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SUMMARY/RESUMEN

SUMMARY

According to the World Health Organization, colorectal cancer (CRC) is
the third most common cancer in men and the second in women with an
increase in both incidence and mortality. The main treatment is surgery
combined with adjuvant therapies based on chemotherapy and/or radiotherapy.
One of the reasons of the treatment failure is the presence of Cancer Stem
Cells (CSC). CSCs are small subpopulations which have some shared
properties with stem cells: the ability to self-renew indefinitely, the ability to
differentiate to the full repertoire of cells which form the tumor and present
specific markers such as CD133. This biomarker was initially described as a
specific surface antigen of human hematopoietic stem cells and has recently
been associated with CSC in several tumor types including CRC. Previous in
vitro studies have suggested that one of the mechanisms responsible of the
chemo/radio-resistance in this population is the O6-methylguanine DNA
methyltransferase (MGMT). The expression of this enzyme seems to depend on
epigenetic processes such as methylation and its main role is the DNA repair
removing alkyl groups from OG6 guanine which are introduced by exogenous
alkylating agents. Previous studies suggest that MGMT and CD133 may be a

predictor of treatment response in some types of cancers.

The main objectives in this study are to determine the expression levels
of MGMT and CD133 at different molecular levels, to establish its prognostic

values and to determine the relationships between both biomarkers.

Firstly, previous in vitro preliminary study was realized in CRC cell lines
to establish all methods and techniques before applying to patient samples and
to have a first approximation of in vivo involved processes. The most relevant
clinical variables such as the tumor differentiation grade, tumor stage, overall
survival (OS) and disease free survival (DFS) among others were obtained from

two patient populations. The first patient population consisted on patients
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diagnosed with CRC (n= 123) which were obtained 5-fluouracil (5-FU)
pretreatment biopsy and the second population included rectal cancer patients
(n= 29) with biopsies before and after treatment. These last patients were
treated with the same treatment regimen based on 5-FU or oral capecitabine
combined with radiotherapy.

The methylation status of the MGMT promoter and CD133 was assessed
by methylation-specific PCR (MSP), mRNA expression was obtained by RT-
PCR and/or quantitative PCR and protein expression was established by
immunohistochemistry (IHQ) in paraffin sections or Tissue Micro arrays.
Moreover, the analysis of cell cycle and cell proliferation inhibition under 5-FU

treatment was analyzed too in the cell lines/CSC-enriched population.

CSC enriched cell populations in vitro studies in RKO and SW480 cell
lines showed that both had a lower proliferation-rate, CD133 (not evaluable and
8.95 folds respectively) and MGMT (1.47 and 1.98 folds respectively)
overexpression, absence of G2/M blocking under 5-FU treatment and a 5-FU 72

hour-1Csq significant increase (64 and 2048 folds respectively).

The results observed in the CRC population (n= 123) showed that
patients with low MGMT expression intensity had lower OS and it was an
independent prognostic factor. Moreover, patients with high percentage of
CD133 protein expression had shorter DFS not being an independent
prognostic factor. Similarly, patients with high MGMT intensity and high

expression of CD133 percentage showed the shortest DFS lapses-times.

The results observed in the rectal cancer population (n= 29) showed that
the methylation status of MGMT promoter was associated with shorter periods
of DFS, absence of lymphatic invasion after treatment and improved treatment
response. Furthermore, we could appreciate a significant reduction in the
percentage and intensity protein levels of MGMT after treatment. Moreover,
patients with low protein expression levels of MGMT after treatment showed
lower tumor regression values. Regarding CD133, patients with high protein

levels of CD133 after treatment were associated with more advanced tumor
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stage, absence of changes in lymphatic invasion after treatment and greater

tumor regression values.

In both study populations no association between MGMT and CD133
was observed.

Overall, we could see that in patients with CRC, the absence of MGMT
expression and/or MGMT promoter methylation was correlated with a better
treatment response at short-term, while at long-term it was associated with
reduced overall survival. Moreover, CD133 was associated to poor treatment
response, shorter DFS lapse-times, and higher values of the tumor regression

grade.

We can conclude that both MGMT and CD133 play an important role in
the treatment response and prognosis of patients with CRC and consider that
both biomarkers may be useful for selecting patients who require more
aggressive therapies.



RESUMEN

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer colorrectal (CCR)
es el tercer cancer mas comun en hombres y el segundo en mujeres estimando
un aumento tanto de incidencia como mortalidad. Su principal tratamiento es la
cirugia, combinandose con terapias adyuvantes basadas en quimioterapia y/o
radioterapia. Una de las razones del fallo de tratamiento son las células madre
cancerigenas o Cancer Stem Cells (CSC). Las CSCs son una pequeia
subpoblacion que presenta algunas propiedades compartidas con las células
madre como: la capacidad de autorenovarse de forma indefinida, la capacidad
de generar todo el repertorio de células que forman el tumor y presentar
marcadores especificos propios, entre ellos CD133. Inicialmente, este
biomarcador fue descrito como un antigeno de superficie especifico de las
células madre hematopoyéticas humanas y en los Ultimos afos ha sido
asociado a las CSCs en varios tipos tumorales incluyendo el CCR. Estudios
previos in vitro, han sugerido que uno de los mecanismos responsables de la
quimio y radiorresistencia en esta poblaciéon es la O6-metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT). La expresion de esta enzima parece depender de
procesos epigenéticos como la metilacion y su funcién es la reparacion del
ADN, eliminando los grupos alquilo del atomo O6 de la guanina, introducidos
por agentes alquilantes exogenos. Estudios previos sugieren que CD133 y
MGMT podrian ser un elemento predictivo de la respuesta al tratamiento en

algunos tipos de canceres.

Los principales objetivos en este estudio son la determinacion de los
niveles de expresion de MGMT y CD133 en los distintos niveles moleculares,
establecer su valor pronostico y las relaciones existentes entre ambos

biomarcadores.

En primer lugar, se realizd un estudio preliminar en lineas celulares de

CCR para poner a punto todos los métodos y técnicas antes de aplicarlos a los
pacientes y tener una aproximacion de lo que podria suceder in vivo. Se

dispuso de dos poblaciones de pacientes de las cuales se obtuvieron las
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variables clinicas mas relevantes como el grado de diferenciacion tumoral, el
estadio tumoral, la supervivencia global (SG) y libre de enfermedad (SLE) entre
otras. La primera poblacidén consistia en pacientes diagnosticados con CCR (n=
123) con biopsias antes del tratamiento, basado en regimenes que incluian 5-
fluoracilo (5-FU) y la segunda poblacion incluia pacientes con cancer rectal (n=
29) con biopsias antes y después del tratamiento. Estos ultimos pacientes se
trataron con el mismo esquema basado en 5-FU o capecitabina oral y

radioterapia.

El estado de metilacion del promotor de MGMT y CD133 se evalud
mediante PCR especifica de metilacion (MSP), la expresion de RNAm
mediante RT-PCR y/o PCR cuantitativa y la expresion proteica mediante el
estudio inmunohistoquimico (IHQ) de secciones en parafina o Tissue Micro
arrays. Ademas en las lineas celulares enriquecidas en CSCs se analizé el

ciclo celular y la inhibicion de la proliferacion celular frente a 5-FU.

Los estudios preliminares en las poblaciones enriquecidas en CSCs en
las lineas celulares RKO y SW480 mostraron que estas presentaban una
menor tasa de proliferacion, sobreexpresion de CD133 no valorable y 8,95 folds
respectivamente) y MGMT (1,47 y 1,98 folds respectivamente), ausencia de
bloqueo en G2/M al tratarlas con 5-FU y un incremento significativo de la

concentracion inhibitoria maxima media (ICsg) a las 72 horas de exposicion con
5-FU (64 y 2048 folds respectivamente).

Los resultados en la poblacion de pacientes con CCR (n= 123)
mostraron que los pacientes con baja intensidad de expresion de MGMT
presentaban una SG menor y era un factor prondstico independiente. Por otra
parte, los pacientes con alto porcentaje de expresiéon de CD133 presentaron
una SLE mas corta no siendo un factor prondstico independiente. Del mismo
modo, los pacientes con alta intensidad de expresion de MGMT vy alto
porcentaje de expresion de CD133 presentaron los tiempos de SLE y SG mas

cortos.
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Los resultados en la poblacion con cancer rectal (n= 29) mostraron que
el estado de metilacion de MGMT estaba asociado a periodos mas cortos de
SLE, ausencia de invasion linfatica después del tratamiento y mejor respuesta
al tratamiento. Ademas, pudimos apreciar una reduccion significativa de los
niveles de expresion proteica de MGMT tanto a nivel de porcentaje como
intensidad después del tratamiento. Por otra parte, los pacientes con bajo
porcentaje de expresion de MGMT después del tratamiento mostraron grados
de regresion tumoral mas bajos. Respecto a CD133, los pacientes con altos
niveles proteicos de CD133 después del tratamiento se asociaron con estadios
tumorales mas avanzados, ausencia de cambios en la invasion linfatica

después del tratamiento y mayores grados de regresion tumoral.

En ambas poblaciones de estudio no se observd ninguna asociacion
entre MGMT y CD133.

Globalmente pudimos observar que en pacientes con CCR, la ausencia
de expresion de MGMT y/o la metilacion de su promotor se correlacioné con
una respuesta favorable al tratamiento a corto plazo, mientras que a largo
plazo, se asocid con una reduccion de la SG. Por otra parte, CD133 lo
asociamos a una pobre respuesta del tratamiento, periodos de SLE mas cortos,

y valores superiores del grado de regresion tumoral.

Podemos concluir que tanto MGMT como CD133 tienen un papel
relevante en la respuesta al tratamiento y en el prondstico de los pacientes con
CCR y consideramos que ambos biomarcadores podrian ser utiles para la

seleccidon de pacientes que requieran de terapias mas agresivas.
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ABREVIATURAS

A

ABC ATP-binding cassette

ADN, DNA  Acido desoxidoribonucleico

ADNCc Acido desoxidoribonucleico complementario

AJCC American Joint Committee on Cancer

APC Poliposis adenomatosa coli (Adenomatous
polyposis coli)

AREG Amfiregulina

ARN, RNA  Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ATCC American Type Culture Collection

B

BD Desulfonation buffer

BL Loading buffer

BW Wash buffer

C

CAl19.9 Antigeno de carbohidrato 19.9

CCR Cancer colorrectal

CEA Antigeno carcinoembrionario

CIMP CPg island methylator

CIN Inestabilidad cromosdémica (Chromosomal
instability)

CpG Cytosine phosphate guanine

CPT-11 Camptothecin-11

CSC Cancer stem cell

CTRL Control
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DAB 3.3’-Diaminobenzidina

DCC Delecionado en cancer de colon

DLL Ligandos tipo Delta

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimetilsulfoxido

DNMT DNA methyltransferase

E

EB Elution buffer

EE.UU. Estados Unidos de América

EGF Epidermal grow factor

EGFR Epidermal grow factor receptor

EREG Epiregulina

F

FACS Calibur flow cytometry system

FBS Suero fetal bovino (Fetal bovin serum)

FC Fold change

FDA Food and Drug Administration

G

GBM Glioblastoma

GRT Grado de regresion tumoral

H

Hh Hedgehog

HPNCC Cancer colorrectal hereditario no polipdsico
(Hereditary nonpolyposis colorectal cancer)

HR Hazard ratio

I

IC Intervalo de confianza
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ICso Half maximal inhibitory concentration

IHQ Inmunohistoquimico

L

LV Leucovorin

M

M Metilado (Methylated)

Mg Magnesio

MGMT O6-Metil-guanina-ADN metiltranferasa

MMLVRT Moloney murine leukemiavirus reverse
transcriptase

MMR Mismatch repair

MSI Inestabilidad de los microsatélites
(Microsatellite instability)

MSP PCR especifica de metilacion
(Methylation-specific PCR)

MTT Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide

N

NCID Dominio intracelular de Notch
(Notch intracellular domain)

NV No valorable

@)

OMS Organizacion Mundial de la Salud

P

pb Pares de bases

PCR Polymerase chain reaction

PET Tomografia por emision de positrones
(Positron emission tomography)

PIGF Placental grow factor

P-pg P-glicoproteina
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gPCR Quantitative polymerase chain reaction
QRT Quimioradioterapia

R

RIN RNA integrity number

RT Retrotranscripcion

S

SG Supervivencia global

SLE Supervivencia libre de enfermedad
T

TAC Tomografia Axial computarizada
TCA Acido tricloroacético (Trichloroacetic acid)
TGF Transforming grow factor

Tm Melting temperatura

TMA Tissue micro arrays

TMZ Temozolamida

U

UFT Tegafur-uracil

UM No metilado (Unmethylated)

V

VEGF Vascular endotelial grow factor

5

5-FU 5-Flourouracilo

5-UTR 5-Untranslated region
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1. INTRODUCCION

1.1. CANCER COLORRECTAL
1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer colorrectal
(CCR) es el tercer cancer mas comun en hombres (663.000 casos al afo) y el
segundo en mujeres (571.000 casos al afio), siendo la cuarta causa mas
frecuente de muerte por cancer con 608.000 defunciones/ano. Esta ratio es
mas elevada en hombres que en mujeres. La prevision de la OMS indica que
para 2015 aproximadamente 1.471.808 personas seran diagnosticadas de
CCR, siendo esta la causa de defuncién en aproximadamente la mitad de los

pacientes (Figura 1) [1].

2500000
= Numero de casos nuevos de CCR
Numero de muertos por CCR
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1000000
500000
0
2008 2010 2015 2020 2025 2030
B Afo
Ndmero de casos nuevos de CCR NUmero de muertos por CCR
2008 1235108 609051
2010 1293629 638018
1471808 726028
2020 1676442 826846
2025 1916051 951158
2030 2179711 1093700

Figura 1. Evoluciéon global de la incidencia y mortalidad del CCR segun la

OMS. A. Representacion grafica y B. Representacion numérica. Prevision de

datos hasta el afno 2030.
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En Espafna, el CCR es el tercero en frecuencia en hombres tras el
cancer de pulmén y prostata, el segundo en mujeres tras el de mama y el
primero teniendo en cuenta ambos sexos (casi 28.000 nuevos casos al afo).
La SG es de un 54,7% y 50,2% para los pacientes con cancer de colon y recto,
respectivamente y es, en general de mas de 5 afios [2] aunque principalmente

depende del estadio en que se detecte (Tabla 1).

| Estadio Supervivencia global a los 5 afios
Estadio O 90-92%
Estadio I-lI 50-75%
Estadio llI 25-55%
Estadio IV <8%

Tabla 1. Porcentaje de la supervivencia global (SG) de pacientes con CCR en
Espafa en relacion al estadio tumoral (Asociacion Espafola Contra el Cancer,
2013 [3]).

Estudios recientes muestran que en Granada, la SG media a los 5 afios
en enfermos de cancer de colon es del 50,5% (rango: 46,0-53,8) y en cancer
de recto del 45,6% (rango: 40,3-50,7) [2].

Analizadndolo globalmente, la tasa de incidencia es mas elevada en
paises desarrollados que en paises en desarrollo, tal y como muestra la Figura

2, a pesar de eso, no se observa una diferencia destacable en la mortalidad [1].
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Figura 2. Analisis comparativo de incidencia y mortalidad entre paises
desarrollados y en desarrollo. Ratio por 100.000 habitantes.

Cabe destacar que, a mediados del siglo pasado (1960), Japdn
presentaba una muy baja incidencia de cancer de colon en comparacion con
paises europeos o EE.UU. Sin embargo, la adquisicion de costumbres de
alimentacion occidentales ha igualado la incidencia entre estos paises [4,5]. A
pesar de esto, gran parte de Africa, Centroamérica, Sudamérica y la India
presentan tasas de incidencia y mortalidad muy bajas en comparaciéon con el
resto del mundo [1]. Por dultimo, en algunos estudios se describen ciertas
diferencias de incidencia en base a la genética de las poblaciones [4].

1.1.2. FACTORES DE RIESGO

La epidemiologia mostrada se atribuye a factores genéticos asociados a
factores ambientales de gran influencia en esta patologia.
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1.1.2.1. Factores ambientales

- Consumo de alcohol

Se ha demostrado mediante experimentacion animal, que el consumo de
alcohol no es un carcindbgeno en si, pero potencia el efecto de sustancias
carcinogenas [6]. Ademas, el consumo de alcohol en personas con niveles
inadecuados de folato y metionina incrementa el riesgo de sufrir cancer de
colon y adenomas [7]. De hecho, las dietas ricas en acido félico reducen el
riesgo de padecer un CCR [8]. Por ultimo, estudios amplios correlacionan un
incremento del cancer de colon en individuos que consumen altas cantidades
de alcohol [9].

- Tabaguismo

Esta ampliamente aceptado el papel activo que juega el tabaco en el
proceso de la carcinogénesis en CCR debido a su efecto mutagénico y a que
incrementa los niveles de radicales libres de oxigeno [10]. Ademas, existe una
asociacion significativa entre pacientes con CCR fumadores y periodos mas
cortos de supervivencia libre de enfermedad (SLE) y tiempo de recurrencia
[11].

- Edad

El CCR aumenta su incidencia a partir de los 50 anos [10,12], motivo por
el que se esta potenciando su deteccion precoz mediante pruebas de screening
(sangre oculta en heces) [10].
- Dieta: grasay fibra

La obesidad y el sobrepeso poblacional [10] adquiridos en las ultimas

décadas debido al sedentarismo y las dietas hipercaldricas, estan asociados

con un mayor riesgo de CCR [13,14].
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Por otra parte, el primer autor en intuir el efecto de la fibra en el CCR fue
Burkitt [15], quien propuso que el alto contenido de fibra en la dieta de la
poblacién africana era el causante de la baja incidencia en esta poblacion. De
este modo, se observd que la fibra de salvado de trigo, reducia la
concentracion de los acidos biliares en heces, favoreciendo su eliminacion [16].
Como mecanismo, se propuso que la fibra reducia los carcindégenos,
procarcindgenos, el tiempo de transito intestinal y que producia cadenas cortas

de acidos grasos que promueven la accién anticarcinogénica [17].

- Otros componentes

Varios estudios apuntan hacia la importancia del selenio, micronutriente
presente en cereales, pescado, etc, como un antioxidante que previene los
procesos de carcinogénesis y que se ha asociado con una reducida
prevalencia de adenomas colorrectales [18]. Por otra parte, el calcio y la
vitamina D se han vinculado a la ruta de la B-catenina/E-cadherina, la cual se
ve alterada en la mayoria de CCRs. Podemos destacar el posible caracter
preventivo del consumo de analogos de la vitamina D que promoverian la
diferenciacion de las células de CCR [19]. Por otro lado, la influencia del
magnesio (Mg) de la dieta en relacion al riesgo de padecer CCR muestra
resultados controvertidos [10]. Algunos autores afirman que el Mg inhibe la
inflamacion relacionada con la carcinogénesis en ratones, indicando su posible
valor quimiopreventivo en CCR [20], mientras que otros rechazan esta
asociacion [21]. En el mismo sentido, se han obtenido resultados con la

vitamina B6 y el folato [22].

1.1.2.2. Factores genéticos

La gran mayoria de los CCRs (80%) aparecen en la poblacion por
adquisicion de mutaciones espontaneas como consecuencia de los factores
ambientales a los cuales nos vemos sometidos a diario. Sin embargo, el 20%
de los CCRs se han relacionado con factores genéticos [23] y el 5% del total

con factores genéticos familiares (mutaciones en la linea germinal de genes
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supresores) [24]. Entre los diferentes genes alterados en el CCR [23] podemos

destacar:

- Gen poliposis adenomatosa coli (APC): las mutaciones en el gen APC
son las principales responsables de la adquisicion de la poliposis adenomatosa
familiar, encontrdndose mutado en el 66% de los tumores esporadicos y
suponiendo un riesgo de padecer CCR practicamente en el 100% de los casos
[25].

- Gen p53: la proteina p53 se encarga del control del ciclo celular de G1
a S mediante la induccion de la apoptosis. En condiciones de estrés o dano del
ADN, aumenta la expresion de p53 a través de p21, dando lugar al bloqueo en
G1. En los individuos con p53 mutado, se acumulan mas rapidamente las
mutaciones, favoreciendo la transformacion de adenoma a adenocarcinoma de
colon [23].

- Gen delecionado en cancer de colon (DCC): es un gen supresor de

tumores que se encuentra alterado entre un 70 y 80% de canceres de colon
[23].

- Genes relacionados con la reparacion del ADN: el cancer de colon
hereditario no polipésico (HNPCC) se ha asociado a la alteracion del tamafio
de los microsatélites, que son inestables practicamente en todos los pacientes
con HNPCC. Se ha podido observar que esta modificacion es debida a
alteraciones en los genes: hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 y hMSH6. Las
mutaciones de APC y/o p53 son raras en HNPCC o son adquiridas después de
la inestabilidad de los microsatélites (MSI) [26,27].

- Genes de la familia RAS: los genes RAS (HRAS, KRAS Y NRAS) son
protooncogenes que pueden estar mutados en CCR y otros canceres
gastrointestinales. El gen mas frecuentemente alterado en CCR es KRAS [28],
lo que suele ocurrir después de la pérdida de APC y antes de la inactivacion de
DCC y p53 [23].
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En la Figura 3 podemos observar un resumen de las diferentes

mutaciones durante la tumorogénesis.
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Figura 3. Tumorogénesis en CCR. La mutacion APC [25] en el epitelio normal

colorrectal promueve la formacién del adenoma temprano. Este progresa a

estadios mas avanzados debido a mutaciones en protooncogenes como KRAS,

BRAF [28] y DCC [23] entre otros. Finalmente se adquieren nuevas mutaciones

como por ejemplo en p53 [23] dando lugar al adenocarcinoma, forma ya

invasiva.



Considerando estas alteraciones, la carcinogénesis en CCR se puede

agrupar en dos grandes vias:

- La via clasica esta implicada en la inestabilidad cromosdmica causada
por alteraciones de los genes supresores de tumores y los protooncogenes. La
mayoria de CCRs esporadicos son generados mediante mutaciones o
deleciones en adenomas tempranos, seguidos de mutaciones en el
protooncogén KRAS, pérdida de SMAD4 [10,29] y/o delecidén en p53.

- La via mutadora depende de las alteraciones funcionales en los genes
del sistema de reparacién de errores como el sistema mismatch repair (MMR) o
O6—metilguanina-ADN-Metiltransferasa (MGMT), dando lugar a la acumulacion
de mutaciones intragénicas y la progresion del cancer. En este ultimo caso, la
metilacion anormal del ADN es una alteracion epigenética importante que esta
intimamente vinculada al silenciamiento de los genes MMR, incluyendo hML1 vy
hMSH2. La metilacion y pérdida de expresidon en estos dos genes ocurre
frecuentemente en tumores primarios y en lineas celulares de CCR con

inestabilidad de microsatélites [29].

1.1.3. LOCALIZACION

El cancer de colon puede localizarse en todas sus porciones anatémicas
(colon ascendente, transverso, descendente, sigma y recto) siendo mas
frecuente en las regiones mas distales y afectando en menor medida al colon
ascendente y transverso [12,30,31]. Dependiendo de su estadio, las células
cancerigenas pueden localizarse en todas las capas de su estructura (Figura
4).
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Mucosa
Muscularis mucosae

Submucosa
Muscularis

Adventicia

Figura 4. Capas del colon. La capa que contacta directamente con la luz del
colon es la mucosa, por lo que sufre un continuo desgaste. La continua
regeneracion de esta capa, aumenta las posibilidades de que se generen
mutaciones, siendo el principal punto de inicio del CCR en forma de adenoma.
La acumulacion de mutaciones en los adenomas promueve la infiltracion de las

células tumorales y la adquisicion del genotipo propio del adenocarcinoma.
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1.1.4. ETAPAS DE CRECIMIENTO O ESTADIOS TUMORALES

El patron de desarrollo a nivel macroscépico del CCR es un proceso que
recogen los estadios establecidos por American Joint Committee on Cancer

(AJCC), siendo el mas ampliamente usado [3,10,32]:

Estadio 0, carcinoma in situ o extensién local: en las primeras etapas del

CCR unicamente se ve afectada la region mas interna, sin llegar a atravesar la

muscularis mucosa. Esta etapa corresponderia al estadio tumoral 0 y debido a

su deteccion precoz los pacientes tienen un buen prondstico.

Estadio I: en este estadio ya se ven afectadas la muscularis mucosa y

submucosa sin llegar a atravesar la muscularis.

Estadio II: la muscularis se ve afectada pero no los ganglios linfaticos

circundantes.

Estadio Ill: a diferencia del estadio anterior, existe afectacion de los

ganglios linfaticos circundantes siendo un estadio tumoral de peor prondstico.

Estadio IV: finalmente se da lugar un proceso de diseminacién a través
del torrente sanguineo, afectando a dérganos alejados del foco cancerigeno,
dandose lugar la metastasis. Los pacientes con este estadio presentan peor

prondstico debido al estado avanzado del tumor.

1.1.5. CLASIFICACION DEL CANCER COLORRECTAL

En la mayoria de los pacientes con CCR, el punto de partida es un
adenoma o podlipo adenomatoso (tumor benigno de origen epitelial con
estructura glandular), el cual adquiere mutaciones (Figura 3) a lo largo del
tiempo hasta desarrollar malignidad (adenocarcinoma) [10,4]. De este modo, el
95% de los CCRs son adenocarcinomas por lo que se usa de forma indistinta el
término CCR y adenocarcinoma [23]. No obstante, existen otros tipos de

canceres que afectan al colon y el recto (Figura 5).
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Adenocarcinoma ] Adenocarcinoma en anillo de sello

Epiteliales | Carcinoma de células pequefias
Carcinoma escamoso y adenoescamoso
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Linfoma
No epiteliales Sarcoma

Otros

Figura 5. Clasificacion de los diferentes tipos de CCRs. El 95% de los CCRs

son adenocarcinomas.
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1.1.5.1. Cancer Epitelial

1.1.5.1.1. Adenocarcinoma

La principal caracteristica de este tipo de CCR (Figura 6) es que se inicia
en células glandulares que secretan mucus para lubricar el colon y el recto [4].

Figura 6. Adenocarcinoma de CCR. La imagen muestra la estructura tipica

glandular con displasia (20X). Tincion de hematoxilina.

Dentro de este grupo, en funcion de la cantidad y ubicacién de la

secrecion de moco [4], distinguimos varios subtipos:

-Adenocarcinoma en anillo de sello, cuando posee mas del 50% de las
células con mucina intracitoplasmatica (Figura7A) desplazando el nucleo hacia

la regidn periférica (morfologia en “anillo de sello”).

-Adenocarcinoma mucinoso, en el cual mas del 50% de la lesidon esta

compuesta por mucina extracitoplasmatica (Figura 7B).
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Figura 7. Subtipos de adenocarcinoma. A. Adenocarcinoma en anillo de sello.

Las células indicadas con flechas negras presentan desplazamiento del nucleo
hacia la periferia (20x). B. Adenocarcinoma mucinoso. La mayoria de la masa

tumoral se ve ocupada por grandes lagunas de mucina indicadas mediante

flechas rojas (10x).

1.1.5.1.2. Carcinoma de células pequefas

Representa menos del 1% del total de CCRs, siendo un subtipo bastante
agresivo e histologicamente parecido al de carcinoma de células pequefias de

pulmén [32].

1.1.5.1.3. Carcinoma escamoso y adenoescamoso

Se caracteriza por presentar nucleos de diferenciacion a tejido
escamoso [4], siendo extremadamente raro que la totalidad del tejido tumoral
presente diferenciacién a células escamosas [33]. Su incidencia es del 0,06%
al 0,18% [34] de CCRs.
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1.1.5.1.4. Tumores carcinoides

Este tipo de tumor neuroendocrino [35] proviene de células
especializadas en la produccion de hormonas [10] y presenta el peor prondstico

de todos los tumores carcinoides gastrointestinales [35,36].

1.1.5.2. Cancer no epitelial

1.1.5.2.1. Linfomas

Los linfomas de colon pueden iniciarse en los nodos linfaticos de los
distintos 6rganos [10] y representan de un 0,2 a un 1,2 % del total de tumores
malignos de la region colorrectal. Es un tipo de tumor poco frecuente en colon y
recto representando del 10 al 20 % de todos los linfomas en el tracto

gastrointestinal [37].

1.1.5.2.2. Sarcomas

Este tipo de tumor, que abarca a los tumores que se inician en los vasos
sanguineos, musculo o tejido conectivo del colon y recto [10], es muy poco

frecuente representando tan solo el 0,1% de los tumores colorrectales [38].

1.1.6. DETECCION Y DIAGNOSTICO

1.1.6.1. Pacientes asintomaticos y screening

Las pruebas de screening tienen por objetivo detectar a los pacientes
asintomaticos en los primeros estadios de la enfermedad y evitar el progreso a
estados mas avanzados. Incluyen las técnicas endoscopicas como
sigmoidoscopia, colonoscopia, técnicas de imagen como el enema de bario de
doble contraste y la colonoscopia virtual (CT colonography) y técnicas
enfocadas a la deteccion de sangre, ADN y biomarcadores ocultos en heces
[10].
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1.1.6.2. Pacientes sintoméaticos y deteccion

La sintomatologia del CCR incluye la aparicion de cansancio, pérdida
significativa de peso, nauseas, disminucion del apetito, cambios en los habitos
intestinales y dolor abdominal. Por otra parte, el cancer rectal incluye

frecuentemente la presencia de sangrado rectal [39].

1.1.6.3. Pruebas diagndsticas indirectas: analisis de sangre y/o heces

El andlisis de sangre es la primera aproximacion diagnéstica para
determinar procesos anémicos asociados al sangrado como consecuencia del
CCR. Por lo tanto, es necesario realizar un recuento sanguineo completo.
Ademas, la determinacion de las enzimas hepaticas nos permite valorar
indirectamente la presencia de metastasis hepaticas en estadios mas

avanzados [10].

La determinacion de biomarcadores para CCR son controvertidas,
siendo de uso habitual la deteccion del antigeno carcinoembrionario (CEA) [40].
Este marcador se encuentra sobreexpresado en las células de
adenocarcinoma, aunque también puede estar elevado en otras situaciones
[41-43]. En estadios tempranos presenta una baja sensibilidad, detectando sélo
un tercio de los pacientes [40]. Sin embargo, detecta el 70% de los enfermos
que padecen CCR avanzado [44] y es capaz de indicar la presencia de células
cancerigenas residuales tras la cirugia [40,42]. Por otra parte, el antigeno de
carbohidrato 19.9 (CA19.9) [45] se ha asociado con un prondstico adverso en
CCR [46-48]. A pesar de esto no es un buen biomarcador en las etapas mas

tempranas de este tumor [42].
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1.1.6.4. Pruebas diagndsticas directas: biopsias y pruebas de imagen

1.1.6.4.1. Biopsias

Las biopsias obtenidas durante la colonoscopia e incluidas en parafina u
OCT permiten un diagnéstico directo del CCR incluyendo el grado de
diferenciacion del tumor, el tipo de CCR, la posibilidad de determinar el estado
de KRAS o BRAF, para seleccionar qué pacientes pueden beneficiarse del
tratamiento con cetuximab (Erbitux®) y panitumumab (Vectibix®) y el analisis

de la inestabilidad de los microsatélites, entre otros [10].

1.1.6.4.2. Pruebas de imagen

Las técnicas de imagen como la tomografia axial computarizada (TAC),
ultrasonidos, resonancia magnética, técnicas asociadas a rayos X, tomografia
por emision de positrones (PET) y angiografia, permiten detectar masas

tumorales o poélipos [10] (Figura 8).

HHNGLE

Figura 8. Técnicas de deteccion de CCR. A. Colonoscopia de paciente con

poliposis adenomatosa, B. TAC de paciente con CCR metastatizado en higado.
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1.1.7. TERAPIA CONVENCIONAL EN CANCER DE COLON

Los principales tratamientos para el CCR son la cirugia, la quimioterapia
y la radioterapia. La eleccion depende de multiples factores pero el factor mas
determinante es el estadio tumoral [49].

1.1.7.1. Tratamiento quirdrgico primario

El principal tratamiento utilizado para el CCR es la reseccién tumoral
mediante técnicas de laparoscopia, que presentan multiples ventajas respecto
a la resecciéon tumoral convencional, como son la reduccion del dolor y la fatiga
postoperatoria [50-53]. Ademas, hay que considerar la polipectomia como una
medida preventiva que permite eliminar los pdlipos adenomatosos antes de

acumular mutaciones y dar lugar al adenocarcinoma [54-56].

1.1.7.2. Quimioterapia adyuvante

El principal farmaco utilizado como quimioterapia adyuvante hasta el afio
2000 ha sido el 5-FU. Se ha observado que pueden beneficiarse los pacientes
que se encuentran en el estadio Ill siendo controvertida la quimioterapia
adyuvante en el estadio Il [57-59]. A partir del 2000 aparecieron nuevas

terapias que mencionaremos posteriormente.

