu, per a inactivar la tripsina, i recollir el
sobrenedant (trispina+medi+cél.lules) en un tub. Finalment, per a
cada linia cel.lular s’obtenen 2 tubs amb cel.lules control i 2 tubs amb
cel.lules tractades.

e Centrifugar els tubs 5" a 1200 rpm. Les cél.lules formen un pellet al
fons del tub i el sobrenedant és descartat.

e Resuspendre el pellet de cél.lules en 1-2mL de medi de cultiu,
depenent de la mida del pellet.

e COMPTATGE CEL.LULAR: barrejar 10uL de mostra i 10uL de Blau
Tripa. Afegir la barreja en una cambra de Newbawer i comptar les

cel.lules seguint els seglients criteris:

Figura 4.1: Esquema d’una cambra de Newbauer. La cambra consta de dues
meitats, cadascuna formada per 4 quadrats, cadascun dels quals conté 16
quadrats petits.

Comptar les cel.lules que hi ha dins els 4 quadrats petits centrals
(senyalats amb una linia negre en la figura 4.1) dels 8 quadrats
grans. D’acord amb aix0, el nimero de cel.lules que contenia el

flasco es calcula:
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[(N/8)*4] * 10000 * 2 * XmL usats per dissoldre el pellet

\ ) Factor de dilucié al mesclar amb el blau tripa
H—/ Factor de correccié de la cambra de Newbauer

Mitja del nimero de cel.lules recomptades als 8 quadrats de la cambra
a partir dels 4 quadrats centrals i extrapolat als 16 totals.

Per a calcular la el percentatge de viabilitat cel.lular s’aplica la

segient formula:

% viabilitat = (n? cel.lules tractades / n2 cél.lules control)*100

e Sembrar novament 50000-100000 cel.lules en els flascons: 2 flascons
per a les cél.lules no tractades (flascons control) i 2 flascons per a les
cel.lules tractades que han sobreviscut al primer tractament (flascons

d’induccié de resistencia).

Aquest procediment es va repetint al llarg del temps fins que la viabilitat
cel.lular en els flascons d’induccié de resisténcia és d’'un 65-70% respecte
els control. Llavors, es realitzara un test de citotoxicitat i es determinara la
nova IC50 de les cel.lules dels esmentats flascons (veure apartat 4.1.2), per
a ser usada com a nova dosi inductora de resistencia al farmac. Per a

determinar el grau de resisténcia, es compararan les concentracions

inhibitories (IC’s) obtingudes per a les cel.lules resistents amb les IC’s de

les seves respectives control.

Aguest protocol es va portar a terme, augmentant la dosis d’oxaliplati
segons els criteris descrits, fins que les linies assoliren el grau de resistencia
desitjat (per sobre de 3 vegades), en un maxim de temps de 10 mesos i de
forma estable (manteniment del grau de resistencia al llarg de minim 2

mesos de cultiu sense exposicié al farmac).
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4.1.1.1.3- RESISTENCIA CREUADA AMB ALTRES FARMACS

Per tal de comprovar que el model cel.lular utilitzat era especific de
resisténcia a oxaliplati, es va determinar si aquestes cél.lules mostraven
també resisténcia a cisplati (farmac de la mateixa familia) i SN38 (metabolit
actiu del CPT11, farmac que pertany a una familia diferent perdo que és
també usat en el tractament del CCR). El metode d’analisi utilitzat va ser el
test colorimetric MTT, seguint el protocol descrit en l'apartat 4.1.2. El
cisplati i el SN38 van ser preparats en serum fisiologic i DMSO (dimetil
sulfoxid) respectivament, a una solucié stock de 10mM, a partir de la qual
es van portar a terme les pertinents dilucions en medi de cultiu. Els
tractaments es van realitzar en exposicions al farmac de 24h, comparant,
finalment, la IC50 obtinguda per a les cel.lules resistents i les respectives

parentals.

4.1.1.2- Sensibilitat i capacitat de resposta a oxaliplati

Es van utilitzar 14 linies tumorals de CCR que van ser cultivades a 37°C en
una atmosfera humida amb un 5% de CO,, amb el medi de cultiu adequat
(veure taula 4.1), suplementat amb 2mM de L-glutamina, 10mM d’Hepes,
10% de serum bovi fetal (Reactiva), 400u/mL de penicil.lina i 40ug/mL de
gemtamicina. Totes elles creixen en monocapa i el seu temps de doblatge
es mostra a la taula 4.1.

Després de determinar la IC50 a oxaliplati per a cada una de les linies
mitjancant un test de citotoxicitat (veure apartat 4.1.2), aquestes van ser
classificades en 2 grups, segons si la seva IC50 al farmac era inferior a 1uM
(grup d’ALTA sensibilitat a L-OHP) o superior (grup de BAIXA sensibilitat a
L-OHP).

4.1.1.2.1- TRACTAMENT AMB OXALIPLATI DE LES LINIES TUMORALS

Cada una de les linies va ser sembrada en flascons T-75cm? (2 flascons
control i 2 tractament). Al dia seglient, els flascons tractament de cada linia
van ser tractats a la seva IC50 a oxaliplati durant 24 hores (veure apartat
4.1.1.1.2). Passat aquest temps, el farmac va ser retirat i es va afegir medi
de cultiu nou, fins al moment de tripsinitzacio i recollida del pellet cel.lular,
48 h més tard. Finalment, s’‘obtingué un pellet de cel.lules control i un de

cel.lules tractades per a cada linia tumoral estudiada.
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Linia cel.lular  Medi cultiu T1/2 (h) N2 ATCC

CaCo2 DMEM 24 HTB-37 adenocarcinoma
DLD1 RPMI-1640 21 CCL-221 adenocarcinoma
HCT116 RPMI-1640 23 CCL-247 carcinoma colon
HCT15 RPMI-1640 21 CCL-225 adenocarcinoma
HT29 DMEM 24 HTB-38 adenocarcinoma
LoVo HAM'S F12 26 CCL-229 adenocarcinoma
LS174T DMEM 27 CL-188 adenocarcinoma
LS513 RPMI-1640 30 CRL-2134 carcinoma cec

LS411N RPMI 1640 31 CRL-2159 carcinoma cec

SW1116 DMEM 39 CCL-233 adenocarcinoma
SwW1417 RPMI 1640 25 CCL-238 adenocarcinoma
Sw48 RPMI 1640 33 CCL-231 adenocarcinoma
SW480 DMEM 26 CCL-228 adenocarcinoma
SW948 DMEM 38 CCL-237 adenocarcinoma

Taula 4.1: Llistat de linies tumorals de CCR que van formar part del model in vitro
de capacitat de resposta i sensibilitat a oxaliplati. El nUmero de ceél.lules sembrades
en els flascons depenia del seu temps de doblatge, tenint en compte que la
concentracio cel.lular en el flascd, transcorreguts els dies de creixement, no havia
d’arribar a la confluéncia (entre 8 i 10 milions de cél.lules).

AP= anatomia patologica del tumor del que provenen les ceél.lules.

Per a determinar aquestes condicions com a les més idonies per a portar a
terme l'experiment, es va realitzar una analisi en la que es compararen els
perfils d’expressié de 4 condicions experimentals: 1) IC50 i IC80 tractant
amb oxaliplati 24h i recollint el cultiu immediatament; 2) IC50 i IC80
tractant amb oxaliplati 24h i recollint el cultiu a les 48h. A la figura 4.2 es
representen els canvis d’expressid entre les cel.lules tractades i control,
detectats per a cada condicié experimental. D’acord amb els resultats
obtinguts, es va escollir la condicid6 de tractament a la IC50 del farmac
durant 24h i recollida a les 48h pels seglients motius: 1) la IC80 plantejava
un problema d’obtencié de cel.lules de partida que no apareixia a l'usar la
IC50; 2) la condicié IC50 i recollida a les 48h va mostrar un menor nombre
de gens desregulats perd que mostraven un major equilibri entre els gens

amb increment i decrement d’expressio.
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Figura 4.2: Grafic representatiu del nUmero de gens que incrementen (gris fosc) o
decrementen (gris clar) la seva expressié entre les linies tractades amb oxaliplati
24h i les control en les diferents condicions experimentals plantejades: IC50-TO
(tractament a la IC50 24h i recollida immediata); IC80-TO (tractament a la IC80
24h i recollida immediata); IC50-TO (tractament a la IC50 24h i recollida a les
48h); IC80-T48 (tractament a la IC80 24h i recollida a les 48h). La condicié IC50-
T48 és la que va presentar uns resultats més Optims per a portar a terme
I'experiment.

4.1.2- DETERMINACIO DE LA CITOTOXICITAT

El test de citotoxicitat utilitzat va ser el basat en el metode colorimetric de
deteccid de viabilitat cel.lular MTT (Roche), que medeix la capacitat de les
cel-lules viables per a metabolitzar la sal de tetrazoli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
)-2,5-difenil tetrazolium bromide o MTT) de color groc, donant lloc a la sal
de formazan de color violeta. Aquesta sal es solubilitza en una solucié que
conté 0.1% SDS en 0.01M HCI. El color de la solucié resultant és
quantificable mitjancant I’'Us d’un lector ELISA convencional automatitzat. El
pic maxim d’absorbancia de la sal de formazan correspon a una longitud
d’ona d’entre 550 i 600 nm i, per tant, la lectura va ser realitzada a 570nm.
La densitat optica (OD) obtinguda, és proporcional al niumero de cel-lules
viables.

Els experiments de citotoxicitat van ser realitzats al llarg de 5 dies. Les
cel.lules tumorals van ser sembrades a una densitat equivalent al seu temps
de doblatge (veure apartat 4.1.1.1.2), assumint com a concentracié final al
voltant de 60000 cel.lules per pou (s’ha d’evitar la saturacidé colorimetrica

del pou per a fer una bona valoracié), en plagues de 96 pous (multidishes
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Nunclon™ A Surface, NUNC). Al dia segiient, eren tractades amb diferents
dilucions del farmac durant 24h. Transcorregut el temps, el tractament era
retirat i substituit per medi de cultiu. A les 72h el MTT va ser afegit, seguint
el protocol del fabricant (en cada pou: 10uL MTT + 10uL FBS + 80uL medi
RPMI no complementat), i passades 4h d’incubacid, les cel.lules van ser
resuspeses en 100ul/pou de la solucidé solubilitzadora, incubant-se tota la
nit a 37°C i 5% CO, en atmosfera humida, fins a la lectura a 570nm al dia
seguent.

En cada experiment, es va calcular la fraccio de supervivéncia (f) com el
quocient entre la OD de les cél.lules tractades a les diferents dosis i la OD
de les cel.lules control sense tractar.

Les dades obtingudes s’analitzaren mitjancant el métode de l’efecte mig
(median-effect lines). Aquest metode consisteix en la representacid
grafica del log;o ((1/f)-1) enfront al log;y (dosi droga). Es calcula la recta de
regressié pel metode dels minims quadrats (en tots els casos es van
acceptar rectes que presentaven un coeficient de regressié R? superior a
0,95). A partir de les rectes resultants, denominades median effect lines, es
calcula el pendent (m) i la dosi IC50 (dosi que inhibeix el 50% del
creixement cel.lular). Amb aquests parametres, s’avaluen les concentracié
del farmac necessaries per a inhibir una fraccié cel.lular determinada (en en

rang del 10% al 90%), segons |'equacié :

Dosi s = Dosiicsg (1/f‘1) 1/m

Mitjancant aquesta férmula, es va calcular el valor de la concentracid
inhibitoria (IC) per a diferents proporcions de viabilitat cel.lular (de 10 a
90%) i, en el cas de determinar el grau de resisténcia, es va establir una
comparacié entre la linia resistent i la sensible, mitjangant el quocient IC

resistent/IC sensible.

4.1.3- OBTENCIO DELS PELLETS CEL.LULARS

Els extractes cel.lulars dels 2 models estudiats van ser recollits en forma de
pellet per ser posteriorment analitzats. En el model de resistencia adquirida
a L-OHP, les sublinies resistents van ser recollides en condicions basals

(abseéncia del farmac).

66



Material i Métodes

Les cel.lules van ser tripsinitzades i es va portar a terme el comptatge,
seguint el protocol descrit en l'apartat 4.1.1.1.2. Seguidament, els pellets
van ser recollits afegint 4-5 milions de cel.lules en un tub eppendorf i
centrifugant 5 a 1200 rpm. Es retira el sobrenedant (el pellet es trobava en
el fons del tub), es va resuspendre el pellet amb 100uL de PBS 1X i se
centrifuga a 1200 rpm 5’. Finalment, es retira el PBS de rentat i el pellet va

ser guardat en sec a -20°C fins al seu posterior Us.

4.1.4- EXTRACCIO, QUANTIFICACIO I PRECIPITACIO DE L'ARN

L'’ARN es va obtenir a partir dels pellets cel.lulars mitjancant un kit
comercial (Qiaamp RNAeasy Mini kit, Qiagen) basat en la retencié dels acids
nucleics en matrius de silice. Al final s’obtingué una solucié aquosa que va
ser guardada a -80°C fins al seu Us.

Es va utilitzar el protocol descrit en el kit d’extraccié, que és el mostrat a

continuacio:

1.Preparar solucié de lisi: (600uL buffer RLT + 6uL de B-Mercaptoetanol) x mostra

2.Afegir al tub eppendorf de 1,5mL, un volum d’etanol al 70% preparat amb H,0
lliure de RNAses o DEPC.

3.Afegir 700uL a la columna d’extraccié i centrifugar 15-30” a 14000 rpm. Repetir
el procés amb els pL restants al tub. Decantar el contingut del tub col.lector.

4. Afegir 350uL de buffer RW1 i centrifugar 15-30” a 14000 rpm.
5.Incubar en la diluci6 de DNAsa 15’ a T° ambient:
10uL DNAsa + 70uL buffer RDD per mostra

6.Afegir 350uL de buffer RW1 i centrifugar 15-30” a 14000 rpm. Decantar el
contigut en el tub col.lector.

7.Afegir 500uL buffer RPE i centrifugar 15-30” a 14000 rpm. Decantar el contingut
del tub col.lector.

8.Afegir altre cop 500uL buffer RPE i centrifugar 2’ a 14000 rpm. Decantar el
contingut del tub col.lector.

9.Centrifugar 1’ a 14000 rpm per assecar-ho del tot.

10.Passar la columna a un tub eppendorf de 1,5mL i afegir 20uL de H,O lliure de
RNAses o DEPC. Centrifugar 1" a 14000 rpm.

11.Tornar a afegir 20uL de H,0 lliure de RNAses. Centrifugar 1’ a 14000 rpm.

12.Descartar la columna, incubar el tub 3" a 65°C i congelar a -80°C.
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La quantificaci6 de I'’ARN es va realitzar mitjancant |'espectofotometre
Nanodrop (Nucliber), que mesura |I'absorbancia de la mostra a 260nm (la
franja dels acids nucleics) per a determinar la concentracié d’ARN en
nanograms/uL i la qualitat de la mostra (Axso/A2g0)-

Per a treballar amb microarrays d’expressié és imprescindible obtenir
mostres d’alta qualitat (1,7 < RATIag0/a280 < 2,1), ben purificada (no
presencia d’ADN) i en quantitat suficient per a obtenir finalment 5ug d’ARN
en 10uL de volum, com a maxim. La preséncia d’ADN pot ser detectada a
través d’un gel d'agarosa a I'1%, en el que haurem d’observar només dues

bandes corresponents a les subunitats de I’ARN ribosomic (figura 4.3).

<«——— No preséncia d’ADN

Figura 4.3: Imatge d'un gel d’agarosa a 1'1% on s’ha analitzat I'estat de I’ARN. Es
visualitza I’ARN ribosomic, que es troba en bon estat si les bandes son nitides i la
inferior és més ténue que la superior. No es detecta preséncia d’ADN (no hi ha una
banda gruixuda sota els pous).

Si I’ARN no esta suficientment concentrat s’ha de realitzar una precipitacié
de la mostra, usant el metode de I’Acetat-Etanol. Segons aquest, s’afegeix a
la mostra 1/10 3M d’acetat sodic (fred) i 2,5 volums d’etanol absolut (fred).
L'’ARN precipita durant minim 1h d’incubaci6 a -80°C, és centrifugat a
14000 rpm 10’ a 4°C i el sobrenedant és descartat. Es fa un rentat amb
100uL d’etanol al 70% (fred) i es torna a centrifugar. Es descarta el
sobrenedant i s’asseca el pellet 5’ a 65°C. Finalment, és solubilitzat amb el

volum adequat d’aigua lliure de RNAses i es torna a quantificar.

4.1.5- ANALISI DE L'EXPRESSIO PER TECNOLOGIA MICROARRAY

Cada una de les mostres va ser hibridada amb un ARN comercial (Human
Reference RNA, Stratagene) usat com a control extern, que consisteix en un
pool d’ARN de cél.lules tumorals. La mostra de referéencia va ser la mateixa
per a totes les linies cel.lulars estudiades i d’'agquesta manera, els

experiments van ser comparables entre ells. Per a cada hibridacié, es va
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realitzar un marcatge invers (Dye Swap), que va ser usat com a control del
marcatge i replica de I'experiment (figura 4.4). Els fluorocroms usats van
ser Cy5/Alexa Fluor 647 (vermell) i Cy3/Alexa Fluor 546 (verd). Cada

plataforma o slide contenia 339 punts o spots com a control negatiu.

A: Model de resisténcia B: Model de capacitat de resposta
adquirida a L-OHP i sensibilitat a L-OHP
~ . IC50 alta Ref-Cy5 IC50 alta Ref-Cy5
|Cel S-Cy5 Ref- CyT | Cc-Cy5 | | T-Cy5 |
Ref-Cy3 Cel S-Cy3 Ref-Cy3 ICCS_((): 3ga Ref-Cy3 I(Er5_((): ;:I:a
logratio(T/C) IC50 alta
Perfil d’expressio: gens diferentment expressats
logratio(T/C) IC50 baixa
Cel R-Cy5 Ref-Cy5 IC50 baixa Ref-Cy5 IC50 baixa | Ref-Cy5
| | | | C-Cy5 | | T-Cy5 |
Ref-Cy3 Cel R-Cy3 Ref-Cy3 IC50 baixa Ref-Cy3 1C50 baixa
‘ ‘ c-Cy3 T-Cy3

Figura 4.4: Disseny experimental per a l‘analisi de |'expressié per microarrays.
Cada mostra va ser hibridada amb la mostra de referéncia (Ref) i marcada amb
ambdés fluorocroms Cy5 i Cy3 (2 répliques per mostra).

