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SUMMARY

SUMMARY

Glioblastoma multiforme (GBM) represents the most aggressive glioma in the adult
population and is a disease with rapid progression and median overall survival of less than one
year. Surgery is the initial treatment and allows obtaining a histological diagnosis, increasing
the effectiveness of subsequent chemoradiotherapy and increasing survival. In recent years
radiotherapy with concurrent temozolomide followed by adjuvant temozolomide has become
the standard treatment for these patients.

However, despite advances in surgical resection and chemotherapy and radiotherapy
in the treatment response to treatment, the survival of these patients remains poor. The most
recent research focuses on the existence of mechanisms of resistance to the treatment for
these patients which is temozolomide. The most studied mechanism of resistance in these
tumors is the repair protein O6-methyl-guanine-DNA methyltransferase (MGMT). There are
many studies in which the determination of MGMT gene protein promoter methylation is used
as a predictor of survival and response to treatment with temozolomide, being accepted by
the scientific community. This repair protein, repair DNA through the elimination of an alkyl
group from the 06 atom of guanine in DNA of cells exposed to alkylating agents, like
temozolomide. The regulation of the expression of this protein is based on an epigenetic
silencing by promoter methylation. When the MGMT gene promoter is methylated, the gene is
silenced and therefore there has not repair protein. In this case the lesion produced by the
alkylating agent in the tumor cell by chemotherapy becomes irreversible and the cell
undergoes apoptosis. This means that patients who have MGMT gene methylated thave a
better prognosis to temozolomide treatment as demonstrated by several studies like Stupp et
al. (2009) in which increases the overall survival of patients with MGMT methylated from 12.2
months to 18.2 months. By contrast, others studies show the existence of patients despite
having MGMT methylated have not improved survival after treatment with temozolomide. For
this reason in recent years and increasingly are being proposed other mechanisms of TMZ
resistance such as the DNA mismatch repair complex MMR, and the multidrug resistance
protein P-glycoprotein.

The repair system errors MMR functions by introducing nicks in the DNA when it
recognizes an erroneous base pairing starting a futile cycle of repair. This causes a signal to the
apoptosis pathway. When this complex is mutated and thus non-functional or when there is a
decrease in its expression, makes the cell more resistant to TMZ treatment because apoptosis

does not occurs. Studies Cahill et al. (2007) and Flesberg et al., (2011) determined that the
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reduced expression of MMR or the deletion of one of its subunits, in this case the MSHS6, is
present in recurrent glioblastomas being able to be the cause of tumor progression observed
in these patients.

P-glycoprotein is a cytoplasmic membrane transporter protein which is known as well
as MDR-1 (multidrug resistance 1). This protein has been widely studied in colon and breast
cancer, and has been shown to be responsible for resistance to the drug of choice in these
tumor types. This protein is able to eject the drug out of the cell in an ATP energy dependent
mediated process and preventing its action. In the case of glial tumors, the presence of the P-
glycoprotein in the luminal surface of the blood brain barrier is known, acting as a protector of
any harmful or toxic substances to the system. Therefore, in this research we have also
focused on the analysis of p-glycoprotein as a mechanism of resistance in glial tumors.

For the development of this dissertation began conducting a study on samples from 52
patients at the Hospital Virgen de las Nieves of Granada from intraoperative biopsies, in order
to confirm the value of MGMT as prognostic marker for predicting survival and response to
temozolamide treatment. The results of this study have allowed us to complete and validate
the results previously published in J. Trans. Med (Melguizo et al., 2012) showing that of the 52
patients studied, 53.8% had MGMT promoter methylation versus 44.2% without methylation.
Correlation of methylation status with the clinical history of patients, specifically with the
survival rate, has allowed us to determine that there is a positive correlation between MGMT
methylation status and survival of these patients, which increases by 15% in patients with
MGMT methylation.

Despite the positive correlation between survival and MGMT promoter methylation in
multiple studies has not been possible to explain the non-response to temozolomide
treatment in patients with MGMT methylation is why we performed an in vitro study on
different nervous system tumors cell lines to determine the involvement of other mechanisms
of resistance to temozolomide.

The in vitro study in glioblastoma cell lines (SK-N-SH, SF268, LN229 and A172)
subjected to the action of temozolomide has allowed us to differentiate between two types of
behavior in this drug, lines that have high basal expression MGMT (SK-N-SH, SF268) and a high
resistance to temozolomide and lines with no MGMT expression (LN229 and A172) which are
relatively sensitive to temozolomide action. Analysis of the modulation of the expression of
several DNA repair mechanisms, MGMT and MMR, after exposure of the two types of cell lines
to temozolomide has shown that those cell lines which have a high basal expression of MGMT
barely present expression of MMR studied gene complex and lines with low basal expression

of MGMT have a high expression of MMR genes. Following temozolomide exposure in lines
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with low MGMT basal expression (A172 and LN229) we found an increase in the level of
MGMT expression and a decrease in MMR repair complex, suggesting the contribution of both
mechanisms in increasing temozolomide resistance of these lines observed by increasing the
value of ICs, for this drug.

In the case of lines with high MGMT basal expression (SF268 and SK-N-SH), the MGMT
mRNA expression decreases after temozolomide administration cycles, which theoretically
would result in lower drug resistance, like the expression of MMR complex resulting in
increased drug resistance, Both mechanisms can be compensated by no modifying the 1Cs
values on these lines.

The variation of MGMT protein expression using demethylating agents, such as 5-Aza-
2'-deoxycytidine, or compounds that block its action, such as 06-benzylguanine, allowed us to
show that MGMT increase in cell which have an active MMR system causes an increase in
resistance, while cells deficient in MMR systems, both modifications inhibition and over-
expression, do not affect drug sensitivity.

The study of classic multidrug resistance mechanisms mediated by transporters, as
MDR has allowed us to verify that low basal levels of p-gliocoproteina in cell lines and their
increase upon exposure of the cell cultures to temozolomide are insufficient to influence
resistance of these lines as verapamil blocking involves no change in the inhibitory dose 50
against temozolomide.

Finally, analysis of the expression of a marker of tumor stem cells of the nervous
system such as CD133, which increases upon exposure to temozolomide cell cultures, may be
responsible for conferring resistance to the cells and therefore the phenomena of recurrences

in patients.

21






Resumen






RESUMEN

RESUMEN

El glioblastoma multiforme (GBM) representa el glioma mas agresivo en la poblacién
adulta y es una enfermedad con una progresién rapida y una mediana de supervivencia global
inferior a un afo. La cirugia es el tratamiento inicial y permite obtener un diagndstico
histolégico, aumentar la eficacia de la quimiorradioterapia posterior y aumentar la
supervivencia. En los uUltimos afios la radioterapia con temozolamida concurrente seguida de
temozolamida adyuvante se ha convertido en el tratamiento estandar de estos pacientes.

Sin embargo, a pesar de los avances en las resecciones quirurgicas y en el tratamiento
guimioterdapico y radioterapico la respuesta al tratamiento, la supervivencia de estos pacientes
sigue siendo escasa. Las investigaciones mas recientes se centran en la existencia de de
mecanismos de resistencia frente al tratamiento de eleccién de estos pacientes que es la
temozolamida. El mecanismo de resistencia mas estudiado en este tipo de tumores es la
proteina reparadora metil-guanina-O6-DNA metiltransferasa (MGMT). Existen muchos
estudios en los que la determinacion de la metilacion del promotor del gen de la proteina
MGMT se utiliza como factor prondstico de supervivencia y respuesta al tratamiento con
temozolamida, siendo aceptado por la comunidad cientifica. Esta proteina de reparacion,
repara el ADN a través de la eliminacion directa de un grupo alquilo del 4tomo 0° de la guanina
en el ADN de las células expuestas a agentes alquilantes, como es la temozolamida. La
regulacion de la expresidn de esta proteina se basa en un silenciamiento epigenético mediante
metilacidn del promotor. Cuando el promotor del gen de MGMT se encuentra metilado, el gen
se encuentra silenciado y por lo tanto no se produce proteina reparadora. En este caso la
lesion que produce el agente alquilante en la célula tumoral mediante quimioterapia se
convierte en irreversible y la célula entra en apoptosis. Esto implica que pacientes que
presentan el gen MGMT metilado tengan un mejor prondstico frente al tratamiento con
temozolamida tal y como demuestran diversos estudios como los de Stupp y cols., (2009) en
los que se incrementa la supervivencia global de los pacientes con MGMT metilado de 12,2
meses a 18,2 meses. Por el contrario, existen estudios que ponen de manifiesto la existencia
de pacientes que a pesar de tener MGMT metilado no presentan mejoras en la supervivencia
tras el tratamiento con temozolamida. Por esta razdn en los Ultimos afios y cada vez mas se
estan proponiendo otros mecanismos de resistencia a la TMZ como son el complejo de
reparacion de errores en el DNA, MMR, y la proteina de resistencia a multidrogas P-

glicoproteina.

25



26

RESUMEN

El sistema de reparacién de errores MMR funciona introduciendo mellas en el DNA
cuando reconoce un apareamiento errdneo de bases mediante un ciclo futil de reparacion.
Esto provoca una sefial para el inicio de la apoptosis celular. Cuando este complejo esta
mutado y por lo tanto no es funcional o cuando existe una disminucidn de la expresion del
mismo, hace que la célula sea mas resistente al tratamiento con TMZ ya que no se produce la
apoptosis celular. Los estudios de Cahill y cols., (2007) y Flesberg y cols., (2011) determinan
que la disminucién de la expresién de MMR o la deleccién de una de sus subunidades, en este
caso la MSH®6, esta presente en glioblastomas recurrentes pudiendo ser la causa de progresion
tumoral observada en estos pacientes.

La P-glicoproteina es una proteina transportadora de la membrana citoplasmatica, que
se conoce con el nombre de MDR-1 (MultiDrug Resistance 1). Esta proteina ha sido muy
estudiada en cancer de colon y mama, y se ha visto que es responsable de la resistencia a los
farmacos de eleccidon en estos tipos tumorales, ya que es capaz de expulsar el farmaco fuera
de la célula en un proceso dependiente de energia y mediado por ATP, evitando su actuacion.
En el caso de tumores gliales se conoce la presencia de la P-glicoproteina en la cara luminar de
la barrera hematoencefdlica, actuando como protector de cualquier sustancia toxica o nociva
para el sistema. Por ello, en este trabajo de investigacion nos hemos centrado también en el
analisis de p-glicoproteina como mecanismo de resistencia en tumores gliales.

Para el desarrollo de esta tesis doctoral comenzamos realizando un estudio sobre
muestras de 52 pacientes del Hospital Virgen de las Nieves de Granada procedentes de
biopsias intraoperatorias, con el objeto de confirmar el valor del marcador prondstico MGMT
como factor predictivo de supervivencia y repuesta al tratamiento con Temozolamida. Los
resultados de este estudio nos han permitido completar y validar los resultados previamente
publicados en J. Trans. Med. (Melguizo y cols., 2012) mostrando que de los 52 pacientes
estudiados, un 53,8% presentaba metilacion del promotor de MGMT frente a un 44,2% sin
metilacidn. La correlacion del estado de metilacidon con el historial clinico de los pacientes,
concretamente con la tasa de supervivencia, nos ha permitido determinar que existe una
correlacién positiva entre el estado de metilacion de MGMT vy la supervivencia de estos
pacientes, que incrementa en un 15% en los pacientes que presentan metilacion en MGMT.

A pesar de la correlacién positiva encontrada entre supervivencia y metilacion del
promotor de MGMT, en multiples trabajos no ha sido posible explicar la no respuesta al
tratamiento con temozolamida en pacientes que presentan metilacion de MGMT, por ello
hemos realizado un estudio in vitro en distintas lineas celulares de tumores de sistema
nervioso de para determinar la implicacion de otros mecanismos de resistencia a la

temozolamida.
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El estudio in vitro en lineas celulares de glioblastoma (SK-N-SH, SF268, LN229 y A172)
sometidas a la accidn de la temozolamida nos ha permitido diferenciar entre dos tipos de
compartamiento frente a este farmaco, lineas que presentan una elevada expresién basal de
MGMT (SK-N-SH, SF268) y una elevada resistencia a temozolamida y, lineas que al no expresar
MGMT (LN229 y A172) son relativamente sensibles a la accién de temozolamida. El analisis de
la modulacién de la expresién de diferentes mecanismos de reparacién del ADN, MGMT vy
MMR, tras la exposicidn de los dos tipos de lineas celulares a temozolamida ha demostrado
gue aquellas lineas celulares que tienen una alta expresion basal de MGMT apenas presentan
expresion de los genes estudiados del complejo MMR y que aquellas lineas con baja expresion
de MGMT basal presentan una alta expresion de los genes del MMR. Tras la exposcion a
temozolamida en las lineas con baja expresion basal de MGMT (A172 y LN229) encontramos
un incremento en el nivel de expresion de MGMT y una disminucién del complejo de
reparacion MMR, lo que indicaria la contribucion de ambos mecanismos en el incremento de
resistencia a temozolamida de estas lineas observado por el incremento del valor de ICsy para
este farmaco.

En el caso de las lineas con alta expresién basal de MGMT (SF268 y SK-N-SH), la
expresion del ARNm de MGMT disminuye tras la administracion de los ciclos con
temozolamida, lo que tedricamente provocaria una disminucién de la resistencia al farmaco,
de igual forma, la expresion del complejo MMR provocando un aumento de la resistencia al
farmaco, pudiendo ambos mecanismos compensarse no modificando los valores de IC50 en
estas lineas.

La variacién de la expresion de la proteina MGMT mediante el uso de agentes
desmetilantes, como la 5-Aza-2’-deoxicitidina, o compuestos que bloqueen su accién, como la
06-benzilguanina, nos permitid demostrar que el incremento del MGMT en células que
presentan un sistema MMR activo, provoca un aumento de la resistencia, mientras que en
células con sistemas MMR deficientes, las modificaciones tanto la inhibicion como la sobre
expresion, no afectan a la sensibilidad al farmaco.

El estudio de mecanismos clasicos de resistencia a multidrogas mediado por
transportadores, como MDR nos ha permitido comprobar que los bajos niveles basales de p-
gliocoproteina en las lineas celulares y su incremento tras la exposicion de los cultivos
celulares a temozolamida son insuficientes para influir en la resistencia de estas lineas puesto
qgue su bloqueo con verapamilo no implica modificacién en la dosis inhibitoria 50 frente a la
temozolamida.

Finalmente en analisis de la expresion de un marcador de células madre tumorales de

sistema nervioso como es el CD133, que incrementa tras la exposicidon a temozolamida de los
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cultivos celulares, puede ser el responsable de conferir resistencia a las células y por tanto de

los fendmenos de recidivas en pacientes.
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I. INTRODUCCION

1. Generalidades Glioblastoma

1.1 Epidemiologia

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan el 2-3% del total de las
neoplasias en el adulto. Estos tumores se clasifican en funcidon del tipo celular del que
proceden, representando los gliomas, tumores que se caracterizan por originarse en células
gliales, el 60% de todos los tumores del sistema nervioso central (Jemal y cols., 2007). Dentro
de los gliomas de alto grado se incluye elastrocitoma anaplasico (AA), el oligodendroglioma
anaplasico (OA) y el glioblastoma multiforme (GBM) caracterizados por su alta capacidad de
infiltrar el tejido cerebral adyacente. El glioblastoma multiforme, es el tumor cerebral primario
mas frecuente (54 %) (figura 1.1) y maligno de entre todas las neoplasias de la glia (Dolecek y

cols., 2012) y sera el objeto de este estudio.

Gliomas Otros Gliomas
Malignos NOS 2%

Tumaores
Ependimales
7%

Oligodendroglioma
6%

Astrocitoma
Pilocitico
5%

Glioblastoma
243

Astrocitoma
Difuso
10%

Astrocitoma
Anaplastico
5% Oligoastrociticos

3%

Tumores

Figura. 1.1. Distribucion de los tumores primarios de Cerebro y Gliomas del sistema nervioso central por

subtipos histoldgicos (N=90,828). Figura obtenida de Dolecek y cols., 2012 (CBTRUS 2008)
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Para conocer los datos referentes a la incidencia de los tumores cerebrales existen
diferentes registros, siendo el mas actualizado y detallado el de Estados Unidos: Central Brain
Tumor Registry of the United Status — CBTRUS, que recoge datos del Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades, del Programa Nacional de Registro del Cancer y del Instituto
Nacional del Cancer. Segun el ultimo informe, que corresponde al periodo 2005-2009 (CBTRUS
(Dolecek y cols., 2012)), la incidencia de tumores primarios y malignos del SNC fue de 20,59
casos/100.000 habitantes-afio. Esta tasa se divide en 5,13 casos/100.000 habitantes-afio para
nifios entre 0-19 afios y 26,81 casos/100.000 habitantes-afio para adultos mayores de 20 afios
(CBTRUS). En el caso del glioblastoma, la tasa de incidencia es de 3,19 casos /100.000

habitantes-afio, siendo mayor la incidencia en hombres (3,98) que en mujeres (2,53).

En Espaia, tomando como referencia los datos del conjunto de registros de cdncer que
abarcan aproximadamente a un 25% de la poblacidn espafiiola, los tumores primarios del SNC
representan un 2% del total del cancer en el adulto, y en los nifilos menores de 15 afios un 19%
lo que nos indica que se trata, al menos en los adultos, de un tumor poco frecuente. La
incidencia anual de tumores cerebrales en Espafia es de 2.000 casos, de los que un 60% son
gliomas malignos. La incidencia anual de glioma de alto grado es aproximadamente de 2,4 por
100.000 adultos. Segun los datos del drea de epidemiologia ambiental y cancer del Centro
Nacional de Epidemiologia del Instituto Carlos Il en el afio 2006 se produjeron 1387
defunciones, con una edad promedio a la defuncién de 61.58 ainos y una tasa por 100,000

habitantes de 5.70 casos en hombres y 3.72 casos en mujeres.
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Figura 1.2. Tasa de incidencia de tumores cerebrales en Espafia (Centro Nacional de

Epidemiologia ISCIII)

La tasa de supervivencia de los pacientes con glioblastoma es muy baja, de 9 a 12
meses desde el momento en el que se diagnostica (de la Fuente y cols., 2007). Aunque en
algunos casos, como el de los gliomas de bajo grado, la supervivencia puede ser de varios afios
después del diagndstico, solo un 3% de los pacientes con glioblastoma multiforme sobrevive 5
afios tras el mismo (Ohgaki y cols., 2005). La baja supervivencia es consecuencia de ciertos
factores de riesgo que incrementan la agresividad del tumor y por tanto afectan a la

supervivencia global del paciente.

Entre estos factores de riesgo se ha demostrado que existe un incremento en el riesgo
de padecer un tumor cerebral segln la ocupacién del paciente, especialmente aquellas
relacionadas con la industria (Wrensch y cols., 2002). Esto lleva a pensar que este tipo de
tumor se da con mayor frecuencia en paises mds desarrollados y por lo tanto con un nivel
econdmico superior. Las radiaciones ionizantes estan consideradas también como un factor de
riesgo y existen estudios que demuestran que la exposicidén a rayos X incrementa el riesgo de
padecer un tumor cerebral, siendo mas acusado en nifios (Neglia y cols., 2006). Existen

estudios en los que se relaciona el riesgo de padecer tumor cerebral con la exposicion a
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radiacidn no ionizante como la provocada por el uso del teléfono movil, aunque actualmente

no estd demostrada su relacion (Hardell y cols., 2006).

1.2 Clasificacion

La organizacion mundial de la salud (OMS) es la encargada de la clasificacion de los
tumores del SNC. La primera clasificacidn, se publicé por primera vez en 1979 basandose en un
sistema de combinacién del tipo de tumor y del nivel de malignidad de este. Esta clasificacion
es muy compleja ya que existen multitud de tipos celulares deferentes que pueden dar lugar a
procesos tumorales. La actual clasificacion de grados de la OMS para este tipo de tumores,
estd vigente desde 2007 establece una escala a para determinar la malignidad segun las
caracteristicas histoldgicas del tumor (Louis y cols., 2007). Esta clasificacién divide los tumores

del SNC en cuatro grados de malignidad (figura 1.2)

Las caracteristicas que posee cada grado y que lo diferencia de otro son las siguientes:

Grado |: los tumores englobados en este grado son considerados de evolucidn lenta siendo
lesiones de bajo potencial proliferativo y por tanto de buen prondstico. Incluye lesiones que se

pueden curar con la reseccidn quirurgica.

Grado |l: este grupo de tumores también es considerado de evolucion lenta, con un
crecimiento lento pero sus limites son imprecisos y difusos, considerando sus lesiones
infiltrantes. Estos tumores son recurrentes tras la reseccidn quirurgica ya que la imprecision de
sus limitesimpide con frecuencia la extirpacidn quirdrgica completay tiendena progresar a

gliomas anaplasicos de grado Il o glioblastomas secundarios de grado IV.

Grado lll: los tumores de grado Il se consideran de alto grado y se caracterizan por un

crecimiento rapido, una capacidad de infiltracion claramente expresada y anaplasia.
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Gado |V: este grupo también se considera de alto grado ya que incluye lesiones que presentan
un crecimiento rapido, presentan una anaplasia muy pronunciada, tienen tendencia a la
necrosis y, en general, estan asociadas con evolucidn prequirudrgica y posquirurgica rapida de

la enfermedad. Todo esto deriva en una alta mortalidad.
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Figura 1.2. Clasificacion de los tumores del sistema nervioso central de la OMS (Louis y cols., 2007)
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El Glioblastoma multiforme (GBM), en el que se centra nuestro estudio es un glioma
astrocitico grado IV de la OMS de comportamiento altamente agresivo. Puede ser primarios,
originandose en pacientes de edad avanzada, y caracterizados por la sobreexpresion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR) o secundarios, afectando en este caso
apacientes jévenes por la transformacién de un astrocitoma difuso o anaplasico, en este caso

su principal caracteristica es la mutacion de P53.

1.3 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de los pacientes con tumores cerebrales son variadas.
Van asociadas al grado de malignidad, es decir, una rapida evolucién de los sintomas estd
asociada a un mayor grado de malignidad y por el contrario, una larga evolucidn estd asociada
a tumores menos malignos. Estos sintomas se pueden dividir en dos grupos: aquellos causados
por un aumento de la presion intracraneal y aquellos causados por la localizacion del tumor
(Bordignon y cols., 2006). El 75% de los pacientes con oligodendroglias y el 65% de los
pacientes con gliomas presentan crisis comiciales, siendo esta la segunda manifestacién clinica

mas frecuente en el momento del diagndstico.

Dentro del primer grupo, aquellos causados por un aumento de la presion intracraneal,
se encuentran las cefaleas que es el sintoma inicial y mas comun en mds del 50% de todos los
pacientes con glioma cerebral. Ademds dentro de este grupo se encuentran otros sintomas
como pérdida de agudeza visual, nauseas, vomitos v rigidez de la nuca (de la Fuente y cols.,
2007). A medida que estos se agravan los pacientes pueden presentar papiledema y hasta un

40% tienen disminucion del nivel de conciencia.

Los sintomas del segundo grupo, causados por la localizacién del tumor, se producen
en mayor medida por la destruccién e irritacion del parénquima cerebral. Los sintomas estaran

asociados al area afectada, por ejemplo, la pérdida de memoria, alteracién conductual y apatia
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mental indican lesiones en la zona frontotemporal, déficits neuroldgicos significativos indican

que la lesion estd localizada en el I6bulo temporal o en el cortex motor.

1.4 Diagnéstico

El diagndstico inicial de glioblastoma se basa en pruebas de imagen radioldgicas, los
estudios mediante tomografia computarizada (TC) y resonancia magnética nuclear (RMN) son
complementarios y fundamentales para el diagndstico de esta patologia. El papel principal de
estas técnicas de imagen es determinar la localizacién y extension de la lesidn, y su relacién
con las estructuras adyacentes. Ademas del uso de estas técnicas es necesario para el

diagndstico definitivo un estudio histoldgico (Jawahar y cols., 2003).

Otras técnicas menos utilizadas pero que también pueden aportar una informacién
valiosa en el diagndstico de esta patologia son la espectroscopia por resonancia magnética

(ERM), la perfusion, la difusidn, el SPECT cerebral o el PET que comentaremos brevemente.

1.4.1. Tomografia computarizada (TC)

El estudio del tumor con esta técnica permite valorar la densidad de la lesidon con
respecto al parénquima cerebral normal circundante. Ademas, con la administracion de
contraste se pueden medir cambios de densidad para facilitar el diagndstico diferencial entre
ciertos tipos de tumores, lesiones infecciosas y/o patologia cerebrovascular ademas de

caracterizar la imagen tomografica.

Esta técnica ademads, permite saber si hay presencia de calcificaciones en el tumor,
hemorragias agudas y cambios dseos relacionados con el tumor. Estos datos son indicativos

del tipo de crecimiento tumoral y por lo tanto del grado de malignidad del mismo.
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1.4.2. Resonancia magnética (RM)

Hoy en dia, la resonancia magnética es la técnica de eleccidn para el diagnostico de
tumores cerebrales y en concreto de los gliomas ya que no es un tipo de radiacion ionizante,
posibilita la reconstruccion multiplanar, tiene una gran resolucion de contraste, y evita la
aparicion de artificios de estructuras éseas de la base de crdaneo. Se basa en la resonancia
magnética de los nucleos de hidrégeno y de otros nucleos diferentes al hidrégeno, cuando

estan dentro de un campo magnético (Herndn y cols., 2004).

Las imagenes que genera son Utiles en la distincién de detalles anatémicos, en la
diferenciacién entre sustancia gris y sustancia blanca (imagenes en T1) y tienen una elevada
sensibilidad al incremento en la cantidad de agua presente en los tejidos, principalmente en el

espacio extracelular (imagenes en T2).

En el caso de los glioblastomas, generalmente presentan areas de diferente histologia,
mostrando una gran heterogeneidad. Presentan areas de necrosis (caracteristica) vy
hemorragias y un efecto masa muy llamativo. Otras diferencias en la intensidad de la sefial son

debidas a la vascularizacidn, permeabilidad vascular y oxigenacién.

1.4.3. Otras técnicas

Ademas de estas dos técnicas principales existen otras como la espectroscopia por
resonancia magnética (ERM), la perfusion, la difusion, la tomografia computerizada por

emision de foton unico (SPECT) cerebral o el PET que comentaremos brevemente.
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1.4.3.1. SPECT cerebral

Se engloba dentro de las técnicas de neuroimagen funcionales junto con la PET, ya que
permiten la obtencién de imagenes funcionales cerebrales. Esta técnica se utiliza cuando la RM
o TC no son definitivas, como por ejemplo en la diferenciacién entre una recidiva y una
radionecrosis tumoral, ademas de para determinar la malignidad del tumor (Fraile y cols.,

1994).

1.4.3.2. Tomografia por Emisidn de positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones (PET) es otra técnica funcional que permite el
estudio del metabolismo tumoral. A diferencia de la SPECT es de utilidad en laevaluacion de
respuesta al tratamiento y seguimiento del tumor aunque hoy en dia la disposicion de los

equipos necesarios para llegar a cabo esta técnica es aln minoritaria.

1.4.3.3. Espectroscopia por resonancia magnética (ERM)

La espectroscopia por resonancia magnética (ERM), no es especifica para distinguir el
grado de malignidad tumoral pero si tiene una gran sensibilidad para diferenciar el
parénquima encefalico normal de las lesiones neoplasicas (Castillo y cols., 1996). Mediante
esta técnica se registran las sefiales de los metabolitos del tejido cerebral permitiendo asi el
estudio del metabolismo cerebral in vivo. Esta cualidad hace que se utilice principalmente para

monitorizar la respuesta a la radioterapia y quimioterapia.
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1.4.3.4. RM perfusién

La resonancia magnética de perfusion tiene una resolucién espacial y temporal muy
superior el SPECT y al PET. Gracias a ella se pueden obtener mapas de volumen sanguineo
regional de todo el cerebro lo que permite diferenciar entre un glioma de alto grado y uno de

bajo grado. Esto la hace una técnica importante dentro del estudio de los gliomas.

1.4.3.5. RM difusidn

Esta técnica que tiene en cuenta la diferente movilidad de las moléculas, es importante
en los gliomas para diferenciar un tumor necrético de un absceso. Esto se consigue gracias a
gue esta técnica proporciona un cociente de difusion aparente (ADC). La reduccion de este

cociente es un indicativo de mayor agresividad del tumor.