1.1.7.3. Radioterapia adyuvante

La radioterapia, a diferencia de la cirugia y quimioterapia, no se
encuentra recomendada para el tratamiento de cancer de colon, pero si en el
cancer de recto [60]. A pesar de esto, la radioterapia se utiliza en cancer de
colon en algunos casos, incluyendo cuando existe algun factor de riesgo como
presentar una extension tumoral T4, perforacion local, obstruccién o
enfermedad residual después de la reseccion y cuando el tumor se encuentra

en una ubicacion inmovil [61-66].
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1.1.8. CANCER DE COLON: TRATAMIENTO TUMORAL SEGUN ESTADIO

1.1.8.1. Estadio 0o |

Se realiza cirugia sin quimioterapia posquirurgica [60].

1.1.8.2. Estadio Il

Se consideran dos opciones que incluyen O no quimioterapia
posquirurgica. La quimioterapia adyuvante es aplicada, con las mismas pautas
que en el estadio lll, cuando existe algun factor de riesgo como extension
tumoral T4, obstruccion o perforacién tumoral, G3 o tumor de alto grado,
numero de ganglios extraidos y analizados al menos 12 [67], aumento de los
niveles preoperatorios de CEA, invasidn venosa, linfatica o perineural

extratumoral y positividad de margenes quirurgicos [68].

1.1.8.3. Estadio Il

Se recomienda quimioterapia adyuvante posquirurgica durante 6 meses

[69], existiendo varios tipos de tratamientos:

Combinaciones con oxaliplatino. Régimen FOLFOX que es el acrénimo

de leucovorin (acido FOLinico), Fluorouracilo y OXaliplatino, el cual se
suministra mediante infusién intravenosa quincenal [70]. Hay varios regimenes
dependiendo de la dosis de cada farmaco pudiendo ser FOLFOX 1-7 [70,71].
Una alternativa es el Flox que ha demostrado tener una eficacia superior que 5-

fluorouracilo/leucovorin pero con una mayor toxicidad [60,72].

Uno de los componentes mas relevantes en esta terapia es el 5-FU
(Figura 9), éste ejerce su efecto antineoplasico por tres vias diferentes: en
primer lugar, inhibe la timidilato sintasa evitando la sintesis de timidina, en
segundo lugar, promueve la inhibicién de la funciéon del acido ribonucleico
(ARN) y sintesis proteica y en ultimo lugar se incorpora al ADN y provoca su
ruptura [73]. Al tratar distintas lineas celulares (DLD-1, SW620, Lovo) de CCR
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con 5-FU se han observado mediante citometria de flujo tres comportamientos
propios de un agente citostatico: pérdida o acumulacion de la fase celular S,
bloqueo en G2/M y detencion en G1-S [74]. A largo plazo, este desequilibrio

desemboca en la muerte celular [73].
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Figura 9. Estructura molecular. A. 5-fluorouracilo, B. oxaliplatino, C. leucovorin.

Por otra parte, el oxaliplatino (Figura 9) es un agente alquilante citotoxico
que actua, principalmente, causando entrecruzamientos en el ADN, intra e
intercatenarios, mediante aductos con el N de las guaninas del ADN, inhibiendo
su sintesis [75], lo que finalmente desemboca en apoptosis. EI complejo
proteico MMR podria evitar la alquilacién por oxaliplatino debido a su efecto
opuesto [76-78]. Algunos autores han analizado el estado de MMR frente a
este tipo de terapias, no observandose valor predictivo frente a FOLFOX [78]. A
pesar de esto, la deficiencia de este complejo se ha asociado con el CCR
hereditario (HNPCC) y se sabe que tiene un papel fundamental en el desarrollo

de este tipo de cancer [79].

En dltimo lugar, el leucovorin o acido folinico (Figura 9) es un miembro

de la familia de los folatos, abarcando entre un 10 al 20% del total de folatos de

42



la célula. Este compuesto es utilizado para proteger frente a la toxicidad del
metotrexato [80]. Por otra parte, se ha observado que el leucovorin potencia el
efecto del 5-FU mediante la estabilizacion de las interacciones entre el 5-FU y
la timidilato sintasa [81]. En estudios recientes (>3000 pacientes), se ha
demostrado que el acido folinico mejora la respuesta y la SG cuando se
combina con el 5-FU [82]. Por otra parte, se ha observado que la
administracion oral del leucovorin, frente a otras fluoropirimidinas como
capecitabina, incrementa la toxicidad gastrointestinal o reacciones en la piel de

pies y manos sin potenciar el efecto del farmaco principal del tratamiento [83].

Fluoropirimidinas orales

Capecitabina: es un profarmaco del 5-FU, que requiere de tres enzimas
localizados en el higado y presentes también en el tejido tumoral
(carboxilesterasa, citidina-desaminasa, timidina-fosforilasa). Se  activa
especialmente en el tumor reduciendo los efectos secundarios en otros tejidos
[73]. Se ha observado en estudios comparativos que la capecitabina presenta

una SLE mejorada y menos efectos adversos que 5-FU/LV en bolo [84].

Tegafur/Leucovorin (UFT/LV oral): UFT estda formado por uracilo y
tegafur en un ratio molar 4:1. En primer lugar, el tegafur actia como
profarmaco del 5-FU, siendo lentamente metabolizado mediante el citocromo
P540 y dando como resultado el 5-FU. Por otra parte, el uracilo inhibe
competitivamente el metabolismo del 5-FU dando lugar a una concentracion
elevada de 5-FU en el tumor y en el plasma [85]. Algunos estudios han
observado que la terapia basada en UFT/LV conduce a una SLE y SG similar a
la basada en 5-FU/LV en bolo. Ademas, apreciaron que los tratamientos eran
equitoxicos y bien tolerados [86]. Por otra parte, otros autores indican que esta
terapia es mas segura que la terapia mediante bolo de 5-FU/LV en CCR

metastasico [87].
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5-FU/LV en infusién quincenal de 48 h: La principal diferencia de esta

terapia con el resto es el método de administracion, ya que se administra
mediante infusion intravenosa. En ensayos clinicos se observa una SG y SLE

parecida, pero inferior toxicidad que la terapia de 5-FU/LV en bolo [88-90].

Raltitrexed (Tomudex®). Este farmaco es un inhibidor de la timidilato

sintasa que actua como un citostatico promoviendo la fragmentacién del ADN y
la muerte celular [91]. No obstante, los ensayos clinicos realizados no indican
ventajas significativas frente a 5-FU/LV en bolo [92-94] y sdélo en algunos
estudios se ha observado una reduccion de los efectos secundarios (diarrea,
leucopenia, etc) [93]. Ademas en algunos ensayos clinicos se ha observado

que produce toxicidad hematoldgica y gastrointestinal [94].

Radioterapia: La radioterapia es una de las terapias no recomendadas
para CCR en el estadio Ill [61]. Estudios en fase lll, de pacientes en estadio Ill
indican que el uso de radioterapia no presenta diferencias en la SG o SLE
respecto al tratamiento sin radioterapia, presentando una mayor toxicidad los

pacientes tratados mediante quimioradioterapia (QRT) [95].

Otras terapias descartadas: Del mismo modo que la radioterapia, el

irinotecan (CPT-11), metotrexato, el interferon, la inmunoterapia, 5-FU
administrado en dosis altas e infusiones de 5-FU en vena porta o
intraperitoneales han sido descartadas para tratar el cancer de colon en estadio
[ [61].

1.1.8.4. Estadio IV o cancer de colon recidivante

El tratamiento de este estadio presenta multiples opciones tal y como

refleja el Instituto Nacional del Cancer [49].

La cirugia es especialmente aplicada cuando se detecta presencia de

metastasis hepaticas, lo que ocurre en un 50% de estos pacientes [96]. La
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reseccion de dichas metastasis aumenta de forma significativa la supervivencia
de los pacientes [97]. La seleccion de los pacientes para la reseccion se basa

en los siguientes criterios [49]:

e Numero limitado de lesiones.

e Lesiones con ubicacion intrahepatica.

e Ausencia de compromiso vascular importante.
e Enfermedad extrahepatica limitada o ausente.

e Reserva hepatica funcional suficiente.

Ademas, un tratamiento quimioadyuvante mediante infusién hepatica
cuando la metastasis es irresecable aumenta las posibilidades de éxito y de
aplicabilidad de la cirugia [98]. Cuando no es posible realizar la reseccion
quirargica, las alternativas son la ablacibn mediante criocirugia [99],
radiofrecuencia [100] y quimioembolizacion [101]. La quimioterapia adyuvante
después de la reseccion o ablacién tumoral mediante infusion arterial de
fluorodesoxiuridina [102,103] o 5-FU [104] previene la recidiva, aunque los

resultados son contradictorios respecto a la supervivencia [49,105].

Por otra parte, aunque la unica terapia potencialmente curativa para
estos pacientes es la cirugia, el desarrollo de regimenes quimioterapéuticos
complejos, que incluyen farmacos que comentamos a continuacién, han

mejorado los resultados clinicos (Tabla 2) [49].

Régimen Farmacos utilizados

FOLFIRI, Douillard Acido fdlico, 5-FU e irinotecan
XELOXy CAPOX Capecitabina y oxaliplatino
FOLFOXy FUFOX Oxaliplatino, leucovorin y 5-FU
FUOX 5-FU y oxaliplatino
IFL Irinotecan, 5-FU y leucovorin
XELIRI y CAPIRI Capecitabina e irinotecan

Tabla 2. Resumen de la composicion farmacoldgica de los distintos regimenes

para el tratamiento de los pacientes con cancer de colon en estadio IV.

45



Irinotecan: El irinotecan o CPT-11 (presente en varios regimenes como
FOLFIRI) ejerce su efecto citotdxico mediante la inhibicion del enzima nuclear
topoisomerasa | [106]. La funcidn principal de esta enzima es resolver
problemas estructurales asociados a la replicacion, recombinacion,
transcripcion del ADN y remodelacion de la cromatina mediante la realizacion
de cortes o nicks en el ADN [107]. En condiciones normales, los cortes
realizados al ADN son rapidamente reparados. Sin embargo, en presencia de
irinotecan la topoisomerasa forma un complejo covalente que ralentiza la
religacion de los huecos generados. De este modo, la enzima bloqueada choca
con la horquilla de replicacion produciendo roturas letales en la doble cadena
de ADN e induciendo la muerte celular [108]. Varios estudios en pacientes con
CCR en estadio tumoral Ill no muestran ventajas significativas de esta terapia
frente a otras [109]. Sin embargo, en estadios mas avanzados (estadio V)
[106,110], CCR recurrente [111] o en cancer de colon quimioresistente
irresecable [112], FOLFIRI o combinaciones con irinotecan arrojan resultados
satisfactorios. Cabe destacar que en este estadio también se usa FOLFOX

como terapia combinada con FOLFIRI [113].

Bevacizumab: Este anticuerpo tiene como principal funcion la inhibicion
de la angiogénesis mediante unién al vascular endotelial growth factor (VEGF)
[114]. VEGF es un elemento clave de la angiogénesis durante Ila
embriogénesis, pero también en el crecimiento de tumores [115]. VEGF
interactua con dos receptores con actividad tirosina quinasa, VEGFR-1 y 2.
Este anticuerpo se ha afiadido a multiples regimenes como IFL [116], FOLFOX
[117], FOLFIRI [118], XELIRI [119] mejorando los resultados.

Ziv-aflibercept y regorafenib: Ambos farmacos han sido aprobados

recientemente por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento
de CCR avanzado [49]. El Ziv-aflibercept actua uniéndose a VEGF-A, VEGF-B
y placental growth factor (PIGF) [120] y se ha afiadido a regimenes como
FOLFIRI, lo que ha mejorado la respuesta al tratamiento [121]. Por otro lado,
regorafenib es un inhibidor de mdultiples tirosinas quinasas incluyendo entre

ellas los receptores de VEGF [120]. Es el primer inhibidor de tirosinas quinasas
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que presenta un beneficio para los pacientes con CCR metastasico abriendo

las puertas a una nueva linea terapéutica [122].

Cetuximab: Cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico tipo 1gG1
que se une al epidermal growth factor receptor (EGFR) [123]. Existen
evidencias de que mejora el efecto de terapias como FOLFOX [124] y FOLFIRI
[125] en CCR metastasico. Del mismo modo, se ha observado que una parte
de la poblacion con CCR metastasico no responde como cabria esperar a este
farmaco. La busqueda de nuevos biomarcadores ha demostrado que
mutaciones en KRAS, BRAF, NRAS y PIK3CA afectan directamente la
respuesta al tratamiento [126]. Esto es debido a que KRAS es una proteina
citoplasmatica que se une a GTP. Esta unién promueve el retraso de la
senalizacion celular de proliferacion e inhibe la apoptosis actuando como un
oncogén. Las mutaciones en KRAS bloquean la actividad GTPasa vy
promueven la conformacién KRAS-GTP. De este modo, esta activada de forma
constitutiva la ruta RAS/RAF/MAPK que se encuentra por debajo de EGFR,
dejando de depender de su ligando como muestra la Figura 10. Por esta razon,
las terapias con cetuximab, que bloquean el EGFR, pasan a ser inocuas para el
tumor [127].

47



A) Ruta RAS salvaje

EGFR

MU

P SOS GDIN ‘./GTP\;

) e AP

GRB- RAS GTP RAS activado

B) Ruta RAS mutado

EGFR

g
SOS | GWV%;

A

RAS mutado

Figura 10. Ruta A. Con RAS salvaje, B. Con RAS mutado. Las mutaciones en
KRAS bloquean la actividad GTPasa y promueven la conformacion KRAS-GTP.
De este modo, esta activada de forma constitutiva la ruta RAS/RAF/MAPK que
se encuentra por debajo de EGFR, dejando de depender de su ligando

epidermal grow factor (EGF).
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El primer biomarcador analizado fue KRAS observandose que parte de
los pacientes con KRAS wild type, no respondian al tratamiento, por esta razén
se estan analizando nuevos marcadores y mutaciones que puedan actuar en la
ruta, tales como NRAS, BRAF, PIK3CA, EGFR y sus ligandos, Transforming
Growth Factor-A (TGFA), Amfiregulina (AREG) y Epiregulina (EREG) [128].

Panitumumab: Este es un anticuerpo monoclonal recombinante humano
tipo 1gG2 frente a EGFR. Al igual que cetuximab, este anticuerpo esta indicado
para el tratamiento de pacientes con cancer de colon metastasico que no
presentan el gen KRAS mutado. Del mismo modo, se ha combinado con
FOLFIRI, FOLFOX y otros farmacos observandose mejoras en la respuesta al

tratamiento [129].

1.1.9. CANCER DE RECTO: TRATAMIENTO SEGUN ESTADIO

El elemento esencial que determina el tratamiento del cancer de recto, al
igual que en el cancer de colon, es el estadio de la enfermedad [130], que

puede ser:

1.1.9.1. Estadio 0o |

Dada la poca profundidad de la infiltracion tumoral se recomienda la
microcirugia endoscopica transanal [49] en el caso de que haya riesgo de
recurrencia (T2) la QRT y exéresis total del mesorrecto con reseccion anterior

baja o reseccion abdominoperineal [130].

1.1.9.2. Estadio Il o Il

El tratamiento convencional es la QRT preoperatoria, con 5-FU [49,
60,130] o capecitabina [131], con escision mesorrectal total con reseccidn
anterior baja o abdominoperineal. También existe la opcion de realizar
quimiorradiacion posoperatoria en pacientes que no la recibieron en la fase
preoperatoria. Finalmente, es recomendable de 4 a 6 meses de quimioterapia
posoperatoria con 5-FU [49,60,130].
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1.1.9.3. Estadio IV

El tratamiento es equivalente al de cancer de colon (se considera como
CCR de forma indistinta) a excepcion de la parte de cirugia que es la propia de

la topologia de la region [49,60].

1.2. CANCER STEM CELL (CSC)

Los tejidos del organismo precisan de una continua regeneracion que es
llevada a cabo por las células madre [132,133]. La continua division de estas
células aumenta las probabilidades de acumular mutaciones que alteren los
mecanismos normales de division y proliferacion celular [134]. Estas
alteraciones implican cambios genéticos y epigenéticos que afectan a genes de
reparacion, genes supresores de tumores y factores de crecimiento (modelo de
Vogelstein) [135]. Este modelo explica la transformacion tumoral pero no la
complejidad y heterogeneidad del tumor [136]. Durante mucho tiempo, dos
modelos han intentado interpretar esta complejidad: el modelo estocastico y el

modelo jerarquico.

El modelo estocastico hipotetiza que todas las células que constituyen el
tumor son capaces de formarlo y que la heterogeneidad que se observa en la
poblacién tumoral depende de factores externos generados por el
microambiente y alteraciones genéticas aleatorias. De este modo, el tumor
estaria conformado por células genéticamente idénticas o clones [137], las
cuales podrian acumular mutaciones o se podrian ver afectadas por factores
extrinsecos y dar lugar a subclones que presenten distintas propiedades, como
la capacidad de metastatizar, la quimiorresistencia y/o radiorresistencia y la
mayor capacidad de proliferacion, obteniendo finalmente una poblacion

conformada por varios subclones (Figura 11) [138].
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Figura 11. Modelo estocéastico. Las condiciones ambientales, al igual que las
mutaciones aleatorias y la seleccion clonal, promueven la obtencion de

distintos subclones con diferentes propiedades.

El modelo jerarquico aplica el concepto de células madre cancerigenas
considerando éstas como una pequefia subpoblacibn que presenta
propiedades compartidas con las ceélulas madre, entre las que estan la
capacidad de diferenciacién y autorrenovaciéon. Algunos autores han llegado a
considerar la carcinogénesis como una organogénesis aberrante [136]. En este
modelo, una parte de las células que forman el tumor tienen capacidad
tumorogénica en ratones inmunodeficientes, presentan marcadores de
membrana especificos y pueden desarrollar los diferentes tipos celulares que

se encuentran en un tumor (Figura 12) [138].
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Figura 12. Modelo jerarquico. Segun este modelo, unicamente las CSC son

capaces de diferenciarse y dar lugar a los distintos tipos celulares que

conforman el tumor y mantener al mismo tiempo la capacidad de

autorrenovarse.

De este modo, las CSC presentarian tres caracteristicas basicas que las

definen [139]:

1. Capacidad de autorrenovarse de forma indefinida.
2. Capacidad de generar todos los tipos celulares que forman el tumor.

3. Presencia de marcadores especificos propios.
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La primera caracteristica asociada a la autorrenovacion es la divisién
asimétrica. Se ha observado que en las CSCs coexisten la divisién asimétrica,
en la cual a partir de una CSC se obtiene una célula CSC y otra célula no CSC
(fenédmeno propio de las células madre de tejido normal) y la division simétrica
por la cual se obtienen dos CSCs a partir de una célula CSC. De este modo, en
los tumores se observa un mayor numero de células CSCs que el que cabria
esperar de células madre no tumorales en tejido normal [140]. Por otra parte,
se piensa que las CSCs tienen un ciclo celular mucho mas pausado (parecido
al de las células madre), presumiblemente debido a que se encuentran en una
fase tipo Gy. Todo indica que las CSCs son una poblacion celular quiescente
[141]. Por ultimo, las CSCs presentan alteraciones en los mecanismos de
reparacion del ADN, como las telomerasas y los factores antiapoptoticos,
evitando de este modo la induccién de la apoptosis. Ademas, se ha observado
la sobreexpresion de un conjunto de transportadores tipo ATP-binding cassette
(ABC) que actuan frente a los farmacos utilizados en la terapia contra el
cancer, lo que favorece su quimiorresistencia [142] y se ha asociado a la
radiorresistencia, observandose marcadores sobreexpresados del tipo de
ALDH1, BMI1 y TGF-B [143]. Ademas, las CSCs se han correlacionado con la
presencia de células tumorales circulantes que promueven la metastasis
[144,145]. Este conjunto de propiedades sugieren que las CSCs son una
poblacién que favorece la reaparicion de la enfermedad y metastasis (Figura
13).
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Figura 13. CSC y recidiva. Al realizar el tratamiento, si no se eliminan las CSCs
se promueve la reaparicion de la enfermedad o recidiva. Si fuésemos capaces
de disenar una terapia que eliminase las CSCs se promoveria la desaparicion

del tumor.
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1.2.1. CANCER DE COLON Y CANCER STEM CELL

La mucosa del colon esta en continuo desgaste y regeneracion,
reemplazandose completamente en humanos a los 5 dias [146]. Para el
mantenimiento de la homeostasis del epitelio es necesaria la presencia de las
células madre intestinales, que se encargan de sustituir las células que van
desapareciendo mediante la proliferacion y diferenciacion [147]. Las células
madre coldnicas se encuentran en el fondo de las criptas de Lieberkuhn. Las
células madre proliferan y se diferencian, a medida que avanzan hacia el
exterior de la cripta, en las distintas células precursoras que daran lugar a los
distintos tipos celulares maduros: enterocitos, células caliciformes, células

enteroendocrinas y células de Paneth [148].

El proceso de diferenciacion (Figura 14) se ve afectado por el
microambiente intestinal a distintas alturas de la cripta mediante citoquinas,
factores de crecimiento e interacciones celulares [149] tales como Wnt, Notch y
Hedgehog, que controlan el equilibro entre la proliferacion, la diferenciacion, la

migracion y la renovacion celular [150].
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Figura 14. Proceso de diferenciacién en criptas Lieberkuhn en tejido de colon
normal. Las células madre dan lugar a los distintos tipos de células que forman
la cripta y a medida que avanzan a lo largo de ella se van diferenciando a los
distintos tipos hasta dar los colonocitos maduros. Wnt y Hedgehog promueven

el mantenimiento de la proliferacion.
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Se ha observado que para mantener la proliferacion e indiferenciacion
de las células de las criptas se requiere de la activacion de las cascadas Notch,
Wnt [133] y Hedgehog [136] (Figura 14). En primer lugar, Notch tiene un papel
critico regulando la comunicacion célula-célula durante la embriogénesis, la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis [151], actuando en la maduracion del
epitelio colorrectal. El receptor Notch interactua con ligandos anclados a
membrana, como los ligandos tipo delta (DLL) y Jagged. Esta interaccion entre
el ligando y el receptor promueve un proceso catalitico en el receptor, lo que
libera el dominio intracelular de Notch (NCID) al citoplasma dando lugar a la
transcripcion de genes como MYC y p21, entre otros [152]. Por otra parte, Wnt
tiene un papel fundamental en la autorrenovacion de las células madre que se
encuentran en las criptas del colon, interaccionando con la proteina de
membrana Frizzled (Fz) y pudiendo actuar mediante la ruta candnica o no
canodnica [153]. En la ruta candnica actuan elementos como APC o axina entre
otros; la interaccion Wnt-Fz promueve la no fosforilacion de APC y [(3-catenina,
lo que finaliza con la translocaciéon de la B-catenina del citoplasma al nucleo,
interactuando con TCF y promoviendo la transcripcién de genes de adhesién o
migracion como MYC, Ciclina D1, TCF-1, PPAR-6, MMP-7, Axina-2, CD44,
COX2, etc... [152]. Se ha observado que las CSCs requieren la sefializacién de
B-catenina para mantener el fenotipo tumorogénico [154]. En ultimo lugar,
Hedgehog (Hh) esta involucrado en la embriogénesis. Su mutacion promueve
procesos de tumorogénesis. Hh es liberado por la célula mediante Dispatched.
Hh se une a Ptch1 activando Smo que induce una cascada de elementos de la
familia Gli que finalizan en la transcripcion de los genes activados por la ruta
[152]. La alteracién de las rutas Wnt, Notch y Hedgehog esta intimamente
relacionada con el mantenimiento y proliferacion de las CSCs, permitiendo la

progresion del tumor [155].

En los ultimos anos han aparecido teorias que relacionan la
organogénesis con las CSCs. La teoria bottom-up defiende que la primera
célula en transformarse es una célula madre intestinal o colénica que sufre una
diferenciacion anémala y una alteracién de alguna de las rutas mencionadas. A
partir de esta se genera el resto del tumor, que se considera como una

“organogénesis aberrante”; por el contrario, la teoria top-down indica que el
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origen del tumor es una célula ya diferenciada, la cual se vuelve indiferenciada

y adquiere el role de célula madre cancerigena [136].

1.2.2. CSC Y SU RELACION CON LA RESISTENCIA A FARMACOS

Las CSCs se han asociado a multiples mecanismos de resistencia
incluyendo quimio [156] y radiorresistencia [143], lo que las convierte en una
poblacién que promueve la reaparicion de la enfermedad, progresion y
metastasis. Considerando la carcinogénesis como una organogénesis
aberrante, las CSCs conservarian propiedades de las células madre,
aumentando las posibilidades de autoconservacién del material genético [157-
159]. De este modo, los principales mecanismos de resistencia asociados a

esta poblacion son:

e Resistencia a la apoptosis mediante inhibidores de las caspasas o

moléculas antiapoptoticas como la survivina [160] y livina [161].

e MDR o multidrug resistance [162] asociada con las proteinas como P-
glicoproteina (P-gp), BCRP, MRP1 y MRP3 [163], entre otras, que

pertenecen a la familia ABC [156]. Estas actuan expulsando el farmaco

hacia el exterior celular mediante el gasto de ATP.

e Alteracion de los procesos de reparacion del ADN por enzimas como la
MGMT [164] o el sistema MMR [165].
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1.3. O6-METILGUANINA-ADN METILTRANSFERASA (MGMT)
1.3.1. MECANISMO DE ACCION DE MGMT

El ADN, a lo largo de los afos, tiende a acumular grupos metilo debido a
agentes alquilantes exogenos, lo que promueve el silenciamiento de los genes
evitando el proceso de transcripcion [166]. El principal mecanismo de
reparacion de este proceso es el enzima MGMT. Esta enzima elimina los
grupos metilo que se encuentran en la posicion O° de la guanina. MGMT
transfiere estos radicales a una cisterna interna inactivandola irreversiblemente.
De este modo, la capacidad de reparacion de lesiones en el ADN de una
célula, depende del numero de moléculas de MGMT y de la tasa de su sintesis
de novo [167,168] (Figura 15).

Agentes alquilantes
exdgenos

Og-Metil \guanina-DNA MGMT activo

e
‘

guania—DNA
’ DNA

Figura 15. Mecanismo de reparacion del ADN mediante el enzima MGMT.

CH3-MGMT inactivo

MGMT elimina los grupos metilo introducidos por agentes alquilantes

exogenos.
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Como consecuencia, la introducciéon de grupos metilo en las guaninas
del ADN (O°-metilguanina) promueven las transiciones de G:C a A:T en genes
como p53 [169], KRAS [170,171], PIK3CA [170,172] y hMLH1 [173] entre otros,
cuando no existe un mecanismo de reparacion como MGMT. Ademas, la O%
metilguanina favorece el emparejamiento erroneo de la metil-guanina con la
timina durante la replicaciéon del ADN, promoviendo roturas en la doble hélice e

induciendo la muerte celular por apoptosis (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de funcionamiento de MGMT. Cuando MGMT no esta
presente se acumulan grupos metilo, lo que favorece la generacion de nuevas
mutaciones como las transiciones de G:C a A:T. Se ha observado que MGMT
es un mecanismo de resistencia frente a agentes alquilantes, como la
temozolamida (TMZ) debido a que este elimina los grupos alquilo introducidos

por el farmaco.
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1.3.2. SILENCIAMIENTO EPIGENETICO: METILACION DE MGMT

La metilacion de las islas CpG que se encuentran en los promotores de
muchos genes es uno de los mecanismos asociados al silenciamiento
epigenético. Las islas CpG son regiones ricas en dinuclet6tidos formados por
citosina y guanina. La acumulacion de grupos metilo en estas regiones puede
dar lugar a la inactivacion de la expresion del gen o silenciamiento. Los genes
pueden encontrarse hipometilados e hipermetilados. Cuando se encuentran
hipometilados, los factores de transcripcion y las polimerasas pueden identificar
los puntos de inicio de transcripcidon génica. Sin embargo, cuando se
encuentran hipermetilados no los reconocen e inducen la represion

transcripcional (Figura 17) [166].
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Figura 17. Silenciamiento epigenético de MGMT. A. Promotor no metilado:
Cuando el promotor de MGMT se encuentra no metilado los distintos factores
de transcripcion se pueden unir, por lo que la ARN polimerasa puede transcribir
MGMT. B. Promotor metilado: Sin embargo cuando el promotor de MGMT se
encuentra metilado los factores de transcripcién no se pueden unir al promotor,

por lo que no se une la ARN polimerasa y no se transcribe MGMT.
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Uno de los genes asociados a este proceso codifica para la proteina
MGMT. Cuando este gen se encuentra hipermetilado se reduce la expresion de
MGMT [166]. En estudios previos, se ha observado que el silenciamiento de
MGMT puede favorecer una mejor respuesta frente al tratamiento con agentes
alquilantes, como la TMZ, en pacientes con glioblastoma (GBM) [167,174-176].
Esto se explica debido al efecto opuesto entre la TMZ y MGMT (Figura 18). Del
mismo modo, se ha observado que la expresion de MGMT genera
radiorresistencia en pacientes con GBM, teniendo mejor prondstico aquellos

pacientes con el gen silenciado [167,168].
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Figura 18. MGMT como mecanismo de resistencia frente agentes alquilantes.

<
w.

TMZ

A. Cuando se expresa MGMT en la muestra tumoral ésta elimina los grupos
metilo introducidos por la TMZ. B. Sin embargo, cuando MGMT no se

encuentra en el tumor se acumulan los grupos metilo induciendo la apoptosis.

62



1.3.3. METILACION DEL ADN Y CARCINOGENESIS

El proceso de metilacion puede afectar directamente a la transcripcion
del gen o indirectamente modificar la estructura de la cromatina. La
incorporacion de los grupos metilo en las islas CpG puede ser un fenbmeno
estable el cual se hereda mediante la seleccion clonal [179]. Por otra parte, la

hipometilacion primaria se ha asociado al proceso neoplasico [180].

De este modo, en la carcinogénesis parece haber una secuencia de

procesos asociados a la metilacién del promotor.

e Hipometilacién de la heterocromatina.

e Hipermetilaciéon de la islas CpG de genes especificos.

La transferencia y mantenimiento de los grupos metilo a lo largo de las
divisiones celulares se lleva a cabo mediante los enzimas ADN metiltransferasa

(DNMT) de novo y de mantenimiento [181].

1.3.4. O6-METILGUANINA-ADN METILTRANSFERASA (MGMT) EN
CANCER DE COLON

El papel de MGMT en la tumorogénesis del CCR es complejo y aun no
esta bien caracterizado. La metilacion de MGMT se ha detectado en las criptas
aberrantes [182] y en estadios avanzados de la enfermedad [183], no
pudiéndose establecer claramente en qué etapa de la carcinogénesis sucede.
A pesar de ello, muchos autores han observado que el proceso de metilacion
del promotor de MGMT esta asociado al cancer, no apreciandose este proceso
en el tejido normal circundante del tumor o en pacientes sanos [184-187]. Lo
que parece demostrado es que la metilacion y la ausencia de la proteina
MGMT predisponen al desarrollo del cancer de colon [188]. MGMT podria estar
asociado a la ruta de inestabilidad cromosdmica (CIN) o al fenotipo metilador
de las islas CpG (CIMP). De este modo, la pérdida de expresion de MGMT por
metilacién se podria asociar al CIMP, el cual a su vez esta relacionado con

mutaciones en BRAF y a la MSI [189,190]. Por otra parte, la pérdida de
63



expresion de MGMT se asocia a la acumulacion de transiciones de G:C a A:T
en genes como p53 [169], KRAS [170,171], PIK3CA [170,172] y hMLH1 [173] lo
que implica una actuacion sobre la ruta CIN. A pesar de todas las evidencias
de que MGMT juega un papel importante en la carcinogénesis, ninguno de los
estudios anteriores ha mostrado una relacién determinante con el prondstico,
tanto a nivel de expresion de proteina como de estado de metilacion del
promotor [170, 191,192].

Por otra parte, esta bien establecido que en pacientes tratados con
agentes alquilantes, MGMT tiene un papel relevante en la prediccion de la
respuesta al tratamiento. Sin embargo, 5-FU no actua como agente alquilante.
Estudios previos in vitro en lineas celulares de CCR (LoVo y RPMI-4788) han
demostrado una reduccion de la expresion proteica después del tratamiento
con 5-FU. Su mecanismo de accion es desconocido. No obstante, la reduccion
de la expresion proteica de MGMT en estas lineas mediante O6-benzilguanina
aumenta su sensibilidad al farmaco, lo que indica su papel relevante en el

tratamiento [193].