A: Les linies sensibles (Cel S) i les linies resistents (Cel R) no van ser comparades
de forma independent (per parelles), sind com a 2 grups (grup S i grup R).

B: En aquest model, cada linia cel.lular va ser sotmesa a tractament i es va establir
la comparacié cél.lula control (C) vs tractada (T) mitjancant la funcié logRati (T/C).
Finalment, va ser el valor d’aquest quocient el que es va utilitzar per comparar els 2
grups (IC50 alta i baixa).

Per a processar els slides, es va utilitzar un kit comercial (Genisphere 3DNA
Array350), el qual realitza un tipus de marcatge anomenat dendritic. El
marcatge dendritic consisteix en I'agrupacié de varies molécules del mateix
fluorocrom (Cy5 o Cy3) en una estructura anomenada dendrimer, la qual té

una zona d’unié al ADNc (figura 4.5). Per tant, cada molecula de ADNc sera
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marcada per varies molécules de fluorocrom i aixi tenim una amplificacié del
senyal i no necessitem tanta quantitat d’ARN inicial i, per tant, el marcatge
és més eficient (156). El dendrimer s’incorpora a la molécula d’ADNc durant
la retrotranscripcid de I’ARN. Els primers contenen una zona d’unidé al
dendrimer especific (el dendrimer Cy5 s’uneix al primer Cy5) en aquest

metode de marcatge.

Uni6 Fluorocrom
) fluorocrom especific cy5 ocy3
primer |
TTTTTTTT
\/\/\ AAAAAAA unié a ADNc |:>\ Mo
mRNA S
ey {E

Figura 4.5: Esquema il.lustratiu del dendrimer, amb la representacio dels
fluorocroms i la zona d’unié a I’ADNc. També es mostra la manera com el primer
especific de fluorocrom s’uneix a ARN missatger (mRNA) durant la retrotranscripcio.

D’acord amb aix0, per a cada una de les mostres es van realitzar 4

retrotranscripcions:

Mostra marcada amb el fluorocrom Cy5
ARN de referéncia marcat amb Cy3
Mostra marcada amb Cy3

ARN de referéncia marcat amb Cy5

I dues hibridacions per mostra:

e Mostra-Cy5 amb ARN referéncia-Cy3
e Mostra-Cy3 amb ARN referéncia-Cy5 (Dye Swap)

4.1.5.1- Processament dels slides

4.1.5.1.1- PREPARACIO DELS SLIDES
Es van utilitzar els slides Human 19K oligo Array (Center of Applied

Genomics, University of Medicine of New Jersey; http://www.cag.icph.org)
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en els que cada un conté 19200 gens (oligonucleodtids). Les sondes,
procedents de la col.lecci6 de Compugen, van ser afegides (espotejades)
amb l'aparell Genemachines OmniriGrid Microarrayers de Genomic Solution
en slides tractats amb polilisina. La plantilla de I'array incloia 48 subarrays
(4 x 12) i cada subarray estava format per 20 columnes x 20 files.

Els slides van ser tractats abans de ser sotmesos al procés d’hibridacio. El
procés consistia en introduir-los en la solucié de prehibridacié (250uL de
formamida, 250uL de SSC 20X, 5mL de SDS 20X i 4,5mL d'H,0O destil.lada)
durant 45" a 42°C.

4.1.5.1.2- HIBRIDACIO DELS SLIDES
El procés d’hibridacié va ser portat a terme seguint el protocol del kit 3DNA

Array-350 de Genisphere (figura 4.6) i consta dels seglents passos:
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RETROTRANSCRIPCIO ¥

mE A M U RN

DA M—ﬁa— T'I'TTTTTTT'TTT_‘_H_-_\-

PRECIPITACIO l
Seqiiéncia de captura
. TITITITITIT

cLAlTA: ‘_f\.__/ﬂ—_-w L“\‘!: del dendrimer

12 HIBRIDACIO i

Mi croarray

223 HIBRIDACIO F Dendrimer amb
4 les molécules de
_U_,ﬂ TITTTTIT 2 fluorocrom

Seqiiéncia de captura
del dendrimer

Figura 4.6: Procés d’hibridacié dels slides segons el protocol del kit 3DNA Array-350
de Genisphere (http://www.genisphere.com).
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RETROTRANSCRIPCIO (RT):
Consisteix en la transformacié de I’ARN inicial en ADNc, ja que aquest ultim
és més estable i aixd optimitza el procés d’analisi de I'expressio.
¢ Mix de la mostra (per tub):
- Xul mostra on X sén els uL de mostra que contenen 5ug d’ARN
- (10-X)ul d'aigua lliure de RNAses
- 1ul primer oligo dT especific de fluorocrom (Cy5 o Cy3)
e Incubar a 80°C durant 10°.
e Afegir a la mix de la mostra la mix de retrotranscripcio:
- 4ul de SuperScript II First Strand Buffer 5X
- 2ul de 0,1M dithiothreitol (DTT)
- 1pl de mix de dNTPs 10mM
- 1l d'inhibidor de RNAsa Superase-In™
- 1pl d’enzim Superscript II reverse retrotranscriptase 200u (Invitrogen)
e Incubacié de 2h a 42°C.
e Parada de la reaccié: afegir 3,5ul de 0,5M NaOH/50mM EDTA.
e Desnaturalitzacié dels hibrids ADNc/ARN i degradacié de la cadena d’ARN per
incubaci6 a 65°C 10'.
e Neutralitzacid: afegir 5ul de 1M Tris-HCI pH 7,5.
e Ajuntar la mostra amb la mostra de referencia (marcat amb I'altre fluorocrom) i
afegir 73ul de TE 2X (Tris-EDTA).

PRECIPITACIO DE L’ADNc
e Afegir a la mescla 15ug d’acrilamida (coprecipita amb I’ADNc), 250uL d’acetat
d’amoni 3M i 875uL d’etanol absolut (fred).
e Deixar a -20°C durant 1 hora.
e  Centrifugar a 14000 rpm 15" a 4°C i retirar el sobrenedant.
e Afegir etanol al 70% (fred) i centrifugar a 14000 rpm 10’ a 4°C.

e Descartar el sobrenedant i assecar el pellet a 65°C 10-30".

PRIMERA HIBRIDACIO
En aquest pas es produeix la cohibridacié de la mostra i I’ARN referéncia
amb els oligonucleotids del slide:
e Resuspendre el pellet en 29uL d’'H,0 lliure de RNAses. Incubar 10’ a 65-70°C.
e  Afegir 29uL de buffer d’hibridacié 2X, vortejar i incubar
a 80°C 10".
e  Pre-escalfar els slides a la T° d’hibridacié (55°C).

e Vortejar i fer un spin de la mix d’hibridacio.
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e Afegir la mix sobre el slide pre-escalfat i tapar-ho amb
un cubreobjectes de vidre.
e Introduir el slide a la cambra d’hibridacié humida (figura 4.7).

e Incubar a 55°C tota la nit en un bany d’hibridacid

en condicions de foscor.

Figura 4.7

RENTAT POST- HIBRIDACIO
e  Pre-escalfar el buffer de rentat (SSC 2X i 0,2% SDS) a 42°C.
e Introduir el slide en el buffer de rentat 5’ (fins que el cubreobjectes suri).
e lerrentat: 15’ en el buffer de rentat pre-escalfat.
e 2o0n rentat: 15" en SSC 2X a T° ambient i en agitacio.
e 3errentat: 15" en SSC 0,2X a T° ambient en agitacio.
e Passar el slide per H,0 destil.lada i assecar-lo amb aire a pressio.
e Deixar al forn 15-20" a 60°C.

SEGONA HIBRIDACIO: marcatge
La hibridaci6 de marcatge consisteix en afegir els fluorocroms al slide ja

hibridat i aixi cada un d’ells, s’'uneix I’ADNc que conté el seu primer especific.

e Deixar els reactius de marcatge per Cy5 i Cy3 (3DNA Array 350 Capture
Reagents) 20’ a T° ambient en la foscor. Vortejar lleugerament i incubar a 55°C
10",

e Resuspendre el buffer d’hibridacié 2X a 85°C 10’. Preparar una mix amb 125uL
de buffer i 1,2uL del preservant de fluorescéncia (Anti-Fade Reagent).

¢  Preparar la mix d’hibridacié per a cada slide:

- 2,5uL de reactiu de marcatge amb Cy5.
- 2,5ul de reactiu de marcatge amb Cy3.
- 25ul de mix de buffer d’hibridacié i Anti-fade.

- 20 d'H,0 lliure de nucleases.

e Afegir la mix sobre el slide hibridat, tapar amb el cubreobjectes, introduir en la
cambra d’hibridacio i incubar 4h a 60°C en el bany d’hibridacié en la foscor.
e Repetir els rentats anteriors pero tapant els slides de la llum (ja han incorporat

els fluorocroms).
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e Assecar amb aire a pressidé i guardar a T° ambient i en la foscor fins al moment
de ser escanejats (I'escaneig s’ha de realitzar en el menor temps possible per no

perdre intensitat del senyal).

4.1.5.2- Processament de la imatge

4.1.5.2.1- ESCANEIG DELS SLIDES

Per a realitzar l'escaneig es va utilitzar I'escaner Affymetrix Genetic
Microsystems GMS418 Array, el qual escaneja per a cada un dels slides, la
imatge produida pel fluorocrom Cy5 i la produida pel Cy3 per separat
(obtenim dues imatges independents). D’aquesta manera, es genera una
imatge TIFF 16bit per a cada canal de fluorocrom, com es mostra a la figura
4.8 (imatges en tonalitats blaves). Es van establir uns parametres
estandard (proposats per Genisphere) de la intensitat del laser i la resolucié
de la imatge, que van ser 80/70 per Cy5 i 80/75 per Cy3. Aquests

parametres poden ser ajustats segons el resultat obtingut.

Dades cy5

Dades cy3

Figura 4.8: Esquema del procés d’escaneig i quantificacié. Les imatges obtingudes
per l'escaneig (tonalitats blaves), donen lloc a la imatge mostrada al centre de
I'esquema, que sera quantificada i de la qual s’obtenen dades numériques.

4.1.5.2.2- QUANTIFICACIO DE LA IMATGE

Mitjancant el programa Imagene 4.1 (BioDiscovery), les dues imatges
obtingudes, procedents del mateix slide, van ser solapades i analitzades
conjuntament (figura 4.8). S’obtingueren punts de diferent color segons si
hi havia sobreexpressié de I’ADNc-Cy5 respecte el marcat amb Cy3
(vermell), a la inversa (verd), 'expressid era equivalent (groc) o no hi havia
expressié en cap dels dos (negre). El programa quantifica colorimetricament

i elimina aquells punts que son irregulars, son massa petits o no tenen un
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color uniforme (punts que tenen el valor flag diferent a 0). Finalment,
s’obtenen dades numeriques a partir de la imatge, independents per a Cy5 i

Cy3 per a cada slide.

4.1.5.3- Processament de les dades

4.1.5.3.1- FILTRATGE DE LES DADES

Els arxius de dades van ser importats al programa de processament de
dades Microsoft Excel per a poder analitzar la qualitat d’aquestes. Partint de
dues taules de dades per a cada slide, una procedent de l'escaneig de la
imatge marcada amb Cy5 i l'altra de Cy3, es va calcular la mitja i la
mediana per a cada spot, la mitja del background i la desviacié estandard
(SD) en cada taula de dades. S’eliminaren tots aquells spots que no

complien les segients condicions:

¢ La diferéncia entre la mediana i la mitja del spot era més gran del 20%
(només que es complis en una de les dues taules de dades, el spot quedava
eliminat de les dues).

¢ La mitjana del spot era més gran que la mitja del background més dues
vegades la SD (per eliminar aquells punts que tenien una intensitat massa

semblant al background i podien destorbar els resultats).

Amb aquest filtratge van ser eliminats spots que eren correctes segons

Imagene 4.1 (flag=0) pero que, en realitat, eren dades enganyoses.

4.1.5.3.2- NORMALITZACIO DE LES DADES (ArrayNorm 1.7.2)

Amb aquest programa van ser analitzades totes les dades experimentals,
per a fer-les comparables entre elles. Es van importar les dades filtrades de
tots els slides a comparar (linies resistents vs sensibles; linies control vs
tractades). En primer lloc, s’havia de comprovar, en cada taula de dades,
que el percentatge de punts eliminats (flag #0) fos inferior al 50% (en cas
contrari, aquest slide no era valid).

Després de provar diferents metodes de normalitzacid, es va utilitzar el
metode Lowess perqué va ser el que millor es va adaptar a les nostres

dades. Per descartar els falsos positius produits per unions inespecifiques
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dels fluorocroms, es va utilitzar el métode Dye Swap Sym Fix Filter, el
qual compara els spots d’un slide amb la seva replica marcada a la inversa
(Dye Swap) i elimina aquells punts que tenen el mateix color en els dos
(control d’hibridacié optima). Finalment, es va obtenir una taula de dades
definitives per a cada linia cel.lular. Si durant el procés de normalitzacié
s’havia perdut més del 50% dels spots, I'experiment d’hibridacidé no era

considerat valid i havia de ser repetit.

4.1.5.3.3- ANALISI DE DADES NORMALITZADES (Genesis 1.5.0)
En primer lloc, es realitza un filtratge de les dades normalitzades, en el que

s’eliminaren:

- En el model de resisténcia adquirida a L-OHP: totes aquelles dades que

no estaven presents en les 8 linies cel.lulars (missing values=0).

- En el model de capacitat de resposta a L-OHP: totes aquelles dades que

estaven presents almenys en 12 linies de les 14 analitzades (missing
values < 2).

-  En els 2 models: aquelles dades que no tenien una desviacié estandard

interlinia superior a 0,8 (es considera que els spots que tenien valors amb

una SD més petita, no presentaven variacio i no eren valorables).

Després del filtratge inicial, es va realitzar una analisi de dades no
supervisada (no jerarquica), mitjancant la funcié ANOVA entre els dos grups
a comparar: sensibles vs resistents; IC50 alta vs IC50 baixa (en aquesta
comparacidé, s’havia calculat préviament la logRati (Tractament/Control)).
Aquesta analisi va permetre determinar els gens que presentaven més
diferéncies intergrup que intragrup. Considerarem com a resultats
estadisticament significatius, aquells que presentaven un p-valor inferior a
0,01.

Posteriorment, es va portar a terme una analisi no supervisada jerarquica
per hierarchical clustering dels gens obtinguts en |’'analisi no jerarquica
per ANOVA. D’aquesta manera, van poder ser determinats grups o clusters
de gens que es comportaven d’igual manera i que podrien correlacionar-se
amb [I'adquisicié de resisténcia o la capacitat de resposta a oxaliplati

formant un patr6 d’expressioé génica.
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4.1.6- IDENTIFICACIO I SELECCIO DE GENS

4.1.6.1- Identificacio dels gens obtinguts

El gens obtinguts amb el programa Genesis 1.5.0, es trobaven codificats en
forma de ID Genebank i van haver de ser identificats per determinar si es
tractava d’'un gen, d’un pseudogen o d’un transcrit no codificant. A més a
més, es va determinar a quina via pertanyia cada gen, quina era la seva
funcid i la seva possible implicacié en cancer i resisténcia a farmacs. Per a
portar-ho a terme, es van utilitzar els seglients cercadors d’internet:
http://david.abcc.ncifcrf.gov/,

http://cgap.nci.nih.gov,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

4.1.6.2- Criteris de selecci6 de gens
Es va realitzar una seleccid d’aquells gens que havien estat correctament

identificats, tenint en compte els seglents criteris:

1. Es va realitzar una hibridaci6 per BLAT (http://genome.ucsc.edu) entre la
seqliéncia del gen identificat mitjancant els esmentats cercadors i la sequéncia
de la sonda espotejada en el microarray (que teoricament corresponia a aquest
gen). Aquells gens que van presentar un 100% d’hibridacié6 amb la sonda
(aquesta no hibridava amb cap altra seqliéncia génica) van ser seleccionats
(figura 4.9).

Identified as NM_005163 AKT1
GGAGATCATGCAGCATCGCTTCTTTGCCGGTATCGTGTGGCAGCACGTGTACGAGAAGA
= | Probe (slide)

BLAT Search Results

ACTICHS QUERY SCORE START ENWND Q3IIEE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN

hrowser details YourSeq 60 1 ) 60 100.0% 14 - 104309743 104309303 50

chi14 (932,330 e =gy

chri4: | 1645688060 1a451666a] 1a4526606] 1643538060
STE Markers oh Genetic (hlue) and Radiation HJbrid (b1ack)x Maps
ETS Markers |
TYour Tequence from BE1at Search
rourSed |
UCEC Khown Genes {Jdune, 6853 Based on UniFrot, ReF?eq, and GenBank mREHA
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Figura 4.9: Resum esquematitzat del procés de seleccid per hibridacié per BLAT
del gen AKT1. Existeix un 100% d’homologia entre el gen i la sonda
(score=gene size=60) i la sonda no hibrida amb cap altre gen.
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2. Se seleccionaren els gens que presentaven homogeneitat d’expressié (figura
4.10) en els diferents membres del mateix grup (p.ex: gen homogeni en les 4
linies sensibles en el model de resisténcia adquirida a oxaliplati) per a evitar
falsos positius, artefactes del calcul que havia estat portat a terme mitjancant
la funcio ANOVA.
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Figura 4.10: Representacié grafica dels valors d’expressié de dos gens obtinguts
per lI'analisi de microarrays. El gen del grafic esquerre, presenta una expressio
semblant en totes les linies cel.lulars d'un mateix grup (gen seleccionat). En canvi,
en el grafic de la dreta no existeix aquesta homologia (gen descartat).

3. Es realitza una recerca bibliografica per a estudiar la potencial relacié de la
funcio de les proteines per a les que codifiquen aquests gens amb el
mecanisme d’accié i la resisténcia a oxaliplati i platins.