1.4.4. Histolégico

Antes de iniciar un tratamiento de una lesién intracraneal es obligado realizar un
estudio histolégico del tumor ya que las técnicas de imagen no pueden establecer un
diagnéstico fiable. El estudio histoldgico se realiza mediante el uso de técnicas poco invasivas
como son la busqueda de marcadores tumorales o células malignas en el liquido
cefalorraquideo (de la Fuente y cols., 2007), aunque en los casos donde es posible es

conveniente obtener una muestra de tejido tumoral.
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1.4.5. Diagnostico de pseudo progresion

En la mayoria de los pacientes con glioblastoma se ha observado que tras el
tratamiento inicial, sufren una recaida con un incremento del tamafio del tumor no resecado
quirdrgicamente o con la aparicion de nuevas lesiones tumorales. Estos casos han sido
considerados como progresiones clinicas y tratados con farmacos de segunda linea o con
tratamiento paliativos, incluso aquellos pacientes que han experimentado un empeoramiento

clinico y en ocasiones radiolégico reversible.

La pseudo progresidn, que ocurre en el 30% de los pacientes, se define como una falsa
progresidn clinica o radioldgica, reversible con tratamiento antiinflamatorio/antiedema y que

ocurre de 1-3 meses tras el tratamiento concomitante (Brandsma y cols., 2008).

1.5 Factores prondstico

Se define como factor prondstico toda medida obtenida del paciente a lo largo del
tiempo, que tiene correlacidon con la probabilidad de recuperacién o la probabilidad de

recurrencia y por lo tanto con la supervivencia del paciente.

Estos factores prondstico son propios de cada tumor y la informacién que reflejan es Ia
base para poder efectuar un manejo éptimo del paciente y un tratamiento adecuado a cada
caso (Louis y cols., 2007). Hasta el momento no se dispone de un modelo predictivo y
prondstico que sea lo suficientemente especifico y sensible frente a los gliomas debido a sus
caracteristicas genéticas, biomoleculares e histopatoldgicas sumados a la variabilidad clinica
que presentan (Ramirez y cols., 2010). Para el estudio de los factores prondsticos han sido
divididos en varias categorias: factores clinicos que hacen referencia al paciente, histolégicos
gue hacen referencia al tumor, terapéuticos que hacen referencia al tratamiento y moleculares

gue hacen referencia a alteraciones moleculares propias de los gliomas.
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1.5.1. Clinicos

Mayoritariamente se definen dos variables clinicas como factores prondstico, la edad y

el estado funcional segln la escala de Karnofsy (KPS). En el caso de la edad, pacientes

diagnosticados con mas de 60 afios tienen un peor prondstico que aquellos que son

diagnosticados con menos de 40 (Buckner y cols., 2003).

La escala de KPS, cuyos valores oscilan entre 0 y 100, mide la capacidad de los

pacientes con cancer a la hora de realizar tareas rutinarias. (Tabla 1.3). Por lo tanto, pacientes

con un indice de KSP igual o superior a 70 tienen un mejor prondstico, mientras que pacientes

con una puntuacién de 50 o inferior indica elevado riesgo de muerte durante los 6 meses

siguientes (Karnofsy, 1948).

100
90
80
70

60
50
40

30
20

10

Normal, asintomatico, sin indicios de enfermedad
Capaz de realizar vida normal, pero con signos y sintomas leves de enfermedad
Actividad normal con esfuerzo, con algunos signos y sintomas de enfermedad

Capaz de cuidarse, pero incapaz de llevar a término actividades normales o
trabajo activo

Requiere atencion ocasional, pero puede cuidar de si mismo
Requiere gran atencidn, incluso tipo médico. Encamado menos del 50% del dia

Invélido, incapacitado, necesita cuidados y atenciones especiales. Encamado mas
del 50% del dia

Invélido grave, severamente incapacitado, tratamiento de soporte activo

Encamado por completo, paciente muy grave, necesita hospitalizacién y
tratamiento activo

Moribundo

Fallecido

Tabla 1.3. Escala de Karnosfsy (Karnofsy 1948).
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1.5.2. Histologicos

Los gliomas son tumores muy heterogéneos desde el punto de vista histolégico y
molecular, por lo que resulta muy importante obtener una buena clasificacién de los mismos

para utilizar el tratamiento éptimo en cada caso.

El grado de anaplasia constituye el pardmetro histolégico mas decisivo en la
supervivencia de pacientes con glioma. Los indicadores histolégicos de anaplasia de los
gliomas malignos son: la atipia nuclear, el nimero de mitosis, la proliferacién vascular y la
presencia de necrosis (Daumas-Duport y cols., 1988). Con estos indicadores se pueden hacer
varias clasificaciones, como son las de la OMS vy la de St. Anne/Mayo. Todas estas se pueden

resumir en una Unica tabla (tabla 1.4)

Criterios de
Grado OMS OMS St. Anne
Daumas-Duport
I Astrocitoma pilocitico - 0 criterios

Astrocitoma G1
Il Astrocitoma bajo grado 1 criterio
Astrocitoma G2

Il Astrocitoma anaplasico Astrocitoma G3 2 criterios

v Glioblastoma multiforme Astrocitoma G4 306 4 criterios

Tabla 1.4 Equivalencia entre la clasificacidon de la OMS y la de St. Anne.

1.5.3. Terapéuticos

El grado de reseccidon quirdrgica se establece como factor prondstico (Buckner y cols.,
2003) ya que la cirugia tiene un papel fundamental en el manejo clinico de los pacientes con
tumores cerebrales. Una reseccion completa o casi completa de la tumoracion da lugar a un
mejor prondstico obteniéndose una supervivencia de 11,3 meses con una reseccion completa

frente a 10,4 meses si es parcial o 6,6 meses si solo se practica una biopsia (Simpson y cols.,
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1993). Existen otros estudios (Walker y cols., 1978) que demuestran que un tratamiento con
radioterapia postoperatoria también incrementa la supervivencia de los pacientes tras el

mismo.

1.5.4. Moleculares

En conjunto con los pardmetros clinicos clasicos, se pueden definir también
pardmetros genéticos/moleculares como factores prondstico (Riley y cols., 2009). Estos han de
ser definidos en un andlisis conjunto con las variables clasicas como son la edad, el grado
histolégico o la puntuacion en la escala de Karnofsy. Entre estos factores hay estudios que
identifican como tal la pérdida de heterocigosidad de 1p19q (LOH1p19q). Este es un factor
prondstico de supervivencia global y predictivo de respuesta al tratamiento quimioterapico en
tumores oligodendrogliales (Burger y cols., 2001; McDonald y cols., 2005). Otros estudios han
identificado a factores de crecimiento y sus receptores como posibles factores prondstico en
gliomas, como es el caso de EGFR5. Pero sin duda uno de los factores prondsticos moleculares
mas estudiados es la metilacion del promotor del gen MGMT (Esteller y cols., 2000; Hegi y

cols., 2004/2005) que sera tratado mas adelante.

1.6 Tratamiento

El tratamiento de los gliomas depende de la localizaciéon del tumor, la edad del
paciente y el grado de Karnofski ya que los glioblastomas son tumores difusos, que se infiltran
en el parénquima circundante (de la Fuente y cols.,, 2007). Por ello, su tratamiento es

multidisciplinar y esta basado en la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.
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1.6.1. Cirugia

Para el tratamiento con cirugia es indispensable el uso de técnicas que permitan
precisar al maximo tanto la localizacién como el tamafio del tumor. La estereoataxia (sistema
de localizacién del tumor mediante un sistema geométrico para localizar el punto mas
adecuado para la biopsia), los sistemas de navegaciéon (instrumentos informaticos que
fusionan las imagenes radioldgicas durante la intervencion para una mejor localizacién del
tumor),la microcirugia o la utilizacién de la fluorescencia intraoperatoria (usando un contraste
fluorescente que es metabolizado por el tejido cerebral y que tifie de forma diferente el tejido

tumoral y el sano) son algunas de las técnicas usadas para este fin.

La finalidad de la cirugia es por un lado obtener una muestra para el diagndstico
histoldgico, y por otro lado reducir la masa tumoral. Gracias a la cirugia se obtiene una
reducciéon inmediata de la presidén intracraneal lo que permite una mejor accién de los
tratamientos posteriores como son la radioterapia y la quimioterapia siendo estos
tratamientos ineficaces si no estan precedidos de una reduccién de la masa y de la presién

intracraneal. Esto hace que la cirugia sea clave para el tratamiento de los gliomas.

En cuanto al volumen tumoral que se extrae en la cirugia, hay estudios que
demuestran que a mayor reseccion del tumor aumenta significativamente la supervivencia
comparado con resecciones menores (Lacroix y cols., 2001). En el estudio de Lacroix y cols.
(2001) se comparan resecciones del 98% con resecciones menores observando una
supervivencia de 8.8 meses en resecciones menores al 98% y de 13 meses en resecciones del
98%. Estos datos coinciden con estudios en los que se demuestra una mayor respuesta al
tratamiento en pacientes sometidos a resecciones completas (Gorlia y cols., 2008; Stupp y
cols., 2007). Esta mejora al tratamiento podria estar sustentada por estudios como el de
Salcman vy cols., 1996 en el que se analizan los cambios que se producen en el parénquima

cerebral tras la reseccién. Cambios en el metabolismo y en el flujo sanguineo, asi como una
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facilitacion de la apertura de la barrera hematoencéfalica que podria permitir una mejora en la
penetracion de los agentes quimioterapicos, pueden considerarse una ventaja para
incrementar la eficacia del posterior tratamiento al que se someten los pacientes tras la

cirugia.

La reintervencion quirudrgica es una situacion frecuente en pacientes que ya han sido
sometidos a una primera cirugia. Esto se debe a las recidivas o progresiones de los tumores
gliales tras el tratamiento son muy frecuentes en este tipo de tumores, en dichos pacientes se
consideran como factores prondsticos relacionados con el beneficio de la reintervencion el
estado general del paciente, el volumen de la enfermedad residual, el grado histolégico, el
intervalo libre de recaida y el tipo de recurrencia. El valor de la reintervencién ha sido sugerido
en un analisis realizado por Yung y cols., (1999) en 168 pacientes con glioblastoma multiforme
recurrente; los pacientes reintervenidos tuvieron una mayor supervivencia a un afio (71% Vs.

15%), y a los dos afios (32% Vs. 5%).

1.6.2. Radioterapia

La radioterapia es una técnica que permite inducir la muerte de las células mediante el
uso de particulas ionizadas de alta energia que provocan dafos en el material genético de la
célula. Debido a esto, es muy importante realizar una planificacion del tratamiento ya que la

radioterapia puede dafiar al tejido neurovascular que rodea al tumor.

Los estudios de Walker y colaboradores 1978, indican que el tratamiento con
radioterapia adyuvante a la cirugia provoca un incremento de la mediana de la supervivencia
de 14 a 36 semanas cuando se compara con un tratamiento de soporte, carmustina (BCNU),
radioterapia y radioterapia mas carmustina después de una cirugia del tumor. Gracias a

estudios como este la radioterapia se convirtio en tratamiento estandar.
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La radioterapia puede aplicarse mediante distintas técnicas; cada una de ellas puede
tener diferentes indicaciones, segin la extensién de la irradiacidn, la dosis que se necesita
alcanzar para el control de la enfermedad y la toxicidad esperable. Algunas de estas técnicas
son la radioterapia externa convencional, la radioterapia externa estereotaxica (radiocirugia) o

la radioterapia intersticial o braquiterapia, entre otras.

La radioterapia externa convencional consiste en una irradiacion externa del volumen
tumoral intentando minimizar la cantidad de tejido sano circundante irradiado, y con ello, la
toxicidad. Comienza a las 2-4 semanas tras la cirugia con una dosis 6ptima de 60Gy (Bleehen y
cols., 1991). El tratamiento es administrado, segun la dosis a alcanzar, durante varios dias o

semanas, recibiendo dosis diarias iguales.

En el caso de la radioterapia externa estereotaxica o radiocirugia es el tratamiento de
eleccién en pacientes con gliomas de alto grado y recaidas poco voluminosas (Shrieve y cols.,

1995) y consiste en una irradiacidn externa en la que el volumen de irradiacidn es pequefio.

La radioterapia intersticial o braquiterapia es extremadamente compleja y consiste en
la implantacion dentro del tejido tumoral de catéteres que son fuentes de irradiacién evitando

asi la irradiacion de tejido sano (Selker y cols., 2002).

El problema del tratamiento con radioterapia son los efectos secundarios. Estos
efectos secundarios pueden ser clasificados segiin el momento de su aparicidén. Los efectos
secundarios agudos son aquellos que se dan horas o dias después al tratamiento y suelen ser
cefaleas o empeoramiento de los déficits neurolégicos que pueden ser tratados con
corticoides. El segundo grupo de efectos secundarios son las toxicidades diferidas tempranas.
Estas pueden aparecer desde la sexta semana posterior al tratamiento hasta seis meses
después. A este grupo pertenecen los dafios neurolégicos reversibles que pueden tratarse
también con corticoides. Por ultimo las toxicidades tardias aparecen afios después de finalizar

la radioterapia y se producen por destruccidn del tejido cerebral (radionecrosis).
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1.6.3. Quimioterapia

La quimioterapia se incorpord como tratamiento estandar en los gliomas a partir de los
resultados obtenidos por Stewart 2002 y Fine 1993, en los que demuestran un aumento de la
supervivencia media tras la utilizacién de quimioterapia adyuvante. El objetivo principal de
este tratamiento es aumentar la eficacia y disminuir los efectos secundarios. Para ello hay

diversos métodos de administracién de la quimioterapia.

1.6.3.1. Quimioterapia local: Carmustina

Los quimoterapicos mas utilizados son los farmacos alquilantes como la carmustina
(BCNU). Esta se administra de forma local mediante un polimero biodegradable en la cavidad
quirurgica durante la operacion de reseccion. Existen estudios que demuestran un amento en
la supervivencia en pacientes tratados con cirugia + BCNU + RT, frente a aquellos tratados con
cirugia + placebo + RT (Westphal y cols., 2003), causa por la que la FDA aprobd en Febrero de

2003 los implantes de BCNU en gliomas malignos como tratamiento inicial.

Este tratamiento estd contraindicado en caso de infeccidn intracerebral activa, edema
cerebral importante, lecho quirdrgico hemorragico y en tumores profundos o irresecables o

multifocales o bilaterales o situados en dreas elocuentes

1.6.3.2. Quimioterdpica sistémica: TMZ

Una condicidn necesaria de las diferentes modalidades terapéuticas es la de cruzar la
barrera hematoencefalica (BHE). Ademas debe alcanzar una concentracién eficaz en el tumor

y, a dosis terapéuticas, minimizar la toxicidad sistémica.
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La barrera hematoencefdlica es la responsable de mantener la homeostasis del
cerebro, permitiendo el paso selectivo a través de ella de nutrientes y de oxigeno que llegan al
cerebro a través de la sangre. Sin embargo, esta funcion de barrera representa un obstaculo

para la distribucién de farmacos en el sistema nervioso central (Wong y cols., 2013).

La Temozolamida es un agente alquilante de segunda generacion, de administracién oral con
un 100% de biodisponibilidad por esta viaen un tiempo maximo de 90 minutos (Marchesi y
cols., 2007).Ademas tiene un rapido aclaramiento plasmatico, que reduce asi la posibilidad de
efectos sistémicos.En cuanto a su penetracién a través de la BHE, Meikle y cols., en 1998
realizaron un estudio mediante PET en pacientes con glioma de alto grado. En él se marcaba la
TMZ con *'C y se comprobaba como esta TMZ marcada se acumulaba més en tejido tumoral
que en tejido normal, poniendo de manifiesto que la TMZ era capaz de penetrar en el
parénquima cerebral. En cuanto a la preferencia de la TMZ por tejido tumoral puede ser
explicable debido al pH de los mismos. La TMZ es muy estable al pH acido del estdmago
aunqgue una vez en contacto con el pH basico de la sangre y de los tejidos, espontaneamente,
se hidroliza dando lugar al metabolito activo MTIC (monometil triazeboimidazol carboxamida).
Este no penetra bien en el cerebro, asi que rapidamente se rompe para formar el idn reactivo
metildiazonio (Koukourakis y cols., 2009). El pH del tejido tumoral es mas alto en comparacién
con el tejido cerebral circundante, por lo que esta activacidon dependiente de pH quizad pueda

dar lugar a una terapia dirigida (Saleem y cols., 2003).

El mecanismo de accién de la Temozolamida consiste en inhibir la replicacién del ADN.
Durante la transformacién a su metabolito activo (MTIC) se produce un proceso oxidativo con
formacion de un inestable metildiazonio, que es rapidamente escindido en nitrégeno
molecular (N2) y un ion carbonio CH3+ que actia como elemento "alquilante". Este ion
carbonio provoca la metilacion de algunas bases del ADN (fundamentalmente la guanina)

(Figura 15). Ademas, en el proceso oxidativo que conduce a la activacién del farmaco puede
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formarse otros radicales libres capaces de provocar degradacion del ADN e incluso roturas
cromosodmicas. Conlleva a la detencion de la célula en la fase G2-M, y en ultima instancia, a la

muerte celular.
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Fig. 1.5. Metabolismo de la TMZ a su forma activa. Modificado de Koukourakis y cols., 2009.

En ensayos de la EORTC (European Organisation for Research and Treatment of
Cancer) se muestra el uso de la temozolamida (TMZ) como adyuvante de la radioterapia,
incrementando la media de supervivencia frente a la radioterapia sola (Stupp y cols., 2009).Las
dosis orales de temozolamida usadas para el tratamiento, se muestran en la tabla 1.6, tanto

para casos de nuevo diagndstico, como para casos recurrentes.
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Nuevo diagnéstico

Con radiacién concurrente | 75 mg/m2 dia x 42 dias

Mantenimiento seguido de radiacién | Ciclo 1: 150 mg/m2 dia x 5 dias

Ciclo 2 al 6: 200 mg/m2 dia x 5 dias cada 28 dias

Enfermedad recurrente

Sin quimioterapia anterior | 200 mg/m2 dia x 5 dias cada 28 dias

Con quimioterapia previa | 150mg/m2 dia x 5 dias cada 28 dias

Procedimientos alternativos 50-175 mg/m?2 dia x 7 dias cada 14 dias

75 mg/m2 dia x 21 dias cada 28 dias

200 mg/m2 x 1 dosis seguido de 90-100 mg/m?2
cada 12 horas x 9 dosis cada 28 dias

Tabla 1.6. Dosis orales de TMZ. Modificado de Villano y cols., 2009.

2. Alteraciones genéticas

La formacidon de glioblastomas secundarios a partir de astrocitomas de bajo grado ha
permitido el conocimiento suficiente para considerar el proceso de la gliomagénesis como un
proceso secuencial desde la célula precursora astrocitaria hasta el glioblastoma multiforme. En
este proceso secuencial se ha reconocido que los cambios morfoldgicos de la transformacion

maligna reflejan nada mas que la adquisicion secuencial de alteraciones genéticas (Figura 1.7).
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Amplificacién de EGFR,

mutacion ERBB2,

mutacion TP53,

amplificacion de MDM2 y MDM4,
deleccion de pl6, mutacion
/deleccion RB1, pérdida de
heterocigosidad de 10q,
mutacion PTEN, NF1, PIK3R1,
metilacion CTMP, NDRG2

|

Glioblastoma Primario
(Grado IV)

Figura 1.7. Esquema de los diferentes mecanismos y alteraciones moleculares mas frecuentes

implicadas en la génesis de un glioblastoma. Modificado de Riemenschneider y Reifenberger, 2009

Estas alteraciones sufridas por la célula tumoral pueden dividirse en dos grupos,

aquellas alteraciones producidas en las vias de sefializacién y aquellas alteraciones producidas

en las vias de reparacién del DNA.
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2.1. Alteraciones moleculares

2.1.1. Pérdida de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 10

Con una frecuencia de mds del 63% de los casos, la alteracién mas frecuente
identificada en glioblastomas es la pérdida de heterocigocidad (LOH) en 10g. En este

cromosoma se han identificado varios genes supresores de tumores (Ohgaki y cols., 2005):

- PTEN (homologo de la tensina y fosfatasa) en 10g23.3.Mutaciones en PTEN se han
detectado en el 20-40% de los glioblastomas, predominando en los primarios (de novo) y
raramente en secundarios. Lo mas frecuente es la pérdida de expresién de este gen en vez de
mutaciones en el mismo, lo que sugiere que su regulacién estd basada en mecanismos de

metilacidn (Baeza y cols., 2003).

- DMBT1 (supresor de tumores cerebrales malignos) localizado en 10g25.3-
g26.1.Las mutaciones de este gen son poco frecuentes, debido a ello, la pérdida de su funcién
es principalmente provocada por una delecion en homocigosis (Franco-Hernandez y cols.,
2007). Esta alteracidn ya se observa en astrocitomas de bajo grado. La pérdida de funcién de
DMBT1 podria estar sujeta a la metilacion en su promotor pero todavia no existen suficientes

trabajos que permitan afirmarlo.

- FGFR2 (receptor del factor del crecimiento fibroblastico) localizado en la regién
10qg26. Los ultimos estudios indican que podria actuar como un gen supresor de tumores,
aunque todavia se desconoce su funcién en la génesis de los gliomas (Franco-Hernandez y

cols., 2007).
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2.1.2. Aumento de factores

La vascularizacidn en los tumores cerebrales es muy alta por lo que necesita mantener
una constante angiogénesis. Se ha visto que en estos tumores se encuentran sobreexpresados
en mayor medida dos receptores de factores angiogénicos. Estos son el VEGFR-1 y el VEGFR-3,
lo que provoca que su ligando el VEGF inducido a su vez a través de HIF-1, se una en mayor

medida y promueva la angiogénesis del tejido.

Otro factor del que se ha visto una coexpresidn andmala en tejido tumoral es el PDGF, factor

de crecimiento derivado de plaquetas y su receptor, PDGFR.

2.1.3. Pérdida alélica de los cromosomas 1p y 19q

La pérdida alélica de los cromosomas 1p y 19q tiene una incidencia de entre un 40-80%
en los oligodendrogliomas. De estos, en un 60-70% de los casos aparece de forma combinada,
teniendo este ultimo caso mejor prondstico y mejor respuesta a la quimioterapia y
radioterapia. Estos datos hacen pensar que pueda ser un factor prondstico importante en los

oligodendrogliomas.

2.2. Alteraciones envias de sefializacion

Las alteraciones genéticas en los GBM se dan frecuentemente en 3 vias de sefializacién
celular. Alteraciones en el ADN y en el nimero de copias se producen en las siguientes rutas de

sefalizacion:

1. Activacion de la via de tirosin kinasas (EGFR/PTEN/Akt/mTOR)

2. Inactivacion de p53 (TP53/MDM2/p14ARF)

3. Inactivacion de la via de retinoblastoma (p16ink4/RB1/CDK432)
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2.3. Alteraciones en via EGFR/PTEN/Akt/mTOR

La estimulacion de la proliferacion celular y la diferenciacion celular de células
normales y malignas, viene estimulada por la unién de los factores de crecimiento a sus
correspondientes ligandos. Uno de estos es el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) que se localiza en el cromosoma 7p12 (Van Meir y cols., 2010) y requiere del factor de

crecimiento epidérmico (EGF) como ligando especifico para activarse.

La alteracién de este receptor se da mayoritariamente en glioblastomas primarios
viéndose amplificado en un 40% o sobreexpesado en un 60%, mientras que en glioblastomas
secundarios solo ocurre en un 10% de los casos (Arjona y cols., 2006).Esta sobreexpresion
génica puede deberse a una amplificacion en tandem del gen que da como resultado un
receptor que no requiere de ligando especifico para activarse. Esta alteracién provoca como

resultado final una division celular descontrolada.
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Figura 1.8. Representaciéon de la via de activacion de las tirosin kinasas (ruta RTK/RAS/PI-
3K/EGFR/PTEN/Akt/mTOR) alterada en el 88% de los casos En rojo se representa la pérdida de funcion

Modificado de Van Meir y cols., 2010
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2.4. Alteraciones en via TP53/MDM2/p14**

Esta via esta implicada en procesos de respuesta a estrés celular que provocan la
activacion de genes relacionados con el control del ciclo celular, reparacién de DNA y
apoptosis. Mutaciones en TP53 aparecen mayoritariamente en glioblastomas secundarios

(65%) mientras que aparecen en menos del 10% de los glioblastomas primarios.

El gen TP53 codifica la proteina p53. Esta proteina es un factor de transcripcién cuya
funcién es unirse a los promotores de genes implicados en el control del ciclo celular, la
reparacion de DNA vy la apoptosis entre otros. p53 normalmente se encuentra unido a MDM2,
cuya funcién es reprimir su actividad. Esto hace que p53 no actle bajo condiciones celulares
normales hasta que entra en divisién, en fase G1-S que es cuando MDM2 libera a p53. Otro
caso de liberacidon de p53 es si aparece daio en el DNA. En este caso tras su liberacion, si p53
no se encuentra dafiado, promueve la transcripcion de genes implicados en la reparacién del
DNA o apoptosis segun el dafio producido sea reparable o no (Ohgaki y cols., 2005). En el caso
de que p53 se encuentre dafado, es decir, si existen mutaciones en él, se produce un aumento
de la divisidn celular y una disminucion de la apoptosis y de la reparacion del DNA (Watanabe y

cols., 1997).

A su vez, la proteina MDM2 estd reprimida cuando no se encuentra unida a p53, por

arf

otra proteina conocida como CDKN2A o p14°" (Figura 1.8). Esto implica que si esta proteina no

funciona correctamente, se desencadenard un exceso de MDM2, lo que a su vez
desencadenara un secuestro excesivo de p53. Esta mayor represion de p53 haria que se

arf

acumularan mas dafios en el DNA. La alteracién de la proteina CDKN2A o p14™ tiene lugar en

el 76% de los casos de glioblastoma (Van Meiry cols., 2010).
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Figura 1.8. Representacion de la via de inactivacion de p53, alterada en el 87% de los casos. En morado

se representa la pérdida de funcién Modificado de Van Meir y cols., 2010

2.5. Alteraciones en via p16ink4/RB1/CDK4

Rb1, el gen del retinoblastoma, se encuentra en el cromosoma 13q14.2 y codifica para
una proteina que controla la transicion G1-S del ciclo celular. Esta proteina normalmente se
encuentra unida a la proteina E2F. Cuando Rb1 se fosforila libera a E2F permitiendo que esta

active genes implicados en la transicion G1-S del ciclo celular.

La alteracion de esta via se produce cuando Rb1 estd continuamente fosforilada y no
pueda unirse a E2F lo que da lugar a una division celular no controlada. Esta alteracion se
encuentra presente en el 77% de los casos de glioblastoma y se debe a la pérdida en
homocigosis de CDKN24 o p16ink4, y/o la amplificacion de CDK4. La ciclina CDKN24 o p16ink4
es la encargada de inhibir a la ciclina CDK4 y esta a su vez es la que fosforila a Rb1 para que
libere a E2F (Van Meir y cols., 2010) (Figura 1.9). Esta liberacidn incontrolada de E2F también

puede ser debida a la inactivacién de Rb1l mediante la metilacion de su promotor, todo ello
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provoca que no se exprese y por lo tanto que aumente la concentracién de E2F promoviendo

de este modo la division celular (Nakamura y cols., 2001).

homocgoenst | CDKN2C 1 (eoke) —
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2% de los casos homocigota, mutacién
$ enel 11%de los casos
Delecion
homoci , mutacio __{ CDK4 _
puprrpsimeg CDKN 2A

Amplificadoen el
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Figura 1.9. Representacion de la via de inactivacién de RB1, alterada en el 77% de los casos. En verde se

representa la pérdida de funciéon Modificado de Van Meir y cols., 2010
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3. Epigenética y metilacion del DNA

Hay varias causas posibles que justifican la falta de expresion génica, entre ellas,
ademas de las mutaciones puntuales o delecciones, se encuentran los cambios epigenéticos en
el DNA. La epigenética estudia cambios que alteran el patron de expresidn genética sin alterar
su secuencia nucleotidica (Baylin y cols., 2000). Estas modificaciones epigenéticas intervienen
en procesos tan importantes como: el desarrollo embrionario, el destino celular, la

inestabilidad genémica y el cancer.