1.4. GLICOPROTEINA PROMININA 1 (CD133)

CD133 (PROM 1) es un polipéptido de una sola cadena de 865
aminoacidos, con un peso molecular de 92 a 97 kD dependiendo de la isoforma
[194,195]. El gen CD133 codifica para una glicoproteina con 5 dominios
transmembrana que presenta un extremo N-terminal extracelular y un extremo
C-terminal citoplasmatico y dos grandes bucles extracelulares con ocho sitios
de N-glicosilacion [194,195] (Figura 19). Inicialmente, esta proteina de
membrana se asocié a las células madre hematopoyéticas humanas [194,196],
y mas adelante a células madre neuronales [197-199]. En los ultimos afios se
ha asociado este biomarcador a las cancer stem cells en tumores del sistema
nervioso central [200], pulmén [201], higado [202], pancreas [203] y colon [204]
entre otros. Su relevancia ha llevado a la sintesis de anticuerpos contra
diferentes regiones, incluyendo la region E3 del dominio extracelular (CD133/1

de Miltenyi) y el dominio C3 en la region citoplasmatica (ab19898 de Abcam).
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Figura 19. Estructura molecular de CD133. La proteina CD133 dispone de 5

Dominio citoplasmaético

pasos transmembrana y varios sitios de glicosilacion. Los anticuerpos pueden
reconocer estos sitios de glicosilacion, como el anticuerpo CD133/1, o pueden
reconocer la region C-terminal en el dominio citoplasmatico como el anticuerpo
ab19898.

Por otra parte, a nivel transcripcional se ha observado que CD133 es
bastante complejo. En un estudio sobre la regulacion transcripcional del gen
CD133 se observo la presencia de 9 exones en la region sin traducir (5-UTR) lo
que permitia la aparicion de 7 isoformas producidas por splicing alternativo del
acido ribonucleico mensajero (ARNm) y cuya expresion es dependiente del
tejido y regulada por el estado de metilacién [205]. Ademas se aprecié que las
diferentes isoformas se expresan en multiples regiones y tejidos, existiendo
variacion en los niveles de expresion en las distintas lineas celulares, lo cual

podria depender, entre otras cosas, del nivel de diferenciacién celular [206].

65



1.4.1. CD133 Y CANCER DE COLON

O'Brien y cols. [204] y Ricci y cols. [207] fueron los primeros en analizar
las CSCs en tumores colorrectales. En los dos estudios se aprecié que la
poblacién CD133+ era capaz de originar de novo el tumor una vez inyectada en
ratones inmunodeficientes. La poblacion CD133+ presentaba una morfologia
esferoide y mostraba marcadores asociados a la quimiorresistencia [208]. Otros
estudios, sin embargo, demostraron que tanto la poblacion CD133+ como la
poblacion CD133- era capaz de formar tumores en ratones inmunodeprimidos
[209]. Se ha observado expresion de este marcador en CCR, tanto en lineas
celulares como en pacientes, asociandose a procesos como la SG en
pacientes [210]. Ademas de CD133, existen otros biomarcadores como CD44,
CD24, CD29, Lgr5 y CD166 usados en los ultimos afios para aislar las CSCs, a
pesar de lo cual, CD133 sigue siendo el biomarcador mas utilizado para la
deteccidn y aislamiento de este tipo celular [211].

1.4.2. LOCALIZACION DE CD133

CD133 se localiza en la membrana; no apreciandose tincion del
citoplasma o nucleo [212]. Esta distribucion restringida en las estructuras de
membrana ha hecho que se asocie al colesterol [213]. Todo esto hace pensar
que podria jugar un papel importante en el mantenimiento de la organizacion
topoldgica de la membrana plasmatica [214]. No obstante, el papel funcional en

cancer es aun desconocido [215].

En el tejido tumoral se ha observado expresion de CD133 en la regiéon
endoluminal/apical de las glandulas de la regiéon tumoral, tifiendo en muchas
ocasiones los restos celulares en su interior (Figura 20). La tincion esta pues
completamente polarizada [210,216-218]. Algunos autores aprecian tincién de
la base de las criptas coldnicas en tejido normal, pudiéndolo asociar a las stem

cell del intestino en tejido normal [216,219].
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Figura 20. Tincion de CD133 en tejido tumoral coldnico. A. Tincién positiva: se

puede apreciar una clara tincion de la region endoluminal de las glandulas
tumorales. B. Tincidon negativa.
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1.4.3. DETECCION DE CD133

Los anticuerpos utilizados para la deteccion de CD133 se dirigen frente a
los epitopos 1 (CD133/1) y 2 (CD133/2), siendo el mas usado el epitopo 1
(CD133/1) [220]. Los principales anticuerpos frente a este epitopo son C24B9
de Cell Signaling, AC133 de Miltenyi Biotech y anti-CD133 de Santa Cruz
Biotechnology. Estudios previos muestran que no existen diferencias
significativas entre el marcaje logrado a través del uso de los distintos
anticuerpos [210]. A pesar de que se ha observado que CD133 no es un
marcador exclusivo de las CSCs expresandose en células ya diferenciadas, es
necesario mencionar que el proceso de diferenciacion de las CSCs se ha
asociado a una reduccién del reconocimiento de CD133 como consecuencia de
procesos de enmascaramiento del epitopo. Este enmascaramiento podria ser
debido a la dglicosilacion diferencial entre las CSCs y las células ya
diferenciadas, lo que favorece la formacion de estructuras terciarias o la unién
de otras proteinas impidiendo la formacién del complejo antigeno-anticuerpo
[220]. En condiciones ideales seria bueno acompanar este biomarcador de
otros como CD24, CD29, CD44 [211, 220], a pesar de lo cual es aceptado su

uso para la detecciéon de las CSCs en CCR.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos principales de este estudio son:

1. Determinar el estado de metilacion del promotor del gen MGMT en

pacientes con CCR y establecer su posible valor como factor pronéstico.

2. Determinar los niveles de expresion de ARNm y de expresion proteica
de MGMT en pacientes con CCR, establecer la correlacion entre ellos, la
correlacion con el estado de metilacion del promotor del gen MGMT y su

posible valor como marcador prondstico
3. Determinar los niveles de expresion de ARNm y de expresion proteica
de CD133 en pacientes con CCR, establecer la correlaciéon entre ellos y

su posible valor como marcador prondstico

4. Determinar la posible correlacion entre MGMT y CD133 en pacientes

con CCR y establecer su valor prondstico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ESTUDIOS IN VITRO
3.1.1. MATERIAL
Los estudios in vitro se llevaron a cabo utilizando lineas celulares

derivadas de CCR: HCT116, HCT15, HT29, T84, SW480 y RKO vy la linea

celular transformada de colon CCD18co. Dichas lineas fueron obtenidas del

Centro de instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada y de la
American Type Culture Collection (ATCC) (Tabla 3).

Linea . . Tipo de .
celular Organismo Morfologia crecimiento Patologia
ccDigco oMo fibroblast dherent Tejid |
sapiens ibroblasto adherente ejido norma
Homo o :
HT?29 sapiens epitelial adherente Adenocarcinoma
Homo 5 Adenocarcinoma,
SW480 sapiens epitelial adherente estadio |
Homo Y Adenocarcinoma,
HCT15 sapiens epitelial adherente estadio 111
Homo Y Carcinoma (metastasis
T84 sapiens epitelial adherente oulmonar)
HCT116 Homo itelial dherent Carci
sapiens epitelia adherente arcinoma
Homo 5 .
RKO sapiens epitelial adherente Carcinoma

Tabla 3. Caracteristicas de las lineas celulares derivadas de CCR y la linea

celular transformada de colon.
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3.1.2. METODOS

3.1.2.1. Cultivo celular y criopreservacion

Todas las lineas celulares se cultivaron en medio de Dulbecco
modificado de Eagle (DMEM) (Sigma-Aldrich Chemical Co., EE.UU.)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10 %, 40 mg/ml de gentamicina y
500 mg/ml de ampicilina (Antibidticos SA, Espafa). Todas las células se
sembraron en frascos de cultivo para su mantenimiento y en placas de 96
pocillos para las diferentes experiencias llevadas a cabo (ver después) y se
mantuvieron a 37,0 £ 0,5 ° C en una atmdsfera humidificada de 5 % de CO, en
aire. Para su conservacién a largo plazo, las células fueron congeladas en

criotubos utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% en medio de cultivo.

3.1.2.2. Determinacién de la metilacion del promotor de MGMT

3.1.2.2.1. Pretratamiento de ADN con bisulfito sédico

El estado de metilacion del promotor de un gen o una secuencia de ADN
se puede determinar mediante el pretratamiento con bisulfito sédico y una PCR
especifica de metilacion (MSP). La incubacién del ADN diana con bisulfito
sédico da lugar a la conversion de los residuos no metilados de citosina en
uracilo, dejando las citosinas metiladas sin cambios (Figura 21A). La reaccion
se lleva a cabo cuando la citosina no metilada reacciona con el bisulfito para
formar un producto intermedio de la reaccion, la citosina sulfonada, la cual es
susceptible de experimentar una desaminacion dando como resultado un
uracilo sulfonado. En el proceso de desulfonacion, el uracilo es desulfonado
bajo condiciones alcalinas mediante el desulfonation buffer (BD) dando lugar

finalmente a un uracilo (Figura 21B).
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Figura 21. Pretratamiento de ADN con bisulfito soédico. A. Mecanismo de
accion del bisulfito sédico dependiendo del estado de metilacion de la
secuencia de ADN. Cuando se encuentra el ADN metilado no sufre cambios,

sin embargo cuando estd no metilado se sustituyen las citosinas (C) por
uracilos (U) lo que modifica el primer necesario para su amplificacion mediante

MSP. B. Mecanismo de desulfonacion de los uracilos.
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Para el analisis del estado de metilacion del promotor de MGMT se
utilizaron QIAamp DNA Mini Kit para el aislamiento del ADN, y Qiagen bisulfite
epitect kit para el pretratamiento con el bisulfito, siguiendo el protocolo del
fabricante. Para la MSP, en el proceso del disefio de los primers hay que
considerar que este uracilo tendria el comportamiento de apareamiento de la
timina, sin embargo la 5-metil-citosina, al no sufrir cambios, tendria el
comportamiento de apareamiento propio de la citosina (C). De este modo, el
tratamiento con bisulfito permite diferenciar las secuencias metiladas y las no
metiladas. Este proceso se llevd a cabo partiendo de 2 pg de ADN de cada
muestra. Aplicamos el protocolo Sodium Bisulfite Conversion of Unmethylated
Cytosines in DNA Isolated from FFPE Tissue Samples segun las instrucciones
del fabricante (Epitect® Bisulfite Handbook September 2009).

3.1.2.2.2. Protocolo de conversion del ADN mediante bisulfito sédico

Descongelar el ADN en hielo.

e Disolver las alicuotas necesarias del mix de bisulfito para procesar las

muestras anadiendo 800 ul de agua libre de RNasas en cada alicuota.

e Vortear el bisulfito hasta que la mezcla esté completamente disuelta (hasta

5 min).

e Preparar la reaccion con bisulfito en tubos de PCR de 200 pl de acuerdo

con la Tabla 4:

Componente Volumen/reaccién
Solucion de ADN (1 ng-2 ug) Variable (maximo 20 pl)
Agua libre de RNasas Variable
Mix de bisulfito 85 ul
DNA protect buffer 35
Volumen total 140 pl

Tabla 4. Componentes de la reaccién del bisulfito.
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e Vortear la mezcla durante 15 segundos. Almacenar los tubos a temperatura

ambiente (15-25°C). Al afiadir el DNA Protect Buffer se produce un viraje de

color azul a verde, indicando que el pH es el adecuado para la reaccion.

e Realizar la conversion del ADN mediante bisulfito aplicando los ciclos de

temperatura que muestra la Tabla 5.

Pasos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 5 min 95°C
Incubacion 25 min 60°C
Desnaturalizacion 5 min 95°C
Incubacién 85 min 60°C
Desnaturalizacién 5 min 95°C
Incubacion 175 min 60°C
Conservar 0 20°C

Tabla 5. Ciclos aplicados al producto de bisulfito.

3.1.2.2.3. Lavado del ADN convertido mediante bisulfito

e Una vez que la conversion de bisulfito se ha completado, centrifugar
brevemente los tubos de PCR que contienen las reacciones de bisulfito y
transferir el volumen completo a tubos de 1,5 ml. La transferencia de

precipitados en la solucion no afecta al rendimiento de la reaccion.

e Anfadir 310 pl de Loading buffer (BD). Mezclar las soluciones mediante
vortex y realizar un centrifugado rapido durante unos segundos (sin carrier
ARN).

e Anadir 250 pl de etanol 100% y mezclar las soluciones mediante vortex
durante 15 segundos y dar un breve golpe de centrifuga para eliminar las

gotas del interior de la tapa.
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Pasar las soluciones obtenidas en el paso anterior a columnas spin de

Epitect.

Dejar durante un minuto la columna a temperatura ambiente para que
penetre bien la disolucion y centrifugar a maxima velocidad durante 1

minuto. Descartar el eluido y recuperar el tubo colector.

Anadir 500 ul de wash buffer (BW) a cada columna y centrifugar a maxima

velocidad durante 1 minuto. Desechar el eluido y recuperar el tubo colector.

Anadir 500 ul de buffer BD a las columnas e incubar durante 15 minutos a
temperatura ambiente (15-25°C). Si el buffer BD forma precipitados no se
debe utilizar para la columna. La botella que contiene tampon BD vy las
columnas deben cerrarse inmediatamente después de su uso para evitar la

acidificaciéon por didéxido de carbono del aire.

Centrifugar las columnas a maxima velocidad durante 1 minuto. Desechar el

eluido y recuperar el tubo colector.

Anadir 500 pl de buffer BW para cada columna y centrifugar a maxima

velocidad durante 1 minuto. Desechar el eluido y recuperar el tubo colector.
Repetir el paso anterior de lavado.

Colocar las columnas con el ADN en tubos de 2 ml sin tapa que se van a
utilizar a modo de tubos colectores y centrifugar las columnas a maxima

velocidad durante 1 minuto para eliminar cualquier liquido residual.

ARadir 40 ul de elution buffer (EB) en el centro de cada membrana. Eluir el

ADN purificado por centrifugacion durante 1 minuto a 12.000 rpm.
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El resumen del protocolo se encuentra ilustrado en la Figura 22.

DNA @ Epitect bisulfite mix
Reaccion bisulfito
Termociclador

DNA modificado sulfonadoi

i % Unién DNA-columna

Lavado y buffer de desulfonacién

DNA modificado desulfonado %

DNA modificado @ % @

Figura 22. Conversion del ADN mediante bisulfito sédico.
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3.1.2.2.4. PCR especifica de metilacion (MSP)

La alteracion del estado de metilacion de las islas CpG es uno de los
procesos que ocurre en los promotores de los genes implicados en los
mecanismos de reparacion o divisidon celular. La MSP es la técnica mas
utilizada para determinar el estado de metilacion de estas islas CpG. Mediante
esta técnica se amplifican las regiones del promotor de ADN pretratadas con

bisulfito, visualizandolas mediante el uso de geles de agarosa.

Los primers disefiados para analizar el promotor del gen MGMT
amplifican el promotor de MGMT metilado (M) y no metilado (UM) (Figura 23A)
pudiendo observar, a nivel molecular, tres posibles resultados: muestras no
metiladas (con una banda en UM), muestras parcialmente metiladas (con
banda en UM y M) y muestras hipermetiladas (con banda unicamente en M).
Por otra parte, para la amplificacion del promotor de CD133 se utilizaron los

primers descritos en la Figura 23B.

A

Primers para el promotor de MGMT no metilado (UM)
Forward 5-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3’
Reverse 5-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3’

Primers para el promotor de MGMT metilado (M)
Forward 5-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’
Reverse 5-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’

Primers para el promotor de CD133 no metilado (UM)
Forward 5'-TTTGGGATAGAGGAAGTTGTAA-3,
Reverse 5'-CTCCCACCCTAATCACCACT-3,

Primers para el promotor de CD133 metilado (M)
Forward 5'-TTCGGGATAGAGGAAGTCGTAA-3'
Reverse 5'-CTCCCGCCCTAATCACCGCT-3'

4

Figura 23. Primers disefiados para MSP de los genes MGMT y CD133. A.
Primers para el promotor de MGMT metilado (M) y no metilado (UM). B.

NS

Primers para el promotor de CD133 metilado (M) y no metilado (UM) [5].
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La PCR se realizd para cada muestra utilizando 5 pl de ADN pretratado
con bisulfito, al cual se le afadié un volumen final de 20 pl de Master mix
formada por: 14,25 pyl de agua libre de RNasas, 1 pyl de mix de
desoxinucledtidos 200 puM, 1,25 pl de REDTag® DNA Polymerase, 2,5 ul
REDTaq PCR Reaction Buffer y 1 ul de la mezcla de 1) primers forward y
reverse para MGMT metilado; 2) primers forward y reverse para MGMT no
metilado 3) primers forward y reverse para CD133 metilado o 4) primers

forward y reverse para CD133 no metilado.

Las condiciones de la MSP para la amplificacion de MGMT y CD133,

tanto para metilado como no metilado fueron las que muestran la Figura 24:

95°C 10
95°C 30” (desnaturalizacion)
58°C 30” (unién) 35 ciclos

72°C 30” (extension)
72°C 10’ (extension final)

94°C 5’
94°C 30” (desnaturalizacion)

B 60°C 30”(union) }43 ciclos
72°C 30” (extension)
72°C 7’ (extension final)

Y

Figura 24. Programa aplicado en el termociclador para la amplificacion del

N

promotor de MGMT y CD133 mediante MSP. A. Ciclos aplicados para la
amplificacion de secuencia metilada o no metilada de MGMT: Se aplicaron 95°C
durante 10’, y después 35 ciclos de 95°C durante 30", 58°C durante 30" y 72°C
durante 30” y finalmente se realizd la extension final aplicando 72°C durante
10’. B. Ciclos aplicados para la amplificacion de secuencia metilada o no
metilada de CD133: Se aplicaron 94°C durante 5, y después 43 ciclos de 94°C
durante 30”, 60°C durante 30” y 72°C durante 30” y finalmente se realizo la

extension final aplicando 72°C durante 7°.
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Para testar lo observado en bibliografia [5] se realizd previamente una
PCR de gradiente para determinar la temperatura de fusibn o melting
temperature (Tm) optima para la amplificacién. De este modo, se obtuvo que la

Tm Optima para la determinacion del estado de metilacion de CD133, tanto

metilado como no metilado, es 60°C (Figura 25).

hplV cd133 cd133 cd133 cd133 hplV

. M M uMm M uM M UM uMm -
"
s —— e r———-

Figura 25. Determinacion de la Tm para MSP de CD133. Como se aprecia en
la figura, podemos ver que la unica muestra que amplifica con ambos primers

sin presentar bandas inespecificas o smear de la banda es la expuesta a una

Tm de 60°C.
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3.1.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

El producto final de la MSP, tanto de MGMT como de CD133, se cargd
en un gel de agarosa al 2,5% con bromuro de etidio y se realizd la
electroforesis con una corriente de 75 V durante 1 hora y 15 minutos,
observandose: 1) en el caso de MGMT amplificados de 93 pares de bases (pb)
en las muestras UM y de 81 pb en las muestras M y 2) en el caso de CD133 se
observaron amplificados de 278 pb tanto para M como UM. Esto se verificd
cargando en un carril el marcador de peso molecular HyperLadder V o IV

(Bioline) dependiendo del tamafio molecular del amplificado a analizar.

Finalmente, se visualizaron y fotografiaron los geles mediante el
transiluminador de BIORAD vy el programa informatico Quantityone (Figura 26).

Figura 26. Esquema del proceso de visualizacion de geles. El sistema de
documentacion de geles BIORAD y el software Quantityone nos permitio la

visualizacion, lectura y cuantificacion de la luz emitida por las bandas de ADN.
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3.1.2.4. Expresion de ARN en lineas celulares
3.1.2.4.1. Extracciéon del ARN
Para la determinacion del nivel de expresion del ARNm se realizd la

extraccion del ARN de las lineas celulares mediante el RNeasy Mini Kit de

Qiagen segun las recomendaciones del fabricante (Figura 27).

Etanol + buffer
S RNA-columna [LSxLavados

O O Fase acuosa
8 O O - % Interfase m i » % #%
O O Fase organica

Columna RNA total

Figura 27. Resumen del protocolo de extraccion de ARN. En primer lugar se
homogenizaron mecéanicamente las células y se les afiadié Trizol®. A
continuacion se eluyé con cloroformo formando tres fases: fase acuosa,
interfase y fase organica. Se aspird la fase acuosa afadiéndole etanol y buffer

y se pasoé a la columna, facilitandose la interaccion ARN-columna. Finalmente,
se sometid la columna a varios lavados mediante distintos buffers. Una vez

limpio el ARN, se eluyé mediante agua libre de RNasas.

Para la determinacion de la calidad se analizd la integridad del ARN
mediante la medicion del RNA integrity number (RIN), usando el bionalizador
2100 de Agilent a través del RNA 6000 Nano assay kit (Agilent Technologies,

Espafia, Las Rozas). Todos los valores obtenidos fueron superiores a 7. El
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, EE.UU., Wilmington)

fue utilizado para la cuantificacion del ARN.
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3.1.2.4.2. Retrotranscripcion
El proceso de retrotranscripcion (RT) se realizd mediante Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLVRT) a partir de 1,5 ug de

ARN.

El protocolo de RT que se sigui6 fue:

Anadir solucién de retrotranscripcion 1

1 ul ANTP mix (10 mM)

1 ul primer oligodT ([final] 1-5 uM)

X ul ARN (1,5 pg)

X ul agua libre de RNasas (hasta 10 pl)
10 pl

Incubar a 70°C durante 10 minutos.

Retirar del termociclador y poner en hielo durante 5 minutos.

ARadir solucién de retrotranscripcion 2

2 ul de Buffer MMLV RT 10x

1 ul M-MLVRT (enzima)

0,5 ul RNA inhibitor

6,5 ul Agua libre de RNasas
10 i+ 10 pl = 20 pl finales

e Incubar a 37°C durante 50 minutos y durante 10 minutos a temperatura

ambiente, obteniendo el producto final ADNc.

e Al volumen final se le anadieron 30 ul (50 ul finales) de agua libre de
RNasas. Para la realizacion de la PCR se cogieron 5 pl del producto final

para cada PCR. De este modo utilizamos 150 ng por PCR.
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3.1.2.4.3. RT-PCR

Finalmente, el producto de la RT (ADNc) se utilizd para llevar a cabo la

PCR. Para cada 5 ul de ADNc de muestra se anadié la master mix que se

muestra a continuacion:

12,5 yl de REDTagReadyMix (Taq polimerasa, MgCl, y buffer de reaccion)
1 pl de primer (mix de reverse y forward)
5 yl de ADNc (producto de la RT)

6,5 ul de agua libre de nucleasas

25 pl finales

Las condiciones en la PCR para MGMT consistieron en: 5 minutos a 94°C para
la desnaturalizcion inical, seguido de 35 ciclos a 94°C (30 segundos), 60°C (30
segundos) y 72°C (30 segundos) y finalmente, elongacién durante 7 minutos a
72°C. Del mismo modo, las condiciones en la PCR para CD133 establecidas en
el termociclador consistieron en: 5 minutos a 94°C para la desnaturalizacion
inical, seguido de 35 ciclos: 94°C (30 segundos), 55°C (30 segundos) y 72°C.
(60 segundos) y finalmente, elongaciéon durante 7 minutos a 72°C. Los primers

utilizados se muestran en la Figura 28.
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Primers para RT-PCR de MGMT
MGMT forward: GTTCCCCGTGCCGGCTCTTC [ 259 pb
MGMT reverse: TCACGGCCAGTCCTCCGGAG

Primers para RT-PCR de GADPH
GAPDH forward: TCCCCACTGCCAACGTGTCAGTG 267 pb
GADPH reverse: ACCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCG

Primers para RT-PCR de CD133 ‘
CD133 RT sense 5-CTGGGGCTGCTGTTTATTATTCTG-3' 336 pb
CD133 RT antisense (5-ACGCCTTGTCCTTGGTAGTGTTG-3,

Primers para RT-PCR de B-actina

B-actina sense: 5 GGCATCCTCACCCTGAAGTA 3 82 pb

B-actina antisense: 5 AGGTGTGGTGCCAGATTTTC 3’ j
A

Figura 28. Primers para la RT-PCR de A. MGMT y GADPH y B. CD133 y (-
actina [5]. Para cada muestra se realizdé la PCR para la B-actina o GADPH
como control de carga.

3.1.2.5. Exposicion de cultivos celulares a tratamientos con 5-
fluorouracilo

Medicién de viabilidad celular: obtencién de ICs

Para la obtencion de la ICsy de todas las lineas celulares se sembraron
de 6.000 a 8.000 ceélulas/pocillo en placas de 24 pocillos y se expusieron a
concentraciones crecientes de farmaco, realizando los ensayos por triplicado y
dejando espacio para controles negativos y controles de citotoxicidad de la
soluciéon vehicular del farmaco. Los rangos de concentracion del farmaco
utilizados para la determinacién de la ICsy basal variaban dependiendo de la
sensibilidad observada en bibliografia o experiencias previas abarcando desde
1 a 250 uM.
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Células_en_monocapa: después de 72 horas de exposicion se elimind el

medio por inversion, descartando las células muertas. Se fijaron las células
adheridas mediante &cido tricloroacético (TCA) (Sigma Aldrich) frio al 10%.
Para eliminar los restos de TCA se realizaron 3 lavados y se dejaron secar las
placas. Para la tincion de las células adheridas se utilizd una solucion de
sulforrodamina B al 0,4% en &cido acético al 1% y se eliminé el excedente
mediante 3 lavados con acido aceético al 1%, dejandose secar durante 24
horas. Finalmente, para liberar el colorante y cuantificarlo se afadié TrisBase a
pH 10,5 y se resuspendié enérgicamente. La lectura de la absorbancia se
realizd a 492 nm mediante el Ascen Software Multiskan* EX Microplate

Photometer (Thermo Scientific, Espafa).

Células en suspension: en el caso de los ensayos con CSCs (células en

suspension) (ver posteriormente) a las 72 horas se afiadid 20 ul de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (10 mg/ml) por
pocillo y se incubé durante 4 horas. Para eliminar el excedente de MTT en
suspension se centrifugd a maxima velocidad durante 20-30’, eliminando el
sobrenadante y dejando secar a temperatura ambiente o en estufa. Una vez
eliminados los restos de MTT en suspension se afiadieron 200 ul de DMSO por
pocillo resuspendiendo bien las sales. En ultimo lugar, se realiz6 la lectura de

las placas a 570 nm mediante Thermo Scientific Multiskan EX.

Obtencion de ARN después de exposicion a dosis ICsg durante 72 horas

Los cultivos celulares fueron expuestos a la dosis de farmaco
correspondiente a su ICsy durante 72 horas y a dosis superiores. Tras el
tratamiento se obtuvieron muestras de ARNm (ver previamente) y fueron
sometidas a RT-PCR (tal y como se ha descrito anteriormentr) para analizar los

cambios en los niveles de expresion de MGMT y CD133.
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3.1.2.6. Enriquecimiento de Cancer Stem Cells

Para realizar el enriquecimiento de las CSCs, se probaron varios medios
representados en la Tabla 6, utilizando finalmente el medio RPMI-1640
suplementado (SIGMA). Las diferentes lineas celulares se mantuvieron en el

medio de enriquecimiento de CSCs durante 8 dias.

Tabla 6. Composicién medios para CSC

1. NSC medium (neural stem cell medium) (GIBCO)
EGF (5 ng/ml)
FGF (5 ng/ml)
Antibiético (1%)
2. HAM F12 mixture (SIGMA)
EGF(5 ng/ml)
FGF(5 ng/ml)
B27
Antibiético (1%)
3. NSC medium (neural stem cell medium) (GIBCO)
EGF(5 ng/ml)
FGF(5 ng/ml)
B27
Antibiético (1%)
4. Medio Knockout (GIBCO)
EGF(4 ng/ml)
FGF(6 ng/ml)
Suplemento neuronal
Glutamina (2 mM)
Antibiético (1%)
5. Medio RPMI-1640 suplementado (SIGMA)*
HEPES (25 mM)
Glutamina (2 mM)
EGF(4 ng/ml)
FGF(10 ng/ml)
Insulin (10 pg/ml)
Transferrin (5.5 pg/mL)
Sodium selenite (5 ng/ml)
Antibiético (1%)

*Medio utilizado
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Se procedié a la extraccion del ARN total de las lineas celulares (ver
previamente) bajo condiciones de medio de enriquecimiento de CSCs a los 4 y
8 dias. Debido a las caracteristicas propias de las CSCs se considerd6 como
CSCs la fraccion en suspension. Como control se utilizd la misma linea celular
mantenida en DMEM suplementado con FBS. Para poder comparar la
poblacién en suspension respecto a la que se mantenia en monocapa, también
se analizaron las células que permanecian en monocapa a los 8 dias. Se

pudieron obtener las siguientes muestras:

e ARN de linea celular en DMEM enriquecido con FBS.
e ARN en medio de seleccién de CSCs a los 4 dias en suspension.
¢ ARN en medio de seleccion de CSCs a los 8 dias en suspension.

¢ ARN en medio de seleccion de CSCs a los 8 dias en monocapa.

3.1.2.7. Estudio de expresién de ARNm mediante PCR cuantitativa (QPCR)

Los niveles de expresion de MGMT y CD133 fueron determinados
mediante qPCR, la cual fue realizada utilizando el producto de RT previamente
obtenido y el sistema Applied real time pcr biosystem. Se us6 como house-
keeping o control de carga el GADPH y como gen diana CD133 o MGMT,
aplicandose por cuadruplicado en placas de 96 pocillos. La mezcla de reactivos

para llevar a cabo la reaccién fue:

e 9 ul de ADNc diluido.
e 1 pl de tagman primer de GADPH o CD133 de Applied biosystem.
e 10 pl de Master mix de Applied biosystem.

Se utilizé el software StepOne™ Real-Time PCR Systems de Applied
Biosystems para el andlisis de los resultados que fueron expresados en forma
de AACt (doble diferencial: AA, de cycle threshold: Ct, que corresponde al
numero de ciclos necesarios para cruzar un umbral de fluorescencia especifico
generado por el amplificado de la PCR). Este valor se obtiene en primer lugar,
normalizando los valores Ct obtenidos de un amplificado problema respecto al

Ct del control de carga: GADPH, dando el ACt y en segundo lugar
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normalizando esta ACt usando una ACt de una muestra referencia obteniendo
la AACt (Figura 29). Hay que tener en cuenta que en esta parte del estudio

siempre se usé como ACt de referencia la linea basal siendo asi considerada

con un valor estandar de 1 fold.

Figura 29. Resumen calculo ACty AACt

Para la realizacion del estudio de gPCR, cada pocillo contenia
aproximadamente 20 ng de ADNc retrotranscrito en 20 ul de TagMan Universal
PCR Mastermix y TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Life
Technologies). Cada muestra fue analizada mediante TagMan® Gene
Expression  Assays para MGMT  (Hs01037698 m1) y  CD133
(Hs01009250_m1).

3.1.2.8. Exposicion de Cancer Stem Cell al agente 5-Fluorouracilo

Se determind la 1C5y del 5-FU en las CSCs de la forma descrita
previamente en las lineas celulares SW480 y RKO, considerando que

presentan crecimiento en suspension.

La poblaciones enriquecidas en CSCs fueron sembradas en placas de
96 pocillos en un volumen final de 190 pl/pocillo. En paralelo, se sembraron las
lineas celulares basales sin medio de induccion, realizandose el estudio de
viabilidad siguiendo la misma metodologia. El numero de células que se

sembraron se muestra en la Figura 30.
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1. RKO en medio de enriquecimiento de CSC: 17.000 células/pocillo
2. RKO en medio DMEM completo: 17.000 células/pocillo

3. SW480 en medio de enriquecimiento de CSC: 8.000 células/pocillo
4. SW480 en medio DMEM completo: 8.000 células/pocillo

Figura 30. Numero de células sembradas por pocillo dependiendo de la linea

celular.

Las células fueron tratadas con 5-FU segun el disefio de la Figura 31. Se
testo la toxicidad del DMSO, disolvente del 5-FU. Se calculd el % de inhibicion
del crecimiento celular respecto al control (linea celular sin farmaco) siguiendo

la metodologia descrita previamente.

O m m O O w >

Figura 31. Disefio de distribucion de dosis de farmaco en placas de 96 pocillos
para el analisis de inhibicion de cremiento de 5-FU en CSCs frente a la linea

basal.
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3.1.2.9. Medicion de apoptosis y estado del ciclo celular

Las CSCs y las células basales fueron sometidas a un estudio de
apoptosis tras el tratamiento con 5-FU (ICs a las 72 horas). Se utilizaron 5 x
10° células y se centrifugaron a 3.500 rpm durante 2 minutos. A continuacién,
se lavaron con PBS frio y se resuspendieron con 100 yl de PBS. Para el
proceso de fijacion, se anadieron 900 pl de etanol al 70% (frio =-20°C) en
agitacion con vortex para evitar la formacion de coagulos. Las células se
incubaron durante 10 minutos a 4°C para fijarlas, se centrifugaron para eliminar
el etanol (3.500 rpm durante 2 minutos) y fueron lavadas con PBS
resuspendiéndolas con 250 ul de solucion de extraccion de ADN compuesta
por 192 ml de NaHPO, 0,2M (pH: 7,8) y 8 ml de acido citrico 0,1M. A
continuacion, se incubd durante 10 minutos a 37°C en esta solucion y se
centrifugé para eliminarla. Finalmente, se anadieron 250 pl de solucién con
ioduro de propidio formada por: PBS + 100 ug/ml RNasa + 40 ug/ml de ioduro
de propidio, incubandose durante 30 minutos a 37°C y se realizd la lectura en
el citometro de flujo Calibur Flow Cytometry System (FACS) (Becton Dickinson)
(Figura 32).