4, Finalment, van ser seleccionats per a la seva validaci6 per gqRT-PCR aquells
gens per als quals existia un disseny de primers i sonda ja testats per la casa
comercial (Tagman® Gene expression Assays; Applied Biosystems). També, es
va tenir en compte que la mida de I'amplicoé que resultava de I'amplificacié amb
un determinat assay fos inferior a 90pb, per a la seva posterior utilitzacidé en
I'analisi en teixit parafinat (I’ARN esta molt degradat i I'amplificacié de petits

amplicons és més efectiva).

4.1.7- VALIDACIO DE L'EXPRESSIO PER qRT-PCR

Els gens escollits mitjancant I'aplicacié dels criteris de seleccid6 esmentats,
van ser analitzats per PCR quantitativa a temps real (QRT-PCR). El material
de partida va ser el mateix ARN que havia estat utilitzat per a realitzar

I'analisi de I’'expressié mitjancant la tecnologia microarray.
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4.1.7.1- Retrotranscripcio

La obtencié de I'’ADNc es va realitzar utilitzant la retrotranscriptasa MMLV
(Moloney Murine Leukemia Virus retrotranscriptase; Invitrogen) ja que,
encara que és menys eficient que I'enzim Superscript II (usat en l'analisi de
microarrays), la quantitat i la qualitat d’ADNc resultant és suficient per
portar a terme |'analisi per qRT-PCR. La retrotranscripcid es va dur a terme
a partir d’'una concentracié d’ARN de 3ug en un volum maxim de 10uL i el

protocol seguit va ser el mostrat a continuacio:

e Preparacié de la mix de la mostra per tub:
- XuL mostra (on X soén els uL de mostra que contenen 3ug d’ARN)
- (10-X)uL d’aigua lliure de RNAses
- 1yL de primer Random Hexadeoxinucleotid 250ng/mL (Invitrogen).
- 1uL mix de dNTPs 10mM (Ecogen).

Incubar a 65°C durant 5’ i deixar en gel 5.

e Afegir la mix de retrotranscripcio:

- 4ul de buffer de reaccié 5X

- 2ul de 0.1M dithiothreitol (DTT)

- 1pl de RNAsa OUT (Invitrogen), inhibidor de RNAses

- 1pl d’enzim MMLV reverse retrotranscriptase 200u (Invitrogen)

Condicions de la retrotranscripcio:

Unio dels primers 250C x 10’
Obtencié d’ADNc 37°C x 45’
Inactivacid de I'enzim 700C x 10’

Dilucié del producte de retrotranscripcié: obtenim 3ug d’ADNc en 20uL
(0,15ug/uL). Per a realitzar I'analisi per gqRT-PCR es necessiten com a minim 30-
50ng d’ADNc en 2,5ul. Per a tenir 50ng en aquest volum, s’ha de diluir el

producte de retrotranscripcié en 130uL d'H,0 lliure de nucleases.

4.1.7.2- Analisi de I'expressio (tecnica qRT-PCR)

La plataforma ABIPrism 7900 (Applied Biosystems) va ser utilitzada per a
portar a terme I'analisi per qRT-PCR relativa, a partir de la utilitzacié de
sondes Tagman®. Aquests tipus de sondes consisteixen en oligonucleotids

de 18-22 pb els quals estan marcats amb un fluorocrom efector o reporter
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(usualment de longitud d‘ona curta) a l'extrem 5’ i un agent quelant o
qguencher (un fluorofor de longitud d’ona llarga o un agent no fluorofor) al
3’, que redueix la fluorescéncia emitida per I'efector. El seu funcionament es
basa en l'activitat 5° exonucleasa de l'enzim Taq (Thermus aquaticus)
Polimerasa, que permet l'alliberament de l'efector i, en conseqiéncia,
I'emissié de fluorescéncia, que és quantificada i enregistrada per la

plataforma en cada un dels cicles de la PCR (figura 4.11).

TagMan probe

T a
R ‘ - Pucle?tidlsls
, om TeaMan

R 5' complementary strand ) . 3
wy ] "I“"III'I' Tag “II|III I

3 template DNA 3 template DNA 5'

primer

Figura 4.11: Esquema de l'estructura d’'una sonda Tagman® i del seu funcionament
al llarg del procés de gRT-PCR. A: Es tracta d’una sequéncia de 18-22 pb que té
units un fluorocrom efector (cercle gris clar) a I'extrem 5’ i un fluorocrom quelant
(cercle gris fosc) al 3’ que neutralitza I’'emissié de fluorescencia de |'efector quan
existeix poca distancia entre ells. B: La sonda s’uneix, sense emetre fluorescéncia,
en una zona de I'’ADN diana que es troba entre els dos primers d’amplificacié. C:
Durant el procés d’amplificacid, l'accié exonucleasa de la Taq polimerasa permet
I'alliberacio per hidrolisi del fluorocrom efector i aquest emet fluorescéncia, ja que
ja no queda neutralitzat per I'accié del quelant.

Els experiments es van realitzar en plaques de 354 pous, introduint:

- 3 repliques per mostra

- 2 répliques de control negatiu per a cada mix

- 2 répliques de control negatiu de RT

- 3 répliques per a cada mostra de RTMINUS, que consisteix en introduir
ARN no retrotranscrit per a comprovar I'abséncia d’ADN a la mostra de
partida (aquest fenomen també es visualitza en un gel d’agarosa després
de I'extraccié de I’ARN).
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Els gens escollits d’acord amb els criteris de seleccid, van ser analitzats
mitjancant Tagman® Gene expression Assays, cadascun dels quals
consisteix en una mix que inclou els primers i la sonda per a detectar un
determinat gen, que ja han estat testats i validats per a ser utilitzats en
gRT-PCR per ABIPrism (https://products.appliedbiosystems.com). Els
assays utilitzats van dependre dels gens seleccionats i sén els descrits a la
seccid Resultats, a l'apartat 5.1.4 (gens de resisténcia adquirida) i 5.2.4
(gens de capacitat de resposta i sensibilitat al farmac).

Es van utilitzar dos controls endogens, el gen de la p-actina i el del 18S
ribosomic, per a donar més robustesa a I'analisi. En les analisis de qRT-
PCR relativa ha estat descrit I'Us de 2 o més gens enddogens amb |'objectiu
de contrarrestar els errors que poden venir donats per la variabilitat
intermostra a l'usar només un gen control i la utilitzacié de la mitja
geometrica d’aquests com a valor endogen de referéncia per a relativitzar
I'expressié (164).

Per a realitzar l'analisi d’aquests gens no es van utilitzar Tagman®
expression assays ja que no hi havia disponibilitat d’assays amb amplicons
inferiors a 90pb per a aquests gens, i aquest és una factor important a tenir
en compte per a la posterior analisi en teixit parafinat. Es van sintetitzar els

seglents primers i sondes per a cada un d’ells:

B-actina Primer forward: 5" TGAGCGCGGCTACGCTT 3’
Primer reverse: 5' TCCTTAATGTCACGCACGATTT 3’
Sonda TagMan® TAMRA: 5’ ACCACCACGGCCGAGCGG 3’

18S Primer forward: 5 ACGCACGGCCGGTACA 3’
Primer reverse: 5' CCAAAGGAACCATAACTGATTTAATG 3’
Sonda Tagman® MGB: 5" AAACTGCGAATGGC 3’

Les sondes incloses en els Tagman® expression assays i la del 18S eren de
tipus MGB. En el cas del gen de la B-actina, es va usar una sonda tipus
TAMRA ja que es tractava d’'un disseny de primers i sonda previ que ja
havia estat validat i utilitzat en altres treballs del laboratori i mostrava una

eficiencia proxima al 100%, tant en linies cel.lulars com en teixit inclos en
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parafina. En tots els casos, el fluorocrom efector incorporat en les sondes
era de tipus FAM.

Les sondes TAMRA i MGB es diferencien basicament per:

- La zona d’unié a I'’ADN: les sondes tipus MGB s’uneixen a la curvatura

menor de I’ADN , fet que permet que tinguin la mateixa especificitat que
TAMRA amb una quantitat menor de nucleodtids. Aixo és important alhora
de dissenyar sondes destinades a la deteccié de material genétic de mala
gualitat, com és el cas del teixit parafinat.

- El tipus d’agent quelant o quencher: al contrari que les TAMRA, les

sondes MGB incorporen un quelant no fluorofor que inhibeix
completament la fluorescéncia de l'efector, fet que redueix el soroll de

fons o background de |'analisi.

Els primers i les sondes dissenyades per als gens endbdgens o gens

housekeeping, van haver de ser testats i validats (veure apartat 4.1.7.2.1).

Mix de qRT-PCR (per reaccio):

Tagman® Universal Mix 10X 6,25 puL MIX per Tagman® expression assays:
H,0 lliure nucleases 2,92pulL

Primer Forward 10uM 0,375 L Tagman® Universal Mix 10X 6,25 p L

Primer Reverse 10uM 0,375 L H,0 lliure nucleases 292l

Sonda 15y M 0,08puL Tagman® Assay 0,625 p L

La PCR es va portar a terme segons les condicions descrites en el programa
SDS 2.1 inclos en ABIPrism 7900:

95°C 95°C

10’ 15”7
60°C
o
500C 17
27
40 cicles 40C ................

La quantificacio relativa de l'expressié génica va ser calculada d’acord amb

el métode comparatiu del cicle llindar o 224 (165), que consisteix en

establir un valor llindar o threshold (que es troba en la zona d’amplificacié
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exponencial) finalitzada I'analisi i adoptar, per a cada una de les mostres
analitzades, el cicle de PCR que talli amb aquest llindar (Ct) com a valor
d'expressié (figura 4.12).

Amplification Plot
\mplification Plo
1.000 E+1 Amplification Plot

1.000

Valor llindar

1.000 E-1

&
~41.000 B2
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1.000 E-4

/

1
1
Ct = valor d’expressio m 15 an 35 @

Detectar: [B-2KT | Plat:|aRn vs. Cycle j( Threshaid:| 0.10 s

Figura 4.12: Grafic d’amplificaciéo d'un dels gens analitzats finalitzat el procés. Les
corbes representen |'amplificacié del gen per a cada una de les mostres. El valor
llindar és dependent de gen (normalment es troba entre 0,1 i 0,2) i talla en la part
superior de la zona d’amplificacié exponencial.

El Ct del gen problema en cada una de les mostres analitzades va ser
relativitzat amb el Ct del control endogen (vam utilitzar la mitja geomeétrica
entre els Ct’s dels 2 gens housekeeping). Per tant, la diferéncia de Ct o

ACt va ser calculada a partir de la férmula:

ACt = Ctgen problema ~ Ct mitja gens endogens

Per a que totes les mostres fossin comparables entre elles, els valors
d’expressié van ser normalitzats essent tots relacionats amb una mateixa
mostra de referéncia o calibrador (es va utilitzar la mateixa que en I'analisi

de microarrays: Human Reference RNA de Stratagene), segons el calcul:

AACt = ACtmostra problema ~ ACtcalibrador
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Finalment, el valor d’expressié (referenciat al calibrador, que és AACt=0) va

2-AACt

ser calculat com a i mostrava quantes vegades per sobre o per sota el

calibrador expressava un determinat gen en una mostra concreta (ja que
2744 calibrador = 1).
Per a cada mostra es van realitzar 3 experiments independents (procedents
de 3 RT independents) per a cada gen. Per a ser acceptats com a valids, el
coeficient de variacié entre almenys 2 d’ells havia de ser inferior al 20%. En
cada experiment, la desviacié estandard entre les 3 répliques de cada gen
per mostra havia de ser inferior a 0,25.

Per altra banda, per a considerar una mostra com a no contaminada per
ADN genomic, el valor del RTMINUS havia de ser inferior a 5 i aquest es

calculava de la seglient manera:

Partim de la mateixa dilucié que s’havia aplicat al producte de RT:
3uL RNA + 20pL d’H,0 lliure de nucleases

Després de |'analisi per gRT-PCR, calculem:

2AACt RTMINUS= 2Ct RTMINUS gen endogen - Ct gen endogen

i finalment

100 / 2MCERTMINUS — aie ha se ser <5

4.1.7.2.1- TEST I VALIDACIO DELS GENS ENDOGENS

Els gens endogens o housekeeping son els gens de referencia en la qRT-PCR
relativa. Per a considerar que un gen és un bon control endogen, la seva
expressié ha de ser similar en totes les mostres a analitzar (si partim de la
mateixa quantitat d’ARN). La utilitzacié de 2 gens housekeeping ens va
permetre homogeneitzar les variacions intermostra que poguessin existir i
donar més robustesa a l'analisi (164). Per a comprovar la seva bona
funcionalitat, es va calcular la diferéncia de Ct entre els 2 gens per a cada
mostra i es va avaluar la variabilitat mitjancant una recta de regressid
(figura 4.13), considerant que la variacié entre mostres era acceptable si el
pendent m de la recta era inferior a 0,2 (parametre establert per la casa

comercial).
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Figura 4.13: Grafic representatiu de la variabilitat intermostra dels gens endogens.
La recta de regressié té una m acceptable i, per tant, els gens sén adequats com a
controls de I'experiment.

El bon funcionament dels primers i la sonda utilitzats per a cada gen
endogen van haver de ser testats préeviament a la quantificacié relativa,
mitjancant una recta patré de diferents concentracions de mostra (8
dilucions de 2). Es consideraren validats si complien (figura 4.14):
e Proporcionalitat dels Ct's en cada punt de dilucié: per cada dilucié -, la
mostra s’expressa 1 cicle més tard (recta patré R%> 0,98).
e Linealitat entre el gen endogen i el gen problema en cada Ct d’expressio:

la ACt en cada punt de dilucié ha de ser constant (m<0,2).

40

ACt= Ct Ct

endogen™ ™" problema

35 - 15,00 -
\ y =-3,3907x + 31,624
R? = 0,9931

30 Gen problema
566 ——t —r

25

20 1 GEN ENDOGEN 500 | y =0,0986x + 10,101
15 Jy =-3.460Ax + 21,526
R? =0,9998
: : 10 : : : ‘ — 0,00 : ; ; ‘
-1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Figura 4.14: Grafics representatius de la validacié dels primers i sondes dels gens
endogens. Al grafic de I'esquerra és representada la proporcionalitat dels Ct’s en
cada punt de dilucié6 (R®=0,99); a la dreta és mostrada la linealitat del gen
endogen amb el gen problema (m=0,09) en cada punt de dilucié. Aquest
experiment es va realitzar per a cada gen housekeeping i es va comparar amb
cadascun dels gens problema. Es va comprovar que les mostres expressessin els
diferents gens dins del rang de cicles d’expressié establert en la recta patro.
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Es va utilitzar la mostra de referéencia per realitzar el test: a partir de la

concentracié de 50ng d’ARN es va realitzar el banc de dilucions i cada una

de les dilucions va ser retrotranscrita i analitzada per gRT-PCR .

4.1.7.3- Analisi estadistica

Una vegada determinats els valors d’expressid (relativitzats al mateix

calibrador), es van establir les comparacions entre grups i entre técniques

utilitzades per a estudiar I'expressié (microarray vs qRT-PCR) per a poder

realitzar la validacié dels gens problema. Es va usar el paquet estadistic

SPSS 12.0, mitjangant els seglents tests.

Test Rho-Spearman: va ser calculat per a correlacionar les dades obtingudes

per a aquests gens en lanalisi per gRT-PCR i per microarrays. Es van
considerar com a validats positivament pel test, aquells gens que presentaven
un coeficient de correlacié (R) superior a 0,5 (amb un p-valor<0,05).

Test dels signes de Wilcoxon o test de la U de Mann-Whitney: van ser utilitzats

per a calcular les diferéncies entre els mateixos grups que van ser comparats
per tecnologia microarray. Es van considerar com a gens validats positivament
pel test, aquells que mostraren diferéncies d’expressié significatives entre
grups (p-valor<0,05). Es tracta de 2 tests no paramétrics que van ser aplicats
segons les dades a comparar:

- MODEL DE RESISTENCIA ADQUIRIDA: Es va aplicar la prova dels
signes de Wilcoxon perque les dades a comparar eren dependents
entre elles (la linia resistent provenia de la sensible). Aquest test
comparava cada linia cel.lular parental amb la seva sublinia resistent
i, segons els resultats, calculava les diferéncies entre el grup R i el

grup S donant un p-valor general.

- MODEL DE CAPACITAT DE RESPOSTA I SENSIBILITAT: En primer lloc,
es va calcular la logRati entre els valors d’expressié de cada linia en
les dos condicions experimentals (T i C). Llavors, es va aplicar el test
U de Mann-Whitney ja que les dades a comparar eren independents
entre elles (logRati(T/C) de diferents linies cel.lulars). Aquest test
comparava els grups IC50 alta i baixa (dades independents),
determinant les diferéncies entre ells (reflexades en el p-valor). En
una analisi addicional es van calcular les diferéncies entre les
condicions experimentals tractament-control i es va utilitzar el test

dels signes de Wilcoxon perqué eren variables dependents.
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Un cop analitzades estadisticament les dades procedents de gRT-PCR i
correlacionades amb les obtingudes en l'analisi per microarrays, es van
determinar com a gens valids aquells que van ser validats positivament per
almenys un dels 2 tests estadistics descrits (Rho-Spearman: R>0,5;
Wilcoxon o U de Mann-Whitney: p<0,05).

4.2- ESTUDI IN VIVO

En aquesta part del projecte es van analitzar els gens determinats a partir
del model cel.lular de resistencia adquirida a oxaliplati (considerats com a
validats després de realitzar I'estudi in vitro) en teixits tumorals inclosos en
parafina, procedents de les biopsies de pacients amb CCR avancat,

mitjancant la técnica de qRT-PCR.

4.2.1- PACIENTS

Van ser reclutats 50 pacients amb CCR metastasic (CCRm) de forma
prospectiva. Els blocs de parafina que contenien les biopsies tumorals es
van obtenir mitjancant el Servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital
Germans Trias i Pujol.

Els criteris d’inclusié i d’exclusio de l'estudi i la base de dades dissenyada

van ser els descrits a continuacio:

Criteris d'inclusié:

- Consentiment informat del pacient.

- Edat major o igual a 18 anys.