Los principales mecanismos de regulacion epigenética son: las modificaciones de las
colas de las histonas (cédigo histénico), la remodelacién de la estructura de la cromatina y la
metilacion del DNA. Esta ultima se produce en la regidon promotora de sus genes, donde se

inicia el proceso de transcripcidn tras la unién con la RNA polimerasa (Baylin y cols., 2000).

3.1. Aspectos generales de la metilacidn

Durante la embriogénesis se establecen los patrones de metilaciéon ya que el proceso
es basico para el desarrollo normal de las células, aunque existen estudios que demuestran

que hay un equilibrio entre metilacion/desmetilacion en cada ciclo celular (Reik y cols., 2001).

La metilacion del DNA mds frecuente tanto en eucariotas como en procariotas, es la
adicion covalente del grupo metilo en el carbono 5’ del anillo de citosina, transformandose en
5’metil-citosina (5mC). Este mecanismo se encuentra muy conservado a lo largo de Ia
evolucién (Wu y Santi, 1987) y consiste en la trasferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-
L-metionina (SAM) al carbono 5 del anillo pirimidinico de la citosina, mediante las DNA

metiltransferasas (DNMTasas).
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En mamiferos, esta modificacion postranscripcional ocurre principalmente en
dinucledtidos CpG, es decir, en aquellas citosinas que preceden a una guanina en la secuencia
de DNA pero no todas las CpG del genoma se metilan en la embriogénesis. Por ejemplo,
aquellas regiones de baja expresion génica tienen un mayor porcentaje de metilacion mientras
qgue aquellas con elevada expresion génica no se encuentran metiladas (Yoder y cols., 1997).
En el promotor de aproximadamente el 40% de los genes se observan regiones con mas de
500pb con un porcentaje de G+C mayor al 55% denominadas islas CpG. Si estas regiones se
encuentran metiladas se produce el silenciamiento de esos genes asociando asi la metilacién al

silenciamiento génico (Cardoso y cols., 1999, Esteller y cols., 2002).

3.2. Efectos de la metilaciéon

Existen dos posibles mecanismos por los cuales puede interferir la metilacion en la

trascripcion. Dichos mecanismos se resumen en la siguiente tabla 1.10.

Bloquea la unién del factor de transcripcion

Inhibe al promotor indirectamente
Nivel transcripcional

Remodela la estructura de la cromatida

Dificulta la elongacion de la transcripcion

Nivel de cromatina Impide la unidn de factores

Tabla 1.10. Efectos de la metilacidn aberrante del ADN

A nivel transcripcional el resultado de la metilacion de las islas CpG del promotor se
traduce en la inhibicidn del gen. Esto puede llevarse a cabo mediante diferentes mecanismos:
bloqueando la unién del factor de transcripcion; inhibiendo la actividad del promotor
indirectamente mediante la unidn de factores que reconocen citosinas metiladas lo que

provoca que los factores de transcripcion no puedan unirse (figura 1.11); mediante Ia
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remodelacién de la cromatina con complejos como MeCP1, MBD1, MBD2 y MBD3; reduciendo
la accesibilidad de la RNA polimerasa lo que dificulta la elongacién de la transcripcion (Klosey

cols., 2006).
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Figura 1.11: Mecanismos de inhibicién de la transcripcidn por metilacién del DNA

A nivel de cromatina el resultado es la correcta estructura y estabilidad del
centrémero. Si la cromatina se encuentra muy metilada puede dar lugar a inestabilidad del

centrédmero e inmunodeficiencias entre otras.

3.3. Regulacion de la metilacion

El patron de metilacién de un individuo va variando a lo largo de su vida,
modificandose a lo largo de los ciclos de division. En el momento del nacimiento se tiene gran
parte del DNA no metilado y tras las sucesivas divisiones, con la edad, se va adquiriendo dicha
metilacidon a lo largo de todo el genoma. Tras la fecundacidén se establecen patrones de

metilacion nuevos para cada individuo eliminando los heredados para prevenir a la
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descendencia de mutaciones heredadas. Esta fase se denomina metilacion de novo, ya que se
crea un patron nueva. Existe una metilacion de mantenimiento en la que se regenera el patron

de metilaciéon preestablecido en la divisién anterior (Goll y cols., 2005).

3.4. DNA metilasas

Las enzimas encargadas de la trasferencia del grupo metilo de la S-adenosil-L-
metionina (SAM) al carbono 5 del anillo pirimidinico de la citosina son las DNA
metiltransferasas (DNMTasas).Estas DNMTasas se clasifican en cinco familias segun la funcion

que realizan (Colot y cols., 1999) (Tabla 1.12).

Metilacién de mantenimiento: metila
DNMT1 . L
preferentemente secuencias hemimetiladas
DNMT2 Funciéon no conocida
Encargadas de la metilacidn de novo: metilan
DNMT3 . . . .
secuencias no metiladas y hemimetiladas
Masc Especificas de hongos
Cromometilasas Especificas de plantas

Tabla 1.12 . Clasificacion de las DNA metiltransferasas

En mamiferos se han descrito como DNMTasas responsables de la metilacién la DNMT1,
DNMT3a y DMNT3b (Bestor y cols., 2000). La primera de ellas seria responsable de Ia

metilacion de mantenimiento y las dos ultimas de la metilacién de novo.

Las DNMT1 se encargan de conservar las metilaciones a lo largo del tiempo durante el inicio de
la replicacién. Sélo la cadena nueva es metilada, dando lugar a la hemimetilacion del ADN, y
por esta razon los patrones son heredados de una manera semiconservativa y pueden ser

perpetuados en la poblacién celular (Rodriguez y cols., 2004). Las ADN metiltransferasas con
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actividad de Novo son, DNMT3A y DNMT3B (Rodriguez y cols., 2004). Estas se encargan de

adicionar grupos metilo a las islas CpG al ADN no metilado anteriormente.

Por ultimo, encontramos la DNMT3L que sin tener actividad metiltransferasa se
expresa Unicamente en células germinales y es imprescindible para el imprinting materno y la

proespermatogonia (Buryanov y cols., 2005).

3.5. Estudio de la metilacion del DNA

Existen numerosas técnicas que nos permiten realizar un estudio de la metilacion del
DNA. Las mas utilizadas son aquellas que utilizan la técnica del bisulfito sddico para obtener un
patron de metilaciéon (Shapiro y cols., 1970). Gracias a la alta eficacia y sensibilidad de esta
técnica, se desarrollaron otras derivadas de esta que se aplican segln el objetivo que se quiera
conseguir (Tabla 1.13). Dentro de ellas, la mas utilizada es la PCR especifica de metilacion
(MSP) (Herman y cols., 1996) que permite el analisis de muestras incluidas en parafina con una

gran sensibilidad.

HPLC

Conteni T

ontenido Hibridacién in situ

global

Anilisis de Ensayos enzimaticos
metilacion del - Endonucleasas
DNA Sin bisulfito Ly

CpG de de restriccion
secuef;qas PCR
especificas Con bisulfito

MSP

Tabla 1.13. Técnicas de analisis de la metilacién del ADN
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4. Epigenéticay Cancer

Las células tumorales escapan a la regulacion normal de las células, caracterizandose
por una division descontrolada y por tanto un crecimiento sin control. Se piensa que la
mutacidn que desencadena este comportamiento andmalo y su posterior transformacién en
célula tumoral, se localiza en la célula progenitora o stem cell (Sell y cols., 2006). El estudio
epigenético de estas células tumorales puede dar una respuesta a mecanismos tales como la
adquisicidon de resistencia a fdrmacos, la inactivacion de genes supresores de tumores o la

activacion de oncogenes (Bird y cols., 2002).

4.1. Metilacidon aberrante

La metilacién es la alteracidn epigenética mds estudiada en células tumorales. Estas
células sufren una importante alteracién en el patrén de metilacién que puede englobarse en
dos grupos de estudio, una hipometilacién global del genoma y una hipermetilacidn de las islas

CpG de la regidén promotora (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Representacion esquematica de la distribucién de la metilacién en células normales y

tumorales
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4.1.1. Hipometilacion global del genoma.

Esta hipometilacidon se relaciona con la inestabilidad cromosémica (Bestor y cols.,
1996) induciendo la expresion de secuencias trasposdnicas como las LINES (Long Interpersed
Nuclear Elements) (Carnell y cols., 2003).Ademas, provoca una activacion de oncogenes,
factores de crecimiento y genes involucrados en los procesos de proliferacion celular, invasién

y metdstasis (Szyf y cols., 2004).

4.1.2. Hipermetilacion de las islas CpG de la region promotora.

La hipermetilacion se encuentra asociada al silenciamiento génico de genes
constitutivos y genes supresores de tumores. Dentro de los genes constitutivos silenciados se
pueden encontrar genes reparadores del DNA, reguladores del ciclo celular, angiogénesis e

implicados en la transduccidn de sefiales entre otros (Das y cols., 2004).

Esta hipermetilacidn puede producirse mediante dos mecanismos:

a) La metilacién del DNA directamente inhibe la unién de los factores de transcripcion como

AP-2, c-Myc/Myn, E2F y NFkB a sus sitios de unién en la secuencia del promotor.

b) Unidn de proteinas especificas de m5CpG dinucledtidos al DNA metilado. Este DNA metilado
recluta m5CpG-binding (MeCP) y m5CpG-binding domain (MBD) proteins. MeCP1 y MeCP2 se
unen especificamente al DNA metilado en todo el genoma y forma un obstdculo espacial que

no permite la unién de los factores de transcripcién a la secuencia del promotor.
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5. Mecanismos de resistencia

Los sistemas de reparacion del DNA son los encargados de mantener la integridad del
genoma neutralizando multiples y profundos dafios en el DNA producidos por agentes fisicos y
guimicos. Los sistemas de reparacién mas importantes implicados en el mecanismo de accion
de los triazenos son0°-alkylguanine-DNA-alkyltransferasa (MGMT), la reparacién de errores del

DNA (MMR) y la reparacién de las pérdidas de bases.

Estos mimos sistemas son los que provocan una resistencia al tratamiento ya que

reparan el DNA dafiado por el agente alquilante utilizado para tratar estos tumores.

5.1. MGMT

La O%-alkylguanine-DNA-alkyltransferasa (MGMT) es una proteina reparadora del DNA
que protege al genoma de la célula de los efectos mutagénicos de los agentes alquilantes
como la temozolamida. La alquilacién del DNA en la posicién 0° de la guanina es uno de los
eventos mas criticos que permiten la induccion de mutaciones de transiciéon y cancer
(Marchesi y cols., 2007). Debido a esto se ha propuesto MGMT como un factor prondstico en
el cual los pacientes que no expresan dicha proteina, es decir, que la tienen silenciada
responden mejor al tratamiento con temozolamida. La expresién de MGMT se considera por lo

tanto un factor de resistencia frente al tratamiento.

5.1.1. Mecanismo de accidn

En las células humanas, MGMT tiene una expresidn constitutiva aunque variable en
algunos tejidos. El gen se localiza en el cromosoma 10926 y contiene 5 exones y 4 intrones. La

regién del promotor es rica en CpG, carece de caja TATA y CAAT y tiene diez sitios Sp1 de union
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a factores de transcripcion y dos elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs). Dicho
promotor tiene una secuencia de 1.2kb que incluye el primer exdn y parte del primer intrén

(Marchesi y cols., 2007; Pegg y cols., 2007) (Figura 1.15)
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Figura 1.15. Esquema representativo de la estructura del promotor del gen de MGMT (Weller

y cols., 2010)

Esta proteina tiene como funcidn la reparacion del DNA eliminando residuos
alquilantes del atomo 06 de la guanina en el DNA provocados por la accion de agentes

alquilantes como la temozolamida.

El mecanismo de reparaciéon mediado por MGMT consiste en una transferencia de
estos grupos alquilantes a un sitio activo interno representado por un residuo de cisteina en la
secuencia de aminoacidos de la proteina. El residuo de cisteina en las células humanas se
localiza en la posicion 145 dentro de una secuencia muy bien conservada. Esta transferencia
inactiva de forma irreversible la molécula de MGMT por lo que a esta proteina también se la
denomina enzima suicida. El MGMT alquilado es ubiquitinizado y después degradado mediante
el sistema de ubiquitin/proteasoma. Por lo tanto MGMT no se puede reutilizar después del
proceso de reparacion, debe ser resintetizado de novo por las células (Estellery cols., 1999;

Blough y cols., 2007) (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Mecanismo de reparacién del ADN por el enzima MGMT (Modificado de Liu y cols., 2006.)

La transcripcién del gen MGMT estd sujeta a varios mecanismos de regulacién. En
particular, la metilacion del promotor parece ser la mas importante ya que regula el

silenciamiento del gen, observandose hipermetilacién de las islas CpG del promotor.

5.1.2. Respuesta de MGMT a los agentes alquilantes

Los agentes alquilantes son moléculas muy reactivas que causan la muerte celular
cuando se unen al DNA. El sitio mas frecuente de alquilacién es la posicién O° de la guanina. La
alquilacion forma un entrecruzamiento entre hebras de DNA adyacentes. Ese
entrecruzamiento es inhibido por MGMT que rapidamente revierte la alquilacién 0° de la

guanina. A través de este mecanismo, MGMT, causa la resistencia a drogas alquilantes.

Los niveles de MGMT varian respecto al tipo de tumor e incluso dentro del mismo tipo de
tumor. Por ejemplo, un 30% de los gliomas carecen de MGMT. Esta deficiencia puede
incrementar la sensibilidad de los tumores cerebrales a agentes alquilantes. Como MGMT

normalmente no estd mutado ni delecionado, su deficiencia se debe a cambios que no alteren
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la informacién genética de la célula, como puede ser la metilacién. Una metilacidn de sitios
normalmente no metilados, como son las islas CpG, en regiones del promotor se correlaciona
con pérdida de expresidn genética en lineas celulares de cancer y en tumores primarios. Una
metilacidn de las islas CpG en el promotor de MGMT impide la trascripcion del gen y por lo
tanto impide que se reparen las alquilaciones O° de la guanina (Esteller y cols., M 2000) (figura
1.17).
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Figura 1.17. Representacién del mecanismo de inactivacién de MGMT mediante la metilacidn de las islas

CpG de su promotor (Modificada de Esteller y cols., 2000)

El silenciamiento epigenético de MGMT mediante la metilacién de su promotor esta
asociado a una mayor supervivencia en pacientes con glioblastoma, que ademas de la

radioterapia, reciben quimioterapia alquilante con carmustina o temozolamida.
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Multiples estudios han observado una correlacion entre los niveles de MGMT y el nivel
de respuesta a quimioterapia. Esto sugiere que los niveles de MGMT se podrian usar como

factor predictivo de respuesta a la quimioterapia.

En varios estudios se ha observado que aproximadamente del 35% al 60% de los
pacientes con glioblastoma tenian el promotor de MGMT hipermetilado teniendo estos una
mayor tasa de supervivencia (figura 1.18). Se compararon con pacientes con el promotor no
metilado que recibieron radioterapia y temozolamida obteniéndose resultados discretamente
superiores a los que recibieron Unicamente radioterapia, aunque ambos subgrupos tuvieron

peor respuesta que los pacientes con MGMT metilados (Hegi y cols., 2005).
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Figura 1.18. Supervivencia de los pacientes con glioblastoma atendiendo al estado de metilacién de

MGMT (Hegi y cols., 2005).
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5.1.3. Regulacion clinica de MGMT

El descubrimiento de que altos niveles de MGMT son responsables, al menos en parte,
de la resistencia de las células tumorales a los triazenos, estimulé la busqueda de programas
para sintetizar compuestos que regularan la actividad de MGMT. Actualmente, el 0°-
benzylguanine (0°-BG), y el O°-(4-bromotenyl) guanine (Lomeguatrib/PaTrin-2), son los mas

utilizados en clinica.

El inhibidor O°-BG, un compuesto no tdxico, se une al sitio activo del MGMT que se
comporta como un aceptor del grupo benzyl, permitiendo la formacién de S-Benzylcysteine

acompafiado de una liberacién estequiométrica de guanina.

In vitro e in vivo, pre-tratamientos con 06-BG en tumores con alta expresion de MGMT
incrementan la sensibilidad a la temozolamida. Sin embargo, el mayor problema de la
utilizacién clinica de inhibidores de MGMT en combinacién con triazenos u otros O°-G agentes
alquilantes en tumores sdlidos, es la toxicidad en la médula dsea. De hecho, el inhibidor regula
la expresion de MGMT en el tumor y en las células de la médula dsea, donde ejerce un mayor

efecto citotoxico.

El inhibidor mas reciente de MGMT (Lomeguatrib/PaTrin-2) parece ser menos toxico que
el 0°-BG. Su mecanismo de accidn es también muy similar. Se ha demostrado que reduce los
niveles de MGMT en lineas celulares de carcinoma de ovario y sensibiliza sustancialmente
estas células frente a la TMZ. Estudios in vitro han demostrado también que incrementa los
efectos citotéxicos de la temozolamida en células de leucemia humanas (Marchesi y cols.,

2007)
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5.2. MMR

La funcidn principal del MMR (Mismatch repair system) es reconocer y reparar
aquellos errores producidos durante la replicacion del DNA que no hayan sido reparados por
las polimerasas. Este mecanismo también promueve la estabilidad genética ya que estd
implicado en la reparacién de las roturas de la doble hebra y en la recombinacién. Ademas,
algunos componentes del MMR estan implicados en la regulacién del ciclo celular y la

apoptosis dependiente de p53 (Jacob y cols., 2002).

5.2.1. Mecanismo de accidn

El MMR es otro de los sistemas de reparacion del DNA. Se identificd originariamente
en bacterias aunque no fue hasta 1990 cuando se demostrdé que una inactivacién de este
mecanismo correspondia con la causa principal de desarrollo de cdncer de colon hereditario no

poliposico (HNPCC) (Bronner y cols., 1994).

Este sistema se encuentra altamente conservado en humanos (loana y cols., 2010),
donde existen varios homélogos a las proteinas bacterianas. La proteina mutS tiene como
homodloga a MSH2, que repara errores simples y delecciones de hasta 4 nucleétidos. Esta
proteina puede formar heterodimeros con otros homdlogos como hMSH3 y hMSH6. La
proteina bacteriana MutL tiene como homdlogo al heterodimero MLH1-PMS2 junto a PMS1

(Happold y cols., 2012; Jeppesen y cols., 2011).

El mecanismo de reparacion MMR consta de las siguientes etapas consecutivas

(Jeppeseny cols., 2011) (figura 1.19):

1- Reconocimiento y unién del error. Esto es llevado a cabo por un complejo heterodimérico
con funcion ATPasa, compuesto por MSH2-MSH6 o MSH2-MSH3. En el caso de reconocer
desajustes en el apareamiento de bases o bucles de insercién-deleccién de uno o dos

nucledtidos el heterodimero se formara con MSH2-MSH6 preferentemente. Si los bucles de
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insercién tienen mas de una o dos pares de bases, entonces se formara con MSH2-MSH3. Este
heterodimero, ya sea MSH2-MSH6 o MSH2-MSH3, recluta al complejo MLH1-PMS2 con quien
forma un complejo terciario. La pinza (proliferating cell nuclear antigen (PCNA)) recluta
proteinas del MMR hacia la horquilla de replicacién mientras que RFC carga PCNA. Un gap
especifico de la hebra, que puede estar en 5' o 3' del error, es suficiente para la reparacion

directa dirigida por el MMR. PCNA parece esencial para la 3' pero no parala 5.

2- Escisidn. La escision parece que es llevada a cabo por la exonucleasa EXO1 en ambos caso ya
sea direccion 3' o 5'. En direccion 5' la escision es directa por la actividad 5'-3' de la
exonucleasa. En el caso de ser en direcciéon 3', se activa la funcién endonucleasa de PMS2
estimulando a RFC, PCNA y ATP para introducir un segundo gap necesario en 5', para que asi

pueda actuar la EXO1.

3- Reparacion y ligacién. La reparacion se lleva a cabo con precision por la polimerasa (Delta),
mientras que la ligacién de los gap que quedan después de la sintesis es llevada a cabo por la

ligasa LIG1.

P

? [ Supervivencia ceIuIar]

MSH2-MSH6 MLH1-PMS2

T ——

[ Apoptosis ]

Figura 1.19. Reparacién de apareamientos erréneos humano. (Modificado de Liu y cols., 2006)
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Cuando el dafio no puede ser reparado el sistema MMR conduce a la célula hacia un
punto de control y posteriormente al dafio celular. Aunque todavia no esta claro, existen
varios mecanismos que pretenden explicar este sistema. Uno de estos mecanismos es por
accién indirecta del sistema MMR. Esta accidn consistiria en general ciclos de reparacién del
DNA repetitivos tras los cuales la hebra acabaria dafiada generando una rotura en la doble
hélice, ejerciendo un efecto citotdxico sobre la célula. Otro modelo sugiere un papel directo
del MMR que consiste en un reconocimiento directo del dafio en el DNA y tras esto, el
reclutamiento de proteinas asociadas al MMR que trasmiten una sefal que permite la
activacion de uno o mas puntos de control del ciclo celular (O’Brien y cols., 2006). La
inactivacion del sistema MMR favorece la acumulacidn de mutaciones, particularmente en
secuencias altamente repetidas como los microsatélites, distribuidas a través del genoma, lo
que da lugar a una inestabilidad de los microsatélites. Esto estd muy relacionado con la
susceptibilidad de padecer HNPCC hereditario aunque también se ha detectado en esporadico

(loanay cols., 2010)

5.2.2. Respuesta de MGMT a los agentes alquilantes

Células de carcinoma de colon son hasta 60%mas resistentes a la quimioterapia con

farmacos alquilantes cuando se mutan los genes MMR.

En el caso de los glioblastomas, en pacientes con el promotor de MGMT metilado, es
decir, sin expresién de MGMT, se ha relacionado el tratamiento con TMZ con una deficiencia
en el sistema MMR (NAture 2008). Existen estudios como el de Yip 2009 y Maxwell 2008 en
que relacionan la resistencia al farmaco y una recaida del tumor a las mutaciones/alteraciones
de MSH6 y otros como el de Cahill, 2007 que lo asocian a delecciones de MSH6. En otros
estudios como el de Felsberg 2011, determinan una disminucidn de la expresién de MMR en

glioblastomas recurrentes.



76

INTRODUCCION

5.3. P- Glicoproteina

P-glicoproteina es una proteina transportadora dependiente de ATP que se encuentra
en la membrana plasmatica. La estructura de dicha proteina recuerda a la estructura de la
superfamilia de trasportadores tipo ABC. Estd formada por 1.280 aminoacidos con dos
dominios de union a ATP ubicados en la parte citoplasmatica, un sitio de glucosilacidn y varios
sitios de fasforilacion (Casale y cols., 2004) (figura 1.20). Estos dominios determinan la
especificidad de sustrato, ya que son la via por la que éste atraviesa la membrana requiriendo

un cambio conformacional de la proteina dependiente de energia (Lin y cols., 2003).

MDR1

Figura 1.20. Estructura de los transportadores MDR1

En humanos, esta familia esta compuesta por dos genes, MDR1 y MDR3 cuya funcién
estd asociada altrasporte de farmacos a través de la membrana (Lin y cols., 2003). P-
Glycoproteina se encuentra expresada en diferentes tejidos como la superficie canalicular de
los hepatocitos en el higado, las células epiteliales del intestino o de la placenta y la superficie
luminar de la barrera hematoencefélica (BBB) (Wessler y cols., 2013). Esto sugiere que la
funcion que desempefia sea la de proteger al organismo de los xenobidticos tdxicos

excretando dichos compuestos a la orina, al lumen intestinal o evitando una acumulacién de



INTRODUCCION | 77

los mismos en el cerebro. Debido a esto se da el llamado fendmeno de resistencia a

multidrogas (MDR) que provoca una resistencia al farmaco en casos tumorales.

La BBB esta formada por células endoteliales de los capilares cerebrales, que se
caracterizan por uniones estrechas altamente desarrollados entre las células adyacentes y una
escasez de fenestra y vesiculas pinociticas. Debido a estas caracteristicas anatémicas, la BBB
trabaja como una pared estatica entre el parénquima cerebral y la circulacién sanguinea. Por
lo tanto, la ruta trans celular es la mayor via de intercambio de componentes entre los dos
compartimentos. Ademds, las evidencias acumuladas sugieren el papel de multiples
transportadores de eflujo localizados en la cara luminar o abluminal de la membrana de las
células endoteliales de los capilares del cerebro en la extrusidon activa de sus sustratos desde el
SNC, dando asi otra funcién de barrera a la BBB. (Sun et al., 2003; Kusuhara and Sugiyama,

2005; Urquhart and Kim, 2009).

5.3.1. Mecanismo de accion

Se han propuesto varios modelos para describir el mecanismo de trasporte del
farmaco. Hay hipdtesis que sugieren que las regiones de la proteina forman un poro tras el
cual los farmacos son transportados desde el citosol al medio extracelular (Ford y cols., 1990).
Otras hipodtesis apuntan a una expulsion directa la unién de un sustrato y la molécula de ATP se
producen simultaneamente. Después de la unién de cada uno, la hidrélisis de ATP se desplaza
el sustrato en una posicidn para ser excretada de la célula. La liberacion del fosfato se produce
al mismo tiempo que la excrecién de sustrato. ADP se libera, y una nueva molécula de ATP se
une al sitio de unidn a ATP secundaria. La hidrdlisis y liberacién de ADP y una molécula de

fosfato restablece la proteina.



78 | INTRODUCCION

6. Células madre tumorales

Las células madres tumorales tienen tres propiedades distintivas:

- Son auto-renovables, o sea al dividirse una de las dos células hijas mantiene las mismas

propiedades que la madre mediante mitosis asimétricas.

- Poseen la capacidad de desarrollar multiples linajes celulares mediante mitosis

simétricas.
- Poseen el potencial de proliferar un elevado nimero de veces.

El tejido normal proviene de células madres que crecen y se diferencian para crear las
células progenitoras y luego la poblacion de células maduras. Las cancer stem cells (CSC) son
mutaciones de las células madres normales, pero también pueden provenir de las células
progenitoras las cuales deben mutar y adquirir la capacidad de auto-renovacién, capacidad
que por el contrario esta ausente en el resto de células tumorales. Ellas pueden ser el origen
de todas las unidades que componen un tumor, pueden ser la reserva quimio-resistente y las

gue producen recidivas o metdstasis a distancia.

6.1.1. Identificacion de las CSC

En el pasado las CSC de GBM se caracterizaban en base a criterios funcionales.
Ultimamente se ha demostrado que las CSC tienen una proteina de superficie que puede ser
detectada con un anticuerpo, el CD133 (prominina 1) que es una glicoproteina de superficie,
de 130 kD con cinco dominios transmembrana, encontrada cominmente en células madres o
progenitoras de varios tejidos, incluyendo las células madre neuronales, y en células madre de

tumores gliales y de otras neoplasias. Las células madre de tumores cerebrales expresan
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ademas otros marcadores caracteristicos de las células madre neuronales como son:

nestina,sox-2, musashi-1y bmi-1.

Shing y cols., (2004) demostraron que la expresién del marcador de células madre
neuronales CD133 en células tumorales era a la vez necesario y suficiente para iniciar y
reproducir el tumor. Aislando células CD133 positivas e immplantandolas en cerebros de
ratones inmuno deprimidos se observaba la obtencién de gliomas, en cambio no sucedia esto

si las células eran CD 133 negativas.

Sin embargo la no sdlo las células CD133 positivas son capaces de reproducir el tumor
en ratones inmunodeficientes Beier y cols., (2007) han decrito como GBM que no contienen
células tumorales CD133 positivas se han identificado CSC CD133 negativas que se asemejan

en términos de diferenciacidn y tumorogenicidad a las positivas.

Jiny cols. (2008) han separado con éxito las células positivas para CD133 de GBM y han
confirmado que éstas poseen propiedades inequivocas de células madre tumorales: forman
neuroesferas, se auto renuevan y tienen capacidad de diferenciarse, como muestra el que
expresen GFAP (marcador del linaje de astrocitos), y beta-tubulina (marcador de linaje

neuronal).

6.1.2. Efecto de la radioterapia sobre las CSC

Existen estudios como el de Bao y cols., (2006) en los que se determina el efecto de la
radiacion sobre lineas celulares de gliomas y muestras quirldrgicas de pacientes. Los resultados
obtenidos indicaban que la fraccion de células CD133 positivas se incrementaba tras el
tratamiento con radioterapia, esto era debido a que la reparaciéon del daiio en el DNA inducido
por la radiacién era mas eficaz en las células CD133 positivas. Estudios como los de Ropolo y

cols., en 2009 en lineas celulares de glioblastoma concuerdan con los resultados del estudio
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anterior obteniendo que en las células CD133 positivas existe una activacién basal mayor de

las proteinas de control del ciclo celular que podrian contribuir a su radio resistencia.
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I1. OBJETIVOS

Los objetivos principales de este estudio son:

1.- Determinar el estado de metilaciéon del promotor del gen MGMT en pacientes con
glioblastoma multiforme y su utilidad como factor prondstico de respuesta al tratamiento con

temozolamida.