Figura 32. Calibur Flow Cytometry System de Becton Dickinson (FACS)

Finalmente las muestras utilizadas para el ensayo fueron:

1. Linea celular basal en DMEM sin 5-FU (control negativo).

2. Linea celular basal en DMEM con 5-FU (control positivo).
3. CSC en medio de seleccion de CSCs con 5-FU.
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3.2. ESTUDIOS IN VIVO (PACIENTES)

3.2.1. MATERIAL
3.2.1.1. Poblaciones de estudio

3.2.1.1.1. Poblacién de estudio con cancer colorrectal

Nuestro estudio ha sido realizado en una poblacion de 123 muestras
procedentes de la reseccion del tumor de pacientes afectos de CCR. Las
muestras fueron solicitadas al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia, lo que ha permitido, a través de la aplicacion informatica online Bio-
e-bank, obtener muestras de pacientes de los Hospitales Universitario Puerta
del Mar (33 pacientes), Universitario Puerto Real (13 pacientes) y Universitario
San Cecilio (77 pacientes). Todos los pacientes fueron tratados mediante
cirugia. Tras la cirugia se administré quimioterapia adyuvante utilizando 5-FU,

irinotecan, oxaliplatino y/o radioquimioterapia concomitante.

3.2.1.1.2. Poblacién de estudio con cancer rectal

Esta parte del estudio incluye un grupo de 29 pacientes diagnosticados y
tratados de cancer rectal. Las muestras fueron obtenidas del Hospital Clinico
de Malaga, gracias a la colaboracion del Dr. Jaime Gomez Millan del que se
obtuvo permiso para utilizarlas, a través del Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia. Todos los pacientes siguieron el mismo esquema de
tratamiento: tratamiento de induccidn previo a la cirugia, consistente en
radioterapia (una dosis de 46 Gy en 23 fracciones, 1 fraccion al dia de lunes a
viernes) y 5-FU (infusién continua a dosis de 225 mg/m?) o capecitabina oral
durante el tiempo de radioterapia. Tras 6 semanas después de finalizar el
tratamiento, los pacientes fueron sometidos a cirugia rectal, mediante reseccién
anterior y anastomosis termino-terminal o bien amputacién abdomino-perineal,
a criterio del cirujano. Finalmente, se aplicaron 4 ciclos de 5-FU intravenoso
(500 mg/m?, desde el dia 1 al 5, cada 21 dias).
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3.2.1.2. Pacientes: Registro de datos

De los pacientes afectos de CCR y a través de la colaboracion del
Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia, pudimos obtener las
siguientes variables de los historiales clinicos:

e Edad (anos)
e Sexo: Hombre o Mujer
e Grado de diferenciacion tumoral: bien, moderadamente o pobremente
diferenciado
e Estadio tumoral (pTNM): I, II, Il o IV
o Metastasis: localizacién cercana o lejana
o Cercana: pancreatica o hepatica
o Lejana: pulmonar o cerebral
e Fecha de diagnéstico, exitus y reaparicion de enfermedad
o Supervivencia global (fecha de diagndstico hasta fecha de exitus)
o Supervivencia libre de enfermedad (fecha de diagndstico hasta
fecha de reaparicién de enfermedad)
e Quimioterapia: Si o No
¢ Radioterapia: Si o No
e Estado ultima revision
o Vive libre de enfermedad en ultima revision
o Vive con enfermedad
o Progresiéon y muerte por enfermedad
¢ Respuesta al tratamiento:
o Respuesta completa

o Respuesta incompleta

Para el analisis estadistico los pacientes se agruparon en: 1) bien y
moderadamente diferenciados (pacientes de mejor prondstico); 2) pacientes
pobremente diferenciados (de peor prondstico). Por otro lado, se agruparon los
estadios | y Il (pacientes con buen prondstico) y los estadios Ill y IV (pacientes

con mal prondstico).
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De los pacientes afectos de cancer rectal, ademas de las variables
mencionadas anteriormente, se obtuvieron otras variables tanto en la fase de

pretratamiento como en la de postratamiento:

e Grado de regresion tumoral
o GRT1: no se encuentra adenocarcinoma
o GRT2: se encuentran algunas células o glandulas neoplasicas
residuales
o GRT3: predominio de fibrosis sobre el tumor
o GRT4: regresion parcial con predominio de tumor sobre fibrosis
o GRT5: tumor sin cambios
e Evolucién de la TNM desde pretratamiento a postratamiento

Progresion: aumento delaTo N

O

Respuesta incompleta: no se modificani T ni N

(@]

Respuesta parcial: reduccion de No T

(@]

Respuesta completa: desaparece el tumor

(@]

3.2.1.3. Obtencion de muestras de las poblaciones de estudio

Se obtuvieron muestras de tejido de las dos poblaciones objeto de
estudio:

Poblacién de estudio con CCR: Las muestras de tejido fueron obtenidas en el

momento quirurgico (biopsia) (Figura 33), fueron incluidas en parafina y usadas
posteriormente para la evaluacion de variables histopatolégicas como el grado
de diferenciacion y el estadio tumoral segun los criterios estandar [144].
Ademas, parte de estas muestras fueron usadas para la obtencién de ADN y la

realizacion de estudios inmunohistoquimicos.
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Figura 33. Esquema del procedimiento de obtenciéon de muestras. Las
muestras de tejido fueron obtenidas mediante la reseccion tumoral. Estas se
incluyeron en parafina para su conservacion. Finalmente se obtuvo el ADN y

secciones en parafina con las cuales se realizaron las inmunohistoquimicas.

Poblacién de estudio con céncer rectal: en esta seleccion de pacientes, las

muestras de tejido para la realizacion del estudio fueron obtenidas: 1) en la
fase de pretratamiento, durante la endoscopia diagndstica y 2) en la fase de
postratamiento, durante la cirugia rectal tras haberse completado el tratamiento
radioquimioterapico (Figura 34). Dichas muestras fueron incluidas en OCT o
parafina y utilizadas para posteriores estudios (obtencion de ADN, ARN vy

tinciones inmunohistoquimicas).
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Inclusion en OCT o parafina Inclusion en OCT o parafina
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Fase pretratamiento Fase postratamiento
* ADN * ADN

* ARN * ARN
Secciones en OCT o parafina Secciones en OCT o parafina

Figura 34. Esquema del procedimiento de obtencién de muestras de la
seleccion de pacientes diagnosticados con cancer rectal. En esta poblacion de
estudio se obtuvieron dos biopsias de cada paciente: una en la fase de
pretratamiento, durante la endoscopia diagndstica y otra en la fase de
postratamiento. De ambas biopsias se extrajo el ADN, ARN y se obtuvieron

secciones en parafina para la inmunohistoquimica.
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3.2.2. METODOS

El tejido de los pacientes de las dos poblaciones de estudio (tanto
incluido en OCT como en parafina) fue utilizado para la obtencion de ADN y
ARNmM vy la realizacion de estudios de metilacion y de expresion.

3.2.2.1. Determinacién del estado de metilacién del promotor de MGMT

3.2.2.1.1. Extraccion de ADN del tejido

Para la determinacién del estado de metilacion del promotor de MGMT
se realizd extraccion de ADN a partir de 7 a 10 cortes (10 um) obtenidos
mediante micrétomo o criostato de los bloques de parafina o tejido incluido en

OCT respectivamente de las muestras tumorales de cada paciente. La
extracciéon se llevd a cabo utilizando el Robot Chemagic MSM |I. La

concentracion promedio de ADN obtenida fue de 1,087 pg/pl con una ratio
260/280 media de 1,98.

3.2.2.1.2. Estudio de metilacién

El estudio de metilacion del promotor de MGMT se llevo a cabo de forma
similar al realizado en lineas celulares (ver seccion 3.1.2.2) siguiendo el

protocolo del Epitec bisulfite kit.

3.2.2.2. Estudio de expresiéon de ARNm de CD133y MGMT

3.2.2.2.1. Extraccion de ARN del tejido

Las muestras de ARN solo fueron obtenidas de la seleccidon de pacientes
con cancer rectal. La extraccion se realizé a partir de las muestras incluidas en
OCT utilizando 20 a 30 secciones (20 um) obtenidas mediante el criostato.
Posteriormente se procedid a la homogenizacion mecanica y solubilizacion
mediante TRIzol®. El proceso de lavado y purificaciéon se llevé a cabo mediante

el RNAeasy Mini kit (Qiagen, EE.UU. Maryland). Finalmente, se determiné la
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integridad del ARN y se obtuvo su concentracion de forma similar a la descrita

previamente (ver seccion 3.1.2.4.1).

3.2.2.2.2. Retrotranscripcion

En los pacientes con cancer rectal, la RT se realizd mediante el High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life
Technologies) con RNAsa de Applied Biosystems a partir de 200 ng de cada
muestra en un volumen de 10 ul, a la que se afnadieron 5 ul de la Master mix

con la composicion que se muestra a continuacion:

10X RT Buffer 1.0 pl
25X dNTP Mix (100 mM) 0.4
10X RT Random Primers 1.0 pl
Multi Scribe™ Reverse Transcriptase 0.5 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
Nuclease-free H,0O 1.6 ul

5 ul finales

A este volumen se le afadieron 10 yl de agua libre de RNasas,
obteniendo un volumen final de 25 pl. Finalmente, se le aplicé el programa de

temperaturas que muestra la Figura 35 en el termociclador conservando el
ADNc a -20°C.

Paso1 Paso2 Paso3 Paso4

Temperatura (°C) 25 37 85 4

Tiempo 10° 120° 5 00

Figura 35. Programa aplicado para retrotranscripcion del ARN.
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3.2.2.2.3. Estudio de expresion de ARNm mediante PCR cuantitativa
(qPCR)

Antes de realizar los estudios de qPCR y con el objetivo de establecer
un valor constante de expresion en todas las placas, se realizé un pool de ARN
del tejido normal circundante de todos los pacientes, estableciéndose siempre

éste como valor de referencia para el analisis de los datos.

El estudio de gPCR se llevd a cabo como esta descrito previamente
(seccion 3.1.2.7). En este estudio de expresion de ARNm mediante PCR
cuantitativa (QPCR), GADPH (catalog number: 4333764F) y el pool de ADNc de
los tejidos normales circundantes fueron utilizados como control endégeno y
muestra de calibracién, respectivamente. Considerando que necesitamos 9 ul
de ADNc por pocillo para la gPCR, que tenemos que realizar tres réplicas de
cada muestra y que se analizan tres genes (CD133, MGMT y GADPH), se
utilizé un volumen final de 81 ul. Por esta razon, se cogieron 20 ul de ADNc y

se anadieron 80 pl de agua libre de RNAsas (100 pl finales).

A partir de estos 100 pl se repartieron del siguiente modo:

e 30 pl de ADNc para MGMT + 33,3 pl de mix + 3,33 yl primer = 66,63 pl

e 30 pl de ADNc para CD133 + 33,3 ul de mix + 3,33 yl primer = 66,63 pl
e 30 pl de ADNc para GADPH + 33,3 ul de mix + 3,33 pl primer =66,63 pl
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De este modo, se realizo el analisis por triplicado de las tres muestras de

cada paciente (pretratamiento, postratamiento y tejido normal circundante) para
cada gen (GADPH, MGMT y CD133).

En cada placa se pusieron muestras de 3 pacientes con su ADNc de la
fase pretratamiento, postratamiento y del tejido normal circundante y el pool de

tejido normal como referencia.

De este modo, para cada gen se preparoé la master mix incluyendo:

e 366,3 ul de Master Mix + 36,63 pl de primer GADPH= 402,93/11= 36,63ul a
cada tubo

e 366,3 pl de Master Mix + 36,63 pl de primer CD133= 402,93/11= 36,63ul a
cada tubo

e 366,3 ul de Master Mix + 36,63 pl de primer MGMT=402,93/11=36,63 ul a

cada tubo

Finalmente, para cada 30 uyl de ADNc se afnadieron 36,3 ul de Master
Mix, obteniendo un volumen final de 66,3 ul. Este volumen se repartio en tres
pocillos para realizar el triplicado. El disefio final se puede observar en la Figura
36.
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.3 1 NORMAL GADPH 1 NORMAL MGMT 1 NORMAL CD133 1 PRE GADPH
B 1 PRE MGMT 1 PRE CD133

C 2 NORMAL GADPH 2 NORMAL MGMT 2 NORMAL CD133
D 2 PRE GADPH 2 PRE MGMT 2 PRE CD133

E 3 NORMAL GADPH 3 NORMAL MGMT
F 3 NORMAL CD133 3 PRE GADPH 3 PRE MGMT 3 PRE CD133

G Pool GADPH

H Pool MGMT Pool CD133

Figura 36. Ejemplo de disefio de placa de 96 pocillos para gPCR. Podemos

apreciar que para cada paciente (paciente 1, 2 ,3) se analizd la expresion de
GADPH, MGMT y CD133 en el tejido normal, pre y postratamiento. Ademas en

todas las placas siempre se puso el pool de ADNc como control.

El valor medio de Ct fue utilizado para obtener la ACt gracias al 7500
software v2.0.6, usando como referencia siempre el pool de tejido normal y
GADPH. Para el andlisis de correlacién de las AACt con las variables clinicas
se consideraron 2 folds como punto de corte, separando los pacientes en dos
grupos (<2 folds y 22 folds). Ademas, se analizd el cambio de la AACt o fold
change (FC) desde el tejido normal a tejido tumoral en las fases pretratamiento,
postratamiento y entre ambas fases. Se midi6 la magnitud del cambio fold
change (FC) y se consider6 como cambio significativo modificaciones del
+100% (1 fold) entre biopsias. De este modo, se obtuvo la evolucién de AACt
o FC entre las distintas muestras evaluandose como aumento, reduccién o

estable los niveles de expresion.

3.2.2.3. Estudio inmunohistoquimico de MGMT y CD133

Para el estudio inmunohistoquimico (IHQ) se tuvo en cuenta el proceso
de inclusion al cual se habia sometido la muestra. Para las muestras incluidas
en parafina se fabrico el Tissue Micro Arrays (TMA) y para las muestras

incluidas en OCT se usaron cortes de secciones completas.
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3.2.2.3.1. Tissue Micro Array (muestras incluidas en parafina)

De cada muestra de tejido incluida en parafina se seleccionaron tres
regiones representativas a partir de una seccidn previamente tefiida con
hematoxilina-eosina. Se confeccionaron nucleos con didametro de 0.6 mm que
fueron separados por 0.8 mm usando el Manual Tissue Microarrayer
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD). Los bloques resultantes se
cortaron con un grosor de 5 ym mediante micrétomo y se transfirieron al
portaobjetos. Los procesos de desparafinacion, rehidratacién, recuperacion
del epitopoy marcaje fueron llevados a cabo mediante el Dako Autostainer
EnVision™ FLEX kit (Agilent Technologies, Dako, Espana) (Figura 37).

Figura 37. Ejemplo de punches de TMA.
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3.2.2.3.2. Secciones completas (muestras incluidas en OCT)

Las muestras incluidas en OCT se cortaron mediante criostato en

secciones de 4 pym de grosor y se fijaron mediante acetona fria a 4°C. El
marcaje fue llevado a cabo mediante el Dako Autostainer EnVision™ FLEX
kit.

3.2.2.3.3. Tincién y revelado

Las secciones incluidas en parafina se montaron en portaobjetos y se
dejaron secar en estufa a 37°C durante toda la noche. Se aplicaron los
procesos de desparafinacion, hidratacion y desenmascaramiento antigénico
mediante el PT Link. y el Dako Autostainer EnVision. A continuacion, se
realizaron con el sistema automatizado Dako Autostainer EnVision, las
incubaciones con el anticuerpo primario especifico, el anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa y la 3.3-diaminobenzidina (DAB), permitiendo la
visualizacion del producto de reaccion mediante un precipitado color marron.
Para marcar los nucleos se utilizd una contratincion mediante hematoxilina
(azul). Los procesos de deshidratacion (alcohol 95°, alcohol 100° y Xilol) y
montaje con DPX se realizaron manualmente. Cabe destacar que en las
muestras incluidas en OCT se prescindié de las etapas de desparafinacion y

desenmascaramiento antigénico.
Se establecieron controles tanto positivos como negativos. La lectura fue

realizada por dos patdlogos independientes no observando diferencias entre

ambas valoraciones.
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Los anticuerpos utilizados fueron frente a MGMT (1:50, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Germany, Heidelberg) y CD133 (1:50, Miltenyi biotec.,
Germany, Bergisch Gladbach). Con respecto a CD133, se valoré como positiva
la tincion de la superficie endoluminal y de los restos celulares en el interior de
la glandula tumoral (Figura 38A). Para este marcador, se consideraron
positivos ambos patrones de tincion, no observandose marcaje en el tejido
tumoral circundante (Figura 38C) [210]. MGMT present6 marcaje nuclear
(Figura 38B), observandose tincién en la regién tumoral circundante (Figura
38D).

Tincidn positiva

Tincién negativa

Figura 38. Marcaje de MGMT y CD133. A. Para CD133 se considero positiva

la tincién de la superficie endoluminal y de los restos celulares en el interior de
la glandula tumoral, B. MGMT present6 marcaje nuclear, C y D. Tincion

negativa para ambos biomarcadores.
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La lectura del % de expresion e intensidad de marcaje de CD133 y

MGMT se realizé mediante dos evaluadores independientes. Se determinaron

la intensidad y % de marcaje de la region tumoral siguiendo los criterios

mostrados en las Tablas 7 y 8.

Marcaje IHQ de MGMT

Porcentaje
0

+
++

+++

++++

Porcentaje (dicotémico)
<50%

250%

Intensidad

0
+

++
+++

Intensidad (dicotomica)
Baja intensidad

Alta intensidad

Caracteristicas

No hay células tumorales que expresen MGMT

Entre el 1y el 24% de las células expresan MGMT
Entre el 25% y el 50% de las células expresan MGMT
Entre el 50 y el 75% de las células expresan MGMT
Entre el 76% y el 100% de las células expresan MGMT
Agrupamos

0,+y++

+++y ++++

Caracteristicas

Nula

Intensidad débil

Intensidad moderada

Intensidad elevada

Agrupamos

Oy+

++ y +++

Tabla 7. Clasificacién del marcaje con MGMT.
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Marcaje IHQ de CD133

Porcentaje (parafina)

0

<50%

250%

Porcentaje dicotomico (parafina)
<50%:

250%

Porcentaje (OCT)

0

<5%

25%

Porcentaje dicotomico (OCT)
<5%

25%

Intensidad

0

+
++

+++

Intensidad dicotémica
Baja intensidad

Alta intensidad

Caracteristicas

No hay glandulas que expresen CD133
<50% de las glandulas expresan CD133
>50% de las glandulas expresan CD133
Agrupamos

0y <50%

>50%

Caracteristicas

No hay glandulas que expresen CD133
<5% de las glandulas expresan CD133
25% de las glandulas expresan CD133
Agrupamos

0y<5%

25%

Caracteristicas

Nula

Intensidad débil

Intensidad moderada

Intensidad elevada

Agrupamos

Oy+

++ Yy

Tabla 8. Clasificacion del marcaje con CD133.

Ademas, en los pacientes con biopsias pre y postratamiento (seleccion

de pacientes con cancer rectal) se evalué la evolucion entre las biopsias,

considerandose tres grupos: aumento, estable o reduccion de la expresion.
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3.2.2.4. Estudio estadistico

Una vez determinados el estado de metilacion del promotor de MGMT,
los AACt de ARNm de CD133 y MGMT vy la expresion inmunohistoquimica de
MGMT y CD133, se introdujeron los datos, junto a las variables clinicas, en el
software estadistico SPSS 17.0.

En primer lugar, se realiz6 un analisis descriptivo, calculandose las
medidas de tendencia central y dispersion para las variables cuantitativas
(clinicas: edad, SG y SLE o moleculares: AACt expresion de ARNm) y
frecuencias relativas y absolutas para las variables cualitativas (clinicas: sexo,

edad como factor de riesgo, estadio tumoral, etc. o moleculares).

En segundo lugar, se analizaron las interacciones entre los distintos

grupos de variables y dentro de las mismas:

e Las correlaciones entre las variables ordinales se llevaron a cabo mediante
el coeficiente de correlacion de Rho de Spearman (p) y el coeficiente de

correlacion de Pearson para las variables cuantitativas.

e La evolucién de las variables moleculares entre las muestras pre y post de
la seleccion de pacientes con cancer rectal se realizé mediante los tests de
McNemar y de rango de signos de Wilcoxon.

e Paralas asociaciones entre variables dicotomicas se utilizaron tablas de
contingencia con el estadistico x? o el estadistico exacto de Fisher en los
casos en los que el porcentaje de frecuencias esperadas inferior a 5 fue

mayor del 20% para realizar analisis de asociacion.
e Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de las

variables se aplicaron las pruebas T de Student y de Levene para igualdad

de varianzas. A las variables que no cumplian los requisitos para la
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aplicacion de pruebas paramétricas se les aplicod la prueba de U de Mann-
Whitney.

e Para los estudios de supervivencia se uso el test no paramétrico de Kaplan

Meier, por el método de Long-Rank.
e Para identificar las variables mas relevantes asociadas a la supervivencia
se realizd un analisis multivariable: regresion de Cox o modelo de los

riesgos proporcionales.

Para todas las pruebas y tests estadisticos se considerd significativo un
valor p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS EN LINEAS CELULARES
4.1.1. ESTADO DE METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT

El analisis del estado de metilacion del promotor de MGMT, en las lineas
usadas en nuestro estudio, demostré que soélo dos de las lineas tumorales no
presentaron metilacion (UM) (RKO y HT29) mientras que las cuatro restantes
se encontraron parcialmente metiladas (UM/M) (HCT116, SW480, T84 vy
HCT15). La linea transformada CCD18co presentd el promotor de MGMT
hipermetilado (M) (Figura 39).

CTRL- A549 HT29 HCT116 RKO
~ UM M UM M UM M UM M UM

HCT15 CCD18co T84 SW480

UM M UM M um M um M

Figura 39. Estado de metilacion del promotor de MGMT en lineas celulares

derivadas de CCR y en la linea transformada CCD18co. Como control positivo

se utilizé la linea A549. Se incluyd un control negativo (CTRL-) sin muestra,
para determinar posibles contaminaciones. Se us6 HyperLadder V como

marcador de peso molecular. UM, no metilado; M, metilado
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4.1.2. ESTADO DE METILACION DEL PROMOTOR DE CD133

Las mismas lineas fueron utilizadas para el estudio del estado de
metilacion del promotor de CD133, pudiéndose comprobar que todas las lineas
tumorales presentaban el promotor parcialmente metilado (UM/M). Como
ocurrio para el promotor de MGMT, la linea transformada CCD18co present6 el
promotor de CD133 hipermetilado (M) (Figura 40).

CTRL- HT29 HCT116 RKO SF268
UM M UM M UM M UM M UM M

i
i

— e D —

HCT15 CCD18co T84 SW480 SKNSH
UM M UM M UM M UM M UM M
[ —— — — e G —

Figura 40. Estado de metilacién del promotor de CD133 en lineas celulares
derivadas de CCR y en la linea transformada CCD18co. Como control positivo
se utilizé la linea SKNSH. Se incluyé un control negativo (CTRL-) sin muestra
para determinar posibles contaminaciones. Se usdé HyperLadder V como

marcador de peso molecular. UM, no metilado; M, metilado.
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4.1.3. EXPRESION DE ARN DE MGMT EN LINEAS CELULARES

El estudio de la expresion de ARNm de MGMT en las 7 lineas celulares
utilizadas fue llevado a cabo mediante PCR semicuantitativa. Como se observa
en la Figura 41, todas las lineas mostraron niveles similares de expresion de la

enzima a excepcion de la linea CCD18co en la que la expresion fue muy baja.

CTRL- A549 HT29 HCT116 RKO
A GADPH MGMT GADPH MGMT GADPH MGMT GADPH MGMT GADPH MGMT
HCT15 CCD18co T84 SW480
GADPH  MGMT  GADPH  MGMT  GADPH  MGMT  GADPH  MGMT
B

1,8 4

16 | 1,22

.

HT29 HCT116 RKO HCT15 CCD18co T84 SW480

Figura 41. Expresion de ARNm de MGMT en lineas celulares. A. Gel de
agarosa, B. Representacion grafica del ratio MGMT/GADPH en las distintas
lineas celulares. El marcador de peso molecular utilizado fue el HyperLadder V.
Se incluyd un control negativo (CTRL-) sin muestra, para determinar posibles

contaminaciones.
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4.1.4. EXPRESION DE ARN DE CD133 EN LINEAS CELULARES

La expresion de ARNm de CD133 también fue estudiada mediante PCR

semicuantitativa. Todas las lineas, a excepcion de la linea tumoral RKO,
presentaron expresion de CD133 (Figura 42). No obstante, los niveles de

expresion de ARNm variaron entre las diferentes lineas, como pudimos

comprobar mediante el analisis densitométrico de las bandas.

A HT29 HCT116 RKO HCT15 CCD18co T84 SwW480
B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133
— h I R

- - -

HT29 HCT116 RKO HCT15 CCD18co T84 SW480

Figura 42. Expresiéon de ARNm de CD133 en lineas celulares. A. Gel de
agarosa, B. Representacion grafica del ratio CD133/B-Actina (B-Act) en las

distintas lineas celulares.

4.1.5. ESTUDIO DE LA CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE MGMT
Y CD133 Y EL ESTADO DE METILACION DE SU PROMOTOR

Los resultados previamente obtenidos nos permitieron analizar la posible
correlacion entre la metilacion del promotor de MGMT y CD133 y la expresion
del ARNm en ambos. Pudimos observar que en 6 de las 7 lineas celulares
(todas excepto T84) se apreciaba cierta relacion entre la expresion de ARN y el
estado de metilacion de MGMT. De este modo, pudimos observar que RKO
presentaba una elevada expresion de ARNm (ratio GADPH/MGMT:
1,1705+0184) y tenia el promotor de MGMT no metilado (UM). En el lado
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opuesto, CCD18co presentaba los niveles de expresibn mas bajos (ratio
GADPH/MGMT: 0,412+0,185) y tenia su promotor hipermetilado (M). El resto
de lineas celulares, con el promotor de MGMT parcialmente metilado (UM/M),
presentaron valores intermedios, a excepcion de T84. Por otra parte, no
pudimos apreciar ninguna relaciéon entre el estado de metilacion del promotor

de CD133 y su nivel de expresion de ARNm.

4.1.6. MODULACION DE LA EXPRESION DE MGMT POR EL AGENTE
TERAPEUTICO 5-FLUOROURACILO EN LAS LINEAS CELULARES

Para determinar el posible cambio de expresion de MGMT por el agente
5-FU, las lineas celulares fueron expuestas al agente terapéutico en dos
experiencias distintas: a) por una parte se utilizd la exposicion a la 1Cs
especifica de cada linea y b) por otra, se realizd una exposicion a
concentraciones de 5-FU superiores a la ICx.

En primer lugar, se determind la ICx, del agente terapéutico para todas

las lineas celulares utilizadas (Tabla 9).

Linea celular pM (5-FU)

HT29 2
HCT116 16
RKO 23
HCT15 8
CCD18co 8
T84 3
Sw480 5

Tabla 9. Determinacion de la ICsy del agente 5-FU para lineas celulares
derivadas de CCR y en la linea transformada CCD18co tras 72 horas de
exposicion.

La Figura 43 muestra la modificacion en la expresion de MGMT de las

lineas utilizadas tras la exposicion de las mismas a 5-FU (dosis
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correspondiente a su 1ICg). Como podemos observar, no apreciamos
modificaciones de la expresion de la enzima MGMT en las lineas tumorales
analizadas tras la exposicién al farmaco. No obstante, cabe destacar que la
linea transformada CCD18co, la unica que presenta el promotor de MGMT

hipermetilado, mostré una perdida completa de la expresion de MGMT.

CTRL- CCD18co  CCD18co 5-FU RKO RKO 5-FU
-ACT _ MGMT _ 8-ACT ___ MGMT _8-ACT ___MGMT _ 8-ACT _ MGMT _8-ACT __MGMT

SwW480 SW480 5-FU T84 T84 5-FU
B-ACT  MGMT B-ACT  MGMT B-ACT  MGMT B-ACT  MGMT

Figura 43. Modulacion de la expresiéon de MGMT por 5-FU (ICsp) en las lineas
CCD18co (CCD18co/5-FU), RKO (RKO/5-FU), SW480 (SW480/5-FU) y T84
(T84/5-FU). Las lineas basales y sin tratamiento (CCD18co, RKO, SW480 y

T84) fueron usadas como control. Se incluyé un control negativo (CTRL-) sin

muestra, para determinar posibles contaminaciones. ElI marcador de peso
molecular utilizado fue el HyperLadder IV.

En segundo lugar y para determinar si concentraciones mas elevadas de
5-FU eran capaces de modificar la expresion de MGMT, todas las lineas
celulares fueron expuestas a niveles superiores a la I1Csy del agente (Figura 44),

obteniéndose los siguientes resultados:
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CCD18c CCD18co 5 pM 72h

CCD18co 10 uM 72h CCD18co 20 uM 72h

RKO 20 yM 72h

72h

SISVAT

RKO 70 uM 72h
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T84 , T84 5 uM 72h

Figura 44. Iméagenes de las diferentes lineas celulares expuestas a distintas
dosis de 5-FU (10x). La imagen es representativa del cambio morfologico

celular tras la exposicién a 5-FU en las lineas celulares: A. CCD18co, B. RKO y
C. T84.
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Las lineas tumorales utilizadas no modificaron de una forma significativa
la expresion de MGMT a pesar del incremento en la concentracion de 5-FU en
el medio por encima de la ICso. No obstante, en todas las lineas de CCR
pudimos observar un incremento de la expresion de MGMT desde la situacion
basal hasta la exposicién a las dosis mas altas (1,26+0,15 folds). En contraste,

en la linea CCD18co si se pudo demostrar una disminucién significativa de

dicha expresiéon (Figura 45y 46).

Andlisis mediante PCR 120 Analisis densitométrico
A CCD18co CCD18co5uM  CCD18co10uM ~ CCD18co 20uM 1:00 : 1,00
0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 - 0,13

MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGl

0,05 0‘00

0,00 -
basal 5uM 10uM 20uM

1,20 4 1,09
CTRL- RKO RKO 20 yM  RKO 30uM  RKO 70uM 1,00

1.00 - ' 0,95 0,93
BACT  MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT BACT MGMT B-ACT  MGMT )
. 0,80

0,60 -

w . f | 040 -
- N -

i -

i

0,00

basal 20uM 30uM 70uM

1,20
C CTRL- T84 T84 5uM T84 10 uyM T84 20 yM

B-ACT MGMT B-ACT  MGMT B-ACT MGMT B-ACT  MGMT BACT MGMT 1,00
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

R

basal 5uM 10uM 20uM

1,40 -
D SW480 SW4805 pM SW48010 yM SW480 20 uM
B-ACT MGMT  B-ACT  MGMT  p-ACT  MGMT  BACT  MGMT 1,20

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

basal 5uM 10uM 20uM
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B-ACT

| —  S—  — | —
HT29 HT29 5uM HT29 10uM HT29 20puM
B-ACT MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT
 —— —
G HCT15 HCT155 uM HCT1510 pM HCT1520 pM
B-ACT MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT B-ACT MGMT
C — — — —

Analisis mediante PCR
E HCT116

MGMT

HCT116 15uM

B-ACT

MGMT

HCT116 30uM

B-ACT

MGMT

HCT116 60 uM

B-ACT

MGMT

Analisis densitométrico

133
115 z
1,00 1,09 :

1,60 1
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20
0,00

basal 15uM 30uM 60uM

1,50

basal 5uM 10uM

basal 5uM 10uM 20uM

Figura 45. Modulacion de la expresion de MGMT por exposicion a 5-FU (72 h)

a concentraciones superiores a la ICsq en lineas tumorales y transformadas de

colon.

Se observa el estudio mediante PCR (geles de agarosa) y la

representacion grafica del analisis densitométrico utilizando como referencia la
expresion de B-actina (B-ACT) en las lineas celulares: A. CCD18co, B. RKO, C.
T84, D. SW480, E. HCT116, F. HT29 y G. HCT15. Se incluyé un control

negativo (CTRL-) sin muestra, para determinar posibles contaminaciones. El

marcador de peso molecular utilizado fue el HyperLadder IV.
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Figura 46. Resumen de modulacion por 5-FU, de expresion de MGMT en las
distintas lineas y dosis de farmaco. A. Representacion de la expresion relativa
(fold change), B. Representacion de Ratio MGMT/B-Actina.