- Pacients diagnosticats de CCR disseminat confirmat histologicament, que
vagin a ser tractats amb oxaliplati en 12 linia de tractament.

- Disponibilitat de teixit tumoral.

- Estat general ECOG entre 0-2 (esperanca de vida superior a 12 mesos).

- Masses tumorals mesurables per a la valoracio de la resposta (s’usaran els
criteris RECIST).

- Adequada funcié hematologica, hepatica i renal per a rebre quimioterapia.

Criteris d’exclusio:

- No complir algun dels criteris d’inclusio.
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- Patologia associada greu en actiu.

- Procés infeccids actiu.

Base de dades clinica:

- Edati sexe
- Localitzacié del tumor primari

- Combinaci6 de quimioterapia administrada

Resposta al tractament

- Temps a la progressid

4.2.2- ANALISI DE L'EXPRESSIO

4.2.2.1- Preparacio dels talls en el portaobjectes

El teixit tumoral es trobava inclos en blocs de parafina i per a poder ser
analitzat, va ser tallat amb un microtom de rotacié. Per a cada mostra es
van necessitar 3 talls de 5 micres inclosos en tres portaobjectes, que havien
estat pretractats per a evitar la presencia de RNAses (RNAseZAP 10’, 2
rentats de 5" en H,0 lliure de nucleases) i un tall addicional en el que es va
realitzar una tinci6 amb Hematoxilina-Eosina, per a discriminar el teixit

tumoral del normal (realitzat pel Servei d’Anatomia Patologica).

4.2.2.2- Desparafinitzacio i digestio
En primer lloc, es va retirar el teixit no tumoral de cada tall amb I'ajut d'una

fulla de bisturi. El procés de desparafinitzacié consistia en:

e Introduir els portaobjectes en xilol 10’
e Rentar en H,0 10’

e Deixar assecar a T° ambient minim 20’.
Els 3 talls desparafinats procedents d’'una mateixa mostra, van ser rascats
amb un bisturi i introduits en un mateix tub eppendorf que contenia 200uL

de solucio de digestio:

e Tris-HCIl pH=8 10mM
e EDTA pH=8 0,1mM
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e SDS 2%

e H,0 lliure de RNAses fins a obtenir el volum desitjat

La digestidé es produia overnight (deixar unes 16-18h) a 65°C i en agitacid
(850 rpm).

4.2.2.3- Extraccio de I’ARN
A causa de la poca quantitat i el mal estat de I’ARN que procedeix del teixit

parafinat, I'extraccid d’ARN es va portar a terme mitjancant el métode del

fenol-cloroform, tal i com es descriu a continuacio:

Preparar la solucio de fenol - cloroform/isoamiloalcohol

Per mostra: 500uL fenol + 200ul cloroform/isoamiloalcohol
Afegir 300uL de solucié en cada un dels tubs amb el producte digerit (en
gel), vortejar i deixar 10’ en gel.
Centrifugar a 14000 rpm 30’ a 4°C.
Recollir la fase aquosa (on es troba I’ARN) en un altre tub (en gel).
Afegir 300uL d’isopropanol, 20uL d’acetat sodic 3M i 2,5uL de glicogen
(coprecipita amb I’ARN) i deixar precipitar minim 30’ a -20°C.
Centrifugar a 14000 rpm 10’ a 4°C.
Retirar el sobrenedant i afegir 150uL d’etanol al 70% (fred). Centrifugar a
14000 rpm 5’ a 4°C.
Retirar el sobrenedant i assecar el pellet 3-5' a 65°C per a eliminar tot
I'etanol.
Resuspendre el pellet d’ARN en 50uL d'H,O lliure de nucleases i incubar a
65°C durant 5’

Congelar I’ARN a -80°C fins al seu Us.

TRACTAMENT AMB DNAsa:

Afegir a I’'ARN 1,5uL de DNAsa (DNAse Free; Ambion) i 6uL de DNasa buffer
10X (Ambion). Incubar 30" a 37°C.

Parada de la reaccid: resuspendre l'inhibidor de DNasa (DNase inactivation
reagent; Ambion) i afegir-ne 6uL a cada tub. Deixar a T°® ambient 2'.
Centrifugar a 10000 rpm 1’ (es forma un pellet blanc en el fons del tub).

Recollir el sobrenedant (on hi ha I’ARN) en un tub nou i congelar a -80°C.
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4.2.2.4- Retrotranscripcio

El procés de retrotranscripcid va ser realitzat segons el protocol descrit per
a la retrotranscriptasa MMLV (veure apartat 4.1.7.1). No obstant, a causa
de la poca quantitat i I'estat de degradacié de I’ARN procedent de mostres
parafinades, aquest no va ser quantificat i es va assumir que s’havia
d’afegir el maxim possible permeés en la RT (10uL d’ARN per a cada mostra).
El producte de PCR va ser diluit de forma homogénia en 100uL d'H,0 lliure
en RNases i es van usar 2,5uL de dilucié en I'analisi per gRT-PCR.

Pel contrari, el calibrador (Human Reference RNA; Stratagene) va ser

quantificat i afegit de la mateixa manera que es va fer en 'apartat 4.1.7.1,

4.2.2.5- Analisi de I'expressié per qRT-PCR

L'analisi es va realitzar seguint la mateixa metodologia que s’ha descrit en
I'apartat 4.1.7.2. utilitzant, de la mateixa manera, la B-actina i el 185 com a
controls endogens o housekeeping i el calibrador Human Reference RNA
(Stratagene).

A causa de la necessitat que totes les mostres fossin comparables entre
elles i la impossibilitat que fossin analitzades en una mateixa placa, es va
calcular per al calibrador (del qual sempre s’afegia la mateixa quantitat
perque aquesta havia pogut ser determinada) la recta de regressié de la ACt
(Ctgen problema - Ctendogens) per a cada un dels gens analitzats i es va

comprovar que la variacié interplaca d’aquest era acceptable (m<0,2).

4.2.2.6- Correlacié amb els parametres clinics

Per a portar a terme aquesta analisi, es va utilitzar el paquet estadistic
SPSS 12.0.

Per a cada una de les variables qualitatives es van calcular les freqténcies
en la cohort d’individus estudiats i els estadistics descriptius (mitja,
mediana i percentils) per a les quantitatives. Els gens van ser analitzats
com a marcadors independents i de forma individual. L'expressio en els
pacients de cada un dels gens va ser classificada en dos grups (alta i baixa

expressid), realitzant diferents analisis utilitzant diferents punts de tall:

1. Mediana - punt de tall = percentil 50
on <50 = grup de baixa expressid
>50 = grup d’alta expressid
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2. Tercils: ler vs 2on i 3er tercil > punt de tall = percentil 33
on <33 = grup de baixa expressio
>33 = grup d’alta expressid

ler i 2on vs 3er tercil > punt de tall = percentil 66
on <66 = grup de baixa expressio

>66 = grup d’alta expressio

4.2.2.6.1- RESPOSTA AL TRACTAMENT

Es va estudiar la relacié entre la resposta a la quimioterapia en primera linia
i I'expressié de cada un dels gens. La valoracié d’aquest parametre es va
realitzar seguint els criteris RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours) (166). Les respostes es van agrupar en Resposta quan el pacient
experimentava una resposta completa o parcial i en No Resposta en el cas
que fos una estabilitzaci6é o una progressid de la malaltia. L'analisi
multivariada es va realitzar mitjancant la creaci6 d'una taula de
contingéncia (taula 4.2) que posteriorment es va sotmetre al test d’hipotesi
Txi-quadrat (significacié estadistica: p-valor<0,05).

En el cas que s’obtinguin resultats estadisticament significatius en I'analisi
univariada i amb la finalitat d’aillar grups de variables (edat, sexe,...) que
poguessin també influir en la resposta, es realitzara una analisi

multivariada segons el model de regressié logistica per a la resposta.

Resposta a 5FU/L-OHP Total
Resposta (R) No Resposta (NR)

Expressio : N° pacients 13 9 22

del gen <mediana 0/, nO i 0 0 0
9 %o N pacients 52,0% 48,0% 100,0%
. N© pacients 12 10 22

>mediana

% n© pacients 47,4% 52,6% 100,0%
Total N© pacients 25 19 44
% n© pacients 56,8% 43,2% 100,0%

Taula 4.2: Exemple d’una taula de contingéncia per a analitzar la resposta al
tractament amb oxaliplati en relacié amb I’'expressié d’un gen, utilitzant com a punt
de tall el valor de la mediana. El grup de resposta (R) engloba les respostes
completes i parcials i el grup de no resposta (NR), les progressions i estabilitzacions.
En el grup de baixa expressid (<mediana), 13 pacients (52%) responen al
tractament respecte 9 (48%) que no responen. En el grup d’expressio alta
(>mediana), 12 i 10 pacients responen i no responen respectivament. Les
diferéncies entre les freqliéncies observada i esperada sén calculades mitjancant la
funcié Txi-Quadrat.
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4.2.2.6.2- ANALISI DEL TEMPS A LA PROGRESSIO

El temps a la progressio (TP) és el temps transcorregut entre l'inici del
tractament i la progressié de la malaltia. Va ser la variable de supervivéncia
analitzada en aquest estudi ja que linteres era veure com afectava
I'expressié d’aquests gens al tractament en 12 linia amb oxaliplati, i no a la
supervivencia global de la poblacié. Per a estudiar aquesta variable en
relaci6 amb I'expressid dels gens analitzats, es va realitzar una analisi
univariada seguint el model de les corbes de supervivéncia de Kaplan-Meier
(figura 4.15). Per a la comparacié de les corbes de supervivéncia es va
utilitzar la prova LogRank (significacio estadistica: p<0,05).

En el cas que s’obtinguin resultats estadisticament significatius en I'analisi
univariada i amb la finalitat d’aillar grups de variables (edat, sexe,...) que
poguessin també influir en el temps a la progressio, es realitzara una analisi

multivariada segons el model de regressié multiple de Cox.
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Figura 4.15: Exemple de la representacio grafica del temps a la progressio associat
a I'expressié d’un gen, segons el model de Kaplan Meyer. En aquest cas, el grup de
pacients amb alta expressié del gen tindria una millor mediana per al TP (en
mesos) que el grup amb baixa expressio del gen. La diferéncia es mesura amb el
test LogRank (p<0,05).
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5. RESULTATS

5.1 OBJECTIU 1

Analisi i determinaciéo de gens responsables de Il’adquisicié de
resistencia a oxaliplati.

5.1.1- Adquisicio de resisténcia a oxaliplati

Les linies resistents a oxaliplati HTOXAR3, LoVOXAR3, DLDOXAR3 i
LSOXAR3 van ser aillades després de 10 mesos d’exposicié continuada de
les seves linies parentals sensibles HT29, LoVo, DLD1 i LS513 a l'oxaliplati.
Les sublinies resistents eren estables, ja que mantenien el grau de
resisténcia al ser testades després d’estar un mes en cultiu en medi lliure de
farmac. A la figura 5.1, es mostra la representacié grafica del grau de
resisténcia assolit. El llistat de IC’s obtingudes per cada linia cel.lular i els

graus de resistencia adquirida a oxaliplati es mostren a la taula 5.1.
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Figura 5.1: Representacid grafica del grau de resisténcia a 'oxaliplati adquirit per
part de les sublinies resistents respecte les linies parentals (sensibles). En el grafic,
son representades de la IC30 a la IC70 i les seves desviacions estandard (les IC’s
dels extrems presenten massa dispersio i han estat obviades).
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Dosi (uM) LoVo Dosi (uM) LoVOXAR3 GRAU RESISTENCIA
1C90 21,59 £ 3,46 22,74 £ 3,46 1,05
1C80 4,43 +0,81 10,79 = 0,81 2,44
IC70 1,69 + 0,51 5,35+ 0,20 3,17
1C60 0,65%0,12 3,62 £ 0,06 5,55
IC50 0,26 £ 0,02 2,48 £0,12 9,39
IC40 0,09 £0,02 1,68 + 0,09 17,59
IC30 0,04 + 0,01 1,07 £ 0,03 24,79
1C20 0,02 + 0,006 0,57 £ 0,06 36,77
IC10 0,01 + 0,001 0,26 = 0,04 26,92
Dosi (uM) DLD1 Dosi (uM) DLDOXAR3  GRAU RESISTENCIA
1C90 54,44 +213 204,17 £ 48,78 3,75
1C80 22,64 +£0,18 84,42 £ 13,60 3,73
IC70 12,63 +0,15 47,02+5,12 3,72
1C60 7,83 £0,23 29,13 £ 1,91 3,72
IC50 5,05 £ 0,22 18,79 £ 0,49 3,72
1C40 3,26 £0,19 12,12+0,17 3,72
1C30 2,02+0,15 7,53+0,43 3,72
1C20 1,13+ 0,11 4,22 +£0,46 3,73
IC10 0,47 £ 0,06 1,77 + 0,33 3,75
Dosi (uM) LS513 Dosi (uM) LSOXAR3 GRAU RESISTENCIA
1C90 2,46 £0,38 5,25 +0,73 2,13
1C80 1,33+0,10 3,46 + 0,38 2,60
IC70 0,88 +0,02 2,62 +0,24 2,96
1C60 0,63 + 0,01 2,08 +0,16 3,29
IC50 0,46 = 0,03 1,69 +£0,10 3,63
1C40 0,34 £0,03 1,37 £ 0,06 4,00
IC30 0,25 +0,03 1,09 £ 0,03 4,43
1C20 0,16 £0,03 0,83 + 0,01 5,03
IC10 0,09 +0,02 0,55 + 0,01 6,07
Dosi (uM) HT29 Dosi (uM) HTOXAR3 GRAU RESISTENCIA
1C90 96,43 £ 4,78 267,82 £79,23 2,88
1C80 34,77 £ 0,87 118,85+ 25,74 3,42
IC70 18,07 +£0,14 69,38 + 11,31 3,84
1C60 10,57 £ 0,07 44,68 £ 5,31 4,22
IC50 6,46 £ 0,13 29,86 £ 2,33 4,62
1C40 3,95%0,13 19,97 £0,74 5,05
1C30 2,31 0,11 12,90£0,10 5,57
1C20 1,20 + 0,07 7,58 £0,47 6,29
IC10 0.45 +0.04 3.41+0.49 7.57 |

Taula 5.1: Taula representativa de les dosis inhibitories (IC) i el grau de resisténcia
obtingut per a cada linia cel.lular sensible respecte la seva sublinia resistent,
mitjancant I'analisi de citotoxicitat per MTT. Aquestes dosis (expressades en unitats
uM x desviacié estandard entre 3 experiments independents) corresponien a una
exposicié a oxaliplati de 24h. El grau de resisténcia L'index de resisténcia a la IC50
(IC50resistent/IC50sensible) va ser de quasi 10 vegades superior en LoVOXAR3
respecte LoVo, d’aproximadament 4 vegades en les linies DLDOXAR3 i LSOXAR3 i
de 5 vegades en la linia HTOXAR3 respecte la seva linia parental.

El grau de resisténcia obtingut era dependent de linia i va oscil.lar entre 4 i
10 vegades de resisténcia a oxaliplati en les linies resistents respecte les

seves respectives linies parentals sensibles.
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Per a comprovar la possible resistencia creuada amb altres agents
antineoplasics, les linies sensibles i les resistents van ser sotmeses al
tractament durant 24 hores amb cisplati i SN38 (metabolit actiu del CPT11).
Tal i com es descriu a la taula 5.2, les linies resistents a oxaliplati no van

mostrar resisténcia creuada a cap d’aquests dos farmacs i, per tant, podien

ser usades com a model in vitro de resisténcia adquirida a oxaliplati.

Linies L-OHP (uM) CDDP (uM) SN38 (nM)
cel.lulars | e '3+ sD*  IR*™ |[ICso+SD* IR™ |ICs%SD*  IR™
HT29 | 6,46 + 0,13 4,70 0,60 9,68 + 0,07
4,61 = 0,27 0,56 £ 0,04 1,07 £ 0,04
HTOXAR3 | 29,86 + 2,33 2,70 + 0,23 10,31 # 0,52
DLD1 | 5,05 + 0,22 2,87 + 0,09 6,62 £ 0,26
3,72 + 0,26 1,14 + 0,06 1,23 £ 0,20
DLDOXAR3 | 18,79 + 0,49 3,27 £ 0,06 8,15 + 1,67
Lovo | 0,25+ 0,09 2,01 0,09 4,17 + 0,21
9,40 0,31 1,37+ 0,03 1,22 + 0,13
LoVOXAR3 2,45 £ 0,27 2,78 £ 0,18 5,09 £ 0,82
LS513 | 0,46 % 0,03 1,46 % 0,36 5,88 + 0,33
3,63 + 0,42 0,57+ 0,04 0,58 0,04
LSOXAR3 1,69 £ 0,10 0,82 +£0,14 5,09 £ 0,82

Taula 5.2: Citotoxicitat i grau de resisténcia creuada a cisplati i SN38 de les linies
resistents a oxaliplati respecte les sensibles, mitjangant el test colorimétric MTT.
SD": desviacié estandard entre 3 experiments independents

IR™™: index de resisténcia. Va ser calculat com el rati entre la IC50 de les linies
resistents i les seves respectives sensibles.

5.1.2- Analisi d’expressio génica per tecnologia microarray

Per a analitzar els nivells basals d’expressié de gens relacionats amb la
resisténcia adquirida a oxaliplati, les linies cel.lulars van ser classificades en
2 grups: linies parentals sensibles o grup S (HT29, LoVo, DLD1 i LS513) i
sublinies derivades resistents o grup R (HTOXAR3, LoVOXAR3, DLDOXAR3 i
LSOXAR3).

Després dels processos de quantificaci6 de la imatge i de filtratge i
normalitzacié de les dades, 14244 gens dels 19200 que contenia el slide
van ser analitzats mitjancant Genesis 1.5.0. Les diferéncies d’expressié
génica entre el grup S i el R van ser determinades mitjancant la funcié

ANOVA i 49 gens van mostrar canvis significatius entre grups (p<0,01).
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Al realitzar I'analisi per formacié de clusters (grups de gens amb similitud
d’expressid) aquests 49 gens s’agruparen en 4 grups o clusters dels quals 2
estaven relacionats amb un decrement de |'expressio en les linies resistents
respecte les sensibles i 2 amb un increment d’expressié (figura 5.2). Per
tant, aquests discriminaven perfectament entre els 2 grups (es va observar
una agrupacié de les linies sensibles entre elles i el mateix en el cas de les

resistents) com es mostra en la figura 5.3.
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Figura 5.2: Representacié grafica de clusters segons la distancia de Pearsons.
Tenint en compte la distribucié de les linies, es detecta que I'expressio dels gens,
en tots els clusters, depén de la condicio de ser o no resistent, no de la linia.