2.- Determinar in vitro, en cultivos de células tumorales de sistema nervioso, el estado de
metilacidn del promotor de MGMT y la expresidon de esta enzima, tras el tratamiento con la
dosis inhibitoria 50 (ICso) de temozolamida estableciendo su implicacidn en la resistencia a este

farmaco.

3. Determinar in vitro el nivel de expresion del completo MMR de reparacion del ADN en
cultivos de células tumorales de sistema nervioso y analizar su modulacién e implicacién en la

resistencia tras el tratamiento con la dosis inhibitoria 50 (ICso) de temozolamida.

4. Determinar in vitro el nivel de expresidn de la proteina de resistencia a multidroga P-
glicoproteina, y analizar su modulacién e implicacién en la resistencia de las lineas celulares

tumorales tras el tratamiento con la dosis inhibitoria 50 (ICso) de temozolamida.

5.- Determinar in vitro el nivel de expresion del marcador de células madre tumorales CD133 y

su posible implicacién en la resistencia a la temozolamida.
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III. MATERIAL Y METODOS

ESTUDIOS EN PACIENTES

1. Poblacién de estudio

Se estudiaron de forma retrospectiva 53 pacientes diagnosticados de gliobalstoma
multiforme, 43 de ellos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada y 12
pacientes del Hospital Universitario Puerta del Mar de Cadiz. Los 43 pacientes del Hospital
Virgen de las Nieves de Granada, han sido utilizados en un estudio previo, que forma parte de
la Tesis Doctoral de Diia. Beatriz Gonzalez Astorga, realizado sobre 78 pacientes (43 del
Hospital Virgen de las Nieves de Granada y 35 del Hospital de Sassari, Italia), y publicado en J.
Trans. Med. (Melguizo y cols., 2012) Todos los pacientes habian sido sometidos de forma
prospectiva a tratamiento quimio-radioterapico con temozolamida y de los que se disponia de

muestras incluidas en parafina.
Los criterios especificos para la inclusidn de pacientes en el estudio fueron:
1) Pacientes diagnosticados de glioblastoma multiforme.

2) Pacientes que no hubieran recibido radioterapia y/o quimioterapia previa a la obtencion de

las muestras a analizar.

3) Pacientes que recibieron tratamiento con radioterapia concurrente con Temozolamida +/-

Temozolamida.

2. Muestras de tejido cerebral tumoral
Se analizaron las muestras de tejido tumoral incluido en parafina de toda la poblacién

de estudio. Las muestras fueron obtenidas gracias a la colaboracién del Dr. Angel Concha del
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Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, la

Dr. Anabel Séez del que la Red de Bancos de Tumores de Andalucia.

Las muestras fueron procesadas para determinar el estado de metilacion del promotor del gen

de la enzima de MGMT mediante MSP.

3. Determinacion del estado de metilacion de MGMT

3.1 Desparafinacion de las muestras

La extraccion de DNA desde muestras incluidas en parafina requiere de diferentes
pasos hasta obtener el DNA deseado. Se partié de una cantidad de muestra media de 0,04
gramos. Todas las muestras sufrieron un preprocesamiento que consistié en la eliminacion del
maximo de parafina posible mediante el uso de un escalpelo. La fragmentacion de la muestra
dentro del tubo (usando una punta de pipeta) sirvid para aumentar la interaccidén entre la

parafina y el xileno.

En primer lugar la muestra procesada se incubé con Xileno durante 45 minutos a 379C,
posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos para eliminar el Xileno sobrante. En los casos
en los que se observaron coagulos de parafina, se elimind el Xileno de la muestra con
concentraciones descendentes de etanol y se realizé una segunda incubacién con Xileno. El
pellet obtenido tras eliminar de nuevo el xileno, se re suspendié en 1ml de etanol 100%, y se
incubd durante 1 minuto centrifugando a continuacién a mdaxima velocidad. Las muestras se
incubaron con concentraciones descendentes de etanol, primero 90% y después 70% para la
eliminacidn del Xileno de la muestra. Finalmente, se incubd con 200 pl de Tween 20 al 0,5% en
un termociclador durante 10 minutos a 902C y 1 minuto a 652C, centrifugando 5 minutos a

maxima velocidad para eliminar el tween 20.
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3.2 Digestion del tejido desparafinado
Para la digestion del tejido desparafinado se resuspendieron las muestra en 180 pl de
buffer ATL y se afladié 20 ul de proteinasa K. Esta mezcla se dejé incubar durante 45 minutos a

562C vy a 28 2C de 5 a 10 minutos para obtener el maximo rendimiento de la enzima.

3.3 Eliminacidn de las interacciones ADN-paraformaldehido
La formaciéon de interacciones ADN-paraformaldehido es propia de muestras incluidas
en parafina. Para su eliminacion se incubd la muestra durante 55 minutos a 90 2C y después a
282C entre 10 y 5 minutos, procediendo rapidamente a realizar la extraccién de DNA para

evitarla fragmentacion del DNA.

3.4 Extraccion de ADN del tejido desparafinado

Una vez revertidas las interacciones DNA-paraformaldehido se procedié a la extraccidon
de ADN del tejido mediante un protocolo de columnas. Para ello se anadieron 200 pl de un
buffer de lisis (buffer AL) y seguidamente 200 pl de etanol 100%. Se vorted bien para disolver
el precipitado blanco. Una vez obtenido el lisado celular, se deposité en una columna Qiamp
Minielute y se centrifugé durante 1 minuto a 8000 rpm para retener el ADN y eliminar el buffer
de lisis y el etanol. Una vez retenido el acido nucleico en la columna se lavd mediante la
adicion de 500 pl de buffer de lavado (buffer AW1) dejandolo actuar 5 minutos en la columnay
centrifugandolo después 1 minuto a 8000 rpm. Se elimind el eluido y se repite el proceso con

un segundo buffer de lavado (buffer AW2).

Una vez lavado el ADN retenido en la columna se procedid a realizar una
centrifugacién de la columna a mdaxima velocidad para eliminar los restos de etanol y secar

completamente la membrana. Finalmente la muestra fue eluida mediante la adicién de 30 pl
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de agua libre de RNAsas dejando incubar 5 minutos antes de centrifugar. El ADN obtenido se

almacend a -209C hasta su utilizacién.

4. Modificaciéon del DNA mediante Bisulfito Sédico
Una vez que se obtuvo el DNA de las muestras se procedié a realizar la conversién de 2
pg de este DNA con Bisulfito de Sodio. El bisulfito sédico actua sobre el DNA transformando las
citosinas no metiladas en uracilos y conservando intactas las citosinas metiladas, tal y como
muestra la siguiente tabla (tabla x).Por lo tanto, el tratamiento de bisulfito permite diferenciar

entre las secuencias de ADN metiladas y las no metiladas.

Secuencia original Secuencia post-bisulfito
DNA Metilado N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-G-N
DNA No Metilado N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N

4.1 Pretratamiento del DNA con bisulfito sédico
Las muestras se prepararon segun las indicaciones del fabricante (EpiTect bisulfite),
anadiendo al DNA de partida 85 ul de mix de bisulfito y 35 ul de protector del DNA en ese

orden hasta un volumen total de 200 pl.

La conversion del Bisulfito se realiza mediante una PCR cuyos ciclos se detallan en la siguiente

tabla.
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Paso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 5 min 952C
Incubacién 25 min 602C
Desnaturalizacion 5 min 952C
Incubacién 85 min 602C
Desnaturalizacion 5 min 952C
Incubacién 175 min 209C
Mantenimiento Infinito 20°C

4.2 Lavado del DNA

Una vez realizada la conversion se procedié a una limpieza del producto del bisulfito
mediante un protocolo de columnas (kit). En primer lugar, se afiadieron 31Ql de Buffer BL
para cada muestra del producto del bisultito, y 250 pl de etanol 100 %, mezclando con vortex
durante 15 segundos. La mezcla obtenida se deposité en las columnas spin Epitect
centrifugando a continuacién dichas columnas a maxima velocidad (14 000 rpm). Tras eliminar
el filtrado se procedid a lavar la columna con 500 ul del buffer de lavado BW. Una vez
centrifugado se incubd la columna con 500 ul del buffer BD, buffer de desulfonacién, durante
15 minutos a temperatura ambiente. Trascurrido ese tiempo se centrifugd para eliminar todos
los posibles restos de este buffer y se lavd la columna dos veces con el buffer BW. Tras una
centrifugacién sin nada se incuba la columna a 562C durante 5 minutos para que se evapore
cualquier resto de etanol que pueda quedar en la columna. Tras dejar atemperar la muestra se
procede a la elucién del producto con 25 ul de agua libre de RNasas. El eluido es almacenado a

-202C hasta su uso.
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5. PCR especifica de metilacion del promotor del gen MGMT (MSP)

Una vez obtenido el DNA modificado mediante bisulfito sddico se realiz6 una PCR
especifica de metilacién (MSP) para determinar si el promotor del gen MGMT estaba metilado
o no metilado. Para ello se realizan dos PCRs, una con cada pareja de primers, utilizando la RED

Tag Genomic DNA Polymerase (Sigma - Aldrich, Sant Louise, USA).

Fragmento
Primer Secuencia denucledtidos (5°-3’) amplificado
(pb)
i Fw TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC
Metilado 81
Rv GCACTCTTCCGAAAACGAAACG
i Fw TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT
No metilado 93
Rv AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA

Mezcla de Reacciéon Condiciones de Reaccién

Componente Concentracion
DNTP’s 200uMm
Primers 0,1 uM

Buffer 10X 1X
Muestra 10ng
Taq 0,05
unidades/pl
Volumen final 25ul

Temperatura Tiempo N2 de
(eC) (minutos, min; segundos, seg) ciclos
94 7 min 1
94 30 seg
58 30 seg 30
72 30 seg
72 10 min 1
4 Infinito

El resultado obtenido en esta PCR se cargd en un gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio

(Sigma-Aldrich) y se visualizo en un transiluminador (Bio-Rad Laboratories, S.A.)
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ESTUDIOS A NIVEL CELULAR

1. Cultivos celulares

1.1 Lineas celulares
Las lineas objeto de estudio y sobre las que se desarrollaron los diferentes ensayos,
son la lineas celulares; SK-N-SH de neuroblastoma, obtenida de la ATCC (American Type
Culture Collection); SF268 de glioblastoma, obtenida del Banco de Células del Servicio de
Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de Granada; A172 y LN229, lineas de gliobastoma

cedidas por la Dra. Maria Berdasco del Instituto de Investigacién Biomédica de Bellvitge.

1.2 Cultivo de lineas celulares
Todas las lineas celulares se mantuvieron en cultivo en frascos estériles tipo Falcons
(de 25 6 75 cm?, Sarstedt), en estufa (Steri-Cult CO, Incubator, Thermo Electrén Corporation,
USA) a 372C con una atmodsfera de 5% de CO, y 90% de humedad. La manipulacion de los
cultivos se realizd, bajo condiciones de esterilidad, en cabina de flujo laminar (Aura Vertical

S.D.4, Bio Air Instruments, Italy)

Las lineas celulares utilizadas en este estudio (SF268, SK-N-SH, A172 y LN229) fueron
cultivadas en el medio Dubelcco’s Eagle modificado (DMEM) (Gibco, USA) suplementado con
un 10% de suero bovino fetal inactivado (FBS) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) y

penicilina/estreptomicina (Biochrom KG) al 5%.

1.3 Descongelacion de las lineas celulares
La descongelacién de los criotubos, con los cultivos celulares, se realizé, bajo

condiciones de esterilidad, en cabina de flujo laminar. Para ello, se limpid este el criotubo con
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alcohol al 70% y se abrié en condiciones de esterilidad, resuspendiendo las células en medio
de cultivo estéril a 37 oC. Tras centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm se resuspendio el
pellet y se lavé con PBS para eliminar los restos de dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Tras una segunda centrifugacion de 5 minutos a 1500 rpm se
resuspendié el botdn celular en medio de cultivo completo para sembrarlo en frascos estériles

tipo Falcon de 25 cm2.

1.4 Mantenimiento de las lineas celulares
Los diferentes cultivos se mantienen en Falcons de 25 o 75 cm” segun la técnica para
las que se vayan a utilizar las células. El medio de cultivo (DMEN, 10% FBS, 5% antibiotico) se
cambid bajo condiciones de esterilidad, en cabina de flujo laminar, siendo reemplazado cada

48 h o cuando se produce el viraje del rojo fenol, indicativo del agotamiento del medio.

Cuando los cultivos celulares alcanzaban una confluencia del 80-90%, eran
resembrados en nuevos Falcons de 25 o 75 cm? para ello, se desecha el medio de cultivo y las
células son lavadas con PBS (Tampdn salino de fosfato, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), con un volumen de 0,2 ml/cm®.A continuacién, se afiade 0,1 ml/cm® de PBS-EDTA
previamente atemperado a 37 2C (0,04% EDTA en PBS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
y se incuba durante 2-3 minutos a 37 2C en estufa de CO,. Una vez que las células se han
despegado, en la cabina de flujo laminar se afiade 1ml/cm? de PBS para recoger las células
despegadas que se centrifugan durante 5 minutos a 1500 rpm resuspendiendo el botdn celular

obtenido en 1 ml de DMEM completo.

La densidad celular serd determinada con una cdmara de conteo o camara de
Neubauer (Zuzi Corp., France) lo que nos permitira sembrar la cantidad de células deseada en

funcion del ensayo a realizar.
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1.5 Congelacion de las lineas celulares

Los cultivos celulares para su almacenamiento, se congelan en nitrégeno liquido a
-196 9C. Para ello, se utiliza medio de congelacién constituido por suero bovino fetal
inactivado en calor himedo a 60 2C durante 30 minutos, y DMSO al 10%. Las células se
despegan de los frascos de cultivo mediante PBS-EDTA (ver apartado “Mantenimiento de las
lineas celulares”). El botdn celular se resuspende a razén de 0,5 x 10° células por ml de medio
de congelacion y se introduce inmediatamente en criotubos (Nunc, USA) llevandose a cabo
una congelacidn progresiva que garantiza una mayor viabilidad de los cultivos celulares, hasta

llegar a almacenarse en contenedores de nitrégeno liquido.

2. Tratamiento de las lineas celulares

Las lineas celulares de estudio se sometieron a diferentes tratamientos con
Temozolamida, (TMZ), O(6)-benzilguanina (O6BG) y 5-aza-2'-deoxicitidina (5-aza) (Sigma-
Aldrich) y cloruro de cadmio (Sigma-Aldrich) detallados en la tabla. Para cada linea de estudio
se obtuvo la dosis inhibitoria 50 (ICso) con la Temozolamida mediante ensayos de proliferacion
celular. Asi mismo se realizaron pre-tratamientos con O(6)- benzilguanina en aquellas lineas
con expresion de MGMT para obtener un silenciamiento del mismo y un pre-tratamientos con

5-aza-2'-deoxicitidina en aquella lineas sin expresion de MGMT para lograr dicha expresidn.
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Re-
Cambio
Linea celular Tratamiento Dosis Pretratamiento administracion | Duracion
de medio
del farmaco

A172/LN229/ Cada 3 Si, cada cambio

TMZ 1-400 uMm No 6 dias
SF229/SK-N-SH dias de medio
A172/LN229/

TMZ IC50 No No No 3 dias

SF229/SK-N-SH

Cada 3 Si, cada cambio
A172/LN229 S5AZA 10 uM 3 dias 6 dias
dias de medio

Cada 3 Si, cada cambio
SF229/SK-N-SH S5AZA 5uM 2 horas 6 dias
dias de medio

Cada 3 Si, cada cambio

SF229/SK-N-SH 06BG 30 uM 2 horas 6 dias
dias de medio
2uM/ 9 horasy
A172/LN229 ClCd2 9 horasy 3 dias No No
12,5 uM 3 dias
A172/LN229/ Cada 3 Si, cada cambio
Verapamilo | 14,25 uM 24 horas 6 dias
SF229/SK-N-SH dias de medio
3. Ensayo de proliferacion celular

Para determinar la Clso para TMZ, se sembraron3 x 10° células/pocillo en placas de 24
pocillos (Ilwaki Microplate, Japan).Tras 24 horas de cultivo, tiempo suficiente para que las
células se adhieran a la superficie del frasco de cultivo, se realiza la adicién de TMZ en
concentraciones crecientes desde 1 — 700 uM. Los cultivos se mantienen expuestos a la
temozolamida durante 6 dias, siendo reemplazado el medio y la TMZ cada 3 dias. Se utilizaron
como control para cada experimento cultivos paralelos de células sin adicién de drogas, y un

control de DMSO, medio en el que se resuspende el fdrmaco.

El método empleado para el andlisis de la proliferacidn celular es el método de tincién
con Sulforrodamina-B (SRB) siguiendo el protocolo propuesto por Papazisis y cols., (1997). Tras
eliminar el medio de cultivo de los pocillos de las placas, en condiciones de no esterilidad, se
afiade 300 pl de acido tricloroacético (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) frio al 10% y se

deja incubando durante 20 minutos a 4 9C, lavandose a continuacién 3 veces con agua
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bidestilada y dejando secara temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, se
afiade 300 pl de SRB al 0,4% en acido acético (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) al 1% y
se deja incubar en agitaciéon 20 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de
SRB, se lavan las placas 3 veces con acido acético al 1% dejandose secar 24 horas a
temperatura ambiente. El colorante fijado sobre las células es solubilizado utilizando 300 pl de
una solucién 10mM Tris-base pH 10.5 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) en agitacion.
Alicuotas de 100 pl se transfieren a placas de 96 pocillos (Iwaki Microplate, Japan) y se leen en
un colorimetro (Multiskan Ex Thermo Electron Corporation, Usa) a una longitud de onda de

492nm.

Los valores de densidades dpticas se obtuvieron usando un programa informatico
“Ascent Software for Multiskan” para Windows v.2,6 (Thermo Labsystems, USA).
Posteriormente se lleva a cabo un analisis de supervivencia mediante graficas que relacionan
la concentracion del farmaco (eje X), con el valor de densidad dptica obtenida por el programa
en cada caso (eje Y). Finalmente, sobre las graficas, se determina el valor de la concentracion

del farmaco a la cual se produce una reduccién del 50% de la poblacién celular (Clsp).

4, Andlisis del ciclo celular

La citometria de flujo fue utilizada para determinar la posible variacion del porcentaje
de células en cada fase del ciclo celular tras el tratamiento con TMZ. Para ello se utilizan
células tratadas con dosis de ICso de TMZ para cada linea y sin tratar tanto de las lineas basales

como de los ciclos de TMZ.

Las células se despegan y se centrifugan durante 5 minutos a 1500 rpm. Tras esto se
lavan con PBS y tras volver a centrifugar se fijan con etanol al 70% frio, incubando al menos 5

minutos a 4C. Tras centrifugar nuevamente las células y lavarlas se incubaron con solucion de
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extraccién de DNA (192 ml de Na,HPO4 0,2 M y 8ml de acido citrico 0,1M, pH 7,8) durante 15

minutos a 37C.

Tras una nueva centrifugacidn se incuba con una solucién de loduro de propidio/RNasa
(100 ug/ml RNasa, 40 ug/ml IP) durante 30 minutos en oscuridad a 37C. Una vez pasada la
incubacién los datos se analizan utilizando el programa Cellfit en un citometro de flujo

FACScan (BectonDickinson, San Jose, CA, USA).

5. Analisis de proteinas mediante WESTERN BLOT

5.1 Obtencion de proteinas

Las células se lavaron 3 veces con PBS para eliminar cualquier resto de medio que
pudiera interferir en el western blot. Se despegaron de la superficie de los frascos de cultivo
con PBS-EDTA al 0,04% durante 2-3 minutos a 37 2C en estufa de CO,. Una vez que las células
se despegaron, en la cabina de flujo laminar se afiade 1ml/cm? de PBS para recoger las células
que fueron centrifugadas las células durante 5 minutos a 1500 rpm. Se repite el proceso
afiadiendo PBS a los botones, 3 veces. Los sobrenadantes fueron desechados y el botdn celular
se resuspendio en solucidn de extraccidn de proteinas (Trizma base 50 mM, sacarosa 0,25 mM,
EDTA 5 mM vy triton 0,5%, pH 7,4) a 4 2C. Una vez resuspendido el pellet fue almacenado a -

20°C.

5.2 Cuantificacion de proteinas
Para determinar la concentracién proteica de las muestras en primer lugar se llevd a
cabo una sonicacién de las mismas y a continuacién se procedié a la cuantificacion proteica,
utilizando el método de Bradford con una curva patrén de albumina (Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, USA) de concentraciones conocidas (0,5 ug, 1 ug, 2 ug, 3 ug, 5 ug y 10 ug). La
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cuantificacion se realizo en placas de 96 pocillos de fondo plano (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) en las que se depositan 5 pul de muestra y se afiade 280 pl de reactivo de Bradford
(Bio-Rad Laboratories Inc.). Se procede del mismo modo con las muestras problema. Se dejo
incubar 10 minutos en oscuridad y los resultados se leyeron en un colorimetro (Multiskan Ex
Thermo Electron Corporation, Usa) a una longitud de onda de 570 nm. Los valores de
densidades opticas se obtuvieron usando un programa informatico “Ascent Software for

Multiskan” para Windows v.2,6 (Thermo Labsystems, USA).

5.3 Preparacion del gel SDS-PAGE
Para la preparacion de los geles, tanto el inferior o “lower” oseparador, por el que
migran las proteinas en funcién de su peso molecular, como el superior o “upper”, encargado
de compactar todas las proteinas para que migren a la vez, se utilizaron las medidas de la

tabla.

El tamafiio utilizado de los cristales fue de 1mm, y el peine utilizado de 10 o 15 pocillos segun el

tipo de muestra que se proceso.

Lower 12% Upper
Acris/Bis 30% 3,2ml 0,64 ml
Agua bidestilada 2,8 ml 3,05ml
Buffer Tris 4x 8,8 2ml
Buffer Tris 4x 6,8 1,25 ml
APS 10% 40 pl 25l
Temed 4l 5ul
. Buffer Tris Lower 4x: 1,5M Tris, SDS 10% en agua destilada y pH 8,8

. Buffer Tris Upper 4x: 0,5M Tris, SDS 10% en agua destilada y pH 6,8
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5.4 Preparacion de las muestras
Las proteinas fueron disueltas en tampon de carga (Tris-CL 373mM pH 6,8, 12% de
SDS, 30% de B-mercaptoetanol, 2ml de glicerol y 0,1% de azul de bromofenol) obteniendo una
muestra homogénea que posteriormente fue sometida a calentamiento a 952C durante 5
minutos para facilitar la accién del SDS rompiendo los puentes disulfuro y conservando a 42C
hasta su utilizacién. El volumen final de muestra fue de 20 pl, conteniendo 15 ug de proteina

en un volumen final de 20 ul, completando con agua bidestilada.

En todos los geles se utilizé un patrén de pesos moleculares (Precision Plus Protein Standards,

Kaleidoscope, Bio-Rad).

5.5 Electroforesis
Para la realizacion de la electroforesis, se colocaron los geles en el soporte destinado a
ello en la cubeta de electroforesis rellenando el espacio entre los dos geles con Running buffer
(Tris Base 9 g, Glicina 43,2g, SDS 3 g, en agua miliQ). La electroforesis se realizd a voltaje

constante y 100 mA durante 120 minutos.

5.6 Transferencia
Finalizada la electroforesis de las proteinas en el gel de agarosa, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, GE Healthcare) mediante el
sistema “semiseco”, con un aparato Trans blot SD semi-dry transfer cell (Bio-Rad) con tampdn
de transferencia (Tris base 5,8 g, glicina 2,9 g, metanol 200 ml, SDS 20% en agua miliQ) aunque
previamente el gel separador fue equilibrado en tampdn de transferencia durante 15 minutos.

A continuacidon, se procedid a la elaboracién del sandwich de transferencia, colocando
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seriadamente y del polo negativo al positivo los siguientes componentes: papel wathman, gel,
membrana de nitrocelulosa y papel whatman. La transferencia se realizé a 20 voltios y a

amperaje constante de 100 mA durante 30 minutos.

5.7 Bloqueo e incubacién con anticuerpos

Una vez transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, ésta fue sometida
al blogueo de los sitios inespecificos mediante una solucién de blogueo rica en proteinas (PBS
1X, 0,1% Tween 20, 5 % leche desnatada en polvo) durante una hora en agitacion vy
temperatura ambiente. A continuacidn, se retird la solucién de bloqueo, procediéndose a lavar
la membrana con PBS-Tween-20 al 0,1 % por tres veces durante 5 min en agitacién, afiadiendo
el anticuerpo primario, a la dilucién apropiada, en la solucién de bloqueo 1/10 (PBS-Tween-20
0, 1% 9ml, 1ml solucidn de bloqueo con leche desnatada) e incubando a 4 2C overnight en

agitacién suave.

Los anticuerpos utilizados se exponen en la siguiente tabla:

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Dilucién Tamafio Referencia
. Santa Cruz Biotechnology, Inc.
B-actina 1:10000 40 KDa
Sc-81178
GADPH 1.10000 37 KDa Sigma Aldrich G8795
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
MGMT 1:200 26 KDa
Sc-56157
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Dilucion Conjugado Referencia

HRP (horseradish

. , . ) Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Anti-Ratén IgG 1:2500 peroxidase conjugated

Sc-2005

secondary antibody)
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Previamente a la incubacion con el anticuerpo secundario, la membrana fue sometida a 3
lavados durante 5 minutos en agitacidon a temperatura ambiente, con PBS-Tween-20 al 0,1%,
tras lo cual se adiciond el anticuerpo secundario, a una dilucién 1:2500 en solucidn de bloqueo

1/10, incubando durante 1h a temperatura ambiente en agitacidn suave.

5.8 Revelado
La deteccién de la sefial se lleva a cabo por quimioluminiscencia (ECL-Plus, GE
Healthcare) en el equipo LAS-4000 mini. Los posteriores analisis, asi como el tratamiento de la
imagen vy las cuantificaciones de las bandas, fueron realizados con el programa ImageQuant

Las-4000.

6. Extraccion de DNA de las lineas celulares

La extraccién de DNA se realizd6 mediante el kit de extraccién de DNA Qiagen Mini Kit
segun las indicaciones del fabricante. Las células se despegaron utilizando PBS-EDTA al 0,04%,
durante 2-3 minutos, tal y como se ha descrito anteriormente, fueron lavadas y centrifugadas
a 1500 rpm durante 5 minutos. Al pellet celular se le adicioné 200 pl de PBS, 20ul de
proteinasa K junto y 200 ul buffer de lisis, incubandose durante 15 minutos a 562C. A
continuacidn, se afiadieron 200 ul de etanol absoluto para precipitar los dcidos nucleicos y que
puedan posteriormente quedar retenidos en la membrana de la columna del kit de extraccién.
La mezcla obtenida se deposité en la comuna que fue centrifugada durante un minuto a 8000
rpm. Todas las centrifugaciones se realizaron a temperatura ambiente. Tras eliminar el filtrado
se comenzaron los lavados, primero con 500 ul del buffer AW1 y tras centrifugar en las mismas
condiciones anteriores se repitio el lavado con 500 ul del buffer AW2. Tras centrifugar durante
tres minutos a maxima velocidad (14000 rpm) se elimind el filtrado y se realizd una

centrifugacién adicional sin nada gracias a la cual se eliminaron los posibles restos de alcohol
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de la columna. Para la elucién del RNA, se utilizaron 25 pl de agua libre de RNasas. Tras
centrifugar un minuto a 10000 rpm el eluido que contiene el RNA de la muestra se cuantifica y

se almacena a -20°C.

6.1 Cuantificacion del DNA
El RNA obtenido se cuantificd en un espectrofotémetro (Pharmacia Biotech) en
dilucién 1.100, obteniendo datos de densidad dptica a 280, 260 y 320 asi como la ratio de la

muestra. En todos los casos se trabajé con muestras con una ratio comprendida entre 1,8 y 2.