4.1.7. MODULACION DE LA EXPRESION DE CD133 POR EL AGENTE
TERAPEUTICO 5-FLUOROURACILO EN LAS LINEAS CELULARES

De forma paralela al estudio de MGMT, las lineas fueron analizadas para
determinar la modulacién de la expresion de CD133 por 5-FU (Figura 47 y 48).
El analisis de la expresion de CD133 en las lineas celulares expuestas a
diferentes concentraciones de 5-FU, muestran tres comportamientos distintos:
1. Lineas celulares en las que aumenta de forma significativa su expresion:
RKO y SW480. En estas lineas no hay expresion de CD133 o es baja (ratio
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CD133/B-actina: 0,0215+0,030); 2. Lineas celulares en las que se observa un
aumento no significativo (1,118+0,271 folds): HCT116, HCT15, HT29 y T84. En
estas lineas la expresion de CD133 es intermedia o elevada (ratio CD133/B-

actina: 1,040510,596). 3. Lineas celulares en las que se reduce la expresion
(0,033+0,007 folds): CCD18co. En esta linea existe una expresion intermedia

de CD133.

Analisis mediante PCR 120 Andlisis densitométrico

A CCD18co CCD18co5uM  CCD18co 10yM  CCD18co 20uM ' 1,00
BACT  CD133  BACT  CD133  B-ACT  CD133  B-ACT cD133 1,00 -
. 0,80 -

0,60 -
0,40 -

0,20 -

0,00 | : : :
basal 5uM 10uM 20uM

1,40 -
1.20 1,14
1,00 | :

0,80
0,60 -
0,40 |
0,20 |
0,00 -

CTRL- RKO RKO 20uyM  RKO30uM  RKO 70uM 1,17

B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133

0,00
basal 20uM 30uM 70uM

1,20 -

C CTRL- T84 T845uM  T8410pM T84 20uM 100 | 1,00
133 B-ACT CD133 133

0,80 -

0,60 -
0,40 -
0,20
0,00 -

0,00
basal 5uM 10uM 20uM

2,50

D SW480 SW480 5uM SW480 10pM SW480 20uM
T CD133 - CD133 T CD133  B-ACT _ CD133 2,00 4

1,50 -
1,00 -
0,50 -

0,00 -

basal 5uM 10uM 20uM
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Analisis mediante PCR Andlisis densitométrico

1,20 -
E HCT116 HCT11615uM  HCT11630uM  HCT116 60uM 1.00 1,00 0,99 1,06

B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133 B-ACT CD133

| oio ]
5 0,60

—— — — — S—
0,40 -
R  ——— — Rt 0,20 -
0,00 -
basal 15uM 30uM 60uM
1,20 -
F HT29 HT29 5uM HT29 10uM HT29 20uM 1,00
B-ACT  CD133  B-ACT  CD133  BACT  CD133  p-ACT  CD133 1,00 - T 0.80 0,87 0,90
0,80 - T :
. . 0,60 -
0,40 -
— o
0,20 -
0,00 T T .
basal 5uM 10puM 20uM
HCT15 HCT15 5uM HCT1510uM  HCT1520 uM
p-ACT  CD133 _ p-ACT CD133  p-ACT _ CD133 _ BACT _ CDI33
. —_— — w— —_

basal 5uM 10uM 20uM

Figura 47. Modulacion de la expresion de CD133 por exposicion a 5-FU (72 h)
a concentraciones superiores a la ICg, en lineas tumorales y transformadas de
colon. Se observa el estudio mediante PCR (geles de agarosa) y la
representacion grafica del analisis densitométrico utilizando como referencia la
expresion de B-actina (B-ACT) en las lineas celulares: A. CCD18co, B. RKO, C.
T84, D. SW480, E. HCT116, F. HT29 y G. HCT15. Se incluyd un control
negativo (CTRL-) sin muestra, para determinar posibles contaminaciones. El

marcador de peso molecular utilizado fue el HyperLadder IV y V.
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Figura 48. Resumen de modulacion, por 5-FU, de expresion de CD133 en las

distintas lineas y dosis de farmaco. A. Representacion de la expresion relativa

(fold change), B. Representacion de Ratio CD133/B-Actina.
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4.1.8. ENRIQUECIMIENTO DE CANCER STEM CELLS A PARTIR DE LAS
LINEAS DE CCR Y LA LINEA TRANSFORMADA DE COLON

Con el objeto de analizar las modificaciones en la expresion de CD133 y
posteriormente MGMT en las células madre de CCR, se procedio al aislamiento
de las CSCs mediante cultivo en medio de enriquecimiento, tal y como se
describe en el apartado “Material y Métodos”. Los estudios de morfologia y
expresion fueron realizados a los 4 y 8 dias de la induccidon, usando como

control la linea en condiciones normales.

Las lineas de CCR se comportaron en general de una forma similar
durante el proceso de enriquecimiento de las CSCs. Los cultivos mostraron un
paso progresivo de un crecimiento en monocapa a un crecimiento en
suspension (Figura 49). A los 4 dias pudimos observar claramente la formacion
de agregados celulares en suspension, que serian el origen de las futuras
colonosferas. Los estudios a los 8 dias nos permitieron observar con claridad
las colonosferas, aun existiendo un gran volumen de células adheridas en el
frasco de cultivo creciendo en monocapa. La linea CCD18co se comporté de
una forma similar al resto de las lineas tumorales. La Figura 49 muestra una
imagen representativa de la formacion de las colonosferas en las lineas
utiizadas. Debemos destacar la pérdida de adhesion al frasco de cultivo de la

linea SW480 y RKO tras la exposicién al medio de enriquecimiento.
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Control

CCD18co

RKO

HT29 HCT116 SW480 T84

HCT15

Figura 49. Imagenes de microscopia éptica de las distintas lineas celulares. La
situacion control supone el uso del medio convencional de mantenimiento. Se
capturaron imagenes de las distintas lineas celulares a los 4 y 8 dias de

exposicion al medio de enriquecimiento de CSCs.
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4.1.9. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CD133 EN POBLACIONES
CELULARES ENRIQUECIDAS EN CANCER STEM CELLS (CSC)

En cuanto a la modulacién de la expresion de CD133 en las poblaciones
enriquecidas en CSC observamos tres comportamientos distintos: 1. Un primer
grupo de lineas celulares en las que aumenta la expresiéon como RKO vy
SW480. En ellas la linea basal no expresa (Ratio B-actina/CD133 RKO: 0+0) o
tiene expresion baja de CD133 (ratio b-actina/CD133 SW480: 0,153+0,078); 2.
Un segundo grupo de lineas celulares en que se mantiene la expresion de
CD133 como HCT116, HCT15 y HT29 (folds a los 8 dias: 0,985+0,0099). En
ellas la linea basal tiene una expresion elevada o intermedia de CD133 (Ratio
B-actina/CD133: HCT116: 1,701+0,382, HT29: 1,748+0,059, HCT15:
0,646+0,010) y 3. Un tercer grupo en que las lineas en las que reduce la
expresion de CD133 como CCD18co y T84 (0,283+0,389 folds). En ellas la
expresion basal fue intermedia. Todos los resultados relacionados con esta
seccion se encuentran resumidos en la Figura 50 y 51. Cabe destacar que en
RKO no se pudo calcular el FC debido a que la condicion basal no expresaba
CD133. Unicamente se consideraron como CSC aquellas lineas que formaban
colonosferas y se incrementaba la expresion de CD133. De este modo,

unicamente se utilizaron SW480 Y RKO para estudios posteriores.
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Andlisis mediante PCR
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Figura 50. Modificacion de la expresion de CD133 en

Anéalisis densitométrico
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poblaciones enriquecidas

en CSC. A los 8 dias se analizaron las dos poblaciones: la poblacién no

adherida (suspensién) y la poblacién adherida (monocapa). Se observa el

estudio mediante PCR (geles de agarosa) y la representacion grafica del

analisis densitométrico utilizando como referencia la expresion de B-actina (p-
ACT) en las lineas celulares: A. CCD18co, B. RKO, C. T84, D. SW480, E.
HCT116, F. HT29, y G. HCT15. El control positivo (CTRL+) utilizado fue ARN

de A549. Se incluy6é un control negativo (CTRL-) sin

muestra, para determinar

posibles contaminaciones. ElI marcador de peso molecular utilizado fue el

HyperLadder IV y V.
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Figura 51. Resumen de expresion de CD133 en las distintas lineas
comparando la expresion basal respecto a la expresion a los 8 dias en medio

de enriquecimiento. A. Representacion de la expresion relativa (fold change).

B. Representacion de Ratio CD133/B-Actina.

Para confirmar los datos obtenidos por RT-PCR las muestras de ARN
mas relevantes fueron sometidas a un nuevo estudio de expresion de CD133
utilizando PCR a tiempo real. Como podemos observar en la Figura 52, la linea
SW480 mostrd un incremento de 8,95 folds de expresion del ARN en relaciéon a
la expresién basal pudiendo confirmar el aumento previamente observado

(Figura 52A). Por otra parte, la linea RKO mostré un incremento de expresion
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de CD133 que no se pudo cuantificar debido a que no se observaba expresion
a nivel basal (Figura 52B). Finalmente, también se analiz6 como control la
modulacion en la expresion de T84 (Figura 52C) en la que se pudo observar

una disminucion de la expresion tal y como se ha descrito previamente.

10 -
8,96
A o

8 -

7

6 -

5 4

4

3 -

1,73
2 4 )
1,00
, |
0 -
SW480 SW480 4 dias: SW480 8 dias: SW480 8 dias:
suspension suspension monocapa
1,6 -
B

1,4 - !
1,2 -
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0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0
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RKO RKO 8 dias: suspension RKO 8 dias: monocapa

T84 T84 4 dias: suspension T84 8 dias: suspension

Figura 52. Estudio de la expresion de CD133 mediante gPCR. Se midi6 el fold
change mediante qPCR de las lineas celulares: A. SW480, B. RKO y C. T84 en

las condiciones previamente descritas.
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4.1.10. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MGMT EN POBLACIONES
CELULARES ENRIQUECIDAS EN CANCER STEM CELLS (CSC)

Una vez determinada la expresion de CD133, se procedio al estudio de
la expresion de MGMT mediante RT-PCR. Como se puede observar en la
Figura 53 no pudimos apreciar ningun cambio en la expresiéon de MGMT entre
las dos poblaciones analizadas (folds: SW480: 1,040+0,141, RKO:
0,95040,042) mediante RT-PCR. Para poder realizar una cuantificacion del
cambio de expresion de MGMT de forma mas precisa se realizd6 una qPCR de
las CSCs obteniendo los siguientes resultados: en la linea RKO se pudo
apreciar un incremento de 1,47 folds de la expresion de MGMT a los 8 dias en
medio de seleccion de CSC en la fraccion en suspension. En la linea SW480
se aprecid un incremento de la expresion de 1,98 folds a los 8 dias de
exposicion al medio de seleccién en la fraccién en suspension. En esta misma
linea, cabe destacar que en la fraccion en monocapa a los 8 dias de
exposicion, se aprecio un incremento de 3,18 folds.
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RKO: basal RKO: 8 dias suspension RKO: 8 dias monocapa SW480: basal SW480: 4 dias SW480: 8 dias SW480 8 dias
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Figura 53. Modificacion de la expresion de MGMT en poblaciones enriquecidas
en CSC. A. Geles de electroforesis. A los 8 dias se analizaron las dos
poblaciones: la poblacién no adherida (suspensién) y la poblaciéon adherida
(monocapa) mediante RT-PCR. B. Representacion grafica del fold change a
distintos dias de exposicion al medio de enriquecimiento de CSC. Se incluyd un
control negativo (CTRL-) sin muestra, para determinar posibles
contaminaciones. El marcador de peso molecular utilizado en la RT-PCR fue el
HyperLadder V. C. Resultados obtenidos mediante qPCR en las lineas
celulares: RKO y SW480.
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4.1.11. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE 5-FU EN POBLACIONES
CELULARES ENRIQUECIDAS EN CANCER STEM CELLS

Para determinar la actividad de 5-FU en las poblaciones celulares
enriquecidas en CSCs, se realizaron estudios de proliferacion (ver Material y
Métodos) utilizando la I1C5, del farmaco. Como se puede observar en la Figura
54A, el % de inhibicion de la proliferacién celular originado por 5-FU fue mucho
menor en las CSC derivadas de la linea RKO que en las células basales, lo que
sugiere un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) de la resistencia
a dicho farmaco. Asi, tras 72 horas de exposicion al farmaco, la ICxy en las

CSC se increment6 64 veces (1280 uM) en relacién a la linea basal (20 uM).

Por otra parte, también se observd una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) al comparar el % de inhibicion de la proliferacion de la
linea SW480 basal y las CSC obtenidas de la linea celular SW480 con un
incremento de la 1C5p en las CSC de 2048 veces (10240 puM) respecto a la
basal (5 uM) (Figura 54B).
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Figura 54. % de inhibicion del crecimiento celular tras la exposicion de 5-FU

(72 horas) comparando poblacion basal frente a poblacion enriquecida en
CSCs en las lineas celulares: A. RKO y B. SW480.
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4.1.12. MODULACION DEL CICLO CELULAR POR 5-FU EN POBLACIONES
CELULARES ENRIQUECIDAS EN CANCER STEM CELLS

El estudio del ciclo celular en las CSCs nos permiti6 determinar el
comportamiento de estas células frente al tratamiento con 5-FU en relacion a la
poblacién basal. El estudio fue realizado en las lineas RKO y SW480. Asi, la
linea RKO tratada con su ICsy de 5-FU (20 yM) mostré un bloqueo del ciclo
celular en la fase G1/S. Sin embargo, las CSC de RKO no mostraron bloqueo
en G1/S comportandose igual que las células control no sometidas a la
exposicion del farmaco. Los resultados en la linea SW480 utilizando su I1Csy (5

MM ) fueron similares (Figura 55).

RKO SW480

g1 &
E,_—_ —

= subG1 b subG1

Em g

= ==
A g8 g ]
3 =
2 %__
LS| -
—l T |||n|2 TT r|||n|:I T IIIIII[‘ }TLMS_F C'—_

T T T T T
10 10 10 10 102 10” 10 10°
PLA Pl
] g7
2] =]
] sulpdl 1 subG1
2
=] =
B S 2 c
o | [
S 38
. 2]
1 &
B P S TRrSp———
T ||||||| T ||||||| T ||||||| T ||||||| T [[1””'2 T lf'llll'l[ T II[I["[‘. '||['|”|[s T
10 107 10* 10° 10 10 10 10
Pl-a Pl-A

ke

subG1 subG1

Count
P P i

@)
Count
v

ot
5?0

i

3 I " 1 .
LR PR L IR T T T T I””"l:] T T TTTIT
a

10° 10 10* 10° 102 10 10 10
PlA Pl-A

Figura 55. Estudio del ciclo celular de la linea RKO y SW8O0 tras la exposicion a

su ICsy de 5-FU. A. linea basal sin tratamiento, B. linea basal tratadas con 5-
FU (ICsp) durante 72 horas y C. Poblacion enriquecida en CSCs tratadas con

las mismas concentraciones de 5-FU (72 horas).
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4.2. RESULTADOS IN VIVO: PACIENTES CON CANCER
COLORRECTAL

4.2.1. POBLACION DE ESTUDIO. DATOS CLINICOS

Las caracteristicas de la poblacidon con adenocarcinoma colorrectal
(n=123) analizada a continuacion se encuentran reflejadas en la Tabla 10. Esta
poblacion de estudio presentd una edad media de 71,1£10,5 afos. En estos
pacientes se mantuvo un seguimiento medio durante 37,34t+23,12 meses
siendo 9 meses el seguimiento minimo. La SG media en los pacientes fue de
40,20£22,09 meses. Los valores se encontraron comprendidos entre 2 a 93
meses. En la ultima revision: 18 pacientes fallecieron debido a la patologia. En
22 pacientes, no se pudo obtener el estado en la ultima revision. Observamos
diferencias significativas (p=0,0001) entre las medias de los pacientes
fallecidos (21,33+£14,32 meses) y los vivos (44,81+21,914 meses).

Por otra parte, la SLE media en los pacientes fue de 35,98+24,75
meses. Para analizar esta variable se considero la reaparicion local o distal de
la enfermedad, observando que un 41,9% (44/105) no respondieron
completamente al tratamiento reapareciendo la patologia local o distalmente y
un 58,1% (61/105) mostraron una buena respuesta al tratamiento. En 18
pacientes no se pudo obtener esta variable clinica. La distribucion de los datos
mostré diferencias significativas de las medias de la SLE (p=0,0001) entre los
pacientes que no respondieron al tratamiento (19,19+16,89 meses) y los

pacientes que respondieron al tratamiento (49,41+22,017 meses).
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Tabla 10. Caracteristicas generales de la poblacién de CCR

Variables Caracteristicas

Hombre 65% (80)
Mujer 35% (43)

Sexo

Grado de Bien diferenciado 31,6% (37)

diferenciacién Moderadamen.te dlfe.renmado 50,4% (59)

tumoral Pobremente diferenciado 17,9% (21)
Desconocido n=6

_ Quimioterapia adyuvante 46,3% (57)
Tratamiento: . : , 0
quimioterapia y Radioquimioterapia concomitante 10,6% (13)
radioterapia Ningun tratamiento 32,5%(40)
Desconocido n=13

Si 41,9% (44)
Recidiva No 58,1% (61)
Desconocido n=18
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4.2.2. ANALISIS DE METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT

Los resultados del estado de metilacién del promotor de MGMT en
pacientes demostré que el 21,8% (24/110) de los pacientes no presentaron
metilacién del promotor (UM), un 59,1% (65/110) presentaron metilacion parcial
(UM/M) y en un 19,1% (21/110) estuvo hipermetilado (M). Podemos considerar,
por tanto, que cualitativamente un 21,8% (24/110) de los pacientes estuvieron
no metilados (UM) y un 78,2% (86/110) metilados (UM/M o M) (Tabla 11). 13
pacientes no pudieron ser valorados. La Figura 56 muestra una imagen
representativa del resultado de las PCRs del promotor de MGMT en los

pacientes analizados.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido

UM 24 19,5 21,8
UM/M 65 52,8 59,1
M 21 17,1 19,1
Subtotal 110 89,4 100
NV 13 10,6
Total 123 100

Tabla 11. Estado de metilacion de MGMT en pacientes con CCR. El 21,8% de
los pacientes no presentaron metilacion del promotor, un 59,1% presentaron

metilacion parcial y en un 19,1% estuvo hipermetilado. NV, no valorable.
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UM M UM M UM M UM M UM M

Figura 56. Imagen representativa del estado de metilacion del promotor de
MGMT. Ejemplos de pacientes no metilados (UM) fueron el 7, 10, 11 y 12
destacando la ausencia de amplificado en el carril M. Los pacientes 4, 5, 6y 8
fueron ejemplos del patron de metilacion parcial observando amplificacion en
los carriles UM y M. Finalmente, los pacientes 2, 3, 22 y 24 mostraron
amplificado  uUnicamente en el carri M considerandose pacientes

hipermetilados.

4.2.3. COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE METILACION DEL
PROMOTOR DE MGMT EN RELACION A LOS DATOS CLINICOS

Solo se pudo demostrar una asociacion significativa (p<0,05) entre el
grado de diferenciacion tumoral y el estado de metilacion del promotor de
MGMT (Tabla 12).
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Pruebas de X?

Sig. Sig. exacta
Asintética(bilateral) (bilateral)
Chi-cuadrado de
Pearson 0,014
Estadistico exacto
de Fisher 0,011

Tabla 12. Asociacion entre el estado de metilacién del promotor MGMT vy el
grado de diferenciacion tumoral. Pudimos confirmar la asociacion entre el grado
de diferenciacion tumoral y el estado de metilacién del promotor de MGMT

mediante la prueba de x>

Cabe destacar que todos los pacientes con el tumor no metilado (UM)
estaban bien o moderadamente diferenciados (23/106). Ademas, todos los
pacientes pobremente diferenciados presentaron el promotor de MGMT
metilado (UM/M o M unicamente) (18/106). En la misma direccién, no se
observaron pacientes no metilados con el nivel de diferenciacién pobre (0/106).
Los pacientes restantes mostraron el estado del promotor metilado y

presentaron un grado de diferenciacion pobre o moderado (65/106).

La variable metilacién del promotor MGMT en pacientes con CCR no se
correlacion6 con el resto de las variables clinicas analizadas. Fue
especialmente interesante la ausencia de correlacion entre esta variable, la SG
(Figura 57A) y la SLE (Figura 57B).
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Figura 57. Curvas de Kaplan-Meier entre el estado de metilacion de MGMT y

A. Supervivencia global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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4.2.4. ANALISIS DEL % DE EXPRESION DE MGMT

Los pacientes fueron sometidos a un andlisis de expresion de MGMT
mediante el analisis inmunohistoquimico (ver Material y Métodos) (Figura 58).
Pudieron ser valorados 114 de los 123 pacientes. En el 15,8% (18/114) de los
pacientes la expresion de MGMT fue del 0%, un 2,6% (3/114) presentaron una
expresion inferior al 25%, un 29,8% (34/114) entre el 25 y el 50%, un 43,9%
(50/114) entre el 50 y el 75% vy finalmente un 7,9% (9/114) mostré una
expresion entre el 75 y 100%. En base a estos datos y para la posterior
realizacion del estudio estadistico, se realizd una agrupacion del % de
expresion en dos grupos: a) <50% de expresion y b) 250% de expresion. De
este modo, un 48,2% (55/114) de los pacientes expresaron menos del 50% vy el
51,8% (59/114) expresaron mas del 50% (Tabla 13).

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido

<50% 55 44,7 48,2

>50% 59 48 51,8

Subtotal 114 92,7 100
NV 9 7,3
Total 123 100

Tabla 13. % de expresion de MGMT en pacientes de CCR. El 48,2% de los
pacientes expresaron menos del 50% y el 51,8% expresaron mas del 50%. NV,

no valorable.
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Figura 58. Imagen representativa del % de marcaje de MGMT en CCR. A. 0%
de expresion de MGMT. Observamos un punch de un paciente en el cual no se
aprecia expresion de MGMT en la regién tumoral, predominando en ésta la
hematoxilina. B. 75% al 100% de expresion de MGMT, predominando la tincion
marron causada por la diaminobencidina (DAB). Podemos destacar que la
tincion es de tipo nuclear observando también marcaje nuclear en la region

tumoral circundante.
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4.2.5. COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE % EXPRESION DE MGMT EN
RELACION A LOS DATOS CLINICOS

El % de expresion de MGMT no mostré correlacion con ninguna variable
incluyendo la supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, el

grado de diferenciacién tumoral o el estadio tumoral (Figura 59).
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Figura 59. Curvas de Kaplan-Meier entre el % de expresion de MGMT y A.
supervivencia global (SG) y B. supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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Por ultimo, se realizé un estudio entre la expresion de MGMT y el estado
de metilacion de su promotor, no observandose ninguna asociacion
significativa. Entre los 23 tumores no metilados, solo el 7,5% (8/107) mostraron
<50% de expresion de MGMT y el 14,02% (15/107) mostraron 250%, mientras
que entre los 84 tumores metilados, el 41,12% (44/107) mostraron <50% de
expresion de MGMT y el 37,38% (40/107) 250% de expresion de MGMT.

4.2.6. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE MARCAJE DE MGMT

El estudio de la intensidad de marcaje de MGMT determindé que en un
15,8% (18/114) de las muestras la intensidad fue nula, en un 10,5% (12/114)
deébil, en un 22,8% (26/114) moderada y finalmente, en un 50,9% (58/114)
intensa; no se pudieron valorar en 9 pacientes (Tabla 14). Con el objeto de
hacer el estudio estadistico, se consideraron dos grupos de muestras, uno de
baja intensidad (26,3%; 30/114) que incluia las muestras de intensidad débil o
nula y otro de alta intensidad con las de intensidad, moderada o intensa
(73,7%; 84/114).
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Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido

Nula 18 14,6 15,8
Débil 12 9,8 10,5
Moderada 26 21,1 22,8
Intensa 58 47,2 50,9
Subtotal 114 92,7 100
NV 9 7,3

Total 123 100

Tabla 14. Intensidad de MGMT en pacientes con CCR. El 15,8% de muestras
presentaron una intensidad nula, en un 10,5% débil, en un 22,8% moderada y

finalmente, en un 50,9% intensa. NV, no valorable.

4.2.7. COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE INTENSIDAD DE MARCAJE
DE MGMT EN RELACION A LOS DATOS CLINICOS

La variable intensidad de marcaje de MGMT en pacientes con CCR
presentd una correlacion significativa con la SG (p<0,01) (Figura 60). Asi, la SG
media de los pacientes con baja intensidad de MGMT fue de 61,36 meses
(95% IC, 45,99-76,72 meses) y de 77,48 meses en pacientes con alta
intensidad de MGMT (95% IC, 70,75-84,214 meses). No obstante, no se

observé correlacion significativa con la SLE ni con ninguna otra variable.
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Figura 60. Curvas de Kaplan-Meier entre intensidad de marcaje de MGMT y A.
Supervivencia global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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Por otra parte, si pudimos demostrar una asociacion significativa entre la
intensidad de marcaje y el estado de metilacion del promotor MGMT (p=0,001).
De este modo, pudimos apreciar que todos los tumores no metilados
(23/107) presentaban alta intensidad de expresiéon de MGMT mientras que
el 26,17% (28/107) de los pacientes que mostraban baja intensidad de

expresion presentaban el promotor de MGMT metilado (Tabla 15).

No metilado Metilado Total

Baja intensidad 0 28 28
Alta intensidad 23 56 79
Total 23 84 107

Tabla 15. Tabla de contingencia entre estado de metilacion del promotor de
MGMT e intensidad de marcaje de MGMT.

4.2.8. ANALISIS DEL % DE EXPRESION DE CD133

Nuestros resultados demostraron que un 34,5% (38/110) de los
pacientes con CCR de nuestro estudio presentaron <50% de expresion, un
52,7% (58/110) presentaron =50% de expresion y finalmente un 12,7%
(14/110) no presentaron marcaje. No pudieron ser valorados 13 pacientes. Con
el objeto de hacer el estudio estadistico, se consideraron solo dos grupos:
<50% o baja expresion de CD133 (47,3 %; 52/110) y 250% o alta expresion de
CD133 (47,3%; 52/110) (Tabla 16). La Figura 61 muestra una imagen

representativa del marcaje de CD133 en muestras de CCR.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido

0% 14 11,4 12,7
<50% 38 30,9 34,5
250% 58 47,2 52,7

Subtotal 110 89,4 100

NV 13 10,6

Total 123 100

Tabla 16. Estudio del % de expresion de CD133 en pacientes diagnosticados
con CCR. El 34,5% de los pacientes presentaron <50% de expresion, un 52,7%
presentaron 250% de expresion y finalmente un 12,7% no presentaron

marcaje. NV, no valorable.
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Figura 61. Imagen representativa del % de expresion de CD133 en punches de
tejido de CCR. A. 0% de expresion de CD133 B. <50% de expresion de CD133
C. 250% de expresion de CD133. Para obtener el % de expresion se
consideraron el numero de glandulas tumorales que expresaban CD133 en la
regiéon endoluminal. No se aprecio expresion de CD133 en la region tumoral
circundante en ningun paciente de CCR.
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4.2.9. COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE % DE EXPRESION DE CD133
EN RELACION A LOS DATOS CLINICOS

La Figura 62 muestra una imagen representativa del marcaje de CD133
y MGMT en muestras de CCR. Nuestros resultados demostraron una
correlacion significativa entre el % de expresion de CD133 y la SLE (p<0,05)
(Figura 63). Asi, la SLE de los pacientes con una expresion <50% fue de 67,9
meses (95% IC, 56,68-79,14 meses) y de 46,01 meses en pacientes con una
expresion de 250% (95% IC, 35,06-56,9 meses). No obstante, no se observo
correlacion con la SG que fue de 82,03 meses (95% IC, 72,9-91,1 meses) para
los pacientes con <50% de expresion de CD133 y de 70,4 meses para aquellos
con 250% de expresion (95% IC, 61,3-79,5 meses). Ademas, la variable % de
expresion de CD133 no se correlacioné con el estadio tumoral ni el estado de

diferenciacion en nuestro grupo de pacientes.

MGMT

Figura 62. Detalle de la inmunotincion de los biomarcadores. A. CD133 se
localizé en la superficie endoluminal de las glandulas tumorales y en los restos

celulares localizados dentro del lumen de la glandula. MGMT presentd una
tincion nuclear de las células glandulares del tumor, B. No se observod tincion

en el tejido tumoral circundante ni en el tejido no tumoral al usar el anticuerpo
frente a CD133, sin embargo, con MGMT se observo tincion en la region

circundante.

148



A 10 'E.,_H__I:_I_j p=0,273
08 4 T e : : :
06 -
0,
(7))
04 |
02 -
m— <50% CD133
0,
0.0 - mm >50% CD133
0 20 40 60 80 100
B 10 - p=0,014
0.8 -
06 - I
LLl
-
(7))
04 1
0.2 7 . <50% CD133
m >50% CD133
00 | T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Meses

Figura 63. Curvas de Kaplan-Meier entre % de expresion de CD133 y A.
Supervivencia global (SG) y B. Supervivencia libre enfermedad (SLE).
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4.2.10. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE MARCAJE DE CD133

Las muestras de CCR fueron procesadas para la valoracién de la
intensidad de marcaje del antigeno CD133, encontrando que en el 63,6%
(70/110) de los pacientes la intensidad fue alta mientras que en el 36,4%

(40/110) fue baja (Figura 64). Trece pacientes no pudieron ser valorados.

Figura 64. Imagen representativa de la intensidad de expresion de CD133 en
diferentes punches. A, B. Baja intensidad de expresion; C, D. Alta intensidad de

expresion.
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4.2.11. COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE LA INTENSIDAD DE
MARCAJE DE CD133 EN RELACION A LOS DATOS CLINICOS

La intensidad de marcaje de CD133 en pacientes con CCR no se
correlacioné con ninguna de las variables clinicas analizadas tales como el
estadio tumoral y el grado de diferenciacion. Tampoco se correlaciond con la
SG (Figura 65A) ni con la SLE (Figura 65B). De hecho, la SG media de los
pacientes con alta intensidad de expresion de CD133 fue de 77,9 meses (95%
IC, 69,3-86,4 meses) y de 78 meses en pacientes con baja intensidad de
marcaje (95% IC, 67,9-88 meses). Por otra parte, la SLE en pacientes con alta
intensidad de expresion de CD133 fue de 59,7 meses (95% IC, 49,6-69,8
meses) y de 53,7 meses en pacientes con baja intensidad de expresion (95%
IC, 39,44—68 meses).
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Figura 65. Curvas de Kaplan-Meier entre intensidad de marcaje de CD133 y A.

Supervivencia Global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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4.2.12. ANALISIS CONJUNTO DE VARIABLES MOLECULARES
ASOCIADAS A MGMT Y CD133

No se aprecid ninguna asociacion entre las variables moleculares de
MGMT (estado de metilaciéon del promotor de MGMT, intensidad y porcentaje
de expresion de MGMT) y CD133 (intensidad y porcentaje de expresion de
CD133). A pesar de esto, se analizaron conjuntamente las dos variables mas
relevantes con resultados significativos: el porcentaje de expresiéon de CD133 y
la intensidad de marcaje de MGMT. Su analisis permitié observar que el 10,6%
de los pacientes (11/104) presentaron un % de expresion de CD133 bajo
(<50%) y una baja intensidad de MGMT, el 35,6% (37/104) un % de expresion
de CD133 bajo (<50%) pero con una alta intensidad de MGMT, el 15,4%
(16/104) un % de expresion alto de CD133 (=250%) pero con baja intensidad de
MGMT vy finalmente, el 38,5% (40/104) un % de expresion alto de CD133
(=50%) acompanado de una alta intensidad de MGMT. Diecinueve pacientes

no pudieron ser valorados.

Por otra parte, también se analizé la implicacion clinica de ambas
variables asociadas. Asi, pudimos demostrar una correlacion significativa
(p>0,05) entre la SG y la variable resumen del % de expresiéon de CD133 y la
intensidad de marcaje de MGMT (Figura 66). Sin embargo, no se apreciaron
diferencias significativas respecto a la SLE. Es importante destacar que los
pacientes con baja intensidad de MGMT y >50% de expresion de CD133
mostraron una SG y una SLE media menor (52,36 y 37,85 meses

respectivamente) (Tabla 17).
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Figura 66. Curvas de Kaplan-Meier entre intensidad de MGMT/porcentaje de
CD133 y A. Supervivencia global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad
(SLE).
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Variables . SG , SLE
Media (95% IC)  p valor Media (95% IC)  p valor

Alta CD133 250% 73,06 (63,99-82,14) 49,14 (36,25-62,04)
intensidad

MGMT CD133 <50% 72,33 (61,82-82,84) 0,052 57,08 (44,64-69,51)

Baja CD133 250% 52,36 (30,53-74,19) ' 37,85 (18,87-56,83) 0,140
intensi
o cD1as <50y 6950 (45,88-93,11) 64,50 (41,41-87,59)

Tabla 17. Medias de supervivencia global y libre de enfermedad respecto a

intensidad de MGMT y % de expresiéon de CD133 analizados conjuntamente.