En els dos clusters de l'esquerra, es mostra un decrement de |'expressido en les
linies resistents, al contrari que als de la dreta, on les linies sensibles presenten
menys expressio.
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Gene ID — Gene Symbol

AKD24242- Unknown
NM_003834- RGS11
NM_018524- SEMA4F
NM_005872- TRIP
AL110188- ZNF10
MNM_016509- CLEC2
MNM_006345- SLC30A9
MNM_001304- CPD
AF155065- Unknown
AKOZ24262- Unknown
MM_005512- GARP
AL137361- Unknown
AKOZ22058- Unknown
AKOZ4168- KBTBD9
AKOZ 1454~ Unknown
AKOZE6879- Unknown
AF0B6112- Unknown
AF057354- MTMR1
MNM_0069240- SOXS
AKD23454- Unknown
AKD22672- Unknown
NM_004917- KLK4
Uo0949- NLK
AKDZ24381- Unknown
AKO2Z22590- FLI112528
ALOS0202- Unknown
MNM_016546- C1RL
MNM_014888- FAM3C
MNM_020120- UGCGL1
D28446- KRTS
AF130051- KIAAQZ32
MNM_014176- HSPC 150
UB0775- Unknown
NM_000224- KRT18
AKO025085- ADIPORZ2
AF217974- TSRC1
AKO23214- Unknown
AL109705 KIAAQ25&
NM_004487F- GOLGB1
NM_004935- CDKS
NMWM_005163- AKT1
AKOZ26718- Unknown
MNM_002276- KRT19
MNM_004129- GUCY 1B2
MNM_018375- SLC39A9
AKOZ24137- Unknown
MNM_016023- Unknown
NM_016154- RAB4B
MM_000177- GSM

Figura 5.3: Representacié del patrd d’expressié génica obtingut a través de l'analisi
per clustering (Genesis 1.5.0: ANOVA p<0,01; no missing values). Els 27 gens de
la part superior del llistat, presentaren una expressié disminuida en les linies
resistents (verd), respecte les sensibles (vermell). Els 22 gens de la part inferior del
llistat, en canvi, estaven sobreexpressats en les resistents. Les linies cel.lulars (part
superior) van ser classificades pels gens segons resisténcia/sensibilitat a oxaliplati.
Per tant, aquests gens discriminaven entre els grups S i R.

A la part esquerra de I'imatge, apareix una representacio de la proximitat de cada
gen amb tots els altres gens del llistat, establint-se una relacio jerarquica entre ells
(els gens estan ordenats per proximitat entre ells).
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5.1.3- Identificacio i seleccié de gens

Després del procés d’identificacid genica, realitzat a partir de diferents
cercadors de gens de la xarxa, 32 dels 49 gens van ser determinats (figura
5.3) mentre que 17 gens no van poder ser identificats i van ser descartats.
D’aquests 32 gens, 15 presentaven una disminucié i 17 un augment de
I'expressié en el grup R respecte el S. La majoria d’aquests van poder ser

classificats segons la seva ontologia, tal i com es mostra en la figura 5.4.

GeneCntolooy

physiologiral provess I 55.8% (24)
cell I 41.9% (18)
celblar process I 32.6%0 (14)
catalytic activity I 30.2% (13)
binding I 2 5.6 % (11)
siznal travsducer activity I 11.6% (5)
cellular component unknmm I 9 3% (4)
transporter activity I 9.3% (4)
extracelhlay I 7.0% (3)
Get Unclassifieds |3j.r_1% (16)

Figura 5.4: Classificacido ontologica dels 32 gens identificats, mitjangant I'adreca
d’internet http://appsl.niaid.nih.gov/david/. Cada gen va ser agrupat en una o més
de les categories definides a la figura. La majoria d’aquests gens relacionats amb
I'adquisicié de resisténcia a oxaliplati, estaven involucrats en processos fisiologics
(55,8%) i d'integritat (41,9%) de la cél.lula. Un 37% dels gens no van poder ser
classificats.

Les sondes corresponents als 32 gens identificats van ser localitzades en el
slide procedent del procés d’hibridacid. Per a evitar els gens falsos positius
identificats, es va portar a terme la hibridacié per BLAT entre la seqlieéncia
del gen i de la seva corresponent sonda. Com a resultat, 26 gens van ser
validats positivament (llistats a la taula 5.3) i 6 seqléncies van ser

reconegudes com a falses identificacions, les quals van ser descartades.
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N° accés Simbol L
Locus Descripcio

GeneBank del gen

Decrement d’expressio en el grup resistent respecte el sensible

NM_003834 RGS11 16p13.3 Activitat catalitica GTPasa
NM_018524 SEMA4F 2pl13.3 Integritat cel.lular
NM_005879 TRIP 3p21.31 Inhididor NF-xB TRAF2-depenent
AL110188 ZNF10 12g24.33 Supressor transcripcional
NM_001304 CPD 17p11.1 Activitat enzimatica
NM_006345 SLC30A9 4p13-p12 Transportador d'ions metal.lics
NM_005512 GARP 11q13.5 Proteina membrana tipus I
AF057354 MTMR1 Xg28 Defosforilaciéo aminoacidica
NM_006940 SOX5 12p12.1 Factor de transcripcio
NM_004917 KLK4 19g13.41 Activitat catalitica

NM_016509 CLEC2 12p13.31 Regulacié de citoquines
NM_016546 C1RL 12p13.31 Activitat catalitica

Increment d’expressio en el grup resistent respecte el sensible

NM_020120 UGCGL1 2q14.3 Activitat glucosiltransferasa
D28446 KRT8 12q13 Integritat cel.lular. Via INK i p38
NM_014176 HSPC150 1g932.1 Activitat Iligasa. Ubiquitinitzacio
NM_000224 KRT18 12q13 Integritat cel.lular. Via JNK i p38
AF217974 TSRC1 1g21.2 Activitat metalopeptidasa
NM_004487 GOLGB1 3q13 Actua a l'aparell de Golgi
NM_004935 CDK5 7936 Quinasa de cicle cel.lular
NM_005163 AKT1 14932.32 Via PI3K. Proliferacié cel.lular
NM_002276 KRT19 17g21.2 Integritat cel.lular

NM_004129 GUCY1B2 13q14.2 Enzim. Metabolisme purines
NM_018375 SLC39A9 14g24.1 Transport d’ions metal.lics
NM_016154 RAB4B 19913.2 Transport de proteines
NM_000177 GSN 9q33 Actua sobre el citoesquelet
AK025055 ADIPOR2 12g13.31 Actua en metabolisme lipidic

Taula 5.3: Llistat dels 26 gens seleccionats després del procés d’identificacié i de
validacié mitjangant hibridacid per BLAT. El decrement de I’'expressié dels 12
primers gens i l'increment de |'expressido dels 14 segons es relacionaria amb
I'adquisicié de resisténcia a oxaliplati.
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Aquests 26 gens van ser sotmesos a la resta de criteris de seleccié (definits
a l'apartat 4.1.6.2 de la seccid Material i Métodes): homologia d’expressid
intragrup, nivell d'implicacié coneguda en l'accié dels platins i la resisténcia
a farmacs, accessibilitat de Tagman® expression assays adequats per a la
posterior validaci6 per gRT-PCR, tant in vitro com in vivo (en teixit
parafinat). Segons |'aplicacié d’aquests criteris, 12 d’aquests 26 gens van
ser seleccionats per a ser analitzats mitjancant gRT-PCR, ja que van ser els
gue es van ajustar millor a tots els criteris de seleccidé descrits. El pannell de
gens estava format per 6 gens amb expressid6 augmentada (AKT1, CDKS5,
GOLGB1, GUCY1B2, RAB4B i UGCGL1) i 6 amb decrement d’expressio (CPD,
GARP, RGS11, SEMA4F, SOX5 i TRIP) en el grup resistent respecte el

sensible.

5.1.4- Validacié de I'expressié genica per qRT-PCR
L'expressié del pannell de 12 gens escollits va ser analitzada a les 8 linies
cel.lulars per gqRT-PCR. Els Tagman® gene expression assays escollits per a

aquests gens van ser:

CDP - Hs00154566_m1 RGS11 - Hs00358686_m1
GUCY1B2 - Hs00188041_m1 GOLGB1 - Hs00189566_m1
CDK5 - Hs00358991_g1 AKT1 - Hs00178289_m1
GARP - Hs00194136_m1 TRIP - HS00183394_m1
SOX5 - Hs00753050_s1 RAB4B - Hs00535053_m1
SEMA4F - Hs00188642_m1 UGCGL1 - Hs00219941_m1

Onze dels gens van poder ser avaluats: SOX5 va haver de ser descartat a
causa de la impossibilitat de detectar la seva expressid6 amb fiabilitat
mitjancant aquesta tecnica per problemes metodologics (deteccid de

I'expressié no reproduible, ja que apareixia en cicles molt elevats).

Finalitzat I'analisi estadistica i seguint els criteris de validacié descrits en
I'apartat 4.1.7.3 de la seccid Material i Métodes, 6 dels 11 gens analitzats

van ser validats positivament (taula 5.4).

Segons els criteris de validacid establerts, els gens seleccionats havien de

ser validats positivament almenys per un dels 2 tests:
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e Segons el test dels signes de Wilcoxon: 4 gens (AKT1, CDK5, RGS11 i GARP)
van mostrar canvis d’expressio significatius entre el grup R i el S. TRIP va

mostrar canvis pero no assolien la significacio.

e Segons la correlacio per Rho-Spearman: 5 gens (AKT1, CDK5, RGS11, TRIP i
UGCGL1) van mostrar una bona correlacié entre els resultats obtinguts per
gRT-PCR i per microarrays d’ADNc. GARP també va mostrar correlacio

(R>0,5), encara que el p-valor no arribava a la significacio estadistica.

e Els altres gens (CDP, GOLGB1, GUCY1B2, RAB4B i SEMA4F) no van complir

cap dels 2 tests utilitzats i van ser descartats.

Analisi estadistica dels resultats de qRT-PCR
Test dels signes Correlacio
Gens de Wilcoxon Rho-Spearman
p-valor R p-valor
AKT1 0,01 0,83 0,04
CDK5 0,02 0,89 0,007
CPD 0,43 -0,33 0,42
GARP 0,01 0,68 0,14
GOLGB1 0,76 -0,38 0,35
GUCY1B2 0,23 0,44 0,27
RAB4B 0,10 -0,47 0,24
RGS11 0,006 0,73 0,04
SEMA4F 0,23 0,29 0,47
SOX5 no dades no dades no dades
TRIP 0,09 0,89 0,02
UGCGL1 0,23 0,89 0,02

Taula 5.4: Analisi estadistica dels 12 gens seleccionats. Els resultats obtinguts en
I'analisi per gRT-PCR van ser analitzats mitjancant el test dels signes de Wilcoxon
(validacid positiva: p<0,05) i correlacionats amb els resultats obtinguts en l'analisi
per microarrays per Rho-Spearman (validacié positiva: R>0,5 amb p<0,05).

Resumint els resultats obtinguts, el decrement de l'expressi6 de GARP
(Glycoprotein A repetitions predominant), RGS11 (Regulator G-protein
signal 11) i TRIP (TRAF interacting protein), i I'augment de I'expressié de
CDK5 (Cyclin-dependent kinase 5), AKT1 (v-Akt murine thymoma viral
oncogene) i UGCGL1 (UDP-glucose ceramide glucosyltransferase like 1) es
relacionen amb l'adquisicié de resistencia a oxaliplati en el model in vitro de

resisténcia adquirida al farmac.
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5.2 OBJECTIU 2

Analisi i determinaciéo de gens relacionats amb la sensibilitat i la
resposta a oxaliplati.

5.2.1- Sensibilitat i capacitat de resposta a oxaliplati

Mitjancant l'assaig de citotoxicitat MTT es van determinar les IC's a 24h
d’oxaliplati per a cada una de les 14 linies cel.lulars de CCR estudiades
(taula 5.5). A partir del valor de IC50, es van establir els 2 grups
experimentals que formaven el model in vitro de sensibilitat al farmac, tal i
com es mostra en la figura 5.5. Es va triar 1uM com a punt de tall entre el
grup de BAIXA (alta IC50) i d’ALTA (baixa IC50) sensibilitat a oxaliplati, ja
que separava els grups de forma coherent i homogenia (6 i 8 linies

respectivament).

LiNIA CEL.LULAR
IC (+sd)
HT29 CACO2 DLD1 HCT5 HCT116 LS411N SwWa48

IC90 96,43+4,78 49,46%33,69 54,44 +213  14,96+0,71 9,2813,24 29,1619,35  74,51+30,81
IC80 34,77+0,87 15,79¢7,19 22,64+0,18  7,01%0,35 4,21+0,84 9,89+2,18 18,02+3,79
IC70 18,07+ 0,14 7,52+217  12,63+0,15  4,23+0,22 2,51+0,24 4,85+0,71 7,10£0,5

IC60 10,57+0,07  4,15+0,60 7,83 £0,23 2,80+0,15 1,65+0,02 2,71+0,23 3,33%0,15

IC50
IC40 3,95%0,13 1,43+0,18 3,26+0,19 1,31+0,07 0,77+0,11 0,94+0,05 0,85+0,22
IC30 2,31£0,11 0,81+0,22 2,02+0,15 0,87+0,05 0,51+0,12 0,53+0,06 0,41%0,15
IC20 1,20+ 0,07 0,41+0,18 1,13+ 0,11 0,52+0,03 0,31+0,10 0,26+0,05 0,17+0,08
IC10 0,451 0,04 0,15+0,10 0,47 + 0,06 0,25+0,02 0,15+0,07 0,09+0,03 0,04+0,03

SW480 LOVO LS513 LS174T Sw48 SW1116 SW1417
IC90 18,62+0,48 21,59+3,46  2,46+0,38 3,49+0,18 2,48+0,99 1,54+0,11 0,96+0,03
IC80 8,64+0,43 4,43 £ 0,81 1,33+0,10 1,43+0,06 1,11+0,45 0,81+0,07 0,61+0,03
IC70 5,21+0,34 1,69 + 0,51 0,88+0,02 0,79+0,02 0,65+0,27 0,53+0,05 0,45+0,02
IC60 3,44+0,27 0,65+0,12 0,63+0,01 0,49+0,02 0,42+0,18 0,37+0,04 0,35+0,02
IC50
IC40 1,61+0,16 0,09 +0,02 0,34+0,03 0,20£0,00 0,19+0,08 0,19+0,02 0,22+0,02
IC30 1,06+0,12 0,04 £ 0,01 0,25+0,03 0,12+0,00 0,12+0,05 0,14+0,02 0,17+0,01
IC20 0,64+0,08 0,02+0,006 0,16+0,03 0,07+0,00 0,07+0,03 0,09+0,01 0,13+0,01
IC10 0,30+0,05 0,01 +£0,001 0,09+0,02 0,03+0,00 0,03+0,01 0,05+0,01 0,08+0,01

Taula 5.5: Valors de les dosis inhibitories (IC’s) en les diferents linies estudiades.
Les exposicions a oxaliplati van ser de 24h i, després d'un temps de recuperacio de
72h, les IC's van ser determinades pel test colorimétric MTT. Les dosis estan
expressades en IC (uM) = SD (desviacié estandard de 3 experiments independents).
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3,5 GRUP D’ALTA IC50

IC50 OXA (uM)
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SW1116
SW1417
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LS411N
HCT116
HCT15
SwW480
Swo48
CACO2
DLD1
HT29

Linies cel.lulars

Figura 5.5: Grafic representatiu de cada linia cel.lular i la seva IC50 (expressada en
unitats uM) a oxaliplati. Les 14 linies cel.lulars van ser classificades en funcié de la
seva IC50 al farmac: grup de BAIXA IC50 o ALTA sensibilitat (IC50 inferior a 1uM;
representat en gris clar) i grup d’ALTA IC50 o BAIXA sensibilitat (IC50 igual o
superior a 1uM; representat en gris fosc).

Posteriorment, cada una de les linies va ser tractada amb el farmac a la
seva IC50 a 24h per a poder determinar la capacitat de resposta a oxaliplati
en l'analisi per microarrays d’ADNc. Les 6 linies cel.lulars que formaven el
grup d’ALTA sensibilitat al farmac presentaven valors de IC50 similars
(d’entre 0,2 i 0,5uM). En canvi, en el grup de BAIXA sensibilitat els valors

eren més dispersos (entre 1 i 7uM).