6.2 Chequeo mediante electroforesis
Para comprobar la calidad del RNA y ver que no quedaban restos de DNA en la
muestra se procedid a cargar 100ng de DNA en un gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio
(Sigma-Aldrich) que posteriormente fue visualizado en un transiluminador (Bio-Rad

Laboratories, S.A.)

7. Modificacion del DNA mediante Bisulfito Sodico

Ver apartado 4. Modificacién del DNA mediante Bisulfito Sédico de la seccion Material

y métodos en Pacientes

8. PCR especifica de metilacion del promotor del gen MGMT (MSP)
Ver apartado 5. PCR especifica de metilacion del promotor del gen MGMT (MSP) de la

seccidon Material y métodos en Pacientes
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9. Anilisis de alta resolucién de la metilacion de MGMT (HRM)

El analisis de alta resolucion de la metilacién (HRM) para MGMT de las muestras de

bisulfito, fue realizado por la unidad de gendmica del GENyO, Centro de Gendmica e

Investigacion Oncolégica de Granada, mediante SYBR® Green de alta sensibilidad para la

deteccion por HRM de la casa comercial Kapa, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Mezcla de Reacciéon

Condiciones de Reaccién

Componente | Concentracidn
Master Mlx 1x
MgCl2 2,5mM
Primers 0,2 uM
Muestra 5ng
Volumen final 20ul

Temperatura Tiempo N2 de
(eC) (minutos, min; segundos, seg) ciclos
95 3 min 1
95 5seg
60 20-30 seg 40
95 10-60 seg

La reaccidn se realiz6 en el equipo Eco Real-Time PCR System (lllumina) donde se

almacenaron todos los datos brutos. Estos datos fueron analizados mediante el software Eco

Real-Time PCR System v4.0.

Para realizar la curva de metilacion se usaron los controles de la casa giagen EpiTect

Control DNA, methylated y EpiTect Control DNA, unmethylated. Tomando proporciones de

metilacién: no metilado (0), 0.25, 0.5, 0.75 y totalmente metilado (1).

Todas las muestras, asi como la recta patrdn se analizaron con dos parejas de primers

de la region especifica.
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10. Extraccion de RNA de las lineas celulares

La obtencion de ARN total de los cultivos celulares basales y tras los distintos
tratamientos a los que han sido sometidos, fue realizada mediante el kit de extraccion de RNA
Qiagen Mini Kit combinado con la técnica del trizol-cloroformo. Para ello, se afiadié 1 ml de
trizol a los pellet celulares de cada uno de los falcons de cultivo, homogenizando la muestra
con una jeringa de insulina durante 10 veces facilitando la ruptura celular. A continuacién, se
anadié Cloroformo, vorteando enérgicamente e incubando durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La centrifugacién a 42C durante 15 minutos permitié la separacién de la fase acuosa
en la que se encuentra el RNA, que fue recogida y sometida al protocolo de extraccién del kit

de quiagen. Todas las centrifugaciones que se lleven a cabo a partir de este punto seran a 42C.

A la fase acuosa, que contiene el ARN se le adiciond 500 pl de etanol absoluto antes de
depositarla en la columna. Esto hace que se precipite el acido nucleico y quede asi retenido en
la columna tras centrifugar un minuto a 10000 rpm. Tras la eliminacién del sobrenadante se
lavé con 700 pl de buffer AW1 y volvid a centrifugarse en las mismas condiciones de la anterior
centrifugacion. Tras esto se afadieron 500 pl de un segundo buffer de lavado (RPE) y se volvid
a centrifugar bajo las mismas condiciones anteriormente descritas. Después de repetir este
ultimo paso para mejorar el lavado del acido nucleico retenido en la columna se procedié a
una centrifugacién adicional sin nada gracias a la cual se eliminardn los posibles restos de
alcohol de la columna. Para la elucién del RNA, se utilizaron 25 ul de agua libre de RNasas. Tras
centrifugar un minuto a 10000rpm el eluido que contiene el RNA de la muestra se cuantifica y

se almacena a -80°C.
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10.1 Cuantificacidon del RNA
El RNA obtenido se cuantificé en un espectofotémetro (Pharmacia Biotech) en dilucion
1.100, obteniendo datos de densidad dptica a 280, 260 y 320 asi como la ratio de la muestra.

En todos los casos se trabajoé con muestras con una ratio comprendida entre 1,8 y 2.

10.2 Chequeo mediante electroforesis
Para comprobar la calidad del RNA y ver que no quedaban restos de DNA en la
muestra se procedidé a cargar 100ng de RNA en un gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio

(Sigma-Aldrich) posteriormente visualizado en un transiluminador (Bio-Rad Laboratories, S.A.)

11. Transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
Utilizando el ARN obtenido previamente se realizd la transcriptasa reversa utilizando 2
ugr de RNA total y el kit M-MLV Reverse Transcriptase (Sigma - Aldrich, Sant Louise, USA)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Mezcla de Reacciéon Condiciones de Reaccion

Componente ‘ Concentracion "
Temperatura Tiempo
Primer ciclo de RT (2€) (minutos)
DNTP"s 10mM Primer ciclo RT
Oligo(dT) 5uM 70 10
RNA 2ug 4 infinito
Volumen total 10ul Segundo ciclo RT
Segundo ciclo de RT 37 50
M-MLV buffer 1X 2 Infinito
M-MLV
. 0,5 ul
enzima
Inhibidor .
40 unidades/pl
RNasa
Volumen total 20ul

107
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En primer lugar se realizd un primer ciclo de a 70 2C en el que se mezclan los DNTPs, el
oligo(dT) y la muestra de RNA (2ug), completando hasta 10 ul con agua libre de RNAsas. Tras
esto se realiza un segundo ciclo de PCR a 372C durante 50 minutos afiadiendo al volumen

anterior el buffer, la enzima y un inhibidor de RNAsas completando hasta 20ul con agua libre

de RNAsas.

Este cDNA se guardo a -202C hasta su utilizacidn.

12. PCR de expresion de MGMT

Una vez que se tiene el cDNA se realiza una PCR para determinar la expresion de
MGMT. Para ello se realizan una PCR utilizando la B-actina como control endégeno utilizando

la REDTagGenomic DNA Polymerase (Sigma - Aldrich, Sant Louise, USA).

Fragmento
Primer Secuencia denucledtidos (5’-3’) amplificado
(pb)
Fw TCACGGCCAGTCCTCCGGAG
MGMT 259
Rv GTTCCCCGTGCCGGCTCTTC
. Fw GGCATCCTCACCCTGAAGTA
B-actina 82
Rv AGGTGTGGTGCCAGATTTTC

La PCR se llevé a cabo segun las indicaciones del fabricante, mezclando los DNTP’s, la
mezcla de los primeres, el buffer de la Tag polimerasa y la muestra hasta completar un
volumen de 25 pl con agua libre de RNAsas. Tras esto se realiza un ciclo de PCR con un ciclo

inicial de desnaturalizacidn de 2 minutos a 942C, seguido de 30 ciclos con una temperatura de

anillamiento de 582C. El ciclo final es de extension y serd de 5 minutos a 729C.
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Condiciones de Reaccion

Componente | Concentracidn Temperatura Tiempo N© de
DNTP'S 200pM (2C) (minutos, min; segundos, seg) ciclos
Primer 0,1 puM 91 2 min 1

Buffer 10X 1X 91 30 seg
Muestra 10ng 53 30 seg 30
Taq (005 72 2 min
. unidades/pl 77 S min 1
Volumen final 25ul 4 Infinito

El resultado obtenido en esta PCR se cargd en un gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio

(Sigma-Aldrich) y se visualizo en un transiluminador (Bio-Rad Laboratories, S.A.)

13. Real Time PCR

El cDNA obtenido por retrotranscripcién se amplific6 mediante PCR a tiempo real en
placas de 96 pocillos en el termociclador AppliedBiosystem 7500 (Applied Biosystems, Life
Technologies). El volumen total de reaccién fue de 20 ul que contienen 20ng de cDNA,
1xTAgMan Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems, Life Technologies), y 1x TagMan
Gene Expression assay (Applied Biosystems, Life Technologies). Los genes amplificados
mediante este procedimiento fueron MGMT (Hs01037698 m1, Applied Biosystems, Life
Technologies), ABCB1 (Hs00184500_m1 Applied Biosystems, Life Technologies) y CD133
(Hs01009250_m1 Applied Biosystems, Life Technologies) asi como un control enddgeno
GADPH (Applied Biosystems, Life Technologies). El ciclo de PCR utilizado fue 2 minutos a 502C

seguido de 10 minutos a 959C, y 40 ciclos a 952C durante 15 s y 602C durante 60 s.

Los genes de la Tabla se utilizaron en una PCR a tiempo real tal y como se describe

anteriormente pero utilizando Sybergreen (Takara, Clontech Laboratories, Inc. USA)
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Primer Secuencia
MLH1-F TTC GTG GCA GGG GTT ATT CG
MLH1-R GCCTCCCTCTIT AACAATCACTT
MSH2-F GCT GGA AAT AAG GCATCCAAG G
MSH2-R CAC CAATGG AAG CTG ACATAT CA
MSH3-F TGG AAA ATG ATG GGC CTG TTA AA
MSH3-R AGA CATTCCCAG ATCACTTCCT
MSH6-F AGC TTA AAG GAT CAC GCC ATC
MSH6-R AAG CAC ACAATA GGCTTT GCC
PMS2-F GAA GGT TGG AAC TCG ACT GAT
PMS2-R CGC ACA GGT AGT GTG GAA AA
GADPH-F TGCACCACCAACTGCTTAGC
GADPH-R GGCATGGACTGTGGTCATGAG

El valor Ct de todas las muestras se determind automaticamente utilizando el sofware
StepOne V2.0 (AppliedBiosystems, Life Technologies). La expresién de los genes se calculd
mediante el métodoACt: ACt = valor Ct medio (ARNm referencia)- valor Ct medio ( ARNm de
interés). La normalizaciéon de los datos se llevd a cabo mediante el Ct del GADPH. La expresion

relativa del ARNm de los genes de interés corresponde al valor de 2°“

14. Estudio estadistico

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se realizd con el software estadistico
SPSS 15.0 para Windows. En el estudio de los pacientes con gliobastoma multiforme se realizd
un analisis descriptivo de las variables recogidas y un anélisis de supervivencia con el método
de Kaplan Meier, considerando el tiempo desde el diagndstico hasta la de uUltimo seguimiento
o muerte. También se crearon distintos subgrupos prondsticos en base a la combinacién de
diversas variables de interés (metilacion de MGMT, sexo, localizacion del tumor) para los que
se compararon las posibles diferencias en la supervivencia global mediante el test de Log-Rank.

Para los estudios in vitro se realizé un estudio de la t de student.
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VI. RESULTADOS

ESTUDIOS EN PACIENTES

1. Caracteristicas clinicas y anatomo-patoldgicas

RESULTADOS

Se estudiaron de forma retrospectiva 52 pacientes diagnosticados de gliomas de alto

grado entre los aflos 2000-2011 cuyas caracteriasticcas se resumen en la tabla 4.1. Veintidds

pacientes eran varones (42,3 %) y treinta mujeres (57,7%). La edad media fue de 54+13 afios.

En cuanto a la localizacion tumoral, en doce pacientes afectaba al l6bulo frontal

(23,1%), en diez al parietal (19,2%), en diez al temporal (19,2%), en seis al occipital (11,5%) y

en catorce afectaba a mas de un Iébulo (26,9%).

Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas y anatomo-patoldgicas.

Edad 54+13 afios

Pacientes Porcentaje

Sexo Hombre 22 43,2%

Mujer 30 57,7%

Localizacion Frontal 12 23,1%

Parietal 10 19,2%

Temporal 10 19,2%

Occipital 6 11,5%

Mas de 1 I6bulo 14 26,9%
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2. Analisis de la supervivencia global de los pacientes
La mediana de supervivencia global fue de 19 meses y la supervivencia media de 22,8
meses. Con respecto al estado actual de los pacientes en el momento de finalizar el estudio, 45

fueron exitus, 5 permanecian vivos con enfermedad y 2 vivos sin evidencia de enfermedad.

(Figura 4.2).
Funcién de supervivencia
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Figura 4.2. Curva de supervivencia global de los 52 pacientes con glioblastoma multiforme

Se realizo un andlisis de la supervivencia global segun de las variables sexo, edad, y localizacion

del tumor.

Supervivencia global y sexo. No hubo diferencias significativas en funcién del sexo

(Figura 4.3) ni a la localizacion tumoral (Figura 4.5).
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Funciones de supervivencia

1,04 Sex0
' | —I 1T hombre
= I mujer
LL‘ 1 -+ hombre-censurado

0,5 | mujer-censuraco
3
&
-E DIB- _I-..'
[T L
c -
1]
Z 9
= H
E 04 L
[=%
=
i g

0,24 I

L.
0,049

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Meses supervivencia (fecha ultimo seg-fecha dx)

Figura 4.3. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) segun el sexo. * p=0,465 Test de Log-Rank (Mantel-

Cox)

Supervivencia global y edad. El analisis de la curva de supervivencia en funcién de la
edad de los pacientes con glioblastoma multiforme nos permitié determinar la existencia de
diferencias significativas en funcién de la edad, siendo mayor la supervivencia en los pacientes
menores o iguales de 50 afios), en los que la mediana de supervivencia fue de 40 meses,

superior a los 16meses de los pacientes mayores de 50 afios (p=0,005) (Figura 4.4).
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Funciones de supervivencia
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Figura 4.4. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) segun la edad. * p=0,005 Test de Log-Rank (Mantel-

Cox)

Supervivencia global y localizacion tumoral. La mediana de supervivencia segun la
localizacion tumoral es de 19 meses para una localizacién frontal y temporal, de 12 meses para
una localizacidn parietal, de 15 meses si la localizacién es occipital y de 20 meses si esta

localizado en mas de un ldbulo. La correlacidn no fue estadisticamente significativa (p=0,388)

(Figura 4.5).
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3. Analisis de la metilacidn del promotor de MGMT
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Figura 4.5. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) segun la localizacién tumoral. * p=0,388 Test de Log-

Rank (Mantel-Cox)

El andlisis de la metilacion del promotor del gen MGMT determiné que un 53,8% de los

Paciente Met
P1 -
P4 +
P7 +

Paciente Met
P2 +
P5 +
P8 +

correspondiente PCR. El resultado obtenido se muestra en la tabla 4.6.

pacientes presentaban metilacion de dicho promotor mientras que un 44,2% de los pacientes
no tenian metilacién de MGMT. En un paciente (2%) no se pudo realizar el estudio por no

obtener un ADN de las muestras de parafina de suficiente calidad para realizar el bisulfito y Ia

Paciente Met
P3 +
P6 +
P9 +
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P10 - P11 . P12 +
P13 + P14 + P15 R
P16 + P17 - P18 R
P19 - P20 - P21 +
P22 + P23 - P24 +
P25 + P26 - P27 +
P28 + P29 - P30 R
P31 + P32 + P33 +
P34 - P35 + P36 -
P37 - P38 - P39 -
P40 + P41 - P42 +
P43 . P44 - P45 +
P46 . P47 + P48 +
P49 - P50 + P51 -
P52 -

Tabla 4.6. Representacion de los resultados del estado de metilacion del promotor de MGMT en el

grupo de pacientes objeto del estudio.

P7 P8 P9 P10

NM M NM M NM M NM M
P11 P12 P1 P5
NM M NM M NM M NM M

Figura 4.7. Resultados del estudio de metilaciéon (MSP) del promotor de MGMT. U: no metilado, M:

metilado, P: paciente sobre el que se ha realizado el andlisis.
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Supervivencia y metilacion de MGMT. La mediana de supervivencia global fue de 15
meses en los pacientes no metilados frente a los 20 meses de los pacientes metilados. El
analisis mediante el test de Log-Rank demostrd una correlacién estadisticamente significativa

entre ambas variables (p<0,05) (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) segun el estado de metilacién de MGMT. *

p=0,039 Test de Log-Rank (Mantel-Cox)
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ESTUDIOS A NIVEL CELULAR

1. Estudio delaIC50

1.1. Concentracion inhibitoria 50 (ICso) frente a la temozolamida

Tras los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo en todas las lineas celulares, en los

gue se somete a cada una de ellas a concentraciones crecientes de TMZ, tal y como se describe

en el apartado de material y métodos, se obtiene la concentracién inhibitoria 50 (ICso). Los

resultados obtenidos para las lineas basales se reflejan en la siguiente figura (figura 4.9).

3‘3
k:
=] .
E Linea IC50 (uM)
T SF268 150+ 4,5
©
= SK-N-SH 250+ 2
1]
= ‘ LN229 15+1.3
i %i.,“'-"?r o T T
13 ~ " " — A172 1513

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentracion (uM)

Figura 4.9. IC5, de las lineas celulares expuestas a dosis crecientes de TMZ, determinada mediante la

técnica de Sulforrodamina-B. Los valores representan la media + S.D.de tres estudios independientes.

En esta figura se observan diferencias significativas en la ICsq frente a la TMZ obtenida

para cada una de las lineas de estudio. Los resultados obtenidos muestran una ICso muy

elevada para las lineas SF268 y SK-N-SH de 150 y 250 uM respectivamente mientras que en las
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lineas LN229 y A172 la dosis inhibitoria 50 fue de 15 uM. Estos resultados nos han permitido
Ilevar a cabo un estudio con lineas celulares que presentan un comportamiento diferente al
ser expuestas a TMZ, dos de estas lineas presentan unalCsgigual o superior a 150 pM (SF268 y
SK-N-SH) por lo que las consideraremos como lineas resistentes a TMZ mientras que las otras
dos lineas presentan unalCs, inferior a 50uM (LN229 y A172), por lo que pueden ser

consideradas como lineas sensibles a TMZ.

1.2. Concentracion inhibitoria 50 (ICso) tras la exposicion a ciclos de
temozolamida
Para valorar la respuesta a una exposicion continuada de TMZ, acercandonos al
tratamiento administrado a los pacientes con glioblastoma, las lineas celulares fueron
expuestas durante uno y dos ciclos a TMZ, determinando la posible modificacién en los valores
de la ICso. Los resultados obtenidos, tal y como se muestran en la figura 4.10, varian segun la

linea celular objeto de estudio.
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Figura 4.10. Gréficas de proliferacién celular de las lineas, A172 (A), LN229 (B), SF268 (C) y SK-N-SH (D),
sometidas a la exposicidn de dosis crecientes de temozolamida (TMZ) para obtener una concentracion
inhibitoria 50. Las graficas muestran la viabilidad celular de las lineas basales (A172, LN229, SF268 y SK-
N-SH) y de las lineas tratadas con TMZ durante uno o dos ciclos (1C, 2C). Los valores representan la

media + S.D. de tres estudios independientes

Los resultados muestran como en las lineas que presentaban una mayor ICso basal
(resistentes), la concentracidn inhibitoria 50 no se modificd con los ciclos de TMZ, siendo de
150 uM para la linea SF268 y de 250 uM para la linea SK-N-SH (figura 4.10-CD). Sin embargo,
en el caso de las lineas LN229 y A172 (sensibles), que presentaban una baja IC50 basal, los
ciclos con TMZ, indujeron importantes modificaciones, incrementando sucesivamente con
cada uno de los ciclos la resistencia a la TMZ, En la linea LN229 la ICsp incrementd de 15 uM a

200 pM tras
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la exposicidn al primer ciclo, alcanzando una ICso de 400 uM tras el segundo ciclo de exposicién
a TMZ (p<0,05) (figura 4.10-B).Resultados similares se obtuvieron con la linea A172, en la quela
IC50 incrementé significativamente(p<0,05) de 15 uM a 80 uM tras el primer ciclo aunque no

se modifico tras la exposicion al segundo ciclo de TMZ (figura 4.10-A).

2. Estudio del ciclo celular

Para analizar el punto del ciclo celular en el que se encuentran las células y como se
modifica tras el tratamiento con TMZ se realizé una citometria de flujo para determinar el
porcentaje de células que se encuentran en cada una de las fases del ciclo celular y para

analizar el proceso apoptético sufrido por estas células tras los ciclos de TMZ.
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Figura 4.11-1. Analisis del ciclo celular de las lineas A172 y LN229 basales (A) y tras la exposicidn durante

dos ciclos a TMZ (B). Los valores representan la media + S.D. de tres estudios independientes.
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Figura 4.11-2. Analisis del ciclo celular de las lineas SF268 y SK-N-SH basales (C) y tras la exposicion

durante dos ciclos a TMZ (D). Los valores representan la media + S.D. de tres estudios independientes.

En todas las lineas de estudio se compararon los resultados obtenidos tras el analisis

de la citometria de flujo en el estado basal de la linea y tres dias después de la administracion

de la TMZ. Los resultados muestran un comportamiento parecido en las lineas A172 y LN229

(figura 4.11-1) en el que se puede ver una tendencia a un aumento de la fase G2 reduciéndose
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lafase S. En el caso de la linea A172 basal (figura 4.11-1A) se observa un incremento de un 46%
de la fase G2 tras el tratamiento con TMZ. A la hora del analisis de los ciclos de TMZ, vemos
que en relacion al estado basal sin tratamiento existe un incremento de un 20% de la fase G2.
El incremento en esta fase se mantiene cuando afiadimos TMZ a los ciclos aunque no es tan
acusado como en los casos anteriores, siendo de solo un 2%. En la linea LN229 (figura 4.11-1B)
el comportamiento es similar dandose un incremento de un 20% en G2 en el estado basal tras

la administracion de TMZ aunque el incremento tras el primer ciclo ronda un 40%.
q p

En el caso de las lineas SF268 y SK-N-SH (figura 4.11-2) lo que se observa es una casi
inexistencia de fase G2 cuando no se realiza el tratamiento con TMZ y una leve parada en G2
cuando se le administra la TMZ llegando a niveles de un 3% en el caso de la linea SF268 (figura
4.11-2C) tras el segundo ciclo de TMZ. Esta parada en G2 es un poco mas acusada en la linea
SK-N-SH (figura 4.11-2D) en la que tras la administracién de TMZ el porcentaje de células en G2

aumenta entre un 12 y un 20%.

3. Analisis de MGMT

3.1. Metilacion de MGMT en las lineas celulares basales
Debido a que la expresiéon de la enzima O6-metillguanina-DNA metilltransferasa
(MGMT) se encuentra regulada epigenéticamente por la metilacion del promotor del gen que
la codifica, se realizé un estudio de metilacién del promotor en las diferentes lineas objeto de
estudio (figura 4.12). Esto se realizé mediante la técnica de PCR especifica de promotor (MSP-
PCR) a partir de DNA gendémico sometido a un tratamiento con bisulfito sddico. Los resultados
obtenidos para las lineas SF268 y SK-N-SH fueron de una presencia simultdnea de ambas

bandas, metilada y no metilada. Por el contrario, en las lineas sensibles, A172 y LN229, sélo se
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amplificaba la banda de metilado, por lo que estas lineas presentan una metilacion

practicamente total las islas CpG del promotor del gen que codifica para la enzima MGMT.

A172 LN229 SK-N-SH SF268 C-
M NM M NM NM M NM M NM M

93 e —— “--

81

Figura 4.12. Estado de metilacién del promotor de MGMT en las lineas A172, LN229, SF268 Y SK-N-SH

mediante MSP-PCR. M: Metilado, NM: no metilado, C-: control negativo.

3.2. Metilacion de MGMT en las lineas celulares tras la exposicion a los ciclos de

TMZ

Tras determinar mediante MSP-PCR el estado de metilacién de las lineas basales,
realizamos una técnica de cuantificacion del porcentaje de metilacién de las lineas tras los
diferentes ciclos de TMZ. Los resultados obtenidos en este estudio mostrados en la figura 4.13
indican que las lineas A172 y LN229 que carecen de expresion basal de MGMT, tienen su
promotor metilado totalmente en el caso de LN229 y entre un 75-100% en el caso de A172.
Después de la exposicion a TMZ, la linea A172 presenta un 100% de metilacién del promotor
de MGMT que se mantiene tras el segundo ciclo. En la linea LN229, el tratamiento con TMZ
permite en el segundo ciclo una leve disminucidon del nivel de metilacién que alcanza entre el
75-100% de las islas CpG del promotor del gen MGMT. En cambio, las lineas SF268 y SK-N-SH
sufren mayores variaciones con respecto al estado de metilacién del promotor de MGMT,
siendo estas mas acusadas en la linea SK-N-SH, en la que se observa una tendencia a la

disminucion de la metilacidon conforme se incrementan los ciclos con TMZ, observando tras el
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primer ciclo un nivel de metilacidn del 25-50% vy tras el segundo ciclo una metilacién del 0-
25%mientras que en la linea basal el nivel de metilacidon del promotor de MGMT es del 75%.
En la linea SF268, el estado de metilacién se mantiene constante tras el segundo ciclo con TMZ
respecto a la linea basal (50-75%) y sélo se aprecia un ligero incremento tras la administracion

del primer ciclo de tratamiento, con un 75% de metilacion del promotor de MGMT.

% Metilacion

0 |0-25] 25 |25-50| 50 |50-75| 75 |75-100|100
A172
A172 1C
A172 2C

LN229
LN229 1C
LN229 2C

SF268
SF268 1C

SK-N-SH
SK-N-SH 1C
SK-N-SH 2C

Figura 4.13. Representacion del porcentaje de metilacion del promotor de MGMT en el estado basal de

las lineas A172, LN229, SF268 y SK-N-SK y tras los sucesivos ciclos con temozolamida.

3.3. Evolucidn de la expresion de la enzima MGMT durante la exposicion a la
TMZ
Para analizar la modificacién de la expresidn de la enzima de reparacion MGMT a lo
largo del tratamiento con TMZ, se realizd un estudio mediante la técnica de Western Blot a
partir de las proteinas totales de las lineas que presentaban un alto porcentaje de islas CpG del

promotor no metilado, un 50% en SF268 y entre un 50% y un 75% en SK-N-SH. El estudio fue
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llevado a cabo en las lineas, anteriormente mencionadas, sometidas a un tratamiento con TMZ

a una dosis ICsg. La expresidon de la enzima se analizd a las 6, 12, 24, 48,72, 96, 120y 144 h de

la exposicién a TMZ y los resultados obtenidos, en ambas lineas analizadas muestran una

progresiva disminucién hasta las 24 horas que es compensada e incrementada desde las 72

horas hasta el final del tratamiento a las 144h (figura 4.14)
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Figura 4.14. Estudio mediante western blot de la expresidn proteica de MGMT en las lineas, SF268 y SK-
N-SH. Modificacion de la expresion de MGMT durante el tratamiento con TMZ a dosisICspen las lineas
SF268 y SK-N-SH, a las 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h. (A); Densitometria de las bandas de expresién

de MGMT para las lineas SF268 y SK-N-SH (B).
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En el caso de las lineas LN229 y A-172, que presentan una hipermetilacion de las islas
CpG del promotor de MGMT (100% y 75-100% respectivamente) los niveles basales de
expresion de la enzima MGMT fueron tan bajos que no pudieron detectarse a tiempos
pequefios de exposicion a TMZ, mediante Wester Blot (datos no mostrados). Tras la exposicion
a dos ciclos de tratamiento con TMZ, los niveles de MGMT tampoco pudieron detectarse
mediante esta técnica en las lineas A172 y LN229 (figura 4.15-A), mientras que en el caso de
SF268 y SK-N-SH si se observa un aumento significativo de la expresién de MGMT (figura 4.15-
B). Este incremento es de 4 y 3 veces mayor tras la exposicidn al segundo ciclo de TMZ en las

lineas SF268 y SK-N-SH respectivamente (figura 4.15-C).
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Figura 4.15. Estudio a nivel proteico de la variacidn de expresion de MGMT durante los ciclos con
temozolamida en lineas sin expresion basal de MGMT, A172 Y LN229 (A) y en lineas con elevada
expresion basal de MGMT,SF268 y SK-N-SH (B). Analisis densitométrico de la expresion proteica del

enzima MGMT en las lineas SF268 y SK-N-SH (C).



RESULTADOS | 131

El estudio para determinar los niveles de ARNm de MGMT en las lineas se llevé a cabo
también mediante PCR a tiempo real. Los resultados de la figura 4.16-A, muestran que los
niveles basales de ARNm de MGMT determinados mediante PCR a tiempo real son elevados en
las lineas SF268 y SK-N-SH, siendo la linea SK-N-SH la que mas expresa, con casi el doble de
expresion de ARNm de MGMT que SF268.La exposicién a dosis ICso de TMZ de estas lineas
durante 144 h corrobord los datos obtenidos en western blotcon una disminucién a las 24
horas y tras esto una recuperacién progresiva hasta el final del tratamiento (figura 4.16-B). Por
el contrario, las lineas de A172 y LN229 no presentaban niveles detectables de ARNm o lo

hacian en niveles muy bajos como es el caso de la linea A172 (figura 4.16-A).