IC: intervalo de confianza.(*p<0,05; **p>0,001).

En ultimo lugar, se realiz6 un analisis multivariable mediante la regresion

de Cox con las variables moleculares, histopatoldgicas y de tratamiento mas

relevantes para identificar las variables asociadas a SLE y SG (Tabla 18).

Pudimos observar que unicamente la intensidad de expresion de MGMT se

asociaba a

la SG observando que

los pacientes con alta

intensidad

desarrollaban la enfermedad 3,73 veces mas rapido que los de baja intensidad.

Por otra parte, pudimos apreciar que la SLE se asoci6é al estadio tumoral, a la

variable quimioterapia y al porcentaje de expresion de CD133.

Variables SG SLE
HR (IC) P HR(C) P
Sexo
(Hombra Mujer) 2,69(0,77-9,34) 0,118 1,56 (0,80-3,05) 0,186
Grado diferenciaciéon
(Bion-Moderadolpobre) 0,62(0,20-1,93) 0,412 1,24 (0,48-3,17) 0,652
ESt(ffl"/’ ltlllj_r\”/lo)ra' 0,50 (0,18-1,35) 0,175 0,38 (0,19-0,73) 0,004**
Radioterapia
No /Sy 0,41(0,13-1,27) 0,123 0,64 (0,29-1,41) 0,276
Q“'(”,\]'O"}esri"’)‘p'a 0,48 (0,16-1,49) 0,21 0,50 (0,25-0,99) 0,049*
Intensidad de expresion de MGMT 5 25 4 35 10 33) 0,011* 1,55 (0,81-2,99) 0,182
~ (Baja/ Alta)
Porcentaje de expresion de CD133 54 () 181 65) 028 0,44 (0,22-0,86) 0,018
(Bajo / Alto)

Tabla 18. Estudio multivariable: regresion de Cox entre SG, SLE y variables

moleculares y clinicas mas relevantes. HR: Hazard ratio, IC: intervalo de

confianza. (*p<0,05; **p>0,001). p, p valor.
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4.2.13. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LAS VARIABLES
CLINICAS

Finalmente, se realizd el estudio de la interaccion entre las variables
clinicas en el grupo de pacientes con CCR, siendo los resultados mas

relevantes los siguientes:

4.2.13.1. Edad

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,027)
entre la media de la edad de los pacientes bien-moderadamente diferenciados
(72,22+10,04) y los pobremente diferenciados (66,57+12,32). Del mismo modo,
la media de edad de los pacientes con baja intensidad (74,97+8,48) y los
pacientes con alta intensidad (70,17£11,12) de expresion de MGMT presento
diferencias significativas (p=0,034).

No obstante, el estadio tumoral, la respuesta al tratamiento, la
presencia/ausencia de metastasis, el % de expresion de MGMT, el estado de
metilacién del promotor de MGMT, la intensidad de marcaje de CD133 y el %
de expresién de CD133, no presentaron diferencias significativas relacionadas

con la edad de los pacientes.

4.2.13.2. Grado de diferenciaciéon

No se apreciaron diferencias significativas en la SG (Figura 67A) ni en la
SLE (Figura 67B) respecto al grado de diferenciacion tumoral. No obstante, la
SG de los pacientes bien o moderadamente diferenciados fue de 77,62 meses
(95% IC, 70,03-85,21 meses) y de 64,14 meses en los pacientes pobremente
diferenciados (95% IC, 48,53-79,75 meses). Ademas, la SLE media de los
pacientes bien o moderadamente diferenciados fue de 56,25 meses (95% IC,
47,45-65,06 meses) mientras que la de los pacientes pobremente
diferenciados fue de 56,60 meses (95% IC, 38,35-74,64 meses).
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Figura 66. Curvas de Kaplan-Meier entre el grado de diferenciacién tumoral y
A. Supervivencia global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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4.2.13.3. Estadio tumoral

Se comprob6é que, como era légico, la SLE se correlaciond con el
estadio tumoral de la enfermedad (figura 68) de forma que la media de SLE fue
de 70,31 meses (95% IC, 59,84-80,78 meses) en los estadio I-1l y de 42,44
meses en los estadio IlI-IV (95% IC, 32,30-52,58 meses).
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mmm Estadio tumoral I-1l
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T T T T T T
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Figura 68. Curvas de Kaplan-Meier entre estadio tumoral y A. Supervivencia

global (SG) y B. Supervivencia libre de enfermedad (SLE).
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4.3. RESULTADOS IN VIVO: ESTUDIO ESPECIAL EN
PACIENTES CON CANCER RECTAL

Se analizé un grupo de 29 pacientes con cancer rectal del que se pudo
obtener muestras pre y postratamiento (ver Material y Métodos). Las
caracteristicas clinicas de dicho grupo quedan reflejadas en la Tabla 19. Los 29
pacientes en este sub-estudio presentaron una edad media de 64.43+£12.24
anos (rango: 33 a 83 anos) siendo el 75,9% (22/29) hombres y el 24,1% (7/29)
mujeres. La gran mayoria de tumores estaban bien o moderadamente
diferenciados (93,1%, 27/29). Tan s6lo un 37,9% (11/29) de los pacientes
presentaron una buena respuesta al tratamiento (GRT1,2) mientras que el
62,1% (18/29) presentaron una respuesta pobre (GRT3,4,5). A pesar de esto,
al finalizar todo el tratamiento, ningun paciente fallecié debido al cancer pero el
13.8% (4/29) mostraron reaparicion de la patologia. El seguimiento medio fue
de 20,53+9,07 meses y la SLE media fue de 18,62+9,11 meses (rango entre 5

a 37 meses).
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Tabla 19. Caracteristicas de la poblacion con cancer rectal.

Variables Caracteristicas X ()

Seva Hombre 75.9 (22)
Mujer 24.1 (7)
=250 afios 93.1 (27)

Edad

2 <50 afos 6.9 (2)
Grado de diferenciacion tumoral Ef;;:oderado 221(2()27)

Muestra PreQRT
I 34.5(10)

: I 65.5 (19)

Estadio tumoral Muestra PoStORT

O-I 37.9 (11)
=111 62.1 (18)

Respuesta estable/progresion  31.0 (9)

R t | trat iento (TNM
espuesta al tratamiento ( ) Respuesta parcial/completa 69.0 (20)

Muestra PreQRT
Si 65.5(19)
., ez No 34.5(10)
Invasién de nodos linfaticos (N) Muestra PostORT
Si 37.9 (11)
No 62.1 (18)
: : . . Reduccion de N 34.5(10)
linfat
Cambios en invasion de nodos linfaticos N estable/aumenta 65.5 (19)
Muestra PreQRT
T3 96.6 (28)
i . T4 3.4 (1)
Grado infiltracion tumoral (T) Muestra PostORT
TO-T1 17.2 (5)
T2-T3 82.8 (24)
: . ., Reduccion de T 41.4 (12)
Camb filt t I
ambios en infiltracién tumora T estable 58.6 (17)
., GRT102 37.9 (11)
Grado d t I
rado de regresion tumora GRT 3,405 62.1 (18)
- Si 13.8 (4)
Recid
ecidiva No 86.2 (25)
Vive sin enfermedad 72.4 (21)
Estado ultima revision Vive con enfermedad 10.3 (3)
Muerto sin enfermedad 17.2 (5)
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4.3.1. ANALISIS DE METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT

4.3.1.1. Estado de metilacion del promotor de MGMT en tejido normal, fase

pretratamiento y fase postratamiento

Los resultados observados en el estudio de metilacion del promotor de
MGMT en las distintas muestras se encuentran resumidos en la Figura 69. El
estudio de metilacion del promotor de MGMT en el tejido normal circundante
mostré que el promotor de MGMT estaba no metilado (UM) en el 16% (4/25) de
los pacientes y metilado en el 84% (21/25) de los cuales, el 48% (12/25)
mostraron el promotor parcialmente metilado (UM/M) y el 36% (9/25)

hipermetilado (M). No pudieron ser valorados 4 pacientes (Tabla 20).

Por otra parte, cuando el mismo estudio fue realizado en tejido obtenido
durante la fase de pretratamiento pudimos observar no metilacién del promotor
de MGMT en el 16% (4/25) de los pacientes y metilacion en el 84% (21/25) de
los cuales el 56% (14/25) estaba parcialmente metilado y en 7 pacientes (28%)

hipermetilado. No se pudo valorar en 4 pacientes (Tabla 20).

En la biopsia obtenida después del tratamiento detectamos que el 18,5%
(5/27) presentaban el promotor de MGMT no metilado y el 81,5% (22/27)
metilado. Dentro de estos ultimos, el 63% (17/27) lo presentaron parcialmente
metilado y el 18,5% (5/27) hipermetilado. Dos pacientes no pudieron ser
valorados (Tabla 20).

Clasificacion: n (%)

Variable Biopsias , ,
No metilado Metilado NV
Estado de Normal 4 (16.0) 21(84.0) 4
metilacion del  PreQRT 4 (16.0) 21(84.0) 4
promotor MGMT ' postQRT 5 (18.5) 22 (81.5) 2

Tabla 20. Estado de metilacién del promotor de MGMT en tejido no tumoral

circundante. NV, no valorable.
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Figura 69. Tabla resumen del estado de metilacién del promotor de MGMT en

tejido normal (NORM), en fase pretratamiento (PRE) y postratamiento (POST).
A. Estado de metilacion del promotor de MGMT a nivel cualitativo y B. A nivel

molecular.
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En base a los resultados obtenidos, realizamos un estudio de las
modificaciones en la metilacion del promotor de MGMT entre los diferentes
tejidos obtenidos de un mismo paciente, incluyendo el tejido normal y tumoral,
tanto pre como postratamiento.

- Tejido normal y tumoral en fase pretratamiento. La clasificacion
molecular permiti6 observar que en un 31,8% (7/22) de los pacientes se
producia desmetilacién del promotor de MGMT, en un 36,4% (8/22) no existia
modificacion (metilacion estable) y en un 31,8%( (7/22) se produjo metilacion
(Tabla 21).

- Tejido normal y tumoral en fase postratamiento. Del mismo modo, a
partir de la clasificacion molecular se observo que en un 33,3% (8/24) de los
pacientes se producia la desmetilacion del promotor de MGMT, en un 45,8%
(11/24) se mantuvo estable y en un 20,8% (5/24) se dio lugar la metilacion del
promotor de MGMT. No se pudieron valorar en un 17,2% (5/29) de los
pacientes (Tabla 21).

- Tejido tumoral en fase pre y postratamiento. Por ultimo, analizando
a nivel molecular la evolucion desde el estado de pretratamiento al
postratamiento se observd en un 26,1% (6/23) de los pacientes la
desmetilacién del promotor de MGMT, en un 56,5% (13/23) el mantenimiento
del estado de metilacion y en un 17,4% (4/23) se dio lugar la metilacion del
promotor de MGMT. No se pudieron valorar en el 20,7% (6/29) (Tabla 21).

A pesar de que el estudio descriptivo nos permiti6 observar
modificaciones en el patron de metilacion de MGMT entre los diferentes tejidos
obtenidos (normal y tumoral), no pudimos observar diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (Tabla 21).
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Evolucion entre muestras: n (%) p

Variable Biopsias o L
Desmetilacion Estable Metilacion valor
Estado de Normal-PreQRT 3(13,6) 15(68,2) 4(18,2) 7 1
metilacion de Normal-PostQRT  3(12,5) 18 (75,0) 3(12,5) 5 1
MGMT PreQRT-PostQRT 1 (4,3) 21 (91,3) 1(4,3) 6 1

Tabla 21. Evolucion del estado de metilacion del promotor de MGMT entre las

distintas biopsias. NV, no valorable.

4.3.1.2. Estudio de la asociacion del estado de metilacién del promotor de

MGMT con las variables clinicas

En primer lugar, se transformaron todas las variables clinicas e
histopatolégicas en variables dicotomicas para poder realizar el estudio de
asociacion con las variables moleculares. Los resultados obtenidos se
encuentran resumidos en la Tabla 22. Los resultados mas relevantes fueron la
asociacion entre el estado de metilacion obtenido después del tratamiento
(postQRT) y las variables: respuesta al tratamiento e invasion linfatica después
del tratamiento (postQRT N).
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Tabla 22.

Asociaciones entre estado de metilacion de MGMT vy variables clinicas.

Variables Biopsias Caracteristicas Normal PreQRT POStQRT
UM M b UM M p UM M D
oreort ! 2(20) 8(80) 1 0(0) 9(100) 026 1(10) 9(90) 0,621
Estadio tumoral Il 2 (13,3) 13 (86,7) 4(25) 12 (75) 4 (23,5) 13 (76,5)
(TNM) sostorT V" 3(30) 7(70) 027 0(0)  10(100) 0,13 1(10) 9(90) 0,621
11-111 1(67) 14 (93,3) 4(26,7) 11(73,3) 4 (23,5) 13 (76,5)
Respuesta RT Progresion/estable 0 (0) 8 (100) 0,27 3 (42,9) 4 (57,1) 0,05 4 (50) 4 (50) 0,017*
tratamiento ~ PTEPOSLQRT o Calicompleta 4 (23.5) 13 (76.5) 1(5,6) 17 (94,4) 1(5,3) 18 (94.7)
reoRT 2(135) 13(86,7) 1 4 (25) 12(75) 0,26 4 (23,5) 13 (76,5) 0,621
No 2(20) 8 (80) 0(0)  9(100) 1(10) 9 (90)
Invasion nodos Si 0(0)  10(100) 0,13 3 (37,5) 5(62,5) 0,08 4 (40) 6 (60)  0,047%
linfaticos (N) ~ POSIQRT g 4(26,7) 11(73,3) 1(59) 16 (94,1) 1(59) 16 (94,1)
Jre-post QRT Reduccion 2(286) 5(71.4) 055 1(111) 8(889) 1 0(0) 9(100) 0,136
Aumenta/ Estable 2 (11,1) 16 (88,9) 3(18,8) 13 (81,3) 5(27,8) 13 (72,2)
reorT 13 4(16,7) 20(83,3) 1 4(16,7) 20(83.3) 1 5(19,2) 21(80,8) 1
T4 0(0)  1(100) 0(0)  1(100) 0(0)  1(100)
Infiltracion TO-T1 2(50) 2(50) 0,1 0(0) 4(100) 1 0(0) 4(100) 0,561
tumoral (T) POSIQRT 5 13 2(9,5) 19 (90,5) 4 (19,0) 17 (81,0) 5(21,7) 18 (78,3)
ore-post QRT Reduccion 3(27.3) 8(727) 029 0(0)  11(100) 0,11 1(9,1) 10(90,9) 0,618
Estable 1(7.1) 13 (92,9) 4 (28,6) 10 (71,4) 4(25) 12 (75)
GRT 102 2(222) 7(77.8) 06 0(0) 9(100) 026 1(10) 9(90) 0,621
GRT Pre-post QRT 3r13.405 2 (12,5) 14 (87,5) 4(25) 12 (75) 4 (23,5) 22 (81,5)

(*p<0,05; **p>0,001). p, valor p. Normal: tejido normal circundante.
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En segundo lugar, se analizaron las correlaciones entre variables

ordinales apreciando:

- Una correlacién inversa entre el estadio tumoral después del
tratamiento y la evolucion del estado de metilacién del promotor de MGMT
desde el tejido normal al tumoral en fase de pretratamiento (p:-0,570, p=0,005)
(Figura 70).
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Figura 70. Correlacion entre el estadio tumoral después del tratamiento y la
evolucion del estado de metilacion del promotor de MGMT desde tejido normal

al tejido tumoral durante la fase de pretratamiento.
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- Una correlacion entre la respuesta al tratamiento y la evolucion del
estado de metilacién del promotor de MGMT desde el tejido normal al tumoral

en fase de pretratamiento (p:0,640, p= 0,002) (Figura 71).

Rho(p)=0,604, p=0,002
Respuesta completa — o
(@]
=
Q
% Respuesta parcial o o
[
G
©
2
S Estable o o
o
[
(O]
4
Progresion ©
T - T T
Desmetilacion Estable Metilacion

Evolucion Norm-preQRT del estado de metilacion de MGMT

Figura 71. Correlacién entre la respuesta al tratamiento y la evolucion del
estado de metilacion del promotor de MGMT desde tejido normal al tejido

tumoral durante la fase de pretratamiento.
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- Una correlacion entre la respuesta al tratamiento y la evolucion del
estado de metilacion del promotor de MGMT desde el tejido normal al tumoral
en fase de postratamiento (R:0,559, p=0,004) (Figura 72).
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Figura 72. Correlacion entre la respuesta al tratamiento y la evolucion del
estado de metilacion del promotor de MGMT, desde tejido normal al tejido

tumoral durante la fase postratamiento.

En la Tabla 23 se puede apreciar un resumen de las correlaciones mas

relevantes entre la progresion del estado de metilacién y las variables clinicas.
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Tabla 23. Correlaciones mas significativas entre progresion del estado de metilacion y variables clinicas.

Normal-preQRT Normal-postQRT
Caracteristicas (orden) (desmetilacion, estable, metilacién) (desmetilacion, estable, metilacién)
p (p valor) p (p valor)
Estadio t I tQRT
stadio (OUTOI';""”F)OS Q -0,570 (0,005)** -0,486 (0,016)*
Infiltracion tumoral postQRT . .
(T0, T1, T2, T3) -0,483 (0,022) -0,413 (0,044)
Respuesta al tratamiento 0,604 (0,002)** 0,559 (0,004)**
(progresion, estable, respuesta parcial y completa)
GRT
-0,459 (0,031)* -0,399 (0,052)

(GRT1, GRT2-3, GRT4-5)

(*p<0,05; **p>0,001), p: rho de spearman.
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Por ultimo, se pudo analizar la SLE mediante las curvas de Kaplan-Meier
comparandolas en todas las variables moleculares. Unicamente se pudieron
apreciar diferencias significativas dentro del estado de metilacion de MGMT
durante la fase previa a la QRT (p=0,0001) (Figura 73). De este modo, los
pacientes con el promotor de MGMT no metilado durante la fase preQRT
mostraron una supervivencia media de 12,5 meses (95% IC: 8,89-16,10)
mientras que en los pacientes con el promotor metilado la supervivencia fue de
37 meses (95% IC: 37,0-37,0). Cabe destacar que ésta fue la unica variable
que se correlaciondé con la SLE no observandose ninguna otra correlacion

significativa.
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Figura 73. Curvas de Kaplan-Meier entre SLE y estado de metilacion del
promotor de MGMT antes de la QRT (preQRT) en seleccion de pacientes con

cancer rectal.
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4.3.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE MGMT MEDIANTE gPCR

4.3.2.1. Expresion de MGMT en tejido normal y tumoral en fase

pretratamiento y fase postratamiento

Todos los resultados obtenidos mediante qPCR se referenciaron a los
datos obtenidos del pool de ARN control dando lugar al AACt (folds) (ver
Material y Métodos). Asi, se observd una expresion de MGMT por encima de 2
folds en el 65,2% (15/23) de las muestras de tejido normal circundante, en el
65,2% (15/23) de las muestras tumorales preQRT y en el 60,9% (14/23) de las

muestras tumorales postQRT (Tabla 24).

Clasificacion: n (%)
<2folds =22folds NV
Normal 8 (34,8) 15(65,2) 6
PreQRT 8 (34,8) 15(65,2) 6
PostQRT 9 (39,1) 14 (60,9) 6

Variable Biopsias

Expresion MGMT
ARN

Tabla 24. Expresion de ARNm del gen MGMT en las biopsias. Pudimos
apreciar una expresion media de 2,01£1,03 folds en tejido normal, de
2,00+1,56 folds en tejido tumoral pretratamiento y de 2,54+2,03 folds en tejido

tumoral postratamiento.

Analizando la evoluciéon de la expresion (FC) de MGMT considerando
como punto de corte +1 fold, entre las biopsias del tejido normal circundante y
preQRT, el 91,3% (21/23) de pacientes mantuvieron estable la expresion de
ARN en relacion al tejido normal y sélo en un 8,7% (2/23) presentaron un
aumento de la expresion. Resultados idénticos se observaron para la diferencia
de expresion entre las biopsias tejido normal circundante y postQRT. En ultimo
lugar, considerando como referencia el tejido tumoral obtenido durante la fase
pretratamiento, en un 78,3% (18/23) de muestras postratamiento se mantuvo

estable la expresion de MGMT y so6lo en el 21,7% (5/23) se produjo un
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aumento de dicha expresion. Nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas en la evolucion de expresiéon del ARNm de MGMT entre las
distintas biopsias analizadas (Tabla 25). Cabe destacar que ningun paciente

mostro reduccion de la expresion del ARNm de MGMT.

Evolucién entre muestras: n
Variable Biopsias (%)
Reduccion Estable Aumento

NV  pvalor

Normal-PreQRT 0 (0,0) 21(91,3) 2(8,7) 6 0,868
Normal-PostQRT 0 (0,0) 21(91,3) 2(8,7) 6 0,959
PreQRT-PostQRT 0 (0,0) 18(78,3) 5(21,7) 6 0,438

Expresion de
ARNm de MGMT

Tabla 25. Evolucion de la expresion de ARNm de MGMT entre las distintas

fases. NV, no valorable.

4.3.2.2. Comportamiento de la expresion de MGMT en relacién a los datos

clinicos.

Los resultados no mostraron ninguna correlacion o asociacion
estadisticamente significativa entre los valores de MGMT obtenidos y las
variables clinicas (Tabla 26 y la Tabla 27). No obstante, si pudimos demostrar
diferencias significativas en las biopsias de los pacientes obtenidas durante la
fase preQRT entre la AACt de la expresion de MGMT de pacientes con invasion
linfatica (1,40+1,12 folds) y pacientes sin invasion linfatica (3,10+1,74 folds)
(p=0,027) (Figura 74).
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Tabla 26.

Asociaciones entre expresion de ARN de MGMT vy variables clinicas.

. , , . Normal PreQRT PostQRT
Variables Biopsias Caracteristicas
<2folds 22folds p <2folds 22folds p <2folds =22folds p
oreQRT [l 2(22,2) 7(7,8) 04 1(11,1) 8(88,9) 0,09 3(33,3) 6(66,7) 1
Estadio tumoral 1] 6 (42,9) 8 (57,1) 7 (50) 7 (50) 6 (42,9) 8 (57,1)
(TNM) DOStQRT 0-1 3(27,3) 8(72,7) 0,67 3(27,3) 8(72,7) 0,67 4(36,4) 7(63,6) 1
[-111 5(41,7) 7 (58,3) 5(41,7) 7(58,3) 5(41,7) 7 (58,3)
Respuesta Progresion/estable 2 (33,3) 4 (66,7) 1 3(50) 3(50) 0,62 3 (50) 3(50) 0,64
tratamiento Pre-post QRT - b cialicompleta 6 (35.3) 11 (64,7) 5(29,4) 12 (70,6) 6(353) 11(64.7)
DreQRT Si 6 (42,9) 8(57,1) 0,4 7(50) 7 (50) 0,09 6(42,9) 8(57,1) 1
No 2(22,2) 7(77,8) 1(11,1) 8(88,9) 3(33,3) 6(66,7)
Invasion nodos Si 3(37,5) 5(62,5) 1 4 (50) 4 (50) 0,37 3(37,5) 5(62,5 1
linfaticos (N) POSIQRT o 5(33,3) 10 (66.7) 4(26,7) 11 (73,3) 6(40) 9 (60)
ore-post QRT Reduccién 3(42,9) 4(57,1) 0,66 3(42,9) 4(57,1) 0,66 3(42,9) 4 (57,1) 1
Aumenta/ Estable 5 (31,3) 11 (68,8) 5(31,3) 11(68,8) 6 (37,5) 10 (62,5)
DreQRT T3 8 (36,4) 14 (63,6) 1 8 (36,4) 14 (63,6) 1 9(40,9) 13(59,1) 1
T4 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100)
Infiltracién tumoral TO-T1 1(20) 4 (80) 0,62 1(20) 4 (80) 0,62 2(40) 3(60) 1
(T) POStQRT T2-T3 7 (38,9) 11 (61,1) 7(38,9) 11(61,1) 7 (38,9) 11 (61,1)
ore-post QRT Reduccién 4 (33,3) 8(66,7) 1 3(25) 9 (75) 04 5(41,7) 7(58,3) 1
Estable 4 (36,4) 7 (63,6) 5 (45,5) 8 (54,5) 4 (36,4) 7 (63,6)
GRT ore-post QRT GRT102 3(27,3) 8(72,7) 0,67 4(36,4) 7(63,6) 1 6 (54,5) 5(45,5) 0,21
GRT 3,405 5(41,7) 7 (58,3) 4 (33,3) 8(66,7) 3 (25,0) 9(75,0)

(*p<0,05; **p>0,001). p, valor p. Normal: tejido normal circundante.
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Tabla 27. Asociaciones entre la evolucion de la expresion del ARN de MGMT vy variables clinicas.

Normal-preQRT

Normal-postQ

Pre-postQRT

Variables Biopsias Caracteristicas
Estable Aumenta p Estable Aumenta p Estable Aumenta p
oreort | 8(88,9) 1(11,1) 1 8(88,9) 1(11,1) 1 8(88,9) 1(11,1) 0,61
Estadio 1l 13(92,9) 1(7,1) 13(92,9) 1(7,1) 10 (71,4) 4 (28,6)
tumoral (TNM) DOSIQRT 0-1 10 (90,9) 1 (9,1) 1 10(90,9) 1(9,1) 1 9(81,8) 2(18,2) 1
11-111 11(91,7) 1(8,3) 11(91,7) 1(8,3) 9(75)  3(21,7)
Respuesta Progresién/estable 6 (100) 0 (0) 1 6(100) 0 (0) 1 5(83,3) 1(16,7) 1
tratamiento  PTEPOSLQRT o alicompleta 15 (88,2) 2 (11,8) 15(88,2) 2 (11,8) 13 (76,5) 4 (23,5)
oreoRT O 13(92,2) 1(7,1) 1 13(92,2) 1(7,1) 1 10 (71,4) 4(28,6) 0,61
g No 8(88,9) 1(11,1) 8(88,9) 1(11,1) 8(88,9) 1(11,1)
'”n"oa(jc')‘;” boStQRT S 7(87,5) 1(12,5 1 8(100) 0(0) 0,53 6 (75) 2 (25) 1
linfaticos (N) No 14(93,3) 1(6,7) 13(86,7) 3(13,3) 12 (80) 3 (21,7)
ore-post QRT Reduccion 7 (100) 0 (0) 1 6(857) 1(143) 053 5(71,4) 2(28,6) 0,62
Aumenta/ Estable 14 (87,5) 2 (12,5) 15(93,8) 1(6,3) 13 (81,3) 3(18,8)
oreoRT 13 20 (90,9) 2 (9,1) 1 20(90,9) 2(9,1) 1 17 (77,3) 5(22,7) 1
T4 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0)
Infiltracion TO-T1 4 (80) 1(20) 0,4 4 (80) 1(20) 0,4 4(80) 1(20) 1
tumoral ()~ POSIQRT 4 13 17 (94,4) 1 (5,6) 17 (94,4) 1 (5,6) 14 (77,8) 4 (22,2)
ore-post QRT Reduccion 10(83,3) 2(16,7) 0,48 11(91,7) 1(8,3) 1 10(83,3) 2(16,7) 0,64
Estable 11 (100) 0 (0) 10 (90,9) 1 (9,1) 8(72,7) 3(27,3)
GRT sre-post QRT CRT 102 10 (90,9) 1 (9,1) 1 10(90,9) 1(9,1) 1 9(81,8) 2(18,2) 1
GRT 3,405 11(91,7) 1(8,3) 11(91,7) 1 (8,3) 9(75) 3 (25)

(*p<0,05; **p>0,001). p, valor p. Normal: tejido normal circundante.
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Figura 74. Diferencias de la A44Ct de MGMT durante la fase antes del
tratamiento (preQRT) entre pacientes con o sin invasion linfatica durante la fase
de pretratamiento (preQRT).

4.3.3. ANALISIS DEL % DE EXPRESION DE MGMT MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA

4.3.3.1. % de expresion de MGMT en tejido en fase pretratamiento y fase

postratamiento

El estudio del % de expresion de MGMT soélo se realizé en el tejido

tumoral en la fase de pretratamiento y postratamiento.

En la fase pretratamiento, los resultados inmunohistoquimicos mostraron
una expresion nula en el 7,7% (2/26) de los pacientes, de menos del 25% en el
23,1% (6/26), entre el 25 y 50% en el 26,9% (7/26), entre el 50 y 75% en el
19,2% (5/26) y de mas del 75% en el 23.1% (6/26) de los pacientes. Tres
pacientes no pudieron ser valorados. Para el estudio estadistico fueron
agrupados en pacientes con <50% (57,7%, 15 pacientes) y 250% (42,3%, 11

pacientes) de expresion (Tabla 28). Por otra parte, en las muestras
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postratamiento observamos que el 66,7% (18/27) de los pacientes presentaban
una expresion nula, el 11,1% (3/27) una expresioén inferior al 25%, otros 11,1%
(3/27) una expresion entre 25 y 50% vy el restante 11,1% (3/27) una expresion
entre el 50% y 75%. No se observaron pacientes con expresion entre en 75 y
100%. Para el estudio estadistico fueron agrupados en pacientes con <50%
(88,9%, 24 pacientes) y 250% (11,1%, 3 pacientes) de expresion (Tabla 28).

Clasificacion: n (%)
>50% <50% NV
PreQRT 11 (42,3) 15(57,7) 3
PostQRT 3 (11,1) 24 (88,9) 2

Variable Biopsias

Porcentaje de expresion de MGMT

Tabla 28. Porcentaje de expresion de MGMT en biopsias pre y postQRT. NV,

no valorable.

Al analizar las diferencias entre la fase de pretratamiento y
postratamiento mediante las variables no dicotomicas se observo la tendencia
significativa (p=0,0001) de reduccién de la expresion entre biopsias observada
en un 70,8% (17/24) de los pacientes. El 20,8% (5/24) de los pacientes no
mostraron alteracion de la expresion y se observé un aumento en tan sélo un
8,3% (2/24). Cinco pacientes no pudieron ser valorados. Cuando se aplicaron
las variables dicotomicas a este tipo de analisis también se alcanzé el nivel de
significacion (p=0,039) (Tabla 29).
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Evolucién entre muestras: n
Variable Biopsias (%) NV p valor
Reduccion Estable  Aumento

Porcentaje de
expresion de  PreQRT-PostQRT 10 (41,7) 12 (50,0) 2 (8,3) 5 0,039
MGMT

Tabla 29. Evolucion de la expresion proteica de MGMT entre las distintas

biopsias. NV, no valorable.

4.3.3.2. Comportamiento de la variable % de expresion de MGMT en

relacion a los datos clinicos

No se observd ninguna asociacion significativa entre el % de expresion
de MGMT o su evolucion entre muestras y las variables clinicas como se puede
apreciar en la Tabla 30. El unico resultado a destacar fue la correlacion entre el
grado de regresion tumoral y el % de expresiéon de MGMT durante la fase de
postratamiento (p=0,0001 y p=0,628) (Figura 75).
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Tabla 30. Asociaciones entre la expresion proteica de MGMT, su evolucion y variables clinicas.