5.2.2- Analisi d’expressio génica per tecnologia microarray

Es va establir una relacié entre els valors d’expressid obtinguts per a cada
linia cel.lular en condicions de tractament amb oxaliplati i condicions basals
a partir del logRati (tractada/control). Les dades van ser introduides i
analitzades en aquest format amb el programa Genesis 1.5.0. Mitjangant
I'analisi per ANOVA i per clustering, es van determinar 71 gens que
discriminaven entre els grups experimentals logRati(T/C) ALTA i
logRati(T/C) BAIXA sensibilitat al farmac (figura 5.6).
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Gene ID - Gene symbol

AKO026198- Unknown
NM_000526- KRT 14
AF086407- NSE1
AF086407- Unknown
ALO50175- Unknown
NM_018269- MCTBP-1
AF085823- KIAAD317
NM_017733- GPI7
AF075004- Unknown
NM_014945- ABLIM3
AKO021525- ELMOD2
NM_017949- Unknown
AKO023542- Unknown
NM_005008- NHP2L1
AFO75085- OIT3
U00684- Unknown
NM_013268- LGALS13
AKO021691- Unknown
NM_003692- TMEFF1
NM_001654- ARAF
AKO025271- EEF1G
NM_005586- MDFI
AKO024172- Unknown
AF007155- PSLC
AKO026182- Unknown
AF056425- DAP
NM_007077- AP4S51
NM_005521- TLX1
NM_000069- CACNALS
AKO023056- RFX2
S50207- Unknown
AF075003- Unknown
NM_004666- VNN 1
AL117666- LRIG1
D50406- RECK
ALO50068- ARL10B

¥ 12235- Unknown
NM_013941- OR10C1
NM_002557- OVPGP1

NM_00661- PDE10A
NM_014240- LIMD 1
AF070618- COPB2
NM_014438- IL1F8
NM_005133- RCE1
NM_001163- APBA1L
NM_003981- PRC1

i D26067- TP41B

] ¥16701- Unknown
AKD23232- SPATASL1
NM_003584- DUSP11
NM_001515- GTF2H2
NM_017518- TREX2
NM_002740- PRKCI
NM_014309- REM9
X53943- Unknown
NM_018124- Unknewn
| NM_013327- PARVB
d NM_004121- GGTLAL
NM_020533- Unknown
AL137623- Unknown
AL117638- Unknown
AY008301- Unknown
AKO023905- SETBP1
NM_002090- CXCL3
AK026840- SPRY 1
Ug81599- HOXB13
AKO026840- ¥YPS33A
AKO24415- ADCY 1
AB040890- PITPNM2
M33197- GADP
NM_003135- SRP19

Figura 5.6: Representacié del patrd d’expressido génica (71 gens) obtingut a partir
de I'analisi per microarrays d’expressido per ADNc (Genesis 1.5.0: ANOVA p<0,01;
missing values < 2). A la part superior, es representa, per a cada linia cel.lular, la
funcio logRati entre la linia en la condicié de tractament amb oxaliplati i la condicid
basal, i es comparen les linies d’ALTA sensibilitat al farmac (o IC50baixa; marcades
amb un cercle vermell) amb les de BAIXA sensibilitat (o IC50alta). Els 39 primers
gens del llistat presentaren una expressié disminuida (en verd) en les linies de
BAIXA respecte les d’ALTA sensibilitat al ser tractades amb oxaliplati i els 32 gens
restants, es comportaven de manera contraria.

106



Resultats

5.2.3- Identificacio i seleccié de gens

Mitjancant diferents cercadors d’internet (apartat 4.1.6.1 de la seccid
Material i Métodes), 51 dels 71 gens van poder ser identificats (figura 5.6) i
la resta van ser descartats. Aquests 51 gens van ser classificats per
ontologia: la majoria estaven relacionats amb vies de transduccié de
senyals i no coincidien amb els gens determinats a partir del model de
resistencia adquirida, que majoritariament es relacionaven amb processos
fisioldgics i d’integritat cel.lular (figura 5.7). Tenint en compte aquests
resultats, es podria considerar que l'adquisicid de resisténcia a oxaliplati
estaria provocada per l'alteracié de gens que difereixen dels responsables

de la capacitat de resposta cel.lular davant el tractament amb el farmac.

metabolisme proteines i —_I
acids nucleics
transportadors _—‘
transcripcié _
vies transduccié senyals _
integritat cel.lular ——‘
activitat enzimatica — |

0 5 10 15 20 25 30 35

W % gens de capacitat de resposta a L-OHP
O % gens resisténcia adquirida a L-OHP

Figura 5.7: Representacié grafica de la classificacié ontologica dels 51 gens
relacionats amb la capacitat de resposta a oxaliplati (en gris fosc) i comparacié amb
la dels gens obtinguts en el perfil d’expressié de resisténcia adquirida (en gris clar).

Les sequéencies de les sondes corresponents als gens identificats van ser
localitzades al slide i, després de portar a terme la hibridacié per BLAT, es
van seleccionar com a valids 37 gens, que van ser sotmesos a la resta de
criteris de seleccio (apartat 4.1.6.2, seccié Material i métodes). Finalment,
12 gens van ser seleccionats per ser validats mitjancant gqRT-PCR (taula
5.6).
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N° accés Simbol

GeneBank del gen Locus Descripcio

Decrement logRati(T/C) en el grup d’ALTA respecte el de BAIXA sensibilitat a L-OHP

NM_006661 PDE10A 6927 Metabolisme de les purines
NM_003981 PRC1 15qg26.1 Procés de citocinesi
NM_003584 DUSP11 2p13.1 Inhibicié via MAPK
NM_004121 GGTLA1 22q11.23 Metabolisme del glutatio
AK026840 VPS33A 12g24.31 Transport proteines i exocitosi
AK024415 ADCY1 7p13 Metabolisme de purines i calci

Increment logRati(T/C) en el grup d’ALTA respecte el de BAIXA sensibilitat a L-OHP

NM_014945 ABLIM3 5q32 Integritat cel.lular

NM_001654 ARAF Xp11.3 vies MAPK i fosfatidilinositol
NM_001515 GTF2H2 5q13.2 Factors de transcripcio
NM_005521 TLX1 10g24.31 Regulacid procés de transcripcié
NM_000069 CACNA1S 1g32.1 Transduccid senyals calci
NM_004666 VNN1 6qg23.2 Activitat metabodlica

Taula 5.6: Gens relacionats amb la capacitat de resposta al tractament amb L-OHP,
seleccionats per a ser validats per gqRT-PCR. L'expressié génica en relacié amb la
capacitat de resposta al farmac ha estat valorada segons el decrement o
I'increment dels valors de la logRati (T/C) d'un grup respecte l'altre.

5.2.4- Validacio de I'expressioé per qRT-PCR

L'expressié del pannell dels 12 gens escollits va ser analitzada a les 14 linies
cel.lulars, tant en condicions de tractament amb L-OHP 24h com en estat
basal (control). Sis d'aquests gens (PDE10A, GGTLA1, ADCY1, CACNA1S,
TLX1 i VNN1) no van poder ser analitzats per problemes metodologics (la
seva expressio era indetectable o la seva deteccid no era reproduible, ja
que apareixia en cicles molt elevats). Per als 6 gens analitzats correctament
(VPS33A, PRC1, DUSP11, ARAF, ABLIM3 i GTF2H2), es va calcular el valor
d’expressié 2% per a cada linia cel.lular, establint una relacié entre les
dues condicions experimentals (logRati tractada/control). Els Tagman®

expression assays usats per a cada un d’aquests gens van ser:
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ADCY1 - Hs00299832_m1 PRC1 - Hs00187740_m1
VPS33A - Hs00224777_m1 GGTLA1 - Hs00269779_m1
CACNA1S - Hs00163885_m1 VNN1 - Hs00190582_m1
GTF2H2 - Hs00230979_m1 TLX1 - Hs00271457_m1
ARAF - Hs00176427_m1 PDE10A - Hs00198456_m1
DUSP11 - Hs00186058_m1 ABLIM3 - Hs00208949_m1

Els resultats obtinguts en I'analisi estadistica d’aquests valors (apartat
4.1.7.3 de la seccié Material i Méetodes) van ser els mostrats a continuacié
(taula 5.7):

Analisi estadistica dels resultats de qRT-PCR (logRati T/C)
Gens Test U Mann-Whitney Rhct:)?;;eel:::an
p-valor R™ p-valor

PDE10A* no dades no dades no dades
PRC1 0,09 0,57 0,043
DUSP11 0,23 0,74 0,004
GGTLAL1* no dades no dades no dades
VPS33A 0,001 0,82 0,013
ADCY1* no dades no dades no dades
ABLIM3 0,41 -0,24 0,415
ARAF 0,94 0,82 0,023
GTF2H2 0,04 -0,76 0,007
TLX1 no dades no dades no dades
CACNA1S* no dades no dades no dades
VNN1* no dades no dades no dades

Taula 5.7: Analisi estadistica dels 12 gens seleccionats. Els resultats obtinguts en
I'analisi per gRT-PCR i transformats per a cada linia en logRati(T/C), van ser
analitzats mitjancant el test U Mann-Whitney (validacié positiva: p<0,05) i
correlacionats amb els resultats obtinguts en I'analisi per microarrays mitjancant el
test Rho-Spearman (validacié positiva: R>0,5 amb p<0,05). Només VPS33A i
GTF2H2 van ser estadisticament significatius d’acord amb els 2 tests estadistics
utilitzats (sombrejat gris).

* Gens descartats per no poder ser analitzats de forma optima.

** Coeficient de correlacié de la funcié Rho-Spearman.
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e Segons el test U de Mann-Whitney: 2 gens (VPS33A i GTF2H2) van mostrar

canvis d’expressio significatius entre el grup d’ALTA i BAIXA sensibilitat al

farmac (p<0,05). PRC1 va mostrar canvis pero no assolien la significacio.

e Segons la correlacié per Rho-Spearman: 5 gens (VPS33A, PRC1, DUSP11,

ARAF i GTF2H2) van mostrar una bona correlacidé entre els resultats

obtinguts per gqRT-PCR i per microarrays d’ADNc.

e Els gen ABLIM3 no va complir cap dels 2 tests utilitzats i va ser descartat.

Resumint els resultats obtinguts, 5 gens van ser validats positivament, ja
gue complien almenys un dels 2 tests de validacié. No obstant aixo, VPS33A
i GTF2H2 complien els 2 tests i van mostrar unes diferencies molt evidents
entre els 2 grups de sensibilitat i una correlacié amb els resultats obtinguts

per microarrays molt elevada.

Es va realitzar un analisi estadistica addicional per a calcular les diferéncies
entre la cel.lula tractada i la control per a cada linia cel.lular en cada un dels
2 grups (ALTA i BAIXA sensibilitat), mitjancant el test dels signes de

Wilcoxon per a dades dependents. Segons aquest test:

e VPS33A va mostrar un augment d’expressid significatiu a les cél.lules
tractades amb L-OHP respecte les control en els 2 grups de sensibilitat al
farmac. Aguest augment era més evident en el grup de BAIXA (IC50 alta)
que en el d'ALTA sensibilitat ( p=0,02 vs p=0,05).

e GTF2H2 disminuia la seva expressid significativament davant el tractament
amb L-OHP només en el grup de BAIXA sensibilitat (IC50 alta) al farmac
(p=0,0001). En l'altre grup, no hi havia diferéncies (p=0,9).

Es van obtenir resultats similars en I'analisi del gen DUSP11: augment
d’expressid significatiu davant el tractament en el grup de BAIXA sensibilitat
(p=0,04); no diferéncies en el d’ALTA sensibilitat (p=0,08). Aquestes
diferéncies no havien arribat a ser significatives en I'analisi per U Mann-

Whitney per a discriminar entre els 2 grups de sensibilitat.

e PRC1 i ARAF no van mostrar diferéncies entre les cel.lules tractades i les

control en cap dels 2 grups de sensibilitat a L-OHP.

En resum, davant el tractament amb oxaliplati, es va produir un augment
d’expressié dels gens VPS33A i DUSP11 i una decrement del gen GTF2H2 en
el grup de cél.lules de BAIXA sensibilitat. En el grup d’ALTA sensibilitat,
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l'augment de VPS33A va ser marginalment significatiu (p=0,05), en menor
grau que a l'altre grup. No es van detectar variacions en els gens PRC1 i
ARAF.

5.3 OBJECTIU 3

Validacio in vivo de lI'expressio dels gens relacionats in vitro amb la
resistéencia adquirida a oxaliplati (obtinguts en l'objectiu 1) per a
determinar el seu potencial com a marcadors de resisténcia a
oxaliplati.

5.3.1- Caracteristiques cliniques dels pacients amb CCRm

Quaranta-quatre pacients dels 50 recollits van poder ser valorats segons els
diferents parametres clinics descrits (resposta i temps a la progressid) i sén
els que van ser analitzats. Els altres 6 pacients van haver de ser descartats.
Les caracteristiques d’aquests, des del punt de vista clinic, son les

mostrades a la taula 5.8.

Caracteristiques dels pacients

Factor N° pacients (%)

Edat (anys)

<50 4 (9,1%)

(50-65) 23 (52,3%)

>65 17 (38,6%)
Sexe

Home 24 (54,5%)

Dona 20 (45,5%)
Tumor primari

Colon 29 (65,9%)

Recte 13 (29,5%)

Colon-recte 2 (4,5%)
Quimioterapia de 12 linia

5FU+oxaliplati 34 (77,3%)

Capecitabina+oxaliplati 10 (22,7%)
Respostes

Completa 10 (22,7%)

Parcial 15 (34,1%)

Estabilitzacid 15 (34,1%)

Progressio 4 (9,1%)

Taula 5.8: Informacio sobre els pacients amb CCRm recollits en la base de dades
clinica per al posterior analisi d’expressio genica per qRT-PCR. La poblacié complia
I'equilibri de Hardy-Weinberg.
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5.3.2- Estadistica descriptiva de les dades d’expressié

A partir de les dades d’expressid dels 6 gens seleccionats en |I'apartat 5.1.4
(AKT1, TRIP, RGS11, CDK5, UGCGL1 i GARP) obtingudes en l'analisi per
gRT-PCR en els 44 teixits parafinats, es van establir els punts de tall per a
cada gen, amb l'objectiu de poder establir els grups necessaris per a portar
a terme l'analisi estadistica. Els pacients van ser dividits els 2 grups: ALTA o
BAIXA expressid del gen. Els valors per a cada un dels punts de tall segons

els quals es van separar els grups, van ser els mostrats a la taula 5.9.

Gens analitzats AKTL  TRIP @ RGS11 | CDK5 A UGCGL1 @ GARP

_ Valids 44 44 44 44 44 44

N© pacients

Perduts 0 0 0 0 0 0
Mitja 2,3830 | 3,29048 | 2,5889 | 1,6168 | 3,0532 | 42,7984
Mediana 2,3450 | 2,6500 | 1,8650 | 1,3200 | 2,2400 36,5450
Percentils 33,33 | 1,8098 | 1,7900 | 1,0999 | 1,1399 1,6100 27,5694
(tercils) 66,66 | 2,7599 | 3,9980 | 3,2700 | 1,8096 | 2,6797 | 47,3846

Taula 5.9: Estadistics descriptius de les dades d’expressié obtingudes per a cada
gen en l'analisi per qRT-PCR de 44 teixits tumorals de CCRm. L’analisi estadistica es
va portar a terme de tres maneres diferents, utilitzant 3 punts de tall diferents: la
mediana, el percentil 33 i el 66.

5.3.3- Analisi estadistica de la resposta a oxaliplati

Es va estudiar la relacié entre |'expressié de cada gen i la resposta a la
quimioterapia basada en oxaliplati. La variable categorica resposta es va
dividir en Resposta, quan els pacients van experimentar una resposta
completa o parcial al tractament i No resposta quan es van estabilitzar o
progressar.

La relacid entre la resposta i lI'expressid dels gens va ser analitzada
mitjancant una taula de contingéncia i es van calcular les diferéncies entre
grups utilitzant la funcié Txi-quadrat, considerant que eren significatives
quan el p-valor era inferior a 0,05. L'analisi es va portar a terme a partir de
3 punts de tall diferents : mediana (taula 5.10), ler vs 2on i 3er tercil
(taula 5.11), leri 2on vs 3er tercil (taula 5.12).
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Analisi segons la mediana

% Txi-quadrat
RESPOSTA NO RESPOSTA p-valor
AKT1 Baixa expressi,é 59,1 40,9 0,76
Alta expressio 54,5 45,5
CDK5 Baixa expressi,é 63,6 36,4 0,36
Alta expressid 50,0 50
UGCGL1 Baixa expressi,é 59,1 40,9 0,76
Alta expressid 54,5 45,5
Baixa expressio 73,7 26,3
RGS11 [ oXaeXpresst 0,09
Alta expressio 47,4 52,6
TRIP Baixa expressi,é 59,1 40,9 0,76
Alta expressio 54,5 45,5
Bai fe 68,2 31,8
GARP aixa express[o 0,12
Alta expressio 45,5 54,5

Taula 5.10: Resultats de I'analisi estadistica de la relacié de cada un dels gens amb
la resposta a la quimioterapia basada en L-OHP. Els grups d’alta i baixa expressid
estaven formats per 22 pacients cadascun, ja que el punt de tall va ser la mediana.
Per a cada gen, el grup sombrejat en gris és el que s’esperaria que fos més
resistent al tractament segons els resultats in vitro.

Analisi segons la comparacio entre el 1er vs 2on i 3er tercil

% Txi-quadrat
RESPOSTA NO RESPOSTA p-valor
Bai i 7
AKT1 aixa expres§|,o 66, 33,3 0,34
Alta expressid 51,7 48,3
CDK5 Baixa expres§i,é 66,7 33,3 0,34
Alta expressio 51,7 48,3
UGCGL1 Baixa expres§i,é 60,0 40 0,75
Alta expressid 55,2 44,8
RGS11 Baixa expressi,é 61,5 38,5 0,92
Alta expressio 60,0 40,0
TRIP Baixa expres§|,o 68,8 31,3 0,22
Alta expressio 50,0 50,0
GARP Baixa expres§|,o 53,3 46,7 0,73
Alta expressio 58,6 41,4

Taula 5.11: Resultats de I'analisi estadistica de la relaci6 de cada un dels gens amb
la resposta a la quimioterapia basada en L-OHP. El grup de baixa expressié estava
integrat per un 33% dels pacients (ler tercil), ja que el punt de tall va ser el
percentil 33 de cada gen. Per a cada gen, el grup sombrejat en gris és el que
s’esperaria que fos més resistent al tractament segons els resultats in vitro.
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Analisi segons la comparacié entre el 1er i 2on vs 3er tercil

% Txi-quadrat
RESPOSTA NO RESPOSTA p-valor
AKTL | e | 57 o 0,97
Bai i 53,3 46,7
COKS | iaexpressil| 4. 35,7 049
Bai i 51,6 48,4
UGCGLL | epressi6] 69,2 30,8 028
Bai fe 69,2 30,8
e oS 00 |00 | o
Bai i0 62,1 37,9

Taula 5.12: Resultats de I'analisi estadistica de la relacié de cada un dels gens amb
la resposta a la quimioterapia basada en L-OHP. El grup d’alta expressio estava
integrat per un 33% dels pacients (3er tercil), ja que el punt de tall va ser el
percentil 66 de cada gen. Per a cada gen, el grup sombrejat en gris és el que
s’esperaria que fos més resistent al tractament segons els resultats in vitro.