SF268
m SK-N-SH
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Figura 4.16. A) Estudio de la expresion de MGMT en las lineas A172, LN229, SF268 y SK-N-SH mediante
estudios de PCR a tiempo real. B) Variacion de la expresion de ARNm del gen MGMT durante el

tratamiento con la dosisICso de TMZ en las lineas SF268 y SK-N-SH a diferentes tiempos de exposicion.
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Tras la exposicion a los dos ciclos de TMZ se obtuvieron resultados diferentes para cada una de
las lineas celulares analizadas y dentro de las mismas, diferencias de expresién respecto a la

situacién basal de partida.
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Figura 4.17. Estudio de la expresion del ARNm del gen MGMT en las lineas A172, LN229, SF268 y SK-N-
SH, en el estado basal (A) y tras los ciclos de TMZ en las lineas con expresion basal de MGMT, SF268 y

SK-N-SH (B) y en las lineas sin expresion basal de MGMT, A172 Y LN229 (C).

Como se puede observaren la figura 4.17-B, tras situar como referencia el valor de la
expresion de la linea basal, los resultados muestran como en el caso de las lineas SF268 y SK-N-
SH, que presentaban un alto nivel de ARNm de MGMT basal, se produjo una disminucion
drastica de la misma: en el caso de SK-N-SH superior al 80% tras el primer ciclo con un ligero
incremento, estadisticamente no significativo, en el segundo; en la linea SF268 también se
produce un descenso, del 50% en los niveles de ARNm de MGMT, al 60% en primer y segundo
ciclo respectivamente. Por el contrario, en aquellas lineas que no existe apenas expresion a
nivel del ARNm de MGMT en el estado basal (figura 4.17-C), se incrementa su expresion
respecto a los niveles basales de las lineas en 6 veces mds que la basal en el segundo ciclo de
TMZ en la linea LN229, y de 50 veces en A172. A pesar de estos incrementos del nivel de
transcripcién en las lineas sensibles respecto a su estado basal, la expresién tras los ciclos no

alcanza la expresion que presentan las lineas resistentes, SF268 y SK-N-SH (figura 4.17-A).
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3.4. Analisis de la implicacion de MGMT como mecanismo de resistencia a TMZ
de las lineas celulares de glioblastoma
Para determinar si el nivel de expresion de la enzima MGMT es el responsable de la
mayor resistencia o sensibilidad a la TMZ que presentan las distintas lineas celulares se
procedié en primer lugar a adicionar 5-Aza-2"-deoxicitidina, agente desmetilante del ADN, para
eliminar la metilacién del promotor del gen que codifica para la enzima MGMT para conseguir
la expresion de MGMT en las lineas LN229 y A172 que presentan baja o nula expresién basal y
la sobreexpresion de MGMT en las lineas SF268 ySK-N-SH, que presentan una alta expresion

basal de esta enzima

En segundo lugar, se procedié a silenciar la expresion de dicha enzima en las lineas SF268 ySK-
N-SH que presentaban una alta expresion de MGMT, utilizando para ello 06-Benzilguanina

(O6BG).

3.4.1. Determinacion de la ICsotras la sobreexpresion de MGMT con 5-Aza-
2'-deoxicitidina

Para la determinacion de la ICsy se realizd un pretratamiento de tres dias con una
concentracion de 10uM de 5-Aza-2’-deoxicitidina en las lineas que no expresan MGMT y un
pretratamiento de dos horas con una concentracion de 5uM en las que si expresan MGMT. La
toxicidad de ambas dosis fue comprobada con anterioridad al estudio no siendo tdxica ninguna
de ellas en las lineas empleadas (figura 4.18). La induccion de la expresion de MGMT en cada
una de las lineas fue analizada mediante Western Blot en las lineas SF268 y SK-N-SH,
observando un incremento de los niveles basales de un 20 y 50%respectivamente (figura 4.19-
B). En el caso de las lineas LN229 y A172, en los que la expresion basal era tan baja que no

podia detectarse mediante western blot, llevamos a cabo el estudio mediante RT-PCR que nos
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mostré un incremento de los niveles de ARNm de MGMT de un 20 y 40% en las lineas A172 y

LN229 respecto de sus niveles basales (figura 4.19-A).
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Tras comprobar que efectivamente se producia un aumento de la expresién de MGMT

se procedid a la realizacién del estudio de citotoxicidad con TMZ. Este andlisis, nos permitid

observar un incremento de la ICso tras el pretratamiento con 5-Aza-2'-deoxicitidina en las

lineas que no expresaban MGMT, siendo mayor en la linea A172, en la que la ICs

practicamente incrementaba en un 50%, pasando de 15 uM en la linea basal a 30 uM en la

pretratada con 5-Aza-2'-deoxicitidina. En el caso de la linea LN229, este incremento fue menor,

siendo de 20 uM en la linea pretratada frente a 15 uM en la no tratada (figura 4.20-A). Sin

embargo, en aquellas lineas que presentaban una alta expresion basal de MGMT, SF268 y SK-

N-SH, el tratamiento con el agente desmetilante no provocé modificaciones en sus respectivas

ICso (figura 4.20-B).
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mientras que no se aprecia variacion en las lineas SF268 y SK-N-SH (B). Los valores representan la media

+ S.D. de tres estudios independientes.
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3.4.2.Determinacion de la ICso tras la inhibicion de MGMT con 06-

Benzilguanina

Con objeto de inhibir la expresion de la enzima MGMT en las lineas celulares SF268 y

LN229, que presentan una alta expresiéon de esta enzima, realizamos un estudio para

seleccionar la dosis y el tiempo de administracion de O6-benzilguaninaque no siendo tdxica

fuese capaz de mantener la inhibicidn de la expresiéon de MGMT durante todo el tratamiento

con TMZ (figura 4.21).

A SF268

100 -
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10

Viabilidad celular (%)

10 30
Concentracién (uM)

SK-N-SH

100
90 -
80 -
70 -
60
50
40
30
20
10

Viabilidad celular (%)

10 30
Concentracién (uM)

50

50

06BG 10pM 06BG 30uM

Ctrl 6H

24H 48H Ctrl 6H 24H 48H

Dotz acting  — — —— e ey W— S—

MGMT

MGMT

06BG 10pM 06BG 30pM

Ctrl B6H

24H 48H Ctrl 6H 24H 48H

Bota acting i — R e e C— —
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western blot de los niveles de expresién de MGMT tras el tratamiento de dos horas con una

concentracion 10y 30 UM de O6BG a 6, 24 y 48 horas (B).
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Una vez demostrado que la administraciéon de una dosis 30 uM de O6BG durante dos
horas inhibia completamente la expresion de MGMT (figura 4.22-A), determinamos la ICs, de
TMZ en las lineas SF268 y SK-N-SH (figura 4.22-B). Los resultados obtenidos demuestran que
no se produjeron modificaciones estadisticamente significativas entre las 1Cs, basales de estas

lineas frente a TMZ y las obtenidas tras el pretratamiento con O6BG.
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Figura 4.22. Determinaciéon mediante western blot de la inhibicién de MGMT tras el tratamiento con
O6BG en las lineas SF268 y SK-N-SH (A) representando la expresion de MGMT tras el tratamiento con

TMZ, cuando se administra solo O6BG y tras la coadministracién de TMZ y O6BG. Representacion grafica
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de la variacion de la ICsg en las lineas SF268 y SK-N-SH (B) tras un pretratamiento con O6BG. Los valores

representan la media+S.D. de tres estudios independientes.

4, Analisis de MMR

4.1. Andlisis de la expresion basal de MMR en las lineas celulares y tras la

exposicion a TMZ

El estudio del sistema de reparacidon de errores en el DNA (DNA Mismatch repair
system, MMR) se llevd a cabo en todas las lineas de estudio mediante el andlisis de la
expresion de su ARNm. Para ello, tras la extraccion de ARN celular se realizé una PCR a tiempo
real con los primers detallados en el apartado de material y métodos para cada gen de estudio.
Los resultados obtenidos (figura 4.23-A) muestran una diferencia de expresion de ARNm entre
las lineas con bajas y elevadas IC50 frente a TMZ. Las mas sensibles a TMZ, que no expresan
MGMT de forma basal, A172 y LN229, son las que tienen mayor expresién de MMR, mientras
gue aquellas lineas con alta expresién basal de MGMT, con una elevada ICs5, frente a TMZ,

SF268 y SK-N-SH, practicamente no tienen expresion de MMR.

El tratamiento con TMZ de las lineas analizadas, permitié demostrar que tras la administracién
de los dos ciclos de TMZ se produce un cambio en la expresion de MMR que es independiente

de la sensibilidad o resistencia de cada una de las lineas frente a la temozolamida.
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Figura 4.23. Expresion del ARNm, determinada mediante PCR a tiempo real, de los genes del MMR
(MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 Y PMS2) de las lineas A172, LN229, SF268 Y SK-N-SH, en su estado basal (A)

y tras los ciclos de administracion de TMZ (B y C).

En el caso de las lineas sensibles a TMZ, que presentaban una alta expresién de MMR,

podemos observar que en el caso de A172, los resultados muestran una clara disminucion de
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todos los genes analizados tras la administracion del primer ciclo de TMZ, que continda
disminuyendo tras la administracion del segundo ciclo. La disminucién mds acusada la
encontramos en el gen MSH2, que disminuye un 80% y 90%respecto de los niveles basales en
cada uno de los ciclos respectivamente. En la linea LN229, la disminucion en MMR es menos
acusada que en la linea A172, aunque tiene una tendencia clara a reducir su expresion tras los
ciclos de TMZ, fundamentalmente en MSH2 y MSH6 con una disminucién de 90% respecto al

nivel basal tras el segundo ciclo de TMZ (figura 4.23-B).

En el caso de las lineas con baja expresidén basal de MMR, en la linea SK-N-SH, los
resultados muestran un incremento progresivo de los genes MSH3, MSH6 y PMS2, llegando a
tener una expresién de 4, 2 y 3 veces mayor, respectivamente, tras la administraciéon del
segundo ciclo de TMZ, en relacién al nivel basal. Sin embargo, la expresidn se mantiene estable
para el gen MSH2 y disminuye en el caso de MLH1. Para la linea SF268 los resultados muestran
una disminucidn drastica del ARNm de los genes MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2, tras los ciclos
con TMZ, mientras que la expresidon del gen MSH1 se duplica tras el segundo ciclo con TMZ

(figura 4.23-C).

4.2. Inhibicién de MMR con cloruro de cadmio en las lineas celulares basales
Una vez estudiada la expresion basal y tras los ciclos de TMZ de los genes MMR, se
realizé un estudio con cloruro de cadmio, que actia como inhibidor del sistema MMR. En
primer lugar, realizamos un estudio de toxicidad del cloruro de cadmio en las diferentes lineas
celulares, seleccionando dos concentraciones, una concentracién baja de 2 puM y una
concentracidn alta de 12,5 uM. Tras un tratamiento con ambas dosis a 9 horas y a 3 dias, se
llevd a cabo la obtencidon de RNA total de las muestras y el posterior analisis de los genes del

MMR.
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Los resultados muestran una ligera disminucion del gen MSH2 (20%), fundamental en la
actividad de MMR, en la linea A172, tratada con una concentracion de cloruro de cadmio de 2
uM durante 9 horas, sin embargo, un tratamiento mas prolongado (3 dias) incrementé de
nuevo los niveles de MSH2, aproximandose de nuevo a los valores basales. Este
comportamiento fue similar en todos los genes MMR analizados en esta linea, al incrementar
la concentracién de cloruro de cadmio, encontrando una disminucién del 20, 30, 10, 10y 20%
en los genes MLH1, MSH3, MSH6 y PMS2 a las 9 horas de tratamiento, e incrementado en 5,
10, 5, 10 y 15% respectivamente tras 3 dias de tratamiento con cloruro de cadmio (figura
4.24). Cuando se trata con una concentracion de 12,5 uM durante 9 horas, también se obtiene
una bajada de un 25% en la expresién del gen MSH2, bajando un 10% mads después de 3 dias
de tratamiento. El resto de genes del complejo analizados, tienen comportamientos distintos,
viéndose una disminucién de la expresion del 20, 10 y 10% en los genes MSH2, MSH3 Y MSH6,
un incremento en un 10% en PMS2 mientras que MLH1 se mantiene constante. Tras 3 dias de
tratamiento los genes MLH1, MLH2 y PMS2, disminuyen su expresion en un 5, 10 y 20%, el gen
MSH3 se mantiene constante y el gen MSH6 se incrementa un 25%.Para la linea LN229 (figura
4.25) los resultados obtenidos para la concentracién 2 uM a las 9 horas son bastante parecidos
a los obtenidos a los 3 dias, viendo que los genes MLH1, MSH3 y MSH6 practicamente no
presentan alteraciones en cuanto a su expresion, el gen MSH2 tiene una disminucidn
progresiva de un 5% y el gen PMS2 tiene una disminucién del 20% a las 9 horas y un
incremento del 15% a los 3 dias. Para el caso de esta misma linea con una concentracién de
12,5 uM se obtiene que los genes que anteriormente no sufrian variaciones, el MSH1, MSH3 y
MSH6 ahora presentan una leve disminucion de un 5%, la disminucion en MSH2 es mas
acusada pasando a ser de un 15% tras las 9 horas y un 10% mas tras los 3 dias al igual que en el
caso del gen PMS2 que sufre una disminucion del 5% tras las 9 horas y un 15% mas tras los 3

dias.
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Figura 4.24. Modificacidnde la expresidn delARNm, determinada mediante PCR a tiempo real, de los
genes de estudio del MMR por la adicién de cloruro de cadmio 2 uMy 12,5 uM durante 9 horas y 3 dias

para la linea A172.
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Figura 4.25. Modificacidnde la expresidn delARNm, determinada mediante PCR a tiempo real, de los
genes de estudio del MMR por la adicién de cloruro de cadmio 2 uM y 12,5 uM durante 9 horas y 3 dias

para la linea LN229.

4.2.1. Determinacion de la ICso tras la inhibicion de MMR con cloruro de
cadmio
El estudio de citotoxicidad frente a TMZ, muestra que la inhibicion de MMR en las
lineas A172 y LN229, que son lineas de alta expresion basal de MMR, tanto con una dosis de 2
UM como con una dosis de 12,5 uM de cloruro de cadmio a 3 dias, no modifica

significativamente los valores de IC50 de las lineas analizadas (figura 4.26)
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Figura 4.26. Andlisis de la IC50 para TMZ de las lineas A172 y LN229 tras el pretratamiento con cloruro
de cadmio 2 puM durante 3 dias. Los valores representan la media + S.D. de tres estudios

independientes.

5. Analisis de P-glicoproteina

5.1. Analisis de la expresion basal P-glicoproteina en las lineas celulares y tras la
exposicion a TMZ

El estudio de la expresion de P-glicoproteina, clasico mecanismo de resistencia de las

células tumorales frente a los farmacos antineoplasicos, se llevd a cabo mediante PCR a

tiempo real, para ello, tras la extraccion de RNA total se realizé una PCR a tiempo real con los

primers ABCB1, descritos en el apartado de material y métodos. Para tener una referencia de

expresion de P-glicoproteina, se utiliz6 como control positivo de expresion la linea H15, de

cancer de colon, que bibliograficamente esta descrita como una linea que presenta resistencia

mediada por p-glicoproteina. Cuando se comparan los resultados obtenidos en las lineas de

estudio con los obtenidos para p-glicoproteina, se ve claramente como nuestras lineas carecen
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de expresion o tienen unos niveles practicamente imperceptibles (SF268) de ARNm para la

proteina de estudio, en condiciones basales (figura 4.27-A).
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Figura 4.27.Expresién del ARNm de p-glycoproteina de las lineas A172, LN229, SF268 y SK-N-SH,
comparadas con HCT15, una linea de cancer de colon control con resistencia mediada por p-
glycoproteina (A). Anadlisis de la variacidon de la expresién de ARNm de p-glicoproteina después de la

administracién de 2 ciclos con TMZ.

Si se analiza cada linea por separado y se compara con el andlisis de las muestras
obtenidas tras los ciclos con TMZ, los resultados muestran que tras el primer ciclo de TMZ

todas las lineas incrementan los niveles de ARNm de P-glicoproteina. En el caso de las lineas
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A172 y SF268, el incremento es de 150 y 2,5 veces respectivamente, mientras que en LN229 y
SK-N-SH el incremento fue de un 100% en ambas lineas. En el segundo ciclo la expresién de
ARNm sigue aumentando en las lineas A172 y SK-N-SH en un 50% y un 20% respecto al primer
ciclo, pero disminuye en las lineas LN229 y SF268, siendo un descenso mds acusado en esta

ultima (con valores del 75% menor que en la situacién basal) (figura 4.27-B)

5.2. Determinacion de la ICso tras la administracién de verapamilo

Para comprobar si p-glicoproteina es responsable de la resistencia a TMZ en las lineas
celulares de glioblastoma, se realizdé un ensayo en el cual se trataron las lineas de estudio con
verapamilo, inhibidor de p-glicoproteina, que actua bloqueando esta proteina de membrana e
impidiendo la expulsidn del agente antineoplasico del citoplasma celular. En este estudio se
utilizé una concentracion de 7 mg/ml (14,25uM) durante 24 horas antes de la administracidn
de la TMZ. Los resultados obtenidos para cada linea indican que la ICsode las lineas A172 y
LN229, lineas sin expresion de MGMT y con una alta expresién de MMR no se ve modificada
tras la adicion de verapamilo al medio (figura 4.28-A), mientras que la IC5 de las lineas SF268 y
SK-N-SH, lineas con alta expresién de MGMT y baja expresion de MMR se ve aumentada en un

50% pasando de 150 pM a 250 uM en SF268 y de 250 uM a 350 uM en SK-N-SH (figura 4.28-B).
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Figura 4.28. Determinacién de la IC50 frente a la TMZ para las lineas A172, LN229, SF268 y SK-N-SH tras

la adicién al medio de verapamilo (V) en una concentracidn de 7 mg/ml. L os valores representan la

media + S.D. de tres estudios independientes.

6. Analisis de CD133

Un marcador cuya variacion se planted estudiar en las lineas sometidas al tratamiento

con TMZ, fue el CD133. El gen CD133 esta considerado marcador de células madre tumorales

(CSC), células que son responsables del fracaso tanto a quimio como radioterapia. Por tanto se

procedid a estudiar su expresion en los distintos puntos del tratamiento con TMZ.

6.1. Variacion de expresion de CD133 tras los sucesivos tratamientos con TMZ

Respecto a la expresion del ARNm del gen CD133, en los resultados obtenidos por

RTPCR, podemos observar como a nivel basal y previo al tratamiento con TMZ, utilizando como



148 | RESULTADOS

referencia la expresién basal de A549 (linea de cancer de pulmdn en la cual se ha descrito
bibliograficamente una expresion de CD133), la expresion de CD133 en todas nuestras lineas
es menor, siendo la que mayor expresion presenta A172, con una expresion aproximada del
60% respecto a la linea de cancer de pulmdn A549, seguida de LN229 y SK-N-SH, con niveles
aproximados de expresion del 40 y 30% respectivamente. Por el contrario, la linea SF268

presenta una expresion apenas detectable de CD133 comparada con A549 (figura 4.29-A).

CD133
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Figura 4.29. Andlisis de la expresidn, mediante PCR a tiempo real, del gen CD133 en las lineas basales
A172, LN229, SF268 Y SK-N-SH (A); Expresién del gen CD133 tras los diferentes ciclos de temozolamida

en todas las lineas de estudio (B).
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Tras la exposicidn a los ciclos de TMZ se analizd los niveles de ARNm del gen CD133 en
cada linea de estudio (figura 4.29-B), obteniéndose un aumento inicial de la expresién de
CD133 de hasta 8 veces en las lineas A172 y LN229, de 6 veces en el caso de la linea SF268 y en
ultimo lugar la linea SK-N-SH con un aumento de 3 veces de expresion tras el primer ciclo de
TMZ. En el caso de las lineas A172, LN229 y SF 268 tras el segundo ciclo se produce una
disminucion de la expresién, siendo leve en la linea A172 y siendo mds acusada en la linea
LN229. En el caso de la linea SK-N-SH tras el segundo ciclo con TMZ se produce un aumento
exponencial de los niveles de ARNm, llegando a alcanzar valores de 11 veces la expresion basal

de lalinea.
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V. DISCUSION

El glioblastoma multiforme (GBM) es uno de los tumores de Sistema Nervioso que
peor prondstico presenta, siendo actualmente el glioma mas agresivo en la poblacion adulta.
El objetivo de las investigaciones en este campo, en los ultimos afios, ha sido mejorar la media
de supervivencia y la calidad de vida de estos pacientes, aunque los resultados obtenidos no

han permitido modificar sustancialmente la evolucién de estos pacientes.

Inicialmente estas investigaciones se han centrado en la mejora de la reseccion
quirudrgica de estos tumores para lo que se ha sido fundamental el avance en el diagndstico por
imagen que ha permitido definir mejor los limites del tumor, y por tanto incrementar la
eficiencia de las resecciones quirdrgicas. Sin embargo, la localizacién de los tumores en la
inmensa mayoria de los pacientes, impide la reseccion completa, siendo bastante frecuente el
fendmeno de recidiva tumoral, que provoca un fracaso del tratamiento y una corta tasa de
supervivencia (Brandes y cols., 2008). Por ello, ha sido necesario avanzar en los tratamientos

de radioterapia y/o quimioterapia de estos pacientes

En los ultimos afos, las investigaciones en este campo se han focalizado en el
tratamiento farmacoldgico de este tipo de tumor, desarrollandose ensayos clinicos con el
agente alquilante TMZ (Mirimano y cols., 2003; Stupp y cols., 2009) en los que se demostro
gue una combinacion de radioterapia con TMZ como coadyuvante, incrementaba
significativamente la supervivencia de los pacientes. En el primer caso, Mirimano y cols.,
(2003) observd que la terapia combinada (radioterapia/quimioterapia) aumentaba la media de
la supervivencia de 15 a 21 meses y la probabilidad de supervivencia tras 2 afios del 20% en el
caso de radioterapia convencional, a un 43% en el caso de radioterapia combinada con TMZ.
En el ensayo clinico realizado por Stupp y cols., (2009), se llevé a cabo un seguimiento durante

5 afios de los pacientes tras la administracion del tratamiento. En este ensayo se observé una
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mejora significativa en todos los casos, pasando de 10.9% de supervivencia a los 2 afos a un
27% en aquellos pacientes que fueron tratados con radioterapia y TMZ, de un 4,4% a un 16% a
los 3 afos, de un 3% a un 13,1% a los 4 afios y finalmente a los 5 afios la supervivencia de
aquellos pacientes tratados con TMZ llegé a un 9,8% frente a un 1,9% en aquellos que fueron

tratados solamente con radioterapia convencional.

A pesar de que la terapia combinada mejora la esperanza de vida, existen estudios que
ponen de manifiesto que determinados pacientes no responden a la terapia con TMZ (Hegi y
cols., 2004). Hegi y cols., (2004) observd que en aquellos pacientes que no presentaban
silenciamiento del gen MGMT la supervivencia global era inferior a los 18 meses tras la cirugia,
(un 92% frente al 38% de aquellos pacientes que presentaban un silenciamiento epigenético
del MGMT), considerandolo como un factor prondstico independiente de respuesta al

tratamiento de estos pacientes.

Estos primeros estudios indican la posibilidad de la utilizacién del nivel de expresidn
del gen MGMT como factor prondstico de respuesta al tratamiento con TMZ de los pacientes
con gliobastoma, pudiéndose seleccionar aquellos pacientes que tuvieran mas probabilidades
de beneficiarse de la quimioterapia con farmacos alquilantes, evitando asi a los pacientes
someterse a un tratamiento con una baja probabilidad de éxito y con una gran nimero de
efectos secundarios adversos. MGMT es una proteina reparadora, que transfiere el grupo
alquilo del 4tomo O° de la guanina del ADN introducido por los agentes alquilantes, como la
TMZ, permitiendo la supervivencia celular y por tanto la progresién de la célula tumoral. La
expresion de MGMT esta controlada epigenéticamente por la metilacion de las islas CpG de su
promotor (Esteller y cols., 1999; 2000). Existen numerosos estudios in vivo, que vinculan la
expresion de MGMT con la respuesta al tratamiento con TMZ siendo mas efectivo en aquellos
casos en que el promotor del gen MGMT se encuentra metilado, provocando un

silenciamiento de la expresion de la proteina. El estudio de Spiegl-Kreinecker y cols., (2010),
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demuestra un incremento en la supervivencia de 20 meses en aquellos pacientes que no
expresan MGMT frente a aquellos en los que si se expresa, cuando los dos grupos de pacientes
se someten a un tratamiento con TMZ. Sin embargo, a pesar de que estos estudios
demuestran una mejor evolucién en pacientes que presentaban silenciamiento epigenético del
MGMT, existen otros trabajos en los que se pone de manifiesto que esta correlacién no se
cumple en todos los casos, como en el estudio de Hegi y cols., (2008) donde no todos los
pacientes con glioblastoma que presentaban metilado el promotor de MGMT respondian al
tratamiento. Los resultados contradictorios obtenidos podrian indicar que el estado de
metilacion de MGMT puede no ser el Unico mecanismo de reparacidén del ADN involucrado en
la respuesta al tratamiento con agentes alquilantes en los pacientes con glioblastoma. Zhang y
cols., (2012) analizan otros mecanismos implicados en la reparacion del DNA, como el sistema
MMR, o sistemas clasicos de proteinas transportadoras de resistencia a drogas, como P-

Glicoproteina.

El objetivo de la presente tesis doctoral es en primer lugar, analizar el estado de
metilacidon de 52 pacientes con glioblastoma multiforme y correlacionarlo con la supervivencia
de los mismos y en segundo lugar, analizar en modelos in la implicacion de diferentes
mecanismos de resistencia en la respuesta al tratamiento con TMZ en los tumores de Sistema
Nervioso, permitiéndonos avanzar en el conocimiento de los posibles factores prondsticos que
nos indiquen las caracteristicas de los pacientes que pueden beneficiarse del tratamiento con

agentes alquilantes.

Correlacion entre supervivencia y metilacion del gen MGMT
Existen numerosos estudios que correlacionan la metilacién del promotor de MGMT
con una mayor supervivencia tras el tratamiento, llegando a considerarse factor prondstico en

gliomas malignos. Hegi y cols., (2005) realizaron un estudio en 206 pacientes con glioblastoma
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multiforme en el que encontraron un 45% de pacientes con metilacién de MGMT cuya media
de supervivencia fue 18,2 meses frente a 12,2 meses de aquellos que no poseian dicha
metilacion, demostrando que el estado de metilacion de MGMT era factor predictivo de
respuesta al tratamiento en aquellos pacientes sometidos a radioterapia y quimioterapia con
TMZ. En los estudios de Brandes y cols., (2008) con una muestra de 103 pacientes
determinaron que aquellos pacientes que presentaban metilacién en el promotor de MGMT
presentaban una media de supervivencia de 46 meses frente a los 17 meses que presentaban
aquellos pacientes sin metilacion en el promotor de MGMT, y que la metilacién, en los
pacientes sometidos a radioterapia y TMZ seguido de administracién adyuvante de TMZ, era
un factor prondstico independiente para la supervivencia global y la supervivencia libre de
enfermedad en estos pacientes. Weller y cols., en 2009, analizaron 189 pacientes tratados con
radioterapia y temozolamida en los que la metilacion de MGMT también fue un factor

prondstico significativo mejorando la supervivencia de los pacientes de 6,8 meses a 12,5.

En todos estos estudios la metilacion de MGMT resultd ser un factor prondstico de
respuesta al tratamiento con TMZ en pacientes con glioblastoma. Sin embargo, otros autores
como Rivera y cols., (2010) al analizar una serie de 225 pacientes concluyé que también en
aquellos pacientes que habian recibido Unicamente tratamiento radioterapico la metilacion del

promotor de MGMT era factor prondstico de supervivencia.