PreQRT PostQRT Pre-postQRT
Variables Biopsias Caracteristicas <50% >50% " <50% >50% D Reduce 7umenta D
Estable
. I 5(50) 5(50) 0,689 9(90) 1(10) 1 5(50) 5 (50) 0,678
Ejsr;%?g PreQRT 10 (62,5) 6 (37.5) 15 (88,2) 2 (11,8) 5(357) 9 (64,3)
(TNM) sostorT O 7(63.6) 4(364) 0701 8(88,9) 1(11.1) 1 4 (444) 5(556) 1
11-111 8(53,3) 7 (46,7) 16 (88,9) 2 (11,1) 6(40) 9 (60)
Respuesta - "oor Progresioniestable 6 (75)  2(25) 0,395 8(889) 1(11,0) 1 2(25)  6(15) 0,388
tratamiento Parcialicompleta 9 (50) 9 (50) 16 (88,9) 2 (11,1) 8(50)  8(50)
reoRT S 10 (62,5) 6 (37,5) 0,689 15(88,2) 2(11,8) 1 5(357) 9 (64.3) 0,678
Invasién No S (50) 5 (50) 9 (90) 1(10) 5 (90) o (50)
nodos Si 6(66,7) 3(33,3) 0,683 10(90,9) 1(9,1) 1 3(33,3) 6(66,7) 0,678
linfaticos ~ POSTORT 9(52,9) 8 (47,1) 14 (87,5) 2 (12,5) 7(46,7) 8 (53,3)
(N) ost Ry Reduccion 4(50) 4(50) 0,683 7(87,5) 1(125) 1 3(50)  3(50) 0,665
pre-post QRT )\ menta/ Estable 11 (61,1) 7 (38.9) 17 (89,5) 2 (10,5) 7(38,9) 11 (61,1)
reorT 13 15 (60) 10 (40) 0,423 23 (88,5) 3 (11,5) 1 9(39,19 14 (60,9) 0,417
T4 0 (0) 1(100) 1(100) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
Infiltracion TO-T1 2(40) 3(60) 062 4(100) 0 (0) 1 3(75) 1(25) 0,272
tumoral (1)~ POSIORT 15 13 13 (61,9) 8 (38,1) 20 (87,0) 3 (13,0) 7 (35) 13 (65)
Sre-post QRT Reduccien 7(583) 5(41,7) 1 9(90) 1(10) 1 5(50) 5 (50) 0,678
Estable 8 (57,1) 6 (42,9) 15 (88,2) 2 (11,8) 5(357) 9 (64.3)
GRT  pre-post ORT GRT 102 5(50) 5(50) 0689 9(100) 0(0) 0,529 5(62,5) 3 (37.5) 0,204
GRT 3,405 10 (62,5) 6 (37,5) 15 (83,3) 3 (16,7) 5(31,3)  11(68,8)

(*p<0,05; **p>0,001). p, valor p. Normal: tejido normal circundante.
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Figura 75. Correlacion entre el grado de regresion tumoral y % de expresion de
MGMT durante la fase de postratamiento. 0: 0%, +: entre el 1 y el 25%;++:

entre el 25 y 50%, +++: entre el 50 y el 75% y ++++: mas del 75%.
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4.3.4. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE MARCAJE DE MGMT MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA

4.3.4.1. Intensidad de marcaje de MGMT en tejido tumoral en fase

pretratamiento y fase postratamiento

Como en el caso anterior, el estudio de la intensidad de marcaje de
MGMT se realizd soélo en el tejido tumoral en la fase de pretratamiento y en la
fase de postratamiento. Los tejidos tumorales de la fase de pretratamiento
mostraron un marcaje nulo en el 7,7% (2/26) de los pacientes, una intensidad
débil en el 26,9% (7/26), moderada en el 30,8% (8/26), alta en el 11,5% (3/26)
y muy alta en 23,1% (6/26) de los pacientes. No se pudieron valorar 3

pacientes.

Los datos en las muestras tumorales en la fase de postratamiento
mostraron una intensidad de marcaje nula en el 33,3% (9/27) de los pacientes,
débil en el 51,9% (14/27) y moderada en el 14,8% (4/27). Como en el % de
expresion de MGMT, se transformoé la intensidad de marcaje en una variable
dicotomica agrupandolas en: alta intensidad (0, + y ++) y baja intensidad (++ vy

+++) para poder realizar el analisis de asociacion (Tabla 31).

Clasificacion: n (%)

Alta Baja NV
PreQRT 9(34,6) 17(654) 3
PostQRT 0 (00,0) 27 (100) 2

Variable Biopsias

Intensidad de expresiéon de MGMT

Tabla 31. Intensidad de marcaje de MGMT. NV, no valorable.
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El andlisis entre fases de pretratamiento y postratamiento demostré una
tendencia de reduccién de la intensidad significativa (p<0,0001) entre ambas
biopsias observando en un 70,8% (17/24) de los pacientes reduccion y en el
29,2% (7/24) ausencia de cambios. Cinco pacientes no pudieron ser valorados.
Resultados similares se observaron al considerar la variable dicotomica
(p=0,004) (Tabla 32)

Evolucién entre muestras: n

Variable Biopsias (%) NV p valor
Reduccion Estable Aumento
Intensidad de PreQRT-PostQRT 9 (37,5) 2 0(0,00 5 0,004**

expresion de MGMT (62,5)

Tabla 32. Evolucion de la intensidad de expresion de MGMT entre las distintas

fases. NV, no valorable.

4.3.4.2. Comportamiento de la variable intensidad de marcaje de MGMT en

relacion a los datos clinicos

No se pudieron apreciar asociaciones significativas entre la intensidad

de marcaje de MGMT Yy las variables clinicas como muestra la Tabla 33.
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Tabla 33. Asociaciones entre la intensidad de expresion proteica de MGMT y variables clinicas.

. . . . PreQRT PostQRT Pre-postQRT
Variables Biopsias Caracteristicas . )
Baja Alta p Baja Alta p Reduce Estable p
oreorT ! 6 (60)  4(40) 0,692 10(100) 0(0) NV 4(40) 6 (60) 1
Estadio tumoral I 11 (68,8) 5 (31,3) 17 (100) 0 (0) 5(35,7) 9 (64,3)
(TNM) I 8 (72,7) 3(27,3) 0,683 9(100) 0(0) NV 3(33,3) 8(66,7) 1
11-111 9(60) 6 (40) 18 (100) 0 (0) 6(40) 9 (60)
Respuesta Sre-post QR ProgTesiomestable 5 (625)  3(375) 1 9(100) 0(0) NV 3(37.5) 5(625) 1
tratamiento Parcial/completa 12 (66,7) 6 (33,3) 18 (100) 0 (0) 6 (37,5) 10 (62,5)
oreRT S 11 (68,8) 5(31,3) 0692 17(100) 0(0) NV 5(357) 9 (643) 1
No 6(60) 4 (40) 10 (100) 0 (0) 4 (40) 6 (60)
invasion nodos D0stORT S 5(55,6) 4 (44,4) 0,667 11(100) 0(0) NV 4 (44,4) 5(556) 0,678
linfaticos (N) No 12 (70,6) 5 (29,4) 16 (100) 0 (0) 5(33,3) 10 (66,7)
Reduccion 6(75) 2(25) 0,667 8(100) 0(0) NV 2(33,3) 4(66,7) 1
Pre-post QRT )\ menta/ Estable 11 (61,1) 7 (38,9) 19 (100) 0 (0) 7(38,9) 11 (61,1
oreorT 13 17 (68,0) 8(32,0) 0346 26(1) 0(0) NV 8(34.8) 15(652) 0,375
T4 0 (0) 1 (100) 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0)
Infiltracién tumoral TO-T1 3(60) 2 (40) 1 4(100) 0(0) NV 2(50) 2(50) 0,615
(T POSIQRT 1 13 14 (66,7) 7 (33,3) 23 (100) 0 (0) 7(35) 13 (65)
Sre-post QRT ReduCcion 8(667) 4(333) 1 10(100) 0(0) NV 4(40) 6 (60) 1
Estable 9(64,3) 5 (35,7) 17 (100) 0 (0) 5(35,7) 9 (64,3)
GRT 102 6(60)  4(40) 0,692 9(100) 0(0) NV 4(50) 4(50) 0,412
GRT Pre-post QRT p13. 405 11(68,8) 5 (31,3) 18 (100) 0 (0) 5(31,5) 11 (68,8)

(*p<0,05; **p>0,001). p, valor p. Normal: tejido normal circundante. NV, no valorable.
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4.3.5. ANALISIS DE LA EXPRESION DE CD133 MEDIANTE gPCR

4.3.5.1 Expresibn de CD133 en tejido normal y tumoral en fase

pretratamiento y postratamiento

Todos los resultados obtenidos mediante qPCR se referenciaron a los
datos obtenidos del pool de ARN control (ver Material y Métodos). La Tabla 34
resume los valores de expresiéon de CD133 respecto al pool de tejido normal
pudiendo observar que mostraron una expresion por encima de 2 folds en el
26,1% (6/23) de las muestras de tejido normal, en el 56,5% (13/23) de las
muestras de tejido tumoral pretratamiento y por ultimo, en el 68,2% (15/22) de

las muestras de tejido tumoral postratamiento (Tabla 34).

Clasificacion: n (%)
<2folds =22folds NV
Normal 17 (73,9) 6(26,1) 6
PreQRT 10 (43,5) 13 (56,5) 6
PostQRT 7(31,8) 15(68,2) 7

Variable Biopsias

Expresion de CD133
ARN

Tabla 34. Expresion de ARNm del gen CD133 en las biopsias. Se observo una
AACt respecto al pool de tejido normal de 0,93+0,61 folds en tejido normal, una
AACt de 2,21+3,76 folds en tejido tumoral pretratamiento y una AACt de

2,43+3,61 folds en tejido tumoral postratamiento.

Desde un punto de vista descriptivo, al analizar los cambios entre
biopsias (punto de corte 1 fold), observamos que un 69,6% (16/23) de los
pacientes en la fase pretratamiento se mantuvo estable la expresion de CD133
en relacion al tejido normal y tan sélo en el 30,4% (7/23) aumenté. Cuando se
compararon muestras pre con postratamiento, el 87% (20/23) de pacientes
mostré estabilidad en la expresion y tan s6lo en un 13% (3/23) un aumento de
expresion. Finalmente, tomando como referencia el tejido tumoral

pretratamiento, un 77,3% (17/22) de los pacientes mantuvo la expresion de
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CD133 y un 22,7% (5/22) la aumenté. Ningun paciente presentd reduccién de
la expresion. De este modo, no se aprecido una tendencia significativa en la
evolucion de la expresion de CD133 entre el tejido tumoral y el tejido normal ni

entre pretratamiento y postratamiento (Tabla 35).

Evolucidn entre muestras: n
Variable Biopsias (%)
Reduccion Estable  Aumento

NV p valor

Expresion de Normal-PreQRT 0 (0,0) 16 (69,6) 7 (30,4) 6 0,246
ARNm de  Normal-PostQRT 0 (0,0) 20 (87,0) 3(13,0) 6 0,309
CD133 PreQRT-PostQRT 0 (0,0) 17 (77,3) 5(22,7) 7 0,616

Tabla 35. Evolucién de la expresion de ARNm de CD133 entre las distintas

fases. NV, no valorable

4.3.5.2. Comportamiento de la variable expresion de CD133 en relacion a
los datos clinicos

No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los

niveles de expresion de ARN de CD133, ni la evolucidon de su expresion con las
distintas variables clinicas analizadas (Tabla 36 y 37).
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Tabla 36. Asociacion entre expresion de ARN de CD133 y las variables clinicas.

Variabl Bi , c L Normal PreQRT PostQRT
arianies opsias  Caracleristicas  _otoids  22folds p  <2folds 22folds p  <2folds 22folds  p
reort ! 1(50)  1(50) 0,643 1(50) 1 (50) 1T 1(50)  1(50) 1
Estadio tumoral Il 6(66,7) 3 (33.3) 5(55,6) 4 (44.4) 5(62,5) 3 (37.5)
(TNM) rostorT O 11(78.6) 3(21,4) 0371 8(571) 6(429) 1 10(714) 4(286) 1
11111 7(63.6) 4 (36.4) 6 (54,59 5 (45,5) 7(70)  3(30)
Respuesta pre-post  Progresién/estable 10 (83,3) 2 (16,7) 1 7 (58,3) 5 (41,7) 0,66 8 (66,7) 4(33,3) 0,334
tratamiento QRT  Parciallcompleta 5 (83,3)  1(16,7) 4(66,7) 2(33.3) 3(50) 3 (50)
reRT S 12(70.6) 5(29.4) 0643 9(529) 8(47.1) 1 12(75) 4 (25) 1
No 11(78,6) 3 (21,4) 8 (57,1) 6 (42,9) 10 (71,4) 4 (28,6)
Invasién nodos Si 6(667) 3(333) 1 5(556) 4(444) 0221 5(625) 3(37,5) 0,343
linfaticos ()~ POSTQRT g 6(75) 2 (25) 3(37,5) 5 (62,5) 4(50) 4 (50)
ore-post _Reduccion 11(733) 4(26,7) 1 10(66,7) 5(33,3) 0405 11(786) 3(214) 035
QRT  Aumenta/ Estable 5(71,4) 2 (28,6) 5(714) 2 (28.6) 6(857) 1(14.3)
reorT 13 12(75) 4 (25) T 8(50)  8(50) 1T 9(60) 6 (40) 1
T4 16 (72,7) 6 (27.3) 12 (54,5) 10 (45,5) 14 (66,7) 7 (33.3)
Infiltracion To-T1 1(100) 0 (0) 1 1(100) 0(0) 0,618 1(100) _ 0(0) 1
tumoral (1)~ POSIQRT 1 13 4 (80) 1(20) 2(40) 3 (60) 3(75)  1(25)
ore-post _Reduccion 13(72.2) 5(27.8) 0643 11(611) 7(38.9) 068 12(66,7) 6(333) 1
QRT  Estable 8(667) 4 (33.3) 6(50) 6 (50) 8(72,7)  3(27.3)
- ore-post  GRT 102 9(81,8) 2(182) 1 7(636) 4(364) 068 7(636) 4(364) 0,381
QRT  GRT3,405 8(72,7) 3(27.3) 7(63,6) 4 (364) 8(80) 2 (20)

(*p<0,05; **p>0,001).
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Tabla 37. Asociacion entre progresion de la expresion de ARN de CD133 y las variables clinicas.

Normal-preQRT

Normal-postQ

Pre-postQRT

Variables Biopsias Caracteristicas
Estable Aumenta p Estable Aumenta p Estable Aumenta p
oreorT | 7(77,8) 2(22,2) 0,657 7(87,5) 1(12,5) 1 6(75) 2 (25) 1
Estadio Il 9(64,3) 5(35,7) 13 (86,7) 2 (13,3) 11 (78,6) 3 (21,4)
tumoral (TNM) DOStQRT 0-l 9(81,8) 2(18,2) 0,371 9(90) 1 (10) 1 8(80) 2 (20) 1
11111 7(58,3) 5 (41,7) 11 (84,6) 2 (15,4) 9(75)  3(25)
Respuesta pre-post  Progresion/estable 4 (66,7) 2 (33,3) 1 6(857) 1(14,3) 1 4(66,7) 2(33,3) 0,585
tratamiento QRT Parcial/completa 12 (70,6) 5 (29,4) 14 (87,5) 2 (12,5) 13 (81,3) 3(18,8)
oreORT S 9(64,3) 5(36,7) 0,657 13(86,7) 2 (13,3) 1 11(78,6) 3(21,4) 1
g No 7(77,8) 2(22,2) 7(87,5) 1 (12,5) 6 (75,0) 2 (25)
'”n"oa;(')?sn DoStORT S 4(50) 4 (50) 0,182 8(88,9) 1 (11,1) 1 6(75) 2 (25) 1
linfaticos (N) No 12 (80) 3 (20) 12 (85,7) 2 (14,3) 11 (78,6) 3 (21,4)
pre-post  Reduccion 6(857) 1(14,3) 0,366 6(857) 1 (14,3) 1 6(857) 1(14,3) 1
QRT Aumenta/ Estable 10 (62,5) 6 (37,5) 14 (87,5) 2 (12,5) 11 (73,3) 4 (28,7)
oreoRT 13 15 (68,2) 7 (31,8) 1 19(86,4) 3 (13,6) 1 16(76,2) 5 (23,8) 1
T4 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0)
Infiltracion TO-T1 3(60) 2 (40) 0,621 3(75) 1 (25) 0,453 3(75) 1 (25) 1
tumoral (T) ~ POSIQRT 5 13 13 (72,2) 5(27.8) 17 (89,5) 2 (10,5) 14 (77,8) 4 (22,2)
pre-post  Reduccion 9(75)  3(25) 0,667 10 (90,9) 1 (9,1) 1 9(81,8) 2(18,2) 1
QRT Estable 7(63,6) 4 (36,4) 10 (83,3) 2 (16,7) 8(72,7) 3(27,3)
GRT pre-post GRT 102 8(72,7) 3(27,3) 1 9(90) 1(10) 1 8(80)  2(20) 1
QRT GRT 3,405 8(66,7) 4 (33,3) 11 (84,6) 2 (15,4) 9(75) 3 (25)

(*p<0,05; **p>0,001).
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4.3.6. ANALISIS DEL % DE EXPRESION DE CD133 MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA

4.3.6.1 % de expresion de CD133 en tejido en fase pretratamiento y fase

postratamiento

Como en el caso de MGMT, el estudio del % de expresion de CD133
sblo se realizd en el tejido tumoral en la fase de pretratamiento y en la fase de
postratamiento (Tabla 38). Pudimos observar que de las muestras de la fase
pretratamiento, el 85.2% (23/27) presentaban una expresion =5% y sélo el
14,8% (4/27) presentaron <5% de expresion. No se pudo valorar en 2
pacientes. El andlisis de las muestras de la fase postratamiento, mostré que el
27,6% (8/29) presentaban <5% de expresion, y el 72,4% (21/29) una expresion
de 25%.

Clasificacion: n (%)
25% <5% NV
PreQRT 23 (85,2) 4(14,8) 2
PostQRT 21 (72,4) 8(27,6) O

Variable Biopsias

Porcentaje de expresion de CD133

Tabla 38. Porcentaje de expresion de CD133 en las biopsias antes y después

del tratamiento. NV, no valorable.

El analisis estadistico demostré la ausencia de diferencias significativas
entre las muestras obtenidas durante la fase pre y postratamiento
produciéndose una reduccion de la expresion en el 27,6% (8/27), la ausencia
de alteracion en el 55,2% (16/27) y un aumento de la expresion en un 10,3%
(3/27) de los pacientes (Tabla 39).
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Evolucién entre muestras: n
Variable Biopsias (%)
Reduccion Estable  Aumento

NV p valor

Porcentaje de

expresion de CD133  PrePOStQRT 8(27.6)  16(552) 3(103) 2

Tabla 39. Diferencias del % de expresion de CD133 desde la fase de

pretratamiento a la de postratamiento. NV, no valorable.

4.3.6.2. Comportamiento de la variable % de expresion de CD133 en

relacién a los datos clinicos

Se pudo apreciar una asociacion estadisticamente significativa entre el
porcentaje de expresion de CD133 y las variables clinicas como muestra la
Tabla 40. De este modo, el porcentaje de expresion durante la fase previa al
tratamiento se asoci6 significativamente a la evolucion de N (p<0,05). Por otra
parte, el porcentaje de expresion en la biopsia postratamiento se asocio al
estadio tumoral después del tratamiento (TNM postQRT), a la infiltracién
tumoral después del tratamiento (T postQRT), a los cambios en la infiltracién
tumoral (evolucion de T) y al GRT (p<0,01). Finalmente, la progresion del
porcentaje de expresion entre muestras se asocio al estadio tumoral después
del tratamiento (TNM postQRT), la evolucion frente al tratamiento de la

infiltracion tumoral entre las biopsias y el GRT (p<0,05).

188



Tabla 40. Asociacidn entre la expresion proteica de CD133 y las variables clinicas

Variables Biopsias Caracteristicas PreQRT POStQRT Pre-postQRT
<5% 25% p <5% 25% p Reduce Aumenta/estable p
. [l 0 (0) 9(100) 0,268 5(50) 5 (50) 0,083 5(55,6) 4 (44,4) 0,072
Efr;‘i‘)ci'aol PreQRT ) 4(22,2) 14 (77,8) 3 (15,8) 16 (84,2) 3(16,7) 15 (83,3)
(TNM) DOStORT O-I 1(10) 9 (90) 1 7 (63,6) 4 (36,4) 0,001** 6 (60) 4 (40) 0,025*
[-111 3(17,6) 14 (82,4) 1 (5,6) 17(94,4) 2(11,8) 15(88,2)
Respuesta pre-post  Progresion/estable 0 (0) 8 (100) 0,285 1(11,1) 8(88,9) 0,371 2(25) 6 (75) 1
tratamiento QRT Parcial/completa 4 (21,1) 15(78,9) 7 (35) 13 (65) 6 (31,6) 13 (68,4)
0reQRT Si 4 (22,2) 14 (77,8) 0,268 3(15,8) 16(84,2) 0,083 3(16,7) 15(83,3) 0,072
Invasién No 0 (0) 9 (100) 5(50) 5 (50) 5(55,6) 4 (44,4)
_nod_os DOStQRT Si 0 (0) 10 (100) 0,264 1(9,1) 10(90,9) 0,11 2(20) 8(80) 0,666
linfaticos No 4 (23,4) 13 (76,5) 7 (38,9) 11 (61,1) 6 (35,3) 11 (64,7)
(N) pre-post  Reduccion 4 (40) 6 (60) 0,012* 2(20) 8 (80) 0,675 1(10) 9 (90) 0,19
QRT Aumenta/ Estable 0 (0) 17 (100) 6 (31,6) 13 (68,4) 7 (41,2) 10 (58,8)
OreQRT T3 4 (15,4) 22 (84,6) 1 7(25) 21(75) 0,276 7 (26,9) 19 (73,1) 0,296
T4 0 (0) 1(100) 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0)
Infiltracién DOStQRT TO-T1 1(20) 4 (80) 1 4 (80) 1(20) 0,013* 3(60) 2 (40) 0,136
tumoral (T) T2-T3 3(13,6) 19 (86,4) 4 (16,7) 20 (83,3) 5(22,7) 17 (77,3)
pre-post  Reduccion 1(9,1) 10(90,9) 0,624 7 (58,3) 5(41,7) 0,003** 6 (54,5) 5 (45,5) 0,033*
QRT Estable 3(18,8) 13(81,3) 1(5,9) 16 (94,1) 2(12,5) 14 (87,5)
GRT pre-post GRT 102 1(10)  9(90) 1 7 (63,6) 4 (36,4) 0,001** 6 (60) 4 (40) 0,025*
QRT GRT 3.405 3(16,7) 14 (82,4) 1(5,6) 17 (94,4) 2(11,8) 15(88,2)

(*p<0,05, **p>0,001).
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4.3.7. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE MARCAJE DE CD133 MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA

4.3.7.1. Intensidad de marcaje de CD133 en tejido en fase pretratamiento y

fase postratamiento

La intensidad de marcaje se determind en tejido tumoral en la fase de
pretratamiento y postratamiento al igual que el % de expresion de CD133
(Tabla 41).

En la fase de pretratamiento, el 77,8% (21/27) de los pacientes
presentaron una intensidad alta y el 22,2% (6/27) una intensidad baja mientras
que en la fase de postratamiento, el 65,5% (19/29) mostraron una intensidad
alta y el 34,5% (10/29) baja.

Clasificacion: n (%)

Variable Biopsias .
Alta Baja NV
Intensidad de expresion PreQRT 21 (77,8) 6 (22,2) 2
de CD133 PostQRT 19 (65,5) 10 (34,5) 0

Tabla 41. Intensidad de CD133 en las distintas biopsias. NV, no valorable.

Al analizar la evolucion de marcaje entre las dos biopsias, no se
observaron diferencias significativas detectandose en 25,9% (7/27) una
reduccién de la intensidad, en un 63,0% (17/27) mantenimiento estable y en un
11,1% (3/27) aumentd (Tabla 42).
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Evolucién entre muestras: n
Variable Biopsias (%) NV p valor
Reduccion Estable  Aumento

Intensidad de
expresion de PreQRT-PostQRT 7 (25,9) 17 (63,0) 3 (11,1) 2 0,344
CD133

Tabla 42. Evolucion de la intensidad de marcaje de CD133 desde la fase de

pretratamiento a la de postratamiento.

4.3.7.2. Comportamiento de la variable intensidad de marcaje de CD133 en

relacion a los datos clinicos

La intensidad de expresion de CD133 durante la fase de pretratamiento
se encontré asociada a los cambios en la invasion de los nodos linfaticos
(evolucion de N) (p<0.05). Por otra parte, la intensidad de expresion de CD133
durante la fase de postratamiento estuvo asociada al estadio tumoral después
del tratamiento (TNM postQRT), al nivel de infiltracion tumoral después del
tratamiento (T postQRT), a los cambios en la infiltracion tumoral (evolucion de
T) y al GRT (p<0.05). Del mismo modo, la progresion entre las dos biopsias se
asoci6 al estadio tumoral antes y después del tratamiento (TNM postQRT vy
preQRT), a la invasion de los nodos linfaticos antes del tratamiento (N
preQRT), a los cambios en la infiltracion tumoral (evolucion de T) y al GRT
(p<0,05). (Tabla 43).

La correlaciéon mas significativa fue entre la evolucién de la intensidad

entre las biopsias (reduccion, estable y aumento) y la T postQRT (TO, T1, T2,
T3) (p=0,007, p=0,505).
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Tabla 43. Asociacion entre intensidad proteica de CD133 y las variables clinicas.

. . . . PreQRT PostQRT Pre-postQRT
Variables Biopsias Caracteristicas _ _
Baja Alta p Baja Alta p Reduce Aumenta/estable p
_ I 0(0) 9(100) 0,071 5(50) 5(50) 0,244 5 (55,6) 4 (44,4) 0,023
Estadio PreQRT ) 6 (33,3) 12 (66,7) 5(26,3) 14 (73.7) 2 (11,1) 16 (88,9)
tumoral d ’ ’ ’ ’ ’
(TNM) SostORT 0" 2(20) 8 (80) 1 7(63,6) 4(36,4) O0,017* 6(60) 4 (40) 0,004+
11-111 4 (23,5) 13 (76,5) 3(16,7) 15 (83,3) 1(5,9) 16 (94,1)
Respuesta pre-post  Progresion/estable 1 (12,5) 7 (87,5) 0,633 1(11,1) 8(88,9) 0,107 0 (0) 8 (100) 0,068
tratamiento QRT Parcial/completa 5 (26,3) 14 (73,7) 9 (45) 11 (55) 7 (36,8) 12 (63,2)
p— 6 (33,3) 12 (66,7) 0,071 5(26,3) 14 (73,7) 0,244 2(11,1) 16 (88,9) 0,023*
Invasion No 0(0)  9(100) 5(50) 5 (50) 5 (55,6) 4 (44,4)
nodos ostORT S 1(10) 9(90) 0,363 2(18,2) 9(81,8) 0,234 1(10) 9 (90) 0,204
linfaticos P No 5(29,4) 12 (70,6) 8 (44,4) 10 (55,6) 6 (35,3) 11 (64,7)
(N) pre-post  Reduccion 5(50) 5(50) 0,015* 3(30) 7 (70) 1 1(10) 9(90) 0,204
QRT  Aumenta/ Estable 1(5,9) 16 (94,1) 7 (36,8) 12 (63,2) 6 (35,3) 11 (64,7)
reorT 1 6(23,1) 20(76,9) 1  9(32,1) 19 (67,9) 0,345 6 (23,1) 20 (76,9) 0,259
T4 0(0) 1(100) 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0)
Infiltracién TO-T1 2(40) 3(60) 0,303 4(80) 1(20) 0,036* 3(60) 2 (40) 0,091
tumoral (1) POSIQRT 1o 13 4(18,2) 18 (81,8) 6(25) 18 (75) 4(18,2) 18 (81,8)
pre-post  Reduccion 2(18,2) 9(81,8) 1 8(66,7) 4(33,3) 0,005 7 (63,6) 4 (36,4) 0,0001%
QRT  Estable 4(25) 12 (75) 2 (11,8) 15 (88,2) 0(0) 16 (100)
GRT pre-post GRT 102 2(20) 8 (80) 1 7(63,6) 4(36,4) 0,017 6(60) 4 (40) 0,004*
QRT  GRT3.405 4 (23,5) 13 (76,5) 3 (16,5) 15 (83,3) 1(5,9) 16 (94,1)

(*p<0,05; **p>0,001)
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4.3.8. CORRELACION ENTRE MGMT Y CD133

Finalmente, se realizé el estudio de correlacion entre la expresion de
ARN entre ambos biomarcadores y no se observé ninguna correlacién entre los
valores de AACt de MGMT y CD133. Los resultados estadisticamente
significativos del estudio de asociacion entre ambos biomarcadores vienen

resumidos en la Tabla 44.

Por otra parte, al analizar dentro de un mismo biomarcador las distintas
variables, se pudo observar que unicamente se asociaban la intensidad y el
porcentaje de expresion dentro de un mismo marcador en MGMT y CD133.
Podemos destacar que no observamos asociacion entre el estado de
metilacion y la expresion o intensidad proteica, ni entre la expresién o
intensidad proteica y expresion de ARNm, ni entre la expresion de ARNm vy el

estado de metilacidn dentro de una misma muestra.

MGMT CD133

Variables Biopsia Caracteristicas Biopsia Variables

UM M
Metilacion PreQRT UM 2 (66,7) 1(33,3) PostQRT Metilacion 0,034*
M 1(5,0) 19 (95)

<2folds =2folds
AACt PreQRT <2folds 6 (75,0) 2 (25,0) PostQRT AACt 0,023*
>2folds 3 (20,0) 12 (80)

Bajo Alto Intensidad
% expresion PreQRT <50% 14 (93,3) 1(6,7) PreQRT de 0,001*
>50% 3 (27,3) 4(72,7) expresion

Tabla 44. Asociaciones significativas entre MGMT y CD133, entre las distintas
variables y biopsias. (*p<0,05; **p>0,001).
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5. DISCUSION

Las estrategias para el tratamiento del CCR precisan de nuevos
biomarcadores que sean capaces de diagnosticar la enfermedad en etapas
tempranas, de identificar los pacientes que mejor respondan a un tipo de
tratamiento y de pronosticar su evolucion, lo que nos conducira hacia una
medicina mas personalizada en esta patologia. Sin embargo, en la actualidad
no disponemos de ninguna biomolécula con estas caracteristicas por lo que es
muy dificil la seleccion de pacientes para ser incluidos en nuevos protocolos de
tratamiento mas especificos. Es por tanto esencial validar nuevos marcadores
que nos ayuden, no soOlo a diagnosticar, sino a determinar el prondstico y

respuesta al tratamiento de los pacientes con CCR.

En este contexto, las moléculas MGMT y CD133, estan siendo
estudiadas con gran interés en CCR por su posible relacion con la evolucion
clinica de los pacientes bajo tratamiento. La relevancia de MGMT en la
tumorogeénesis colorrectal es muy compleja y no esta bien caracterizada
todavia. Mientras que en tejido normal MGMT aparece normalmente no
metilado [221], algunos autores han encontrado alteraciones en la metilacion
de MGMT en criptas aberrantes. Estas criptas se han postulado como
precursoras del CCR sugiriendo que MGMT podria intervenir en fases
tempranas del inicio del tumor [222]. Segun esta hipotesis, MGMT podria ser
un candidato a biomarcador diagnéstico para CCR. Por otra parte, CD133 ha
sido postulado como un marcador de CSC en diferentes canceres, incluyendo
CCR, aunque son muy pocos los datos que se tienen en cuanto a su expresion
en este tipo de tumor en los distintos estadios de la enfermedad. Se sabe que
CD133 esta presente en polipos intestinales hiperplasicos [223] y en estudios
recientes, se ha observado que puede estar expresado hasta en la mitad de los
CCRs [224]. Sin embargo, su valor como biomarcador prondstico y de

respuesta al tratamiento esta por establecer.

La busqueda de nuevos biomarcadores para CCR ha llevado a realizar

un analisis en profundidad de los distintos elementos relacionados con las
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moléculas MGMT y CD133. En primer lugar, se realizaron estudios en lineas
celulares de CCR que nos permitieron, no solo poner a punto distintas técnicas,
sino ademas realizar una aproximacion a los distintos objetivos del estudio.
Una vez obtenidos los resultados in vitro, desarrollamos dos estudios in vivo:
uno en pacientes afectos de CCR de los que se obtuvo muestra antes del
tratamiento y otro en pacientes con cancer rectal de los cuales se obtuvieron

biopsias antes y después del tratamiento.