D’acord amb els resultats obtinguts in vitro (apartat 5.1.4), s’esperaria que
una pitjor resposta al tractament basat en oxaliplati estigués associada a:

e Baixa expressio de RGS11, TRIP i/o GARP

e Alta expressio de CDK5, AKT1 i/o UGCGL1

En I'analisi in vivo no es va trobar correlacié entre els grups d’alta i baixa
expressié en relaci6 amb la resposta o no resposta al tractament en els
gens estudiats (Txi-quadrat: p>0,05 en tots els casos).

L'analisi per quartils (percentil 25, 50 i 75) i tercils per separat (<33, 33-66,
>66) també va ser realitzat perd no es va obtenir significacié estadistica i, a

més, el numero d’individus per grup que s’obtenien era molt reduit.

5.3.4- Analisi estadistica del temps a la progressio

El temps transcorregut entre l'inici de tractament amb quimioterapia basada
en oxaliplati i la progressié tumoral va ser calculat en mesos i es va establir
la seva relacié amb |'expressié de cada un dels gens estudiats mitjancant el
model de corbes de supervivencia de Kaplan-Meyer i la funcié estadistica
logRank (diferencies significatives entre grup d‘alta i baixa expressié:

p<0,05). Els punts de tall utilitzats per dividir els grups d’expressié van ser
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els mateixos que els utilitzats en I'analisi de la resposta i els resultats
obtinguts es mostres en les taules 5.13 (mediana), 5.14 (ler vs 2on i 3er

tercil) i 5.15 (1er i 2on vs 3er tercil).

Analisi segons la mediana

Temps a la progressid (TP)
MEDIANA IC LogRank
(mesos) 95% p-valor

Baixa expressid 11,73 4,95 - 18,52

AKT1 0,97
Alta expressio 10,34 7,91 -12,77

Baixa expressid 8,10 0-18,72

CDK5 . 0,80
Alta expressid 10,34 8,08 - 12,60
Baixa expressid 8,81 1,52 - 16,10

L1 0,83
UGCG Alta expressio 10,34 7,54 - 13,14
Baixa expressio 7,93 6,02 - 9,83

0,87
RGS11 Alta expressié 10,44 8,93 -11,96

TRIP Baixa expressllo 14,66 0,17 - 29,15 0,26
Alta expressio 9,97 6,39 - 13,54
Baixa expressio 8,10 4,79 - 11,40

0,60
GARP Alta expressié 11,73 8,00 - 15,47

Taula 5.13: Resultats obtinguts a partir de I'analisi de la relacié entre el temps a la
progressio (TP) i I'expressid genica, utilitzant la mediana com a criteri d’agrupacio.
A la taula es mostra la mediana del TP en mesos, |'interval de confianga (IC) i el p-
valor del test LogRank (p<0,05). Per a cada gen, el grup sombrejat en gris és el
que s’esperaria que fos més resistent al tractament segons els resultats in vitro.

Analisi segons la comparacié entre el 1er vs 2on i 3er tercil

Temps a la progressié (TP)
MEDIANA IC LogRank
(mesos) 959%, p-valor
Bai i 11,13 3,41 -20,06
AKTL | aoipressid M| 01 | 5.6-1166 | °%°
CDK5 Tllt);aei);i;ijclso 194,’9676 7,2-2 %91’2?71 0,72
Bai fe 8,81 0-18,55
Bai i6 7,4 27 -
RGS11 /-fllt);aei);pnra?;clso 1()’,454 86,,92 - 181’ ,6937 0,73
TRIP | emess | 861 | 576 11se | 003
Bai i6 7,45 6,21 - 8,69
GARP ;L);aei);i;ess;?cl')o 11,73 9,83 -13,64 0,44

Taula 5.14: Resultats de l'analisi de la relacid entre el TP i l'expressido geénica,
utilitzant el tercil 33 com a criteri d’agrupacid. A la taula es mostra la mediana del
TP en mesos, l'interval de confianga (IC) i el p-valor del test LogRank (p<0,05). Per
a cada gen, el grup sombrejat en gris és el que s’esperaria que fos més resistent al
tractament segons els resultats in vitro.
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Analisi segons la comparacioé entre el 1er i 2on vs 3er tercil

Temps a la progressio (TP)
MEDIANA IC LogRank
(mesos) 959%, p-valor
AKTL | e eoressio W] 507 | Sia-1439 | O
CDKS | Nta exvessié 0| 1044 | ss8-1200 | O
os11 | e owesion T omor on
el v B e
GARP | epresss | its | oea-ises | OO

Taula 5.15: Resultats de l'analisi de la relacid entre el TP i |'expressid geénica,
utilitzant el tercil 66 com a criteri d’agrupacié. A la taula es mostra la mediana del
TP en mesos, l'interval de confianca (IC) i el p-valor del test LogRank (p<0,05). Per
a cada gen, el grup sombrejat en gris és el que s’esperaria que fos més resistent al
tractament segons els resultats in vitro.

D’acord amb els resultats obtinguts in vitro (apartat 5.1.4), s’esperaria que
un pitjor TP (més curt) de la malaltia estigués associat a:

e Baixa expressio de RGS11, TRIP i/o GARP

e Alta expressio de CDK5, AKT1 i/o UGCGL1

Resumint aquests resultats, en l'analisi in vivo no es van trobar correlacid
entre els grups d’‘alta i baixa expressié en relaci6 amb el temps a la
progressio en els gens estudiats (LogRank: p>0,05 en tots els casos).

De la mateixa manera que en |'analisi de la resposta, I'analisi per quartils i
tercils no agrupats també va ser portat a terme perd no es va obtenir

significacié estadistica.
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6. DISCUSSIO

L'adquisicid de resisténcia a agents quimioterapics és un dels principals
problemes que apareixen al llarg del tractament de tots els tipus de tumors.
Actualment, els mecanismes de resisténcia a oxaliplati sén poc coneguts ja
que la majoria de treballs sobre mecanismes d’accié i resistencia a agents
platinats han estat dirigits a I’estudi del cisplati (64, 76). Per aquesta rag, el
present treball pretén ampliar el coneixement sobre el mecanisme d’accid i
el desenvolupament de resisténcia a oxaliplati en models cel.lulars in vitro
de cancer colorrectal i una posterior validacié en una série de pacients
diagnosticats per a aquesta malaltia i que han estat tractats amb
guimioterapia basada en oxaliplati, amb |’ d’establir el seu paper com a
potencials marcadors de resisténcia al farmac, tenint en compte que el CCR
és la segona causa de mort per cancer en els paisos desenvolupats (1).

La primera part d’aquest apartat pretén justificar la metodologia emprada
en l'estudi i la segona part va dirigida a la discussié dels resultats obtinguts

per a cada objectiu i una discussio general.

JUSTIFICACIO DE LA METODOLOGIA EMPRADA

Models cel.lulars

Els models cel.lulars utilitzats no han estat clonats , de la mateixa manera
que en la majoria de treballs publicats basats en I'estudi de models in vitro
mitjancant la tecnologia microarray (95, 113, 154). Encara que al no clonar
les cél-lules els canvis entre les diferents condicions experimentals puguin
atenuar-se, els cultius cel.lulars mantenen la seva heterogeneitat i s'obté un
model més semblant a |'estat de les cél-lules tumorals in vivo. En el model
in vitro de resisténcia adquirida a oxaliplati, les linies cel.lulars de CCR
parentals, les quals presentaven diferencies genotipiques entre elles, com
ara l'estatus de p53 i el fenotip RER, van ser analitzades conjuntament,
establint una comparacié amb el conjunt de sublinies derivades resistents.
D’aquesta manera, el citat model permetia emfatitzar la vinculacié dels gens
seleccionats en mecanismes generals d’adquisicié de resistencia a oxaliplati
i descartar els processos desencadenats per les caracteristiques individuals

d’una linia cel.lular concreta. Per altra banda, és important destacar que el
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present treball és un dels pocs estudis sobre resisténcia a farmacs que
inclou més d’una linia cel.lular resistent (154) i que totes elles pertanyen al

mateix tipus tumoral (113).

Estudi de I'expressié génica

Aquest estudi s’ha realitzat mitjancant I'analisi de I’expressid genica a
través de la tecniques de deteccié a gran escala, com és la tecnologia
microarray i, técniques més especifiques per validar els resultats, com és la
tecnica de PCR quantitativa a temps real (qRT-PCR).

La tecnologia de microarrays d’expressido d’ADN coOpia ha estat extensament
usada per a estudiar diversos aspectes relacionats amb el cancer, tal i com
la determinacié de perfils d’expressié genica vinculats amb el pronostic de la
malaltia (137, 138), la resposta al tractament (139), els mecanismes
d'accié de diferents farmacs (95) o l'adquisicié de resisténcia a agents
antineoplasics (113, 154). En les analisis mitjancant microarrays els
dissenys experimentals més freqlientment usats son el disseny usant una
mostra de referencia (disseny referencia) i el disseny directe, principalment
per ser els técnicament més factibles (167). En el present projecte s’ha
utilitzat el disseny referencia ja que, encara que requereix el doble
d’hibridacions per mostra que l'altre disseny, permet realitzar comparacions
entre experiments separats en el temps o en I'espai i una major diversitat
de comparacions i d’analisis. La mostra de referéncia proporciona una
mesura de |'expressid relativa per als gens i les mostres problema que
presenta menys variabilitat que una mesura absoluta (168, 169). A més a
més, el disseny directe només pot ser usat en analisis de comparacions de
classes de tipus simple (buscar gens que estiguin alterats entre dues
mostres) i no en els de tipus multiple com és el cas de l'analisi portada a
terme en aquest estudi.

L'objectiu principal del present projecte era seleccionar un grup de gens
relacionats amb els mecanismes d’accié i resisténcia a l'oxaliplati partint
dels resultats procedents d'un screening genétic previ mitjancant la
tecnologia microarray. El grup de gens determinats a partir d’aquesta
metodologia no van ser considerats com a candidats si la seva expressié no
era validada posteriorment per la técnica de gRT-PCR. Tenint en compte

aix0, en l'analisi de microarrays no és van aplicar metodes de correccidé de
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falsos positius (FDR, Bonferroni,...) i es va optar per aplicar un p-valor
altament restrictiu (0,01) per al conjunt de comparacions, amb |'objectiu de
seleccionar aquells gens que presentessin les majors diferencies d’expressid
entre els dos grups a comparar, esperant que aquestes diferencies
poguessin ser corroborades posteriorment per la técnica de PCR.

Encara que els microarrays d’ADNc proporcionen una capacitat sense
precedents de desenvolupar perfils d’expressi6 del genoma sencer, la
qualitat de les dades d’expressi6 geéenica obtingudes poden variar
ampliament entre plataformes i protocols usats (162). La técnica de gRT-
PCR és habitualment usada com a eina de validacié per a confirmar els
resultats obtinguts a partir de l'analisi per microarrays i sovint és
considerada técnica de referéncia per a mesures d’expressid, a causa dels
seus avantatges a nivell de sensibilitat, especificitat, alta precisié i
reproducibilitat comparada amb altres metodologies (138, 154). A més a
més, la seva facilitat d’aplicaciéo ha permes la utilitzacié extensiva d’aquesta
tecnologia com a meétode preferent per a la quantificacié de I'expressio
génica i la validacié independent de resultats procedents d’experiments de

microarrays.

DISCUSSIO DELS RESULTATS

Mitjancant la metodologia descrita anteriorment, en aquest projecte s’han
pogut determinar gens relacionats amb I'adquisici6 de resistéencia a
oxaliplati a nivell in vitro que finalment, han estat estudiats en peces
tumorals de pacients de CCR amb la finalitat de coneixer millor els
processos de desenvolupament de resisténcia al farmac i el paper dels gens
seleccionats com a marcadors de |'aparicid d’aquesta. A més a més, s’han
estudiat els mecanismes d’accié de l'oxaliplati mitjancant la deteccié de
gens relacionats amb la capacitat de resposta davant el tractament amb el
farmac en un model in vitro de sensibilitat a I'esmentat plati.

En aquest apartat es porta a terme la interpretacié dels resultats obtinguts i
la seva aportacié en el coneixement del comportament d’aquest farmac en
models de CCR.
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Objectiu 1: Estudi in vitro de I’'adquisicio de resisténcia a oxaliplati
Pel que fa a la resistencia adquirida a oxaliplati, 6 gens han estat
seleccionats després de la validacié per gRT-PCR en el model cel.lular
descrit: AKT1, CDK5, RGS11, GARP, TRIP i UGCGL1.

La serina-treonina quinasa AKT1 (v-Akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1) juga un paper clau en la supervivéncia cel.lular. Es activada per
la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) i transfereix senyals de supervivéncia a
través de la supressid per fosforilacid de factors proapoptotics intracel.lulars
(44). Es ben coneguda la seva implicacid en l'activacid de mecanismes
antiapoptotics com ara la via del factor nuclear kappa-beta (NF-xB) (44). A
més a més, té un paper destacat en els estadis primerencs de carcinogenesi
colorrectal, interactuant amb la via de Wnt/B-catenina (170). De fet, la via
de senyalitzacié de la quinasa AKT1 té l'activitat incrementada en cancer, és
critica per a la tumorogénesi i la quimioresisténcia i és, per tant, una
important diana pel tractament del cancer i la resistencia a farmacs (124,
125). S’ha descrit I'associacié entre l'activitat d’AKT1 i la resisténcia a
cisplati en linies tumorals d’ovari, pulmé i mama (171). En cél-lules de
cancer de pulmod resistents a cisplati es va veure un increment dels nivells
d’ARNm d’aquest gen comparat amb els nivells presents a les linies
parentals (126). Interessantment, els citats resultats es correspondrien amb
els obtinguts en el present projecte pero, en aquest cas, utilitzant oxaliplati
i models cel.lulars de CCR i és important destacar-ho a causa de la citada
manca d’informacié sobre l'actuacié de |'oxaliplati en aquest tumor a nivell
cel.lular.

CDKS5 (Cyclin dependent kinase 5) és I'Unica petita serina-treonina quinasa
que forma part de la familia de les quinases dependents de cicle (cdk’s). De
forma diferent a les altres cdk’s, les quals intervenen en la regulacié del
cicle cel.lular, CDK5 és essencial per al desenvolupament neuronal i esta
majoritariament expressada en el sistema nervids. Tanmateix, la presencia
de CDKS5 en diversos tipus tumorals ha estat descrita (172, 173). Kim et al.
van observar majors nivells d’expressié d’aquest gen en cél-lules HT29 i
teixits tumorals de CCR respecte a la mucosa normal coldonica i van
descriure un possible paper de CDK5 en la proliferacié de les cel-lules de
CCR (173). Interessantment, van suggerir un efecte antiapoptotic d’aquest

gen a través de la inhibicié indirecta de PPARy (Peroxisome proliferator-
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activated receptor gamma). Aquest fenomen es produiria per l'acci6
inhibitoria de CDK5 sobre MEK1 (174), quinasa implicada en l'activacié de
PPARY (175). A més a més, ha estat demostrada I'activitat proapoptotica de
PPARy en la reduccié de la proliferacié dels tumors colorrectals, tant a nivell
in vitro com in vivo (176). Per altra banda, Eichele et al. van estudiar
I'efecte de la inhibicié de PPARy en la quimioresisténcia (177) i van establir
una relacié entre el decrement de la regulaci6 de PPARy i la resisténcia a
cisplati, demostrant la intervencid d’aquest receptor en |'apoptosi
desencadenada per l'activitat d’aquest farmac. Altres autors han descrit
I'efecte inhibidor de I'activacié de PPARy sobre el factor de transcripcid NF-
kB (178), préviament relacionat amb la resistéencia a platins (91, 179).
D’acord amb aix0, els resultats mostrats en el present projecte coincidirien
amb els reportats en els esmentats estudis ja que un augment de
I'expressié de CDKS5 es traduiria en una disminucié de I'activacié de PPARy i,
conseqlientment, en lI'adquisicié de resistéencia al farmac.

TRIP (TRAF interacting protein) és un component del complex de
senyalitzacid TNFR/TRAFs. Encara que la seva funcio in vivo no esta encara
massa clara, alguns estudis in vitro han demostrat la implicacié de TRIP en
la inhibicié de I'activacié TRAF2 dependent de NF-kB (180-182). Es conegut
que NF-xB és responsable d’induir I'expressi6 de diversos gens
antiapoptotics (183) i aquest fenomen ha estat relacionat amb la disminucié
de l'activitat de farmacs tals com l'‘oxaliplati (91). Certament, els resultats
del present treball recolzen aquestes dades ja que baixos nivells d’expressio
de TRIP promourien l'activitat de NF-kB i, com a conseqliencia, la resistencia
al farmac.

Els altres tres gens caracteritzats en aquest estudi han estat UGCGL1 (UDP-
glucose ceramide glucosyltransferase like 1), GARP (Glycoprotein A
repetitions predominant) i RGS11 (Regulator G-protein signal 11). El primer
gen esta implicat en el metabolisme de les proteines (184), el segon en una
gran varietat de funcions com la interaccié cel.lula-cel.lula (185) i, el tercer
pertany a una familia de proteines que actuen com a reguladors de
I'activitat de les proteines G (186). A part de la preséncia d’amplificacions
d’ADN en el locus de GARP (11g13.5-14) en el cancer de mama (187), no
s’ha descrit la possible participacid d’algun d‘aquests gens en el

metabolisme o la resistencia a agents citostatics. De fet, la poca informacid
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existent sobre aquests els situa com a noves dianes per a estudis
relacionats amb l'oxaliplati.

Recentment, Cui et al. (188) han constituit un mapa de senyalitzacié sobre
cancer. Interessantment, la majoria dels gens relacionats amb la resisténcia
adquirida a oxaliplati que s’han determinat en el present projecte estan
situats a prop de la subregié de Ras, proteina amb gran rellevancia en el
CCR i estan directament o indirectament lligats amb p38, quinasa
previament relacionada amb els mecanismes apoptotics desencadenats per
I'acci6 d’aquest farmac (91). Aquesta informaci®é complementa la
préeviament descrita i dona robustesa al fet que els gens detectats en el
projecte pertanyin a vies que participen en la resistencia i en I'activitat del
farmac en el CCR.

Finalment, és important destacar la participacido d’AKT1, CDK5 i TRIP en la
regulacio de la via NF-xB (figura 6.1).