En nuestro estudio de 52 pacientes el estado de metilacion de MGMT resulté ser
también un factor prondstico de supervivencia global, 20 meses en metilados frente a 15
meses en no metilados (p=0,039). El porcentaje de metilacién fue de 53,8% frente al 44,2%
gue no estaba metilado. Se obtuvo una correlacién significativa entre supervivencia y edad de
los pacientes, teniendo una mayor supervivencia los pacientes menores o iguales de 50 afios
frente a los mayores de 50 afios (p=0,005), tal y como esta ampliamente recogido en otros

estudios.
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Implicaciones de MGMT en el tratamiento con TMZ

En nuestro trabajo de investigacion disponemos de lineas celulares de tumores de
sistema nervioso que expresan MGMT de forma basal, las lineas SF268 y SK-N-SH, y de lineas
gue carecen de expresidn a nivel basal, tanto a nivel de ARNm como de proteina, las lineas
A172 y LN229. Al analizar las ICso de la TMZ para estas lineas tras un tratamiento inicial,
observamos que aquellas que presentan altos niveles de expresion de MGMT presentan una
mayor resistencia al tratamiento con TMZ, con elevadas ICso que alcanzan los 150 uM y 250 uM
en las lineas SF268 y SK-N-SH respectivamente. En las lineas que carecen de expresion basal de
MGMT la ICsq fue de 15 uM, resultados que coinciden con los de Yoshino y cols., (2010) en el
que lineas celulares con baja expresion de MGMT como A172, U-87MG o U-251MG, presentan
una ICsq inferior a 100 uM mientras que lineas con alta expresion de MGMT como son T98G o
U-138MG presentan una ICsq frente a la TMZ mayor a 350 uM. Nuestros resultados son
similares a los Gaspar y cols., (2009) que analizaron la expresion de MGMT y la respuesta a la
exposicion de TMZ en diferentes lineas celulares, demostrando que aquellas lineas celulares

con alta expresion de MGMT son mas resistentes al tratamiento con TMZ.

Puesto que el tratamiento quimioterapico de los pacientes con glioblastoma se basa en
la administracion de ciclos de TMZ, que en determinadas ocasiones conlleva la generacion de
resistencia al farmaco, sometimos a las diferentes lineas celulares a 2 ciclos con TMZ. Los
resultados obtenidos demuestran que en aquellas lineas que expresaban MGMT no se
producen modificaciones en la resistencia a TMZ tras los diferentes ciclos administrados,
manteniéndose la ICsy para la TMZ en una concentracién de 150 uM en SF268 y 250 uM en SK-
N-SH. En cambio, en aquellas lineas donde MGMT no se expresa, se produce un aumento en la
resistencia a la TMZ tras los tratamientos. Aunque este aumento de la resistencia se produce
en ambas lineas, es mas acentuado en la linea LN229, en la que incrementa de 15 uM a 400
MM, siendo progresivo entre la primera y la segunda exposicion a la TMZ. Estos datos

concuerdan con los experimentos realizados por Happold y cols., (2012) en los que generan
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lineas resistentes a la TMZ en las quela ICsq para la TMZ incrementa 2 veces en la linea LNT-229
resistente respecto a la basal y dos veces en la linea LN-18 resistente. Estos datos también
coinciden con el estudio de Jhaveriy cols., (2011) en el que generan lineas resistentes de A172,
LN229 y U251 durante 12 meses tras los cuales realizan un ensayo de formacién de colonias,
viendo como las lineas resistentes alcanzaban una ICsy de 1000 uM mientras que las lineas no
resistentes mostraban una ICso de 10 uM en el caso de A172 y LN229 y de 35 uM en el caso de

U251.

El estado de metilacion del promotor de MGMT (Esteller y cols., 1999; 2000), ha sido
propuesto en los ultimos afios como un posible marcador prondstico de respuesta al
tratamiento con TMZ, tal y como hemos comentado en los estudios llevado a cabo en amplias
series de pacientes con gliobastoma multiforme y en nuestro propio estudio. Sin embargo, los
diferentes estudios realizados por Metellus y cols., (2009) y Brandes y cols., (2010) en 22 y 44
pacientes que habian sufrido una recaida determinaron que la metilacién de MGMT era factor
prondstico en la primera cirugia, pero no en la segunda. En las lineas A172, LN229 observamos
que tras la exposicion a dos ciclos con TMZ, no se modificd el porcentaje de islas CpG
metiladas del promotor de MGMT que se mantuvo en el 100%, en SF268 tampoco se observd
modificacidon con un 50-75%. En cambio, en SK-N-SH, hay una pérdida gradual de la metilacién,
pasando de un 75-100% a un 25-50% en el primer ciclo y a un 0-25% tras el segundo. En
relacion a la correlacion entre el estado de metilacién y los niveles de ARNm de MGMT,
encontramos una modificacion de la expresion de ARNm tras los sucesivos ciclos con TMZ en
las que hay variaciones de comportamiento segun se trate de lineas con alta o baja expresion
de MGMT. En aquellas con expresion de MGMT (SF268 y SK-N-SH) se observa una disminucion
de la expresiéon del ARNm de MGMT tras los ciclos con TMZ aunque la ICsg no se ve modificada,
permaneciendo en 150 uM y 250 uM respectivamente. En las lineas sin expresién de MGMT,
aquellas que sufren una mayor modificacién de la 1Cso, MGMT incrementa su expresion con

respecto al estado basal en el que es practicamente indetectable, aunque no llegan a
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obtenerse datos comparables con las lineas basales de SF268 o SK-N-SH. Sin embargo este
incremento del ARNm en las lineas A172 y LN229 no se ve acompanado de un incremento

visible en la expresion proteica del gen, la cual no es apreciable por western blot.

Existen diversos estudios de correlacion entre metilacién y expresion de MGMT. De
forma general se acepta que una metilacién de las islas CpG del promotor del gen implica una
inhibicion de la transcripcion y por lo tanto un silenciamiento del mismo. Sin embargo, autores
como Rood vy cols., (2004) o Shaw y cols., (2008) muestran como el grado de metilacion del
promotor puede influir en la expresion proteica del gen observando que el patron de
metilacion es variable y que por debajo de un 50% de metilacién no se produce silenciamiento
del gen. Kudson y cols., en 2001, consideran que para que se produzca la inhibicién completa
de la funcién de un gen se precisa la pérdida de la funcidn de los dos alelos de dicho gen, de tal
modo que se precisaria de la metilacién de ambos para la pérdida de funcion de MGMT. Podria
por tanto existir de forma tedrica una metilacién monoalélica que seria detectable mediante
PCR especifica de metilacion pero no seria suficiente para impedir la sintesis de proteina.
Ambos casos, tanto una metilacion inferior al 100% o una metilacidén de un Unico alelo, podrian
explicar la coexistencia de metilacidon y expresion proteica de MGMT. En nuestro caso, en las
lineas A172 y LN229 se produce una metilacion completa en el estado basal con tendencia a
perderse tras los ciclos en la linea LN299. En el caso de la linea SF268 y SK-N-SH, la perdida de
la metilacion es mas acentuada provocando una disminucién de expresién proteica de MGMT.
Para obtener una visién mdas amplia de cdmo afecta la expresién MGMT en las lineas y su
relacion con la I1Cso de la TMZ, se utilizaron agentes que nos permitieran modificar la expresion
de MGMT haciendo que se exprese o que se silencie. Para aumentar la expresidn, utilizamos
un agente desmetilante, la 5-Aza-2’-deoxicitidina que al eliminar los grupos metilo de las islas
CpG, elimina el silenciamiento epigenético. Waha y cols., (2005) demostraron que la
exposicion a 5-Aza-2’-deoxicitidina de las lineas U178MG, U87MG, LN428, A172 y U373MG de

glioblastoma, durante 3 dias, provocaba la desmetilacion de los genes PCDH-y-A11, regulados
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también por silenciamiento epigenético de su promotor, incrementando su expresiéon. Guo y
cols., (2013), utilizan la 5-Aza-2’-deoxicitidina para desmetilar el promotor de MGMT
observando resultados muy positivos en la linea humana de osteosarcoma Saos-2. El
tratamiento con 5-Aza-2’-deoxicitidina en nuestras lineas de estudio incrementé la expresion
de MGMT lo que no se correlacioné con modificaciones en el valor de la ICso en aquellas lineas
que ya presentaban unos altos niveles de expresion basal de MGMT, indicando que un
incremento de la misma no incrementa de forma significativa la resistencia al farmaco. Sin
embargo, en aquellas lineas sin expresion basal de MGMT, el incremento de la expresidn de
esta enzima inducido por 5-Aza-2’-deoxicitidina si provocd un incremento de la ICsy tras el
tratamiento con TMZ, pasando de 15 uM a 50 uM en ambas lineas e incrementando por tanto

la resistencia al tratamiento.

Por otra parte, y siguiendo con la modificacidn de la expresién de MGMT, se utilizé 06-
benzilguanina (O6BG), que actia como inhibidor no toxico de la expresion de MGMT, para
silenciarlo en aquellas lineas que la expresan. Las lineas SF268 y SK-N-SH, no presentaban
modificaciones significativas de su ICsq tras la inhibicion de MGMT con O6BG, a pesar que se
conseguia una inhibicién de la expresion proteica determinada mediante western blot. Estos
resultados difieren de los resultados obtenidos por Zhang y cols., (2010) en los que MGMT
juega un papel crucial en la resistencia a la TMZ y en los que al bloquear MGMT en la linea
U373V linea con resistencia adquirida a la TMZ se reducia la IC50 de 400 uM a 38,6 uM,
haciendo la linea mds sensible al tratamiento. Sin embargo, nuestros resultados son similares a
los obtenidos por Von Bueren y cols., (2012) quien al silenciar MGMT en las lineas D341Med y
D425Med, procedentes de cultivos primarios no consiguen modificar su resistencia a la TMZ
con o sin tratamiento de O6BG. Los estudios de Gaspar y cols., (2010), obtiene resultados
similares a los nuestros, con lineas en las que la inhibicién de MGMT con O6BG permite
disminuir la resistencia a la TMZ como es el caso de la linea SF188 y lineas como la KNS42 en la

gue no se modifica la resistencia.
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Implicaciones del MMR en el tratamiento con TMZ

Uno de los mecanismos que ha aparecido en escena en los ultimos afios como otro
elemento importante en el fendmeno de resistencia a la TMZ y otros agentes alquilantes, es el
complejo MMR de reparacién del ADN (Happold y cols. 2012; Zhangy cols., 2012). Se ha
demostrado en diferentes tipos tumorales que deficiencias en la expresidon de los genes que
forman parte del complejo, sobre todo de los genes MSH2, MSH6 y PMS2, podrian explicar las
variaciones en la ICsq frente a la TMZ entre las diferentes lineas tumorales con independencia
de la expresién basal de MGMT. Esto se debe a que la disminucidn en la expresion de alguna
de las subunidades de MMR provoca una disminucion de la actividad global del complejo MMR
implicado en la reparacidon del DNA ante los ataques de los agentes alquilantes. En nuestro
estudio, se ha realizado el anadlisis de 5 de los genes mas importantes del complejo MMR:
MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2, en las lineas en estado basal y tras la exposicidn a los dos
ciclos de la TMZ. Los resultados muestran que aquellas que poseen mayor expresiéon de MMR
en estado basal son aquellas que carecen de expresién de MGMT y una baja ICsq (A172 y
LN229) mientras que SF268 y SK-N-SH, lineas con alta expresion de MGMT y una alta IC5p a la
TMZ, poseen una muy baja expresion de los genes del complejo MMR. Estos estudios
concuerdan con los estudios de Gaspar y cols., (2010), en los que se observa una relacion entre
la expresién de los genes del complejo MMR y la resistencia a la TMZ en lineas como A172, con
una alta expresion de MMR pero una baja ICss, 0 como ocurre en la linea U138MG donde la
expresion del gen MSH3 del complejo MMR es muy baja y en cambio se trata de una linea
resistente a la TMZ. Cuando tratamos las células con TMZ, hemos observado que en general
todas las lineas tienden a una disminucion de la expresidon de los genes de estudio como
respuesta a los ciclos de TMZ. Esta disminucidn es mas acusada en la linea A172 en la que los
genes de estudio disminuyen su expresion en mas de un 80%. Otros autores como Yip y cols.,

(2009) han realizado estudios de MMR, especialmente en el gen MSH6, concluyendo en que
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una bajada de la expresidon de este gen se correlaciona con un aumento en la resistencia frente
a la TMZ. En el caso de la linea LN229 la bajada de la expresion no es tan drastica, aunque
partimos de una expresion basal de los genes de estudio un 60% inferior frente a la obtenida
en A172. Estudios recientes han demostrado que la expresion de MLH1 estd relacionada con
recurrencia en tumores e incremento de resistencia a TMZ en diferentes lineas de
gliobastoma, incluida la LN229 (Shinsato y cols., 2013). En ambas lineas, esta disminucién va
acompafiada de un fuerte incremento en la ICso para la TMZ. En el caso de las lineas SK-N-SH y
SF268, la casi inexistente expresion de los genes de estudio del MMR disminuye mas aun tras
los ciclos de TMZ en genes como MLH1 y MSH2, pero en cambio aumenta en genes como
MSH3, MSH6 y PMS2. La proteina MLH1 se une al complejo tras el reconocimiento llevado a
cabo por las subunidades MSH2 y MSH6 y su unién junto con la PMS2 permite que el complejo
pueda desplazarse por la hélice hasta encontrar una discontinuidad (Stojic y cols., 2004), pero
ademdas MSH2 juega un papel importante en la estabilizacion de MLH1, demostrandose que
cuando se inhibe su expresidn disminuye la accién de MMR en mayor medida que la inhibicién
de MLH1 (Shinsato y cols., 2013). Por lo tanto, la sola disminucidn de esta proteina dard lugar a
una disminucién considerable de la funcién reparadora del MMR. En las lineas SF268 y K-N-SH,
la ICso durante los ciclos no varia, pudiendo producirse un mecanismo de compensacion entre
la bajada del MGMT, que hace a la célula mas sensible frente a la TMZ, y una disminucion de
MMR, que hace a la célula mas resistente frente a la TMZ, a pesar de la visidn cldsica de una
resistencia a la TMZ mediada por MGMT, lo cual en nuestros resultados es rebatido, ya que el
bloqueo de MGMT, practicamente no afecta a la sensibilidad a la TMZ. Aunque quizd esto
pueda ser debido a que en este tipo de lineas celulares la resistencia esté fuertemente
mediada por MGMT, no por MMR, si fuera asi, se estaria potenciando la accién del complejo
MMR al no disponer de suficiente MGMT. Por lo tanto se podria decir que la compensacidn es

debida a que se potencia la resistencia con un mecanismo que la célula no tiene basalmente.
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Por otro lado, existen trabajos como el de Maxwell y cols., (2008) en el que no encuentran
relacién entre una ausencia de MMR vy la resistencia a la TMZ en clinica, viendo que pacientes
con una alta resistencia a la TMZ tienen ausencia de expresion del gen MHS6 del complejo

MMR.

Modificacidén del ciclo celular por efectos de la TMZ

La TMZ, como la mayoria de agentes quimioterapicos que dafian el DNA induce la
detencion del ciclo celular (Hirose y cols., 2001). Al estudiar las modificaciones del ciclo celular
en las lineas tumorales objeto de estudio, tanto en condiciones basales como tras ser
sometidas a contactos previos con TMZ en los diferentes ciclos (1C y 2C), obtenemos
diferentes resultados en funcién de la linea tumoral. Los resultados muestran un
comportamiento similar en las lineas A172 y LN229, en el que se puede observar una
tendencia a un bloqueo en la fase G2/M reduciéndose la fase S tras el tratamiento con TMZ. En
el caso de la linea A172 basal se observa un incremento de un 46% de la fase G2 tras el
tratamiento con TMZ. A la hora del analisis de los ciclos de TMZ, vemos que en relacion al
estado basal sin tratamiento existe un incremento de un 20% de la fase G2. La acumulacion en
esta fase se mantiene en estas lineas tras los ciclos, pero al recibir de nuevo el tratamiento
apenas se incrementa y se mantiene, muy por debajo de la linea basal expuesta por primera
vez a TMZ (48,24% en A172 en el primer ciclo de exposicién a TMZ frente al 20,04% en A172 en
el segundo ciclo de TMZ). En la linea LN229 a pesar de presentar un 20% de bloqueo en G2/M,
no existen diferencias en la acumulacidn de las células en las diferentes fases del ciclo celular
entre células basales y tras haber sido sometidas a los diferentes ciclos de TMZ tras
administrar el farmaco. Hirose y cols., (2001) al inducir células de la linea U87MG de
glioblastoma humana con TMZ a 100 pM observé que tras 2 dias de tratamiento comenzaba a

aparecer detencion del ciclo celular en fase G2/M, y que esta parada era dependiente de p53
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por acumulacién de p21. Estas lineas eran MGMT negativas y p-53 wild type, al igual que
LN229, en las cuales hemos visto un comportamiento semejante. A-172 expresa una forma de
p53 mutada carente de capacidad pro-apoptotica, lo cual podria justificar que las células que
ya habian recibido 2 ciclos de TMZ, que presentan una bajada del MMR, no sufriesen tanta
parada en G2/M, ya que la apoptosis deberia producirse por una via alternativa p73 (Roos y
cols., 2007). En SF268, la cual presenta bastante resistencia para la TMZ, apenas existe
acumulacién en G2/M ni diferencias entre las células basales y tras los ciclos, lo cual se podria
justificar por su p53 mutado y una baja expresién de MMR en las células basales, por lo cual la
apoptosis por la via p73 no podria activarse. En SK-N-SH, existe acumulacién en G2/M tras los
tratamientos, debido a que presenta una forma de p53 activa, pero tampoco existen
diferencias entre las células basales y tras los ciclos con TMZ, lo cual podria deberse a que al
igual que en SF268, a los bajos niveles del sistema MMR (responsable de reconocer los
emparejamientos erréneos GT y provocar parada del ciclo celular, senescencia y apoptosis en

células tratadas con TMZ) (Gunther y cols., 2003).

Implicaciones de la p-glicoproteina en el tratamiento con TMZ

P-glicoproteina (p-gp) se engloba dentro de los trasportadores de membrana ABC
(ATP-binding cassette superfamilia) y estd directamente relacionado con fendmenos de
resistencia a multidrogas (MDR) (Sharom y cols., 2008) en varios tipos tumorales, como cancer
de mama (Bao y cols., 2011), cancer de colon (Weinstein y cols., 1991) o cancer de pulmoén
(Berger y cols., 2005). En los ultimos afios se ha asociado su expresidn a una posible resistencia

en lineas de tumores de sistema nervioso (Zhang y cols., 2012).

Para realizar el analisis de p-glicoproteina se utiliz6 como control, una linea de cancer
de colon con resistencia mediada por p-glicoproteina como es HCT15 (Stein y cols., 1996). Los

anadlisis de expresion de ARNm de las lineas de estudio comparadas con la linea control
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permitieron observar una expresion muy baja, casi inexistente en algunos casos, algo que es
similar a los pocos estudios que se han realizado con lineas de glioblastoma, en los que la linea
A172, no expresa p-glicoproteina de forma basal (Nakagawa y cols., 2007). Esto
probablemente indica que p-glicoproteina no esta implicada en los mecanismos de resistencia
en estas lineas. El analisis de la modificacién de la expresidn de P-glicoproteina tras la
exposiciéon de las lineas celulares a los ciclos de TMZ nos permitid observar distintos
comportamientos: las lineas A172 y SK-N-SH sufren un incremento en la expresion de ARNm
de p-glicoproteina mientras que en las lineas LN229 y SF268 pudimos observar una
disminucion en los niveles de expresidn de esta glicoproteina tras los ciclos de exposicidn a la
TMZ, a pesar de que en cada uno de estos grupos encontramos una linea sensible y otra

resistente frente a la TMZ.

Para comprobar si efectivamente p-glicoproteina funcionaba como mecanismo de
resistencia se determiné la ICso frente a la TMZ comparando la linea basal normal frente a la
linea pretratada con verapamilo (Yusa y cols., 1989). Este pretratamiento, bloquea p-
glicoproteina y por lo tanto hace a la célula mas sensible al farmaco. Los resultados obtenidos
varian en funcidn de si la linea es resistente o no a la TMZ. En el caso de las lineas sensibles,
A172 y LN229, tras el estudio de citotoxicidad con un pretratamiento con verapamilo no se
observaron diferencias en la ICsq. En cambio, en las lineas SF268 y SK-N-SH, lineas resistentes
frente a la TMZ, lo que se observé fue un incremento de la ICsy tras el pretratamiento con
verapamilo. Estos resultados aparentemente contradictorios e inesperados, podrian explicarse
debido por un lado a las diferentes rutas de apoptosis realizadas por la célula y por otro lado a
que el verapamilo inhibe los trasportadores de calcio de la membrana de las células tumorales
(Zawadzki y cols., 2008). Para las células con una alta ICs, frente a la TMZ, células que expresan
altos niveles de MGMT y bajos niveles de MMR, una gran parte de la muerte celular se
encuentra mediada por PARP, calpaina y AIF (parptanatos). Estas rutas son dependientes del

calcio intramitocondrial (Vosler y cols., 2009) y por lo tanto la adicién de verapamilo en el
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medio inhibe los transportadores de calcio y las vias de apoptosis. Esto podria explicar un
incremento de la ICs tras el bloqueo de p-glicoproteina en estas lineas. En el caso de las lineas
A172 y LN229, que presentan un elevado nivel basal de MMR, responsable de la induccidn de

apoptosis en estas células, el bloqueo de p-glicoproteina con verapamilo no la ICso de la TMZ.

Implicaciones del CD133 en el tratamiento con TMZ

En los ultimos afios la teoria de que las células madre tumorales son responsables del
fracaso quimioterapico, debido a que expresan genes implicados en fendmenos de resistencia,
ha cobrado bastante importancia, hasta tal punto que se estan aislando en numerosos
tumores y se esta tratando de llevar a cabo una terapia dirigida frente a esta poblaciéon celular
(Yu y cols., 2012). Este tipo celular es altamente resistentes a la quimioterapia, incluyendo la
temozolamida (Liu y cols., 2006), y la radioterapia (Bao y cols., 2006). Uno de los marcadores
mas utilizados para diferenciar y aislar estas células madre tumorales es el CD133. Este
marcador ha permitido el aislamiento de este tipo celular en diferentes tipos de tumores,
incluidos los del sistema nervioso (Singh y cols., 2004). Se han llevado a cabo estudios basados
en el uso de este marcador como factor prondstico y los resultados obtenidos son
mayormente favorables (Grosse-Gehling y cols., 2013), correlacionandose un mal prondstico,
siendo un indicador de progresidon tumoral como en cancer de colon (Ren y cols., 2013),
tumores gastricos (Wen vy cols., 2013) o cancer de pancreas (Xu y cols., 2013). En tumores
gliales, los estudios de Zhang y cols., (2008) han demostrado una proporcién elevada de células
CD133+ (30-60%) en gliomas humanos. Zeppernick y cols., (2008), confirman mediante
técnicas inmunohistoquimicas que la fraccion CD133 positiva coincide con una zona de recidiva
del tumor y un incremento de su agresividad. El estudio de Metellus y cols., (2011) en 44
pacientes con gliobastoma compara la expresion de ARNm de CD133 con la supervivencia de

dichos pacientes y el estado de metilacién de MGMT. Los resultados obtenidos por este grupo
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revelan que los pacientes con mejor prondstico fueron aquellos metilados con baja expresion
de CD133 (mediana de supervivencia global de 40 meses), los de peor prondstico los no

metilados con alta expresién de CD133 (11 meses).

Por otra parte, también existen estudios como los de Joo y cols., (2008) en los que no
se tiene tan claro que existan diferencias entre células CD133 positivas y negativas. En este
estudio se realizan pruebas in vitro de formacién de neuroesferas por parte de dos
poblaciones, una CD133 positiva y otra negativa no observdndose diferencias significativas
entre ambas poblaciones. A su vez realizan pruebas in vivo mediante las cuales no observan
diferencias en la capacidad de formacion tumoral en ratones inmunodeprimidos de células
CD133 positivas y negativas. Kim y cols., 2011 tampoco encontraron asociacién entre la
expresion de diferentes marcadores entre los que se encontraba CD133 y la supervivencia en

88 pacientes con glioblastoma.

Por ello en nuestro estudio se llevé a cabo un analisis de la expresién del marcador
CD133 en las lineas basales y tras los sucesivos ciclos de TMZ, para observar las posibles
modificaciones de este marcador tras la exposicion al farmaco. Los resultados obtenidos
indican que en todas las lineas de estudio (A172, LN229, SF268 y SK-N-SH) existe un
incremento de la expresidn de este marcador, encontrando un incremento de 10 veces en el
caso de SK-N-SH. El incremento de la expresiéon de CD133 lleva asociado una resistencia al
farmaco tal y como describen Vangipuram y cols., (2010) en la linea SK-N-SH y Sasaki y cols.,

(2013) en la linea A172.
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VI. CONCLUSIONS

1.- The analysis of the MGMT gene promoter methylation status in paraffin embedded patient
samples, can be used as a potential survival predictor in patients diagnosed with glioblastoma

multiforme treated with radiotherapy and temozolomide.

2.- The analysis of the MGMT gene promoter methylation status in tumor cell lines of nervous
system demonstrated a total methylation approaching in A172 and LN229 lines and a 50% in
SF268 and SK-N-SH lines which agree the first case with lines that did not express MGMT and

the second lines with a high expression of this enzyme.

3.- Lines with MGMT no expression, A172 and LN229 are sensitive to treatment with
temozolomide, showing a 50 inhibitory dose (1C50) of 15 uM, which increased to 80 uM in the

A172 line and up to 400 pM in the LN229 line after an exposure of two temozolomide cycles.

4.- The exposure of two temozolomide cycles on the sensitive cell lines A172 and LN229

modify MGMT expression which increased 50-fold and 6-fold in A172 and LN229 respectively.

5.- Lines with MGMT no expression, A172 and LN229, have a high expression level of MMR
repair complex, which decreases after exposure of two temozolomide cycles so probably
together with an increase of MGMT are responsible of the resistance increase on these lines

after temozolamida exposure.

6.- Lines that show high MGMT expression, SF268 and SK-N-SH, are resistant to temozolomide
treatment, with an ICsy value of 150 uM and 250 uM, respectively, with no changes in the

resistance level after exposure of two temozolomide cycles.

7.- Exposure of two temozolomide cycles in resistant lines SF268 and SK-N-SH, modify MGMT

expression , which decreases by 60% and 80% respectively.
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8.- Lines expressing high levels of MGMT, SF268 and SK-N-SH, have low level expression of
MMR repair complex, which decreases after two cycles of temozolomide exposure, this
decreases attached to the lower MGMT expression would be responsible for the maintenance

of the degree of resistance to temozolomide in these lines.

9.- The classical system of multidrug resistance (MDR) mediated by transporters such as P-
glycoprotein appears to not play a fundamental role in the temozolomide resistance in these

lines.

10.- Temozolomide administration in all cell lines, increases CD133 marker expression in the
resulting cells, suggesting that these cells may be those which have a phenotype of drug

resistance and thus responsible for the phenomena of recurrences in patients.
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VI. CONCLUSIONES

1.- El andlisis del estado de metilacidén del promotor del gen MGMT en muestras de pacientes
incluidas en parafina, puede ser usado como posible factor prondstico de supervivencia en
pacientes diagnosticados de glioblastoma multiforme vy tratados con radioterapia y

temozolamida.

2.- El andlisis del estado de metilaciéon del promotor del gen MGMT en las lineas celulares
tumorales de sistema nervioso demostré una metilacidn cercana al 100% en las lineas A172 y
LN229 y del 50% en las lineas SF268 y SK-N-SH correspondiéndose en el primer caso con lineas
gue no expresan MGMT y en el segundo con lineas que presentan una elevada expresion de

esta enzima.

3.- Las lineas que no expresan MGMT, A172 y LN229, son sensible al tratamiento con
temozolamida, presentando una dosis inhibitoria 50 (ICso) de 15 uM, que incrementa hasta 80
UM en la linea A172 y hasta 400 uM en la linea LN229 tras la exposicion a dos ciclos de

temozolamida.

4.- La exposicién a dos ciclos de temozolamida de las lineas sensibles, A172 y LN229 modifica la

expresion de MGMT, que incrementa 50 veces en A172 y 6 veces en LN229.