Modulacion de MGMT y CD133 en cultivos celulares de lineas derivadas
de CCR

Los cultivos celulares fueron utilizados para determinar el estado de
metilacion y/o expresion de los biomarcadores analizados y su modulacion
frente al tratamiento con 5-FU. En relacion a MGMT, nuestros resultados
demostraron que la unica linea celular con el promotor de MGMT hipermetilado
(M) (CCD18co) presentd niveles de expresion de ARN mas bajos que las lineas
celulares con el promotor no metilado (UM), como RKO y HT29, en donde
dicha expresion fue mas elevada. Por otra parte, las lineas con el promotor
parcialmente metilado presentaban wuna expresion intermedia (HCT116,
SW480, HCT15) o mas alta (T84). Estos resultados apoyan la ya descrita
relacion entre la reduccion de expresion del ARNm y la metilacion del promotor
de MGMT [166] pero también nos sugiere un proceso de regulacion mas
complejo, en primer lugar, porque algunas lineas celulares no cumplen esta
relacion y en segundo lugar, porque en la linea CCD18co existia expresion de
MGMT a pesar de estar completamente metilado su promotor. En base a estos
resultados, incluimos en los estudios clinicos el analisis de estado de metilacion
de MGMT como un factor independiente a la expresion de ARN o proteina, con
resultados que comentaremos con posterioridad. Los estudios in vitro en
relacion al marcador CD133, demostraron la no existencia de correlacion entre
el estado de metilacion de su promotor y la expresion de ARNm. Sélo una linea
celular aparecié hipermetilada para este promotor, encontrandose parcialmente
metiladas el resto. Esto nos llevd a no analizar el estado de metilacion del

promotor de CD133 en pacientes.
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El estudio in vitro de la modulacion de los biomarcadores por la
exposicion continua de 5-FU determiné que la expresion de ARNm de MGMT
no se modificd significativamente, lo que coincide con estudios previos [193].
Sin embargo, en el andlisis de la expresion de ARNm de CD133 observamos
que las lineas con bajos niveles de CD133 (RKO y SW480) aumentaron de
forma dosis-dependiente los niveles de expresion del CD133, mientras que las
lineas con altos niveles basales de CD133 (HCT116, HT29, HCT15) no
mostraron cambios significativos. Estudios previos han demostrado que la
poblacién CD133+ prolifera mas que las CD133- bajo tratamiento con 5-FU
enriqueciendo las CSC en lineas celulares de CCR (DLD1) [225], hepatoma
(BEL-7402) [226] y adenocarcinoma de pulmén [227]. Esto concuerda con lo
observado en las lineas RKO y SW480. Sin embargo el proceso debe ser mas
complejo ya que en poblaciones con altos niveles de CD133 no se modifica la
expresion (HCT116, HT29, HCT15).

Con el fin de trabajar sobre una poblacién enriquecida en CSC vy
analizarla en profundidad, se testaron varios medios de cultivo hasta obtener el
que proporcionaba las condiciones optimas para su seleccion (ver material y
métodos). Utilizando estas condiciones de cultivo, pudimos demostrar que las
poblaciones aisladas de CSC adquirian el fenotipo esferoide (propio de este
tipo celular), presentaban altos niveles de CD133 e incrementaban su ICs
frente a 5-FU entre 64 veces, como en RKO y 2048 veces, como en SW480,
siempre respecto a la poblacién no enriquecida. Ademas, en ambas lineas
enriquecidas pudimos demostrar una sobreexpresion de uno de los principales
mecanismos de reparacion del ADN como es MGMT vy la ausencia de bloqueo
en G1/S al tratarlas con 5-FU, lo que corroboraba la ausencia del efecto del
farmaco. Por ultimo, también pudimos apreciar una menor tasa de proliferacion
de las poblaciones enriquecidas en CSC, que coincide con el estado de
latencia o quiescencia y por tanto baja proliferacion y metabolismo descrito en
CSC por otros autores [228,229]. Esta latencia puede estar asociada a un
mecanismo de autopreservacion parecido al que ocurre en las células madre
en tejido sano, para evitar que se acumulen errores que se puedan transferir a

las células al diferenciarse [230].
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Estos resultados apoyan la hipotesis de que la quimiorresistencia es un
fendbmeno intimamente asociado a las CSC [177,178,231,232] y que uno de
sus mecanismos podria ser MGMT. De hecho, esta enzima ya ha sido
relacionada con la resistencia a farmacos alquilantes en las CSC de glioma y
glioblastoma [24,178] en donde se conoce su mecanismo de accion y su
actividad. Sin embargo, sigue siendo incierta su importancia e incidencia en el
tratamiento del CCR mediante 5-FU. El desarrollo de modelos de CSC con
caracteristicas como la sobreexpresiéon de CD133, sobreexpresiéon de MGMT,
baja tasa de proliferacién y presencia de quimiorresistencia (Figura 76), podria
ayudar a encontrar nuevos marcadores diagnosticos, pronosticos y
terapéuticos especificos para las CSC en CCR con importantes implicaciones a

nivel clinico.
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Figura 76. Modelo explicativo de la resistencia de las CSC. Gracias a las
propiedades compartidas con las stem cell, las CSC pueden entrar en
diferentes programas genéticos dependiendo del microambiente tumoral. Si el
microambiente es favorable y presenta las sefiales adecuadas pueden
diferenciarse y dar lugar a diferentes tipos celulares los cuales tienen una alta
tasa de proliferacién. En el caso opuesto, en circunstancias adversas, pueden
mantenerse en estado de latencia o quiescencia para autopreservarse. Esta
poblacién muy indiferenciada, constituye propiamente las CSC y presentan
marcadores de resistencia como MGMT, transportadores tipo ABC y otros

mecanismos de conservacion.
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MGMT como biomarcador en CCR

La relevancia de MGMT en la carcinogénesis de CCR ha sido
ampliamente analizada los ultimos afos. Estudios previos han detectado un
aumento de la expresion de MGMT en el tejido tumoral en relacion al normal
[233]. A pesar de que el estado de metilacion del promotor de MGMT juega un
papel muy relevante en la expresion de esta enzima, el mecanismo por el cual
se regula esta expresion sigue siendo controvertido. Lee y cols. [29] apreciaron
que la metilacién de varios genes, incluyendo MGMT, en etapas precancerosas
como el adenoma estaba implicado en la progresion de la enfermedad y
favorecia el avance hacia carcinoma [29,234]. De hecho, estudios previos que
afrontan la importancia diagnéstica y pronéstica de MGMT, describen que el
estado de metilacion del promotor MGMT es un marcador util para detectar las
primeras etapas de CCR [235,236]. En esta direccion autores como Kang y
cols. [237] proponen el andlisis del estado de metilacion del ADN en la sangre
fecal de algunos genes, incluyendo MGMT por considerarlo un marcador util
para el diagnéstico de la enfermedad. Por el contrario, otros autores como
Sinha y cols. [183] observaron que la metilacion del promotor de MGMT se
encontraba asociada a un estadio tumoral mas avanzado (estadio Ill) e

invasion linfatica.

Nuestros resultados en el grupo de 123 pacientes diagnosticados de
CCR y en los que MGMT fue analizado antes del tratamiento, demostraron que
el estado de metilacion del promotor de MGMT se asocio significativamente
con la intensidad de expresion de MGMT vy el grado de diferenciacion, pero no
con la SG, la SLE o el estadio tumoral. Por otra parte, la intensidad de
expresion de MGMT si se correlacioné con la SG, pero no con SLE, el estadio
tumoral o el grado de diferenciacién (Figura 77). De hecho, a partir de los 5
afnos, los pacientes con baja intensidad de expresion presentaron una
supervivencia menor (61,36 meses) que los pacientes con alta intensidad
(77,48 meses).
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Variables MGMT Variables clinicas Variables CD133

Alta — Mayor SG
intensidad
MGMT Mayor SLE | <—>| <50% CD133
Promotor Estadios I-lI
MGMT no
metilado <+« | Bien/moderadamente diferenciado
Promotor <—> | Pobremente diferenciado
MGMT
metilado Estadio Ill-IV
Baja Menor SLE | «=— | 250% CD133
intensidad
MGMT — Menor SG

Figura 77. Resumen de asociaciones significativas entre variables clinicas y
moleculares en pacientes con CCR. En esta figura podemos apreciar las
principales asociaciones entre las variables clinicas y moleculares de MGMT y
CD133. Las flechas indican las variables que presentan asociacién entre si. De
este modo, el estado de metilacion del promotor de MGMT se asociaba
significativamente con la intensidad de expresion de MGMT y el grado de
diferenciacion tumoral. Por otra parte, la intensidad de expresién de MGMT se
correlaciond con la SG. Dentro de las variables clinicas, se observod correlacion
del estadio tumoral con la SLE. Finalmente, el % de expresion de CD133 se

correlaciond con la SLE.

Se ha planteado como hipétesis que MGMT posee una gran relevancia a
corto plazo, respecto a la respuesta frente al tratamiento, de forma que los

pacientes con baja expresion de MGMT (o el promotor silenciado) poseen una
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mejor respuesta a la terapia [238,193]. Sin embargo, a largo plazo la ausencia
de este sistema de reparacion puede estar vinculada a una SG inferior y por
tanto a un peor prondstico. En este sentido, diversos autores han descrito los
efectos de la inactivacion de MGMT en otros genes relacionados con el inicio
del proceso tumoral, apreciandose que el silenciamiento epigenético de MGMT
por hipermetilacion del promotor abre las puertas a transiciones de G:Ca ATy
por tanto a mutaciones en genes como p53 [169], K-ras [170-172] y PIK3CA
[169,173] entre otros. Estas alteraciones en genes esenciales para la
regulacion de diferentes procesos celulares facilitan la progresién del tumor a
estadios mas avanzados, empeorando el prondstico del paciente a largo plazo
(Figura 78). En contraste, Shima y cols. [170] no encontraron correlacion
significativa entre MGMT (a nivel proteico y epigenético) y la supervivencia,

sugiriendo que tiene poca relevancia clinica.

" Acorto plazo: Respuesta al tratamiento (SLE)

» Bajarespuesta al tratamiento (SLE)

" Alta expresion de MGMT o — A largo plazo: supervivencia global (SG)
Promotor no metilado (UM)
» Mayor supervivencia global

A corto plazo: Respuesta al tratamiento (SLE)

» Alta respuesta al tratamiento (SLE)

Papel global de MGMT
\

Baja expresion de MGMT o —

Promotor metilado (M) A largo plazo: supervivencia global (SG)

* Menor supervivencia global

Figura 78. Papel global de MGMT. La hipétesis planteada indica que MGMT, a
corto plazo, repercutiria en el tratamiento de forma que los pacientes con baja
expresion de MGMT (o el promotor silenciado) poseerian una mejor respuesta
a la terapia. Sin embargo, a largo plazo, la ausencia de este sistema de
reparacion podria vincularse a la progresion de la enfermedad y por tanto a

peor pronostico y SG.
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Respecto a la implicacion de MGMT en la respuesta al tratamiento,
Nagasaka y cols. [238] sugieren que la hipermetilacion de MGMT en CCR
puede estar relacionada con la no recurrencia después de la quimioterapia.
Datos experimentales in vitro apoyan esta hipotesis, ya que la citotoxicidad del
5-FU en lineas celulares de CCR con alta expresiéon de MGMT se incremento al
tratarlas con OG6-bencilguanina, un potente inhibidor de MGMT. Esto sugiere
que los niveles de MGMT elevados pueden ser un marcador de baja respuesta
terapéutica [193]. De hecho, algunos estudios previos han mostrado una mayor
supervivencia en los primeros 5 afos (corto plazo) después del inicio del
tratamiento en pacientes con el promotor metilado [239]. Sin embargo, como ya
hemos comentado, nuestros resultados no encuentran una correlacion
significativa entre la metilacion de MGMT y la SG o SLE sugiriendo que la
determinacion de esta variable antes del tratamiento podria no ser util para el
prondstico de los pacientes. A pesar de esto, si encontramos una asociacion
significativa entre la metilacion del promotor de MGMT y el nivel de
diferenciacion tumoral, observando que la metilacion se produce de forma mas
frecuente en los tumores pobremente diferenciados que son los que se
comportan clinicamente de una forma mas agresiva. En este sentido, la
determinacion del estado de metilacion del promotor de MGMT podria
representar un elemento mas, aunque no el unico, a tener en cuenta, a la hora

de valorar la posible evolucion de los pacientes con CCR.

Por ultimo, debemos anadir que en la valoracién de la importancia de los
resultados de MGMT en los pacientes de CCR y en los tumores en general,
debe tenerse en cuenta la gran variabilidad que las diferentes metodologias
agregan a estos estudios y la disparidad entre los criterios de seleccion de los
pacientes, que en muchos casos hace dificil la comparaciéon de los resultados.
Por otra parte, la regulacion de MGMT parece ser un proceso multifactorial y
mas complejo de lo que se planted en los estudios iniciales. Respecto a esto,
en los ultimos afios se han observado dos patrones distintos de metilacion de
MGMT y se han asociado con diferentes mutaciones o cambios epigenéticos
en CCR [240]. Ademas, estudios previos apuntan a que la metilacion no es el
unico mecanismo de regulacion de los niveles de proteina en MGMT [241]. De

hecho, ya se ha demostrado que algunos polimorfismos en MGMT pueden
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reducir su actividad y/o sensibilidad [184,242] y se han asociado con la

supervivencia libre de progresion en pacientes con CCR [243].

CD133 como biomarcador en CCR

En los ultimos anos, CD133 ha sido ampliamente asociado a las células
madre en tejido de colon sano y a las CSC en CCR [209,244,245]. Su
expresion se detectd en aproximadamente la mitad de una serie de adenomas
precancerosos [224] y se observd una notable expresién en los margenes
invasivos del CCR [210]. No obstante, existe una gran controversia en relacion
a este marcador ya que, en contra de lo que se pensaba, tanto las células
CD133 positivas como las CD133 negativas han sido capaces de iniciar y
desarrollar un tumor de forma completa [209]. Por tanto seran necesarios mas

estudios para determinar su papel en el CCR.

En nuestro estudio, el porcentaje de expresion de CD133 en los
pacientes afectos de CCR analizados antes del tratamiento se correlacioné con
la SLE, pero no con la SG, el estadio tumoral o el grado de diferenciacion, lo
que sugiere que esta molécula puede ser relevante para determinar la
recurrencia y respuesta al tratamiento. Estos hallazgos apoyan estudios previos
como el de Coco y cols. [246], quienes encontraron un mayor riesgo de
recurrencia y muerte en pacientes con niveles de CD133 elevados. En la
misma direccion, Reggiani y cols. [247] llegaron a la conclusion de que CD133
es un biomarcador util para el prondstico en las etapas iniciales de la patologia
(estadio 1) y para la seleccibn de pacientes que requieran tratamiento
adyuvante en estas fases. Por otra parte, Jao y cols. [216] correlacionaron la
expresion de CD133 citoplasmatica con la recurrencia local del tumor y la
supervivencia. Sin embargo, estudios similares no encontraron ninguna
correlacion entre la expresion de CD133 citoplasmatica y la supervivencia de
los pacientes [248]. Kojima y cols. [249] tampoco observaron diferencias en la
SLE de los pacientes CD133 positivos y negativos. A pesar de ello, estos
autores consideran que la sobreexpresion de CD133 es un factor de riesgo en
pacientes con adenocarcinoma bien y moderadamente diferenciados. Algunos

autores han analizado el patrén de expresiéon de CD133 en CCR teniendo en
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cuenta el marcaje de la superficie endoluminal de las glandulas cancerosas y
de los desechos celulares en su interior [210]. Basandose en este patron, estos
autores correlacionaron significativamente CD133 con una baja supervivencia
en pacientes con CCR. Otros, como Xi y cols. [250], informaron de que la
expresion de CD133 en la membrana y en el citoplasma de las células en la
superficie luminal de las glandulas cancerosas era de valor prondstico en

pacientes con CCR.

Como en el caso de MGMT, las metodologias aplicadas en los diferentes
estudios hacen dificil su comparacion. De hecho, se pueden observar patrones
de tincién de CD133 que podrian diferir en CCR dependiendo si se usan los
anticuerpos monoclonales AC133 (Miltenyi Biotech), Ab19898 (Abcam) [246] o
policlonales como el anticuerpos anti-CD133 (Cell signal), AC133 (Miltenyi
Biotech) o anti-CD133 policlonal (Santa Cruz Biotechnology) [210]. A esto hay
que anadir que, mientras que algunos autores establecen como baja expresion
menos del 5% de las células marcadas y alta expresion mas del 5%
[246,250,251], otros compararon el numero de glandulas marcadas mediante
CD133 considerando como alta expresion la presencia de mas del 50 % de
estas [210].

Por ultimo, aunque ambos biomarcadores se han asociado en varios
estudios previos, no esta clara la relacion existente entre ellos. Asi, la
expresion de MGMT y/o estado de metilacion de su promotor se ha relacionado
con la radioquimiorresistencia en la poblacion de CSC en algunos tumores
tales como glioma o glioblastoma [177,178,252]. He y cols. [177] observaron
que los pacientes con el promotor de MGMT metilado y alta expresiéon CD133
tenian la peor supervivencia libre de progresion. Por el contrario, Metellus y
cols. [252] observaron una menor SG y SLE en pacientes con MGMT no
metilado y alta expresion de CD133. Nuestros resultados, no encontraron
asociacion significativa entre MGMT y CD133 en pacientes con CCR. Sin
embargo, de acuerdo con las conclusiones de He y cols. [177] la SLE y la SG
fueron inferiores en pacientes con la intensidad de expresiéon de MGMT baja y
= 50 % de expresion de CD133.
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MGMT y CD133 en cancer rectal

Con el objeto de determinar el valor pronéstico de MGMT y CD133
especificamente en cancer rectal tratado con quimioterapia y radioterapia y
comparar los resultados con los obtenidos en la seleccion de pacientes de
CCR, se realizé un segundo estudio utilizando un grupo muy homogéneo de 29
pacientes diagnosticados de esta patologia y de los que pudimos obtener

biopsias antes y después del tratamiento.

Pocos estudios se han centrado en el analisis especifico del cancer
rectal en relacion a la enzima MGMT. La mayoria de los estudios previos
abarcan al CCR y como ya vimos, muestran resultados paraddjicos. Uno de los
estudios mas completos, el de Sinha y cols. [183] concluye que el estado de
metilacion del promotor de MGMT vy los niveles de expresion proteica, se
correlacionan significativamente con al estadio tumoral en CCR esporadico.
Nuestros resultados sugieren que la metilacion del promotor de MGMT o la
baja expresion de la proteina se asocian o correlacionan con una mejor
respuesta al tratamiento, menor grado de regresion tumoral, ausencia de
invasion en los nodos linfaticos y una mayor SLE. Por el contrario, se pudo
comprobar que los pacientes con alto porcentaje de expresiéon de MGMT o el
promotor no metilado evolucionaban negativamente en las mismas variables
presentando mayores valores en el grado de regresion tumoral, mala respuesta
al tratamiento y una menor SLE. Ademas, nuestros resultados apoyan la idea
de que MGMT tiene un papel activo en la respuesta al tratamiento ya que se
observa una disminucién de los niveles de proteina en la mayoria de los
pacientes después del tratamiento. En esta seleccion de pacientes con cancer
rectal también se analizaron los niveles de expresion del ARNm mediante PCR
a tiempo real, lo que nos permitid observar que los pacientes con los valores
mayores de AACt de MGMT antes del tratamiento no mostraron invasion de los
nodos linfaticos, hecho que si fue evidente en los pacientes con un grado

menor de expresion.

Por otra parte, la expresion diferencial entre el tejido tumoral de CCR y el
tejido sano circundante han sido objeto de controversia. Algunos autores han
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demostrado que MGMT posee una baja expresion en el tejido tumoral de CCR
en comparacién con el tejido circundante normal [233] destacando un posible
papel diagndstico de la enfermedad [29,235]. Otros autores observaron un nivel
de metilacion de MGMT y/o expresion similar entre el tejido normal y el tejido
adenomatoso, posible precursor del CCR [236,253]. En este contexto, nosotros
hemos apreciado una expresion constante de MGMT en el tejido circundante
normal, aunque en las muestras tumorales antes del tratamiento observamos
diferencias significativas de expresion. Probablemente la secuencia tejido
normal / adenoma / adenocarcinoma temprano / adenocarcinoma avanzado
presenta modulaciones en el estado de metilacion del promotor de MGMT y por

tanto en su expresion, lo que explicaria los diferentes resultados observados.

Uno de los mayores intereses en nuestro estudio ha sido analizar el
papel que juega MGMT en la respuesta de pacientes afectos de cancer rectal a
la radioquimioterapia, estrategia terapéutica de eleccion en la mayoria de los
casos. Estudios in vitro [193] relacionaron MGMT y 5-FU de forma que la
reduccion de MGMT mediante la O6-bencilguanina, produjo un aumento
significativo del efecto antitumoral de 5-FU, volviendo las lineas celulares mas
sensibles al farmaco. Este fendmeno se acompafid de una reduccién en los
niveles de expresion proteica de MGMT después del tratamiento con 5-FU que
sin embargo no se reflejo en la modificacion de los niveles de ARNm [193].
Estos resultados apoyan la hipétesis de que la regulacion de la expresion de
MGMT es un proceso complejo y multifactorial [241]. Nuestros resultados en
pacientes confirman los datos experimentales obtenidos previamente in vitro
[241] ya que en esta seleccion de pacientes apreciamos una reducciéon de los
niveles de proteina de MGMT después del tratamiento, que sin embargo no se
acompafnoé de cambios significativos en los niveles de ARNm, ni en el estado de
metilacion de su promotor. Queda, sin embargo, por dilucidar cual es el
mecanismo por el que se reduce la expresion de MGMT después de la
radioquimioterapia asociada a 5-FU. En este sentido, otros mecanismos que
implican modulacién de MGMT por antineoplasicos como la temozolamida
(farmaco usado en glioblastoma) permiten establecer ciertas hipotesis [254]. De
hecho, Minniti y cols. [255] demuestran que la metilacion del promotor de
MGMT aumenta la SG y la SLE de pacientes con GBM tratados con TMZ y
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radioterapia. En el contexto del CCR, tanto Nagasaka y cols. [238] como
Nilsson y cols. [239] relacionan el estado de metilacion de MGMT con la
recurrencia de la enfermedad tras el tratamiento con 5-FU, siendo los pacientes
con el promotor de MGMT metilado los que menor riesgo de recidiva poseen.
En contraste, Shima y cols. [170] concluyen que el estado de metilacién de
MGMT o la pérdida de expresion de MGMT no es un indicador de respuesta al
tratamiento. Como dicen Ludlum y cols. [256] y Calzas y cols. [73], se debe
tener en cuenta que, a diferencia de la TMZ, el 5-FU no se ha asociado con el
proceso de alquilacién no estando por tanto clara su relacion con la modulaciéon
de MGMT, ya sea a nivel de metilacion o de expresion. Nuestros resultados
corroboran lo observado por Nagasaka [238] y Nilsson [239] mostrando que los
pacientes con el promotor de MGMT metilado o alta expresion de MGMT

después del tratamiento presentaron mejor respuesta.

Por ultimo, el grupo de pacientes afectos de cancer rectal también fue
analizado en relacién a la expresion proteica de CD133 en muestras pre y
postratamiento. Estudios recientes han intentado delimitar la utilidad de CD133
como biomarcador pronéstico en pacientes con CCR. Xi y cols. [250]
correlacionaron de forma significativa, la expresion proteica de CD133 con el
tamano tumoral, el grado histologico, la profundidad de infiltracién, la
metastasis ganglionar, la metastasis a distancia, la TNM y la supervivencia en
pacientes con CCR. Coco y cols. [246] establecen esa correlacion solo con la
SG, SLE, invasion tumoral (T), estadio del tumor y recurrencia en el mismo tipo
de pacientes. En la misma direccion, Reggiani y cols. [247] correlacionaron los
niveles de proteina CD133 con la proliferaciéon tumoral, la invasion vascular, la

micrometastasis y la SLE.

Nuestros resultados demuestran que este biomarcador presentd
correlacion con la respuesta al tratamiento y las variables histopatolégicas
como invasion de los ganglios linfaticos (N), la infiltracion o invasion tumoral
(T), la TNM y el GRT. Asi, la alta expresion proteica de CD133 o el
incremento/ausencia de cambio de los niveles de expresion entre las biopsias
pre y postratamiento se asocié con un pobre prondstico y una mala respuesta

al tratamiento. Por el contrario, los niveles bajos de expresion proteica CD133
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en ambas biopsias o la reduccion de los niveles de proteina entre ellas, se
asociaron con un mejor prondstico y respuesta al tratamiento. Ademas, a
diferencia de los estudios in vitro, no se observé ninguna relaciéon entre MGMT
y CD133.

Por otra parte, nuestros resultados no mostraron una correlacion
significativa entre los niveles de ARNm de CD133 y las variables clinicas, lo
que coincide con los datos obtenidos por Huh y cols. [257] en un estudio
similar. Por el contrario, Saigusa y cols. [258] si encuentran correlacion entre la
expresion del ARNm de CD133 obtenido después de la QRT vy la supervivencia
y recurrencia a distancia. Por otra parte, Kawamoto y cols. [259] describen que
tras la QRT existe un aumento en los niveles de ARNm y de expresion proteica
de CD133 dependiente de la dosis de radiacion. Nosotros no apreciamos
cambios significativos en los niveles de expresidon entre ambas biopsias,
aunque debemos destacar que ningun paciente mostré reduccion de los niveles
de ARN después del tratamiento con QRT. Del mismo modo, tanto Kawamoto y
cols. [259] como Yasuda y cols. [260] asociaron los niveles altos de ARNm de
CD133 con la invasion vascular, recurrencia y periodos cortos de SLE. Como
en el caso de CCR, los estudios en este grupo reducido de pacientes no

encuentran ninguna asociacion ni correlacion entre MGMT y CD133.
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6. CONCLUSIONS/CONCLUSIONES

CONCLUSIONS

1. There is not any significant correlation between both MGMT and CD133
promoter methylation status and RNAm expression in the different cell lines

suggesting that other regulating mechanism must exist.

2. The 5-FU treatment of CRC tumor cell lines at or above its 1Csy dose does

not modulate significantly the MGMT expression.

3. The 5-FU treatment of CRC tumor cell lines at or above the ICsy dose
promotes a significant increase in the expression of CD133 in the cell lines

without or with low basal CD133 mRNA expression.

4. Cancer stem cells enriched populations from different CRC cell lines show a

general CD133 mRNA expression equal or higher than basal cell line.

5. Cancer stem cells enriched populations with increased CD133 mRNA
expression (RKO and SW480 cell lines) showed 1) higher MGMT mRNA
expression, 2) lower proliferation rates, 3) greater 5-FU IC5o than basal cell
lines. These results suggest that CSC selection by 5-FU can be the base of

chemoresistance in this kind of tumors.
6. The MGMT intensity of protein expression is a prognostic factor which

correlates with overall survival and it is independent to other analyzed variables
in CRC patients.
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7. The absence of MGMT protein expression and/or their promoter methylation

status correlates with a good treatment response at short-term, while at long-
term associate with reduced overall survival in CRC patients.

8. MGMT and CD133 percentage expression after treatment correlate or
associate with tumour regression grade highlighting the prognostic value of

treatment response of both biomarkers in the rectal cancer patients.

9. There is not any significant correlation between CD133 and MGMT molecular

variables in CRC patients.

10. These results suggest that both CD133 and MGMT could be useful as CRC
prognostic biomarker for overall survival, disease-free survival and treatment

response prediction.
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CONCLUSIONES

1. No existe una correlacion significativa entre el estado de metilacién del
promotor de MGMT y CD133 en las lineas celulares tumorales y transformada
de colon y la expresion de ARNm de ambas moléculas, lo que sugiere que

deben existir otros mecanismos de regulacion de su expresion.

2. La exposicion de células tumorales de CCR al agente 5-FU en dosis iguales

o superiores a su ICsy, no modula de forma significativa la expresion de MGMT.

3. La exposicion de células tumorales de CCR al agente 5-FU en dosis iguales
0 superiores a su ICsy promueve un aumento significativo de la expresion de
CD133 en aquellas lineas celulares con ausencia o baja expresion basal del
RNAmM de CD133.

4. Las cancer stem cells aisladas a partir de las lineas tumorales derivadas de
CCR muestran en general una expresion de RNAm de CD133 igual o mayor

que la expresién en la linea basal.

5. Las poblaciones celulares enriquecidas en cancer stem cells con expresion
elevada del RNAm de CD133 (RKO y SW80) mostraron 1) mayor expresion de
RNAmM de MGMT, 2) menor tasa de proliferacién y 3) mayor ICsq para 5-FU que
las células basales. Estos resultados sugieren que la seleccion de las CSC por

el tratamiento con 5-FU puede ser la base de la quimiorresistencia de este tipo

de tumores.
6. En pacientes con CCR, la intensidad de expresion de MGMT es un factor

pronostico que se correlaciona con la SG y es independiente del resto de

variables analizadas.
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7. En pacientes con CCR, la ausencia de expresion de MGMT y/o la metilacién
de su promotor se correlaciona con una respuesta favorable al tratamiento a
corto plazo, mientras que a largo plazo, se asocia a una reduccion de la

supervivencia global.

8. En pacientes con cancer rectal, el % de expresion de MGMT y de CD133
después del tratamiento se correlacionan o asocian con el grado de regresion
tumoral, poniendo de manifiesto el valor predictivo de la respuesta al

tratamiento de ambos biomarcadores.

9. No existe ninguna correlacion significativa entre las variables moleculares de
CD133 y MGMT en los pacientes de CCR.

10. Los resultados obtenidos sugieren que CD133 y MGMT podrian ser usados
como biomarcadores de CCR con valor pronéstico en la determinacion de la
supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad y la respuesta al

tratamiento.
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Abstract

Background: New biomarkers are needed for the prognosis of advanced colorectal cancer, which remains
incurable by conventional treatments. O°-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) methylation and protein
expression have been related to colorectal cancer treatment failure and tumor progression. Moreover, the presence
in these tumors of cancer stem cells, which are characterized by CD133 expression, has been associated with
chemoresistance, radioresistance, metastasis, and local recurrence. The objective of this study was to determine the
prognostic value of CD133 and MGMT and their possible interaction in colorectal cancer patients.

Methods: MGMT and CD133 expression was analyzed by immunohistochemistry in 123 paraffin-embedded colorectal
adenocarcinoma samples, obtaining the percentage staining and intensity. MGMT promoter methylation status was
obtained by using bisulfite modification and methylation-specific PCR (MSP). These values were correlated with clinical
data, including overall survival (OS), disease-free survival (DFS), tumor stage, and differentiation grade.

Results: Low MGMT expression intensity was significantly correlated with shorter OS and was a prognostic factor
independently of treatment and histopathological variables. High percentage of CD133 expression was significantly
correlated with shorter DFS but was not an independent factor. Patients with low-intensity MGMT expression

and 250% CD133 expression had the poorest DFS and OS outcomes.

Conclusions: Our results support the hypothesis that MGMT expression may be an OS biomarker as useful as tumor
stage or differentiation grade and that CD133 expression may be a predictive biomarker of DFS. Thus, MGMT and
CD133 may both be useful for determining the prognosis of colorectal cancer patients and to identify those requiring
more aggressive adjuvant therapies. Future studies will be necessary to determine its clinical utility.

Keywords: Colorectal cancer, MGMT, CD133, Methylation status, Biomarker, Overall survival, Disease free-survival

Background

According to the World Health Organization (WHO),
colorectal cancer (CRC) is the third most common can-
cer in males and the second in females and is the fourth
cause of cancer death. The WHO expects an increase in
CRC incidence and mortality, with estimates of around
1,471,808 newly diagnosed patients and 726,028 deaths
worldwide in 2015 [1]. Almost all (95%) of these new
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CRCs are likely to be adenocarcinomas and, despite re-
cent advances in detection and therapy, 25% of these pa-
tients will develop metastasis and have a very low 5-year
survival rate of around 10% [2,3]. New biomarkers of
CRC are needed to permit an earlier diagnosis and to
predict the response to treatment.

Screening for the early detection of CRC is the most
effective approach against this disease [4]. Carcinoem-
bryonic antigen (CEA) is recommended as a biomarker
to detect spread of the cancer and to follow up CRC pa-
tients. However, in the diagnosis of early CRC it has
major limitations such as low sensitivity and specificity
(36% and 87% respectively). In addition, until a rate of
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16% may be false positives [5,6]. Novel biomarkers such
as O°-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)
and CD133 have been proposed as useful tools for the
diagnosis, prognosis, and follow-up of CRC and for the
detection of relapse [7]. MGMT is a DNA repair protein
that removes O°-guanine adducts from DNA [8]. MGMT
restores mutagenic O°-methylguanine to guanine in nor-
mal colonic tissue, preventing DNA alkylation damage [9].
MGMT hypermethylation in CpG islands and low
MGMT protein expression appear to be early events in
CRC patients. This MGMT epigenetic silencing may lead
to G:C to A:T transition mutations in p53 [10], K-ras
[11-13], PIK3CA [11,14], and hMLH1 [15], among others.
Furthermore, CD133, a transmembrane glycoprotein re-
lated to cell-cell interaction and signal transduction, has
been associated with cancer stem cells (CSCs), including
those in CRC [16]. This CSC subpopulation represents a
small number of tumor cells that can self-renew indefin-
itely and recreate parent tumor cells expressing different
surface biomarkers [17]. This marker permits the hier-
archical organization of tumor heterogeneity, dividing
CRC cells between CD133-positive (CSCs) and CD133-
negative cells (non-CSCs) cells [18]. CD133-positive CRC
cells have shown special properties, including the capacity
to form tumors in xenografts [19], chemo- and radioresis-
tance [20,21], and metastasis promotion [22,23]. Previous
studies associated CSC chemo/radio-resistance to MGMT
expression in other cancers [24-26].

The aim of the present study was to analyze the clin-
ical implications of MGMT and CD133 in CRC and the
possible interactions between them in order to develop a
new prognostic biomarker for these patients. Immuno-
histochemical analysis of MGMT and CD133 expression
was carried out in colorectal cancer samples from 123
patients, and MGMT methylation status was determined
by methylation