MAPK TNF-Receptor PI3K pathway
pathway signaling J

: : H
| CDK5 [ TRIP [ AKT1
MEK/ERK\/ M / /

TRAF2
P65

(coactivator)

il | l

NF-xS pathway

v
Apoptosis protection

Figura 6.1: Esquema representatiu de la participacio d’AKT1, CDK5 i TRIP en la
regulaci6¢ de la via de NF-xB. L'activitat antiapoptotica d’aquest factor de
transcripcié seria induida per l'accio dels dos primers gens i per la inhibicié del
tercer. A la figura, els gens diana estan emmarcats en gris i les fletxes puntejades
representen l'estat de l'expressié d’aquests en el grup de cél-lules resistents a
oxaliplati respecte les sensibles.
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Tenint en compte aix0, es podria postular un model basat en l'activitat de
NF-xB en el qual, en concordancia amb els resultats descrits anteriorment,
baixos nivells de TRIP i alts nivells d’AKT1 i CDK5 contribuirien en I'activacio
de NF-xB i conseqlientment, es potenciaria |'activitat antiapoptotica i
I'adquisicié de resistencia al farmac. D’acord amb aquesta hipotesi, la via de
senyalitzacié de NF-xB podria ser considerada com a un bon punt de partida
per a futurs projectes dirigits a I'estudi de mecanismes d’adquisicié de
resistencia a oxaliplati.

Per a resumir aquest apartat i en referencia als resultats obtinguts, en el
present treball s’han identificat un grup de gens, I'expressié dels quals esta
relacionada amb I'adquisicid de resistencia a oxaliplati a partir d'un model
cel.lular de CCR. Es important fer mencié de la importancia d’aquestes
troballes per a ampliar el coneixement i obrir noves vies d’estudi sobre la
resisténcia que les cél-lules tumorals desenvolupen a aquest farmac. A més
a més, aquesta informacié podria contribuir en futurs estudis per trobar
noves dianes terapeutiques per a combatre els fenomens de resisténcia a

farmacs.

Objectiu 2: Estudi in vitro de la capacitat de resposta al farmac

En aquest estudi, 5 gens van ser seleccionats després de la validacié per
gRT-PCR, encara que només VPS33A i GTF2H2 van mostrar canvis
d’expressié significatius entre els 2 grups (ALTA i BAIXA sensibilitat al
farmac) en el model cel.lular de sensibilitat a oxaliplati. A més a més, el fet
gue aquests canvis es produissin basicament en el grup de baixa sensibilitat
al farmac (on DUSP11 també va mostrar diferencies d’expressid
significatives), fa pensar en la possibilitat que els canvis d’expressio
d’aquests 3 gens (VPS33A, GTF2H2 i DUSP11), ja sigui per augment o
disminucid, es relacionin negativament amb el mecanisme d’‘accié del
farmac i , per tant, les cél-lules presentin una menor sensibilitat a aquest.
Amb tot aix0, podriem suggerir que l'accié de VPS33A i DUSP11 (augment
de l'expressid) i el decrement de GTF2H2 perjudicarien l'activitat de
I'oxaliplati, fet que es podria traduir en una major resistencia davant la
presencia de 'oxaliplati.

GTF2H2 (General transcription factor IIH) forma part del complex TIIH de

I’ARN polimerasa II, que intervé en la sintesi d’acids nucleics durant la
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transcripcid i la reparacié per la via NER (189, 190). Encara que s’ha descrit
la seva capacitat d’'unid amb la proteina XPD durant la reparacié per NER,
no s’ha demostrat que l'augment de la seva expressié estigui relacionat
amb la resisténcia a farmacs, al contrari que XPD i altres proteines
d’aquesta via (191). Segons els resultats obtinguts en el present treball, el
decrement de l'expressid d’aquest gen es podria relacionar amb una menor
sensibilitat a I'oxaliplati, ja que només les cel-lules d’aquest grup presenten
una davallada en els nivells d’aquest gen al ser tractades amb el farmac. A
causa del poc coneixement existent sobre la seva actuacid, es podria tenir
en compte GTF2H2 com a nova diana d’estudi del mecanisme d’accié de
I'oxaliplati a nivell cel.lular.

VPS33A (Vacuolar protein sorting 33A) pertany a una familia de proteines
que participen en la biogénesi de vesicules encarregades del transport
cel.lular (figura 6.2) (192).
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Figura 6.2: Esquema representatiu de la biogénesi de vesicules encarregades del
transport cel.lular i la formacié d’organuls, on hi intervé la proteina VPS33A
(encerclada en negre) a partir del complex HOPS.

Suzuki et al. van descriure que mutacions inactivadores en el gen VPS33A
eren la causa d’alguns casos del sindrome huma Hermansky-Pudlak (HPS),

que consisteix en una disfuncié en la formacié d’organuls (193). Segons els
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resultats reportats en el present estudi, el tractament amb oxaliplati
provocaria un augment en l'expressid d’aquest gen, principalment en el
grup de baixa sensibilitat al farmac i es podria hipotetitzar una relaci6 amb
un augment del transport vesicular que es podria traduir en una menor
acumulacié del farmac dins la cel-lula. Tanmateix, existeix poca informacié
sobre l'activitat d’aquest gen i la seva relacié amb I’exocitosi.

DUSP11 (Dual specificity phosphatase 11) forma part d'una familia de
proteines que regulen negativament a membres de la familia MAP quinases
(Mitogen-activated kinases), entre les que es troba p38, proteina implicada
en l'activacid de I'apoptosi desencadenada per l'oxaliplati (91). Per tant i en
base als resultats obtinguts, es podria hipotetitzar que davant el tractament
amb oxaliplati, l'augment de I'expressi6 de DUSP11 provocaria un
decrement de l'activacié de p38 i, per tant, una disminucié de l'activitat
apoptotica, que es podria traduir en una menor sensibilitat cel.lular al
farmac.

Finalment, PRC1 (Protein regulator of cytokinesis 1) i ARAF (v-Raf murine
sarcoma 3611 viral oncogene homolog) van mostrar correlacié entre les
dades obtingudes en I'analisi de microarrays i de gRT-PCR, perd no van
detectar-se diferencies entre els 2 grups de sensibilitat en aquest ultim.
Tanmateix, no han de ser descartats ja que ambdds tenen un paper
important en la proliferacié cel.lular i podrien ser possibles dianes d’estudi
del mecanisme d’accid de I'oxaliplati. PRC1 intervé en el procés de citocinesi
durant la divisié cel.lular (194). Yun et al. van descriure el paper regulador
de p53 sobre aquesta proteina, inhibint la seva transcripcid i van observar
la seva sobreexpressid en cel.lules que tenien p53 mutada (195). A més a
més, s’ha trobat sobreexpressada en linies tumorals de cancer de mama
(196) . En el model cel.lular emprat en aquest treball, I'augment d’expressid
d’aquest gen es relacionaria amb una menor sensibilitat a I'oxaliplati i, amb
tot aix0, es podria suggerir una major activitat proliferativa d’aquestes
cel-lules respecte les de l'altre grup davant el tractament amb el farmac. Pel
que fa a ARAF, es tracta d'un integrant de la via de la proteina Raf que
intervé en la regulacié de les MAP quinases (197, 198). S’ha estudiat la
relacié entre la presencia de mutacions en aquest gen i la carcinogenesi
colorrectal, donant resultats negatius (198, 199). Segons els resultats

obtinguts en l'‘analisi de microarrays, reportats en aquest treball, les
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cel.lules més sensibles al tractament amb oxaliplati mostrarien un major

augment d’expressié d’ARAF que les cel.lules més resistents.

Objectiu 3: Estudi in vivo de la resisténcia a oxaliplati

Segons l'analisi per gqRT-PCR en pacients amb CCR, I'expressidé dels gens
seleccionats (AKT1, CDK5, GARP, RGS11, TRIP i UGCGL1) relacionats amb
I'adquisicié de resisténcia a oxaliplati no va correlacionar amb la resposta al
tractament amb el farmac ni amb el temps a la progressié de la malaltia.
L'objectiu d’aquest estudi era determinar si aquests gens de resistencia
adquirida estaven relacionats in vivo amb la resisténcia intrinseca al farmac
o, pel contrari, la seva alteracid no podia ser detectada en teixit tumoral
gue no havia estat sotmes al tractament amb oxaliplati. D’agquesta manera,
es pot comprovar si I'adquisicié de resisténcia a oxaliplati es desencadena a
partir de la seleccié al llarg de I'exposicié al farmac d’aquelles cél-lules
tumorals que inicialment ja posseien certes caracteristiques que sén
perjudicials per l'accié del farmac o si majoritariament aquest fenomen té
lloc a partir d’alteracions genétiques que es produeixen durant el
tractament. Els resultats obtinguts en aquest estudi no demostrarien
I'associacié d’aquests gens amb els fenomens de resisténcia intrinseca al
tractament amb oxaliplati i, per altra banda, a partir d’aquests es defensaria
la hipotesi que les alteracions en I'expressié d’aquests no existien des d’un
inici, sind que s’han produit al llarg de I'exposicio a I'oxaliplati.

Tanmateix, és important tenir en compte que l'‘analisi d’expressié s’ha
realitzat en teixit tumoral inclos en parafina, a causa de la falta de
disponibilitat de teixit congelat dels pacients. Encara que la realitzacié
d’aquesta analisi en aquest tipus de teixit és possible i s’ha portat a terme
en diversos estudis d’expressié genica (155, 200, 201), la qualitat del
material genétic en aquests teixits és bastant precaria i aquest fet
obstaculitza la sensibilitat de l'analisi podent emmascarar canvis en
I'expressié que havien sigut detectables en el model in vitro. Per altra
banda, la gran dificultat d’obtenir teixit tumoral ja sotmeés a tractament
provoca que el model in vitro de resisténcia adquirida només es pugui
reproduir in vivo en teixits tumorals verges de tractament. Per tant, en una
situacié ideal, aquests gens haurien de ser analitzats en teixit tumoral fresc

o congelat de pacients amb CCRm abans i després de ser tractats durant un
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temps amb l'oxaliplati per a validar in vivo aquests resultats i determinar el
paper d’aquests gens com a potencials marcadors d’adquisicié de resisténcia

al farmac.

Discussi6 general dels resultats

Mitjancant I'estudi de I'expressié per microarrays d’ADNc i PCR quantitativa
a temps real, en aquest treball s’han pogut determinar, en models in vitro
de CCR, 6 gens (AKT1, CDK5, RGS11, UGCGL1, TRIP i GARP) que
intervenen en l'adquisicié de resistencia a oxaliplati i 5 gens, dels quals
principalment 2 (VPS33A i GTF2H2) han estat relacionats amb la capacitat
de resposta de les cél-lules davant el tractament amb el farmac. El fet que
els dos processos estudiats (resisténcia adquirida i capacitat de resposta a
oxaliplati) es desenvolupin per vies independents, ja que la majoria de gens
obtinguts no semblen pertanyer als mateixos grups ontologics, portaria a
pensar que aquests dos fenomens es desencadenen per mecanismes
diferents. En base a la hipotesis de JH Coldie y Al Coldman segons la qual
I'adquisicié de resistencia és deguda a l'‘acumulacid de mutacions
espontanies (a l'atzar) dins la cél-lula tumoral, els resultats exposats
recolzarien la idea que l|'adquisicid de resistencia a farmacs es produeix
majoritariament per la incorporacid d’alteracions genétiques que
afavoreixen la supervivéncia cel.lular al llarg del tractament i no tant per la
seleccid de caracteristiques ja existents inicialment a la cel-lula tumoral, que
serien majoritariament responsables de la resisténcia intrinseca. Aquesta
hipotesi seria recolzada també pels resultats obtinguts in vivo, segons els
quals la resisténcia adquirida no es desenvoluparia mitjancant les mateixes
vies que la resisténcia que presenten els tumors intrinsecament i, per tant i
almenys de moment, no podriem utilitzar aquests gens com a marcadors de
resisténcia a oxaliplati en la seleccié de tractament per al cancer colorrectal
a partir d’'una terapia personalitzada. No obstant aix0, aquests resultats
obren noves vies d’estudi tant a nivell del millor enteniment dels
mecanismes que desencadena l'oxaliplati com al descobriment de noves
dianes terapéutiques per a combatre la malaltia. A més a més, les dades
extretes d’aquest projecte han servit de base per a un nou plantejament
centrat en la resisténcia intrinseca a oxaliplati, basat en un perfil

d’expressié genica que discrimini entre linies cel.lulars de CCR amb diferent
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sensibilitat a oxaliplati en estat basal, obtingut a través de I'analisi per
microarrays, que podria ser una aproximaci® més propera als canvis
d’expressié responsables de la resisténcia intrinseca en els tumors dels
pacients amb CCR i una millor aproximacido per a la determinacié de

marcadors per a la seleccidé del tractament amb oxaliplati.
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Conclusions

7. CONCLUSIONS

Les conclusions d’aquesta tesi doctoral son les que es mostren a continuacid

i es poden resumir de la seglient manera:

OBJECTIU 1- Analisi i determinacio de gens responsables de I’'adquisicio
de resisténcia a oxaliplati durant I’'exposicié continuada al farmac en linies
cel.lulars derivades de tumors colorrectals, mitjancant I’analisi de
variacions en l’expressio génica:

A partir de linies cel.lulars de cancer colorrectal sensibles a oxaliplati, és
possible obtenir sublinies amb resistéencia adquirida al farmac. Mitjangant
aquest model i d'acord amb les analisis per tecnologia microarray d’ADNc i
gRT-PCR, l'adquisicié de resisténcia in vitro a oxaliplati esta relacionada
amb l'expressid augmentada d’AKT1, CDK5 i UGCGL1 i el decrement de
I'expressié de RGS11, TRIP i GARP. Tres d’aquests gens (AKT1, TRIP i
CDK?5) intervenen en la regulacié de NF-xB, factor de transcripcié de gens
antiapoptotics relacionat amb la resistéencia a farmacs. Aquests resultats
obren noves vies d’estudi sobre l'oxaliplati i situen a aquests gens com a
potencials marcadors de resisténcia en estudis in vivo amb pacients amb

CCR tractats amb el farmac.

OBJECTIU 2- Analisi i determinacio de gens relacionats amb la sensibilitat
i la capacitat de resposta a oxaliplati, mitjancant I’analisi de les variacions
d’expressio génica en 14 linies cel.lulars derivades de tumors colorrectals
que presenten, intrinsecament, diferent sensibilitat al farmac:

Per mitja de la determinacioé de la IC50 a oxaliplati, s’han establert 2 grups
cel.lulars de sensibilitat al farmac. Les analisis per microarray i qRT-PCR
dels gens diferencialment expressats permeten discriminar entre el grup
d’'alta i de baixa sensibilitat a oxaliplati. Encara que 5 gens van ser validats
segons els criteris establerts, els canvis d’expressid més evidents entre els
2 grups de sensibilitat a oxaliplati s’han observat als gens VPS33A i
GTF2H2, permetent discriminar segons la capacitat de resposta al farmac.
En el grup de baixa sensibilitat, 'augment de |'expressid de VPS33A i
DUSP11 i la disminucié GTF2H2 correlacionen amb una major resisténcia al
tractament, pel que es pot concloure que els 2 primers afectarien I'accié de

I'oxaliplati i el darrer afavoriria el seu efecte.
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OBJECTIU 3- Validacié6 in vivo de I’expressio dels gens relacionats in vitro
amb la resisténcia adquirida a oxaliplati (obtinguts en I'objectiu 1) a les
biopsies d’una série de pacients amb cancer colorrectal disseminat,
tractats en 12 linia amb fluoropirimidina-oxaliplati i correlaci6 amb
diferents parametres clinics per a determinar el seu potencial com a
marcadors de resisténcia a oxaliplati:

Els resultats d’expressid dels gens analitzats en les peces tumorals no han
mostrat correlacié amb la resposta ni amb el temps a la progressid
mitjancant les diferents analisis estadistiques que s’han realitzat. Encara
que s’ha demostrat in vitro el paper d’aquests gens en els processos
d’adquisicid de resisténcia a oxaliplati, no han mostrat ser marcadors in vivo
de la resisténcia intrinseca en aquesta série de mostres parafinades de
pacients de CCRm. Es podria concloure que aquests gens no coincideixen
amb els que serien responsables de la resisténcia que apareix d’entrada en
alguns tumors pero, serien necessaris futurs experiments en peces tumorals
ja tractades amb el farmac per a poder valorar in vivo el seu paper com a

marcadors de resistencia adquirida a oxaliplati.

CONCLUSIONS GENERALS DE LA TESI DOCTORAL

D’acord amb els resultats obtinguts en aquest projecte a partir de I'estudi
de l'expressié génica mitjancant microarrays d’ADNcopia i PCR quantitativa

a temps real, es pot concloure que:

e S’han determinat 6 gens (AKT1l, CDK5, RGS11, UGCGL1, TRIP i
GARP) que intervenen en l'adquisicié de resisténcia a oxaliplati en el

model in vitro de CCR.

e S’han detectat 5 gens, dels quals principalment 2 (VPS33A i GTF2H2)
han estat relacionats amb la capacitat de resposta de les ceél-lules
davant el tractament amb oxaliplati en el model in vitro format per

linies cel.lulars de CCR amb diferent sensibilitat al farmac.

e Els dos processos estudiats (resisténcia adquirida i capacitat de

resposta a oxaliplati) es desenvolupen per vies cel.lulars
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independents, ja que la majoria de gens obtinguts per a cada procés

no semblen pertanyer als mateixos grups ontologics.

D’acord amb [I'estudi in vivo realitzat en aquest projecte, la
resistéencia adquirida no es desenvoluparia mitjancant les mateixes
vies que la resisténcia que presenten els tumors intrinsecament i, per
tant i almenys segons aquests resultats, aquests gens no podrien ser
utilitzats com a marcadors de resisténcia a oxaliplati en la seleccid de
tractament del cancer colorrectal a partir d'una terapia

personalitzada.

Els resultats obtinguts in vitro obren noves vies d’estudi tant a nivell
d’ampliar el coneixement existent sobre els mecanismes que
desencadena l'‘oxaliplati com al descobriment de noves dianes

terapeutiques per a combatre la malaltia.
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