5.- Las lineas que no expresan MGMT, A172 y LN229, presentan un elevado nivel de expresion
del complejo de reparacion MMR, que disminuye tras la exposicion a dos ciclos de
temozolamida por lo que probablemente junto al incremento de MGMT sean los responsables

del incremento de la resistencia en estas lineas a la exposicion a temzolamida.

6.- Las lineas que presentan una elevada expresion de MGMT, SF268 y SK-N-SH, son

resistentes al tratamiento con temozolamida, con una ICsy de 150 puM y 250 pM
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respectivamente, no modificandose el nivel de resistencia tras la exposiciéon a dos ciclos de

temozolamida.

7.- La exposicion a dos ciclos de temozolamida de las lineas resistentes, SF268 y SK-N-SH,

modifica la expresion de MGMT, que disminuye un 60% y un 80% respectivamente.

8.- Las lineas que expresan elevados niveles de MGMT, SF268 y SK-N-SH, presentan un bajo
nivel de expresion del complejo de reparacion MMR, que disminuye tras la exposicion a dos
ciclos de temozolamida, esta disminucién unida a la disminucién de la expresién de MGMT
serian los responsables del mantenimiento del grado de resistencia a la temozolamida en estas

lineas.

9.- El sistema clasico de resistencia a multidrogas (MDR) mediado por transportadores, como
p-glicoproteina, parece no desempefiar un papel fundamental en la resistencia a Ia

temozolamida en estas lineas.

10.- La administracién de temozolamida en todas las lineas celulares, incrementa la expresién
del marcador CD133 en las células resultantes, sugiriendo que pueden ser estas células las que
presenten un fenotipo de resistencia a los farmacos y por tanto las responsables de los

fendmenos de recidivas en pacientes.
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[ Abstract W

Background: TheCD133antigenisamarkerofradio-andchemo-resistantstemcel Ipopulationsinglioblastoma (GBM). TheQ®-
methylguanineDNAmethyltransferase(MGMT)enzymeisrelatedwithtemozolomide(TMZ)
resistance.OurproposeistoanalyzetheprognosticsignificanceoftheCD133antigenandpromotermethylation
andproteinexpressionofMGMTinahomogenousgroupofGBMpatientsuniformlytreatedwithradiotherapyand
TMZ.ThepossibleconnectionbetweentheseGBMmarkerswasalsoinvestigated.

Methods:Seventy-eightpatientswithGBMtreatedwithradiotherapycombinedwithconcomitantandadjuvant
TMZwereanalyzedforMGMTandCD133.MGMTgenepromotermethylationwasdeterminedby
methylation-specificpolymerasechainreactionafter bisulfitetreatment. MGMTandCD133expressionwasassessed
immunohistochemicallyusinganautomaticquantificationsystem.Overallandprogression-freesurvivalwas
calculatedaccordingtotheKaplan—-Meiermethod.

Results: TheMGMTgenepromoterwasfoundtobemethylatedin34 patients(44.7%)andunmethylatedin42
patients(55.3%).AsignificantcorrelationwasobservedbetweenMGMTpromotermethylationandpatients’
survival. Amongtheunmethylatedtumors,52.4%showedlowexpressionofMGMTand47.6%showedhigh-
expression.Amongmethylatedtumors,58.8%showedlow-expressionof MGMTand41.2%showedhigh-
expression.NocorrelationwasfoundbetweenMGMTpromotermethylationandMGMTexpression,orMGMT
expressionandsurvival.Incontrastwithrecentresults,CD133expressionwasnotapredictivemarkerinGBM
patients.AnalysesofpossiblecorrelationbetweenCD133expressionandMGMTproteinexpressionorMGMT
promotermethylationwerenegative.

Conclusions:OurresultssupportthehypothesisthatMGMTpromotermethylationstatusbutnotMGMT
expressionmaybeapredictivebiomarkerinthetreatmentofpatientswithGBM.Inaddition,CD133shouldnotbe
usedforprognosticevaluation ofthesepatients.Futurestudieswillbenecessarytodetermineitsclinicalutility.
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Background
Glioblastoma(GBM),themostcommonprimarybrain
tumorinadults,is arapidlyprogressiveandfataldisease
withalowmedianoverallsurvival[1]. Thetreatment
ofthesetumorswithtemozolomide(TMZ)introduces
groupsintoDNApreventingitsreplication. This
structuralmodificationinducescelldeath. However,
DNA-repairproteins,suchasO®-alkylguanineDNAal-
kyltransferase(AGT),areabletoremovealkyladducts
fromtheO®positionofguanine.Whichisespecially
harmful,andtheO*positionofthymine,restoringthese
DNAbasesandpreventingTMZ-inducedcelldeath[2].
TheDNA-repairproteinAGTis encodedby thegeneO°®-
Methlyguanine-DNA-methyltransferase(MGMT).Deter-
minationofpromotermethylationoftheMGM Tgeneis
beingincludedasarelevantfactorofthepatientmolecu-
larprofile[3].Althoughepigeneticsilencingofthe
MGMTgenepromoterhasbeenassociatedwithpro-
longedsurvivalinglioblastomapatients[4],thereismuch
controversyaboutitsuseasaprognosticmarkerforthe
responseofpatientswithnewlydiagnosedglioblastomato
temozolomide[5,6].Moreover,whetheranycorrelation
existsbetweenMGM Tproteinexpressionandpromoter
hypermethylationandpatientoutcomeshasnotbeenelu-
cidated. Therefore,variousstudiesusing differentassess-
mentshavereported differentresults[7-11]. These
inconsistenciesmaybecausedbyintratumoral hetero-
geneity,differentevaluationmethods,anddifferentcut-off values.
Thecancerstemcell|(CSC)theorypostulatesthat
tumorsarisefromasubpopulationofcellsthatarechar-
acterizedbyself-renewal,infiniteproliferativepotential,
multipotency,andtheirabilitytoinitiatenewtumors
[12].Interestingly,CSCcellsarepostulatedtobe
mediatorsofradio-andchemo-resistance. Tumorcells
withstem-likefeatureshavebeenidentifiedinglioblast-
oma[13]. Thesecellsexpressthetransmembraneglyco-
proteinprominin-1 (CD133)(acell-surfacemarker
expressedonnormalhumanneuronalstemcell)and
havetheabilitytoinitiateatumorinvivoafterxeno-
transplantationinmice.Fewdataareavailableonthe
actualprognosticimpactofCD133expressioninmalig-
nantgliomas.Glioblastomastemcellsarehighlyresis-
tanttoconventional chemotherapyandradiotherapy
[14,15]andthechemo-radioresistanceofthesecellsmay
beresponsibleforthepoorclinicaloutcomeofthese patients.
Theaimof ourstudyis todeterminetheprognostic
significanceof MGM Thy analyzingbothMGMTgene
promotermethylationandproteinexpressionina
homogenousseriesofGBM patientstreatedwithradiothe-
rapyandtemozolomide. Inaddition,weevaluatedthe
immunohistochemicalexpressionofCD133investigating
itsassociationwithMGM Tandclinicaloutcomes.

alkyl

invivo

Methods
Tissuesamples
Sampleswereobtainedfromthe Anatomopathological Serviceof
Hospital VirgendelasNievesfromGranada
(Spain)andtheUniversityHospitalofSassari(ltaly),from
2001t02009. TheEthicsCommitteesofbothHospitals
approvedthecollectionanduseofhumanbraintumortis-
suesamples.Weobtainedtumortissuesamplesfrom78
patientswithnewlydiagnosed GBMwhichwashistologi-
callyconfirmedand Karnofskyperformancescore(KPS)
>60.Patientswereselectedregardlessofextentofsurgery. All
patientshadbeentreatedwithconcurrentchemo-
radiotherapy(2Gyperfraction,onceaday, fivedaysa
week,60Gytotaldose)withconcomitant TMZ(75mg
persquaremeterofbodysurfaceareaperdayforseven
daysaweekfromthefirsttothelastdayof radiotherapy)
followedbyadjuvant TMZ (200mgpersquaremeterof
bodysurfaceareaondays1 to5 givenatfour-weeklyinter-
vals). Thepatientcharacteristicsaresummarizedin Tablel.
Patientsage 70yearsorolderwithnewlydiagnosed
GBMandpostoperative Karnofskyperformancescore
(KPS)greaterthan60wereeligibleforthisnonrando-
mizedphaselltrial

DNAextraction,bisulfitetreatmentandmethylation-
specificPCR

DNAwasextractedaccordingtostandardprotocols.
MethylationpatternsintheCpGislandofMGM Twere
determinedby chemicalmodificationofunmethylated,but
notmethylated,cytosinetouracil. Methylation-specific
PCR(MSP)wasperformed withprimersspecificforeither
modified-methylatedorunmethylated DNA ,asdescribed
previously[16].DNA(2pg)wasdenaturedwithsodium
hydroxideandmodifiedwithsodiumbisul fite. DNAsam-
pleswerethenpurified(EpiTectBisulfiteConversion).
Primersequencesfortheunmethylatedreactionwere
S-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3/(for-
ward primer)and5-AACTCCACACTCTTCCAAAAA
CAAAACA-3'(reverseprimer),andforthemethylated
reaction,theywere5-TTTCGACGTTCTAGGTTTTC
GC-3'(forwardprimer)and5-GCACTCTTCCGAAAAC
GAAACG-3'(reverseprimer).AmplifiedproductsofPCR
wereelectrophoresedon3%agarosegels,werevisualized
bystainingwithethidiumbromide,andwereexamined
underUVillumination.

Immunohistochemistry
AntibodiesforMGMT(1:50;SantaCruzBiotechnology,
Inc.)andCD133(1:50,Abcam,Cambridge, UK)wereused
forimmunohistochemicalanalysis.Immunostainingwas
performedusingtheBondPolymerRefineDetectionsys-
tem(LeicaMicrosistemasS.L.U,Barcelona,Spain).Briefly,
representativeparaffinblockswerecutconsecutivelyata
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TablelPatientcharacteristics(n=78)

Age(years) Mean 56
Range
Male 24-81
Female 36(46.1%)
Tumorlocation Frontal 20(25.6%)
Parietal 13(16.6%)
Temporal 13(16.6%)
Occipital 11(14.1%)
Morethanonelobe 21(26.9%)
Durationof symptomsprior <3months 60(76.9%)
todiagnosis
>3months18(23.1%)

Karnofskyperformancescore>6078(100%)

thicknessof4mm,andimmunohistochemicalstaining
wascarriedoutusingtheMicroprobelmmuno/DNA
stainer(FisherScientific, Tustin,CA,USA).Sectionswere
deparaffinizedinxyleneandtreatedwith0.3% hydrogen
peroxideinmethanol for20mintoblockendogenousper-
oxidaseactivity. Thesectionswerewashedinphosphate-
bufferedsalineandthenincubatedwithprimaryantibodies
for60min. Thesampleswerethenincubatedinsecondary
antibodyfor8min. Thesubstratechromogen, 3.3"-diami-
nobenzidine(DAB),enabledvisualizationofthecomplex
viaabrownprecipitate. Hematoxylin(blue)counterstain-
ingenabledthevisualizationof thecellnuclei.Omissionof
primaryantibodyservedasanegativecontrol.Readings
weretakenautomaticallywiththe ACISIIDAKOsystem
forquantification immunohistochemistryandwereverified by
twoexperiencedpathologist. Thepercentageofstained
tumorcellswasscoredas+/— (<10%),1+(10%t025%),2+
(25%t050%), 3+(>50%).Forstatisticalanalysis,scoresof
+/—and1+weredefinedaslow-expressiongroupand
scoresof2+and3+weredefinedashigh-expression.

Statisticalanalysis
Overallsurvival(OS)wascalculatedfromthedateofthe
diagnosis. Theprogression-freesurvival(PFS) wascalcu-
latedfromthedateof theprogression,accordingof
MacDonaldcriteria[17];sizeandvolume>25%ofinitial
measurements,orappearanceofanewlesion,orifthe
patient’sneurologicconditionworsenedandrequiredan
increaseddoseofsteroids. ThePFSandOScurveswere
estimatedbytheKaplan-Meiermethodandcompared
usingthetwo-sidedlog-ranktest. Amultivariableana-
wasdoneusingtheCoxproportionalhazards
regressiontodeterminetheprognosticeffectofvari-
ables.ContingencytableswereanalyzedbyX?and
Fisher’sexacttest. TheMcNemartestwasappliedto
comparevariablesbeforeandaftertreatment. Allcalcu-
lationsweremadeusingthestatisticalsoftwareSPSS,

lysis
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version15.0.Statisticalsignificancewassetatthelevel 0fP<0.05.

Results
MGMTpromotermethylationstatusandMGMTprotein
expression
ThemethylationstatusoftheMGMTpromoterand
MGMTproteinexpressionwasdeterminedfor76ofthe
78tumors(97.4%). Twoofthe78GBMcaseswere
excludedduetounsuccessfulPCRamplification. MGMT
promotermethylationwasdetectedin44.7%(34/76)of
theGBMsamplesanalyzedbyMSP(Figurel).Apositiv-
ityscoreofl+,2+and3+weredetectedin31(40.8%),
19(25%)and15(19.7%)casesrespectively(Figure2).
Only11(14.5%)casesshowedascoreof+/—(Table2).
ForthecorrelationofMGMTpromotermethylation
withMGMTproteinexpression,thescores+/—and1+
werecategorizedintoalow-expressiongroup(42,
55.3%),andscores2+and3+intoahigh-expression
group(34,44.7%).Amongthe42unmethylatedtumors,
22(52.4%)showedlow-expressionofMGMTand20
showedhigh-expressionwhileamongthe34
methylatedtumors,20(58.8%)showedlow-expression
ofMGMTand14(41.2%)showedhigh-expression.No
correlationbetweenMGMTproteinexpressionand
MGMTpromotermethylationwasobserved(P=0.903).

(47.6%)

CD133proteinexpression
CD133expressionwasavailablefor75ofthe78patients
(96.2%).Amongthe75samples,26(34.7%),27(36%)
and7(9.3%)wereincludedasscores1+,2+and3+
respectively.Fifteen(20%)casesshowedascoreof+/—
(Figure3).Aswasdonepreviously,tocorrelateMGMT
andCD133proteinexpression,thescoreswerecategor-
izedintoalow-expressiongroup(41,54.7%),anda
expressiongroup(34,45.3%)(Table2).Analysisof
apossiblecorrelation betweenCD133expressionand
MGMTproteinexpressionorMGM Tpromotermethy-
lationwasnegative.

high-

InfluenceofMGMTpromotermethylationstatusand
MGMTandCD133proteinexpressiononoverallsurvival
Statisticalanalysisshowedasignificantcorrelation
betweenOSandMGMTpromotermethylationstatus
(Figure4A).ThemedianOSamongpatientswith
methylatedMGMTpromotertumorswas19months
(95%Cl,9.6-28.4months)comparedwith13months
(95%CI,10.5-15.4months)inpatientswithunmethy-
latedMGMTpromotertumors(log-rank,P=0.031).In
contrast,0Sshowednostatisticallysignificantdiffe-
renceswhenitwascorrelatedwithMGMTexpression (log-
rank,P=0.894)(Figure4B).ThemedianOSamong
patientswithhigh-expressionofMGMTwas12months
(95%CIl,8.8-15.2months)comparedwith13months
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FigurelRepresentativemethylation-specificPCR(MSP)analysesoftheMGMT promoterinGBMtissuefromelevenpatients(P).Note thepresenceof
bandsinboththeunmethylated(U,93bp)andmethylated(M,81bp)lanes forglioblastomasamples21,33and40,reflectinga
methylatedMGMTpromoter.Thelackofabandinthelanecorrespondingtomethylation-specificprimersforGBMintherestofthesamples reflectstheabsenceof

MGMTpromotermethylation.Insomesamples,suchassample23,noPCRproductswereobserved(sampleexcluded).

(95% Cl,8.1-17.9months)inlow-expressionofMGMT
tumors(log-rank,P=0.894).Inaddition,nodifferences
wereobservedbetweensurvivalestimatesofpatients

withCD133low-expressiontumorsandCD133 high-
expressiontumors(Figure4C). ThemedianOSamongpa-
tientswithCD133high-expressiontumorswas 14months

(95%Cl,9.1-18.9months)comparedwith13months
(95%Cl,6.1-19.8months)inCD133low-expression tumors(log-
rank,P=0.787).

InfluenceofMGMTpromotermethylationstatusand
MGMTandCD133proteinexpressiononprogression-free
survival

ThemedianPFSwas8months(95%CI,4-12months)for
themethylatedM GM Tpromoterstatuscomparedwith
6months(95% Cl,2.6-9.4months)fortheunmethylated
MGMTpromoterstatus,showingasignificantcorrelation  (log-
rank,P=0.036)(Figure5A).Bycontrast,nosignifi-
cantcorrelationwasobservedbetweenPFSandMGMT
proteinexpression(Figure5B).Finally,inthesegroups,
themedianPFSwas7months(95%CI,5.2-8.8months)  forlow-
CD133expressiontumorscomparedwith8months (95%Cl,6.7—
9.3months)forhigh-CD133expression
tumors(P=0.118)(Figure5C).

InfluenceofMGMTpromotermethylationstatusand
MGMTandCD133proteinexpressionontreatment

response

Allpatientswereassessedforclinicalandradiological

response. Thestatisticalanalysisshowedthatonly the
MGMTpromoter statussignificantlycorrelatedwith

radiologicalresponse(P=0.036). Theresponseratewas
significantlyhigheramongpatientswitha methylated
MGMTpromoterstatusversusanunmethylatedstatus
(43.3%and17.5%,respectively)(P=0.036)(Table3).

MGMTpromotermethylationandMGMTandCD133
proteinexpressiononrecurrentGBM
Thisstudyincluded1lpatientsofthe78patientswho
underwentreoperationfortumorrecurrence afterradio-
chemotherapy.Oneofthel1GBMcaseswasexcluded.
Inspiteofthefew samples,therewerenosignificantdif-
ferencesbetweenvariablesbeforeandaftertreatment
withradiotherapyandtemozolomide(McNemar
(Table4).

test)

Discussion
Clinicaltrialshavedemonstratedasignificantlypro-
longedmediansurvivalofGBMpatientstreatedwith
TMZassociatedtoradiotherapyaftersurgicalresection
20].Inaddition,astrongcorrelationbetweenthe
MGMTgenepromotermethylation statusandtheTMZ
treatmenteffectandoutcomewasshownbyHegietal.
[4],confirmingpreviousresultswhichcorrelated
MGMTinactivationandclinicalresponsetoalkylating
agents[16,21].Criniereetal.[22]showedthatwhilethe
MGMTpromotermethylationstatushadnoimpacton
theOSofGBMpatientstreatedwithalkylatingagents, it
didhaveanimpactonthosetreatedwithchemo-radio-
therapy,suggestingthattheprognosticimpactof
methylationisdependentontherapeuticmodalities.In
fact,Welleretal.[23]analyzedpatientswithGBMtrea-
tedwithradiotherapy, withchemotherapyandwithboth
radiotherapy andchemotherapyandshowedthatthe
methylationstatuswasasignificantprognosticfactorfor
OSandPFSonlyinthesubgroupofpatientstreated
withradiotherapyandconcurrentTMZ. Theseresults
havebeenrecentlyconfirmedbyCaoetal.[8], Minniti
etal.[24]andKimetal.[25].Recently,themethylation
statuswasanalyzedinelderlypatientswithGBMand
wasfoundtobestrictlycorrelatedwiththepatternof,
andtimeuntil, GBMrecurrence[26],butnotwithits

[18-

this
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Figure2RepresentativephotomicrographsillustratingdifferentpercentagesofMGMT-stainedtumorcellsscoredas+ (A,B,Cand
L D),1+(E),2+(F,G,Handl),3+(J,KandL)(seeMethods)(20x).



http://www.translational-medicine.com/content/10/1/250�
http://www.translational-medicine.com/content/10/1/250�

Table2AssociationofMGMTpromotermethylationandMGMTandCD133expressioninhumanGBM

Total
MGMTexpression
Low-expression +—+ 42(55.3%)
High-expression ++,+++ 34(44.7%)
CD133expression
Low-expression +—+ 41(54.7%)
High-expression ++,+++ 34(45.3%)

Methylated Unmethylated Notdone
20(26.3%) 22(29%) 2(2.6%)
14(18.4%) 20(26.3%)

16(21.3%) 25(33.4%) 3(4%)
18(24%) 16(21.3%)

Dataarerepresentedasthepercentageofthetotal ofanalyzedpatients.
evolutionafterrecurrence[27].Riveraetal.[28]demon-
stratedthatMGMTpromotermethylationwasapre-
survivalinGBMtreatedexclusivelywith
radiotherapy.Inaddition,arandomizedphasellltrial
comparingstandard adjuvantTMZwithadose-dense
scheduleinnewlydiagnosedGBM confirmedtheprog-
nosticsignificanceofMGM TmethylationinGBM[29].
However,previousstudiesconsideredpromotermethy-

lationof theMGMTgenenottobeareliableprognostic
factorofresponsivenesstoalkylatingagentsinglioblast-
omas[30].Recentstudieshavealsoquestionedtherole

dictorof

scoredas+/- (A),1+(BandC),2+(D),3+(E)(seemethods)(20x).
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Figure3RepresentativephotomicrographsillustratingdifferentpercentagesofCD133stainedtumorcellscorrespondingtobeing

ofpromotermethylationstatusofMGMTinGBM.
Yachietal.[31]failedtoestablishthiscorrelationina
largernumber ofpatientsandshowedthatneitherM SP-
MGMTmethylationnorimmunohistochemical MGMT
expressionhadprognosticimplicationsinGBMpatients.
Similarly, Tangetal.[32]didnotfindacorrelationbe-
tweenprogression-free survivalandM GMTpromoter
methylationinchinesepatients.Inthiscontext,wecon-
ductedaretrospectivestudyinahomogeneousseriesof
patientsdiagnosedwithGBMtreatedwithradiotherapy
andconcurrenttemozolomideusingMSP,whichhas

o

.
-
-
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Figure4OverallsurvivalcurvesofpatientswithGBM
accordingtoMGMTmethylationstatus(A), MGMTexpression
(B)andCD133expression(C).
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Table3RadiologicresponseofGMBpatientsfollowing
Macdonaldetal.[17]

Radiologicresponse

MGMT NegativePositive
Unmethylated33(82.5%)7(17.5%)
Methylated 17(56.7%)
Total 50(71.4%)

13(43.3%)
20(28.6%)

ThemethylationofMGMTshowedasignificantcorrelationwithradiologic
response(p<0.05).

beenproposedasthemostconvenienttechniquein
clinicalroutinediagnostics[33]. Wefoundthatthe
percentageofmethylationoftheMGMTpromoterto
behigherthanthatreportedbyHegietal.[4]butsi-
milartothosereportedbyotherauthors[22,34]. The
MGMTmethylationstatuswasclearlyconfirmedasan
independentprognosticfactorofGBMPFSandOS.In
addition,patientswithamethylatedMGMTpromoter
statushadhigherresponseratestoTMZandradiation
therapycomparedtothosewithanon-methylatedsta-
tus,sothatMGMTmethylationwasapredictivefactor
forradiologicresponse
Ontheotherhand,theassociationbetweenMGMT
proteinexpressionandpromotermethylationinvivohas
beenwidely discussed.Severalstudieshavereporteda
significantassociationofhighMGMTexpressionand
poorprognosisofpatients[7-10,35-38].Weanalyzedthe
expressionofMGM Thyimmunochemistryusinga
digitalquantitativemethodtoavoidobservervariability
[39].Ourstudyclearlyshowednocorrelationbetween
MGMTexpressionandMGMTpromotermethylation,
supportingthefindingobservedbyRodriguezetal.[40]
andUnoetal.[41],oroverallsurvivalorradiological

Table4ModulationofMGMTpromotermethylation

MGMTMGMTCD133MGMTMGMTCD133
PromoterPromoter

PatientlM+++M+/—+ Patient2M+++U+++/— Patient3U++++U+++

Patient4M+++M+++ PatientSM+++U++ Patient6 U++M++
Patient7U++U++++ Patient8 M+++U+++ PatientQU+/—+--
Patient10U+/—+U++++ PatientlIM+++M++++

MGMTandCD133inrecurrentGBMbeforeandaftertreatmentwith
radiotherapyandtemozolomide.

responsecoincidingwiththosefindingsofPreusseretal.
[11]. TheregulationoftheMGMTgeneisacomplex
phenomenoninwhichpromoterhypermethylationis
oneofthefactorsthatinfluencethefinalexpressionof
theprotein.Inthiscontext,therecentdemonstration thatthereis
discordancebetweenMGMTpromoter methylationandlevels
ofMGMTmRNAexpression  suggeststhatothermechanisms
mayregulatetheex-
pressionofthisenzyme[42].Italsopossiblysuggests
thatpromotermethylationandexpressionalonearenot
sufficienttoprovideinformationontheexpectedclinical
coursein patientswithmalignantgliomawhoreceive
chemotherapywithalkylatingagents.Infact,acompre-
hensivestudyundertakenbysequencingtheMGMT
genepromoterhasshownastrongcorrelationbetween
themethylationsiteandtreatmentresponse[43].
CD133,afive-transmembranecellsurfaceprotein
foundinhumanstemcellsfromvarioussourcesinclu-
dingthecentralnervoussystem[44],hasbeenproposed
todetect GBMCSCs.Consideringtheinherentresist-
anceofCSCstochemotherapyandradiotherapy[14,15],
ithasbeenhypothesizedthattheclinicaloutcomewill
beinverselyrelatedtothepresenceof CSC-marker-
positivecells.However,theimpactofthepresenceof
CSCintheclinicalprogressionoftumorsisunknown.
studiesexploringtheprognosticvalueofCD133
expressionasamarkerof CSCinGBMhavebeen
undertaken;mostwereheterogeneousanduseddifferent
methods(QRT-PCR,immunohistochemistry,FACS)so
thatcomparisonsaredifficult.IntenseCD133expression
detectedinhigh-gradeoligodendroglialtumors[45]
andingradell-1VVgliomas[46],bothwithpoorprogno-
ses.Similarresultswerefoundedingradel\VVgliomas
whereCD133expressionwasrelatedtoOSandPFS
[47].Muratetal.[48]providedevidencesthattheglio-
blastomastemcellphenotype(includingCD133expres-

Few

was

patientsurvival.lnastudywithveryhomogeneous
plesofGBM,highexpressionofCD133wasfoundtobe
anunfavorableprognosticfactor[49].Inaddition,an
invitrostudyusingCSCobtainedfrom44GBM
patientstoevaluateCD133/Ki67expressionby immuno-
histochemicalanalysis,concludedthatCD133+wascor-
relatedtosurvival[50]. However,thesameauthors
demonstratedthathighexpressionof CD133wasas-
sociatedwithabetterprognosiswhendetectedby
FASCcan[51].Similarresultswerepreviouslyfoundby Jooetal.
[52]whodescribedCD133asafavourable
prognosticfactorforGBM.Inthiscontext,ourstudy
clearlydemonstratesthatCD133hasnoimplicationin
theprognosesofGBMpatientssupportingsimilar
resultsofKimetal.[53].Finally,theprognosticimpacts
ofvariationsofMGMTpromotermethylationorMGMT
andCD133proteinexpressionaftertreatment,are

sam-
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notknown.ApreviousstudydeterminedthatMGM T
methylationstatushasnoprognosticvalueafterGBMre-
currence[27].Ourpreliminarystudyinsamplesobtained
beforeandaftertreatment
currentGBMsuggestedthattherearenodifferencesbe-
tweentheanalyzedvariablesalthoughthelownumber
patientsdoesnotallowtoobtainstatisticallysignificant
conclusions.

Conclusions
Ourstudywasdesignedtoanalyzethecorrelationsbe-
tweenclinicalfeatures, MGMTstatus(promotermethy-
lationandgeneexpression)andCD133expression,and
outcomeinasetofpatientsuniformlytreatedwithcon-
comitantandadjuvantTMZandchemoradiation.In
thishomogeneousseries,theprognosticsignificanceof
MGMTpromotermethylationhasbeenclearlydemon-
strated.However, MGM Tproteinexpressionshowedno
correlationwithMGMTpromotermethylation.In
addition,CD133expressionwascorrelatedneitherwith
thesurvivalofpatientswithGBMnorwithMGMT.In
lightofourdata,togetherwiththecontroversies
reportedintheliterature, furtherstudiesarewarranted
toclarifywhetherMGMTandCD133candiscriminate
betweenbiologicallydistinctgroupsofGBM.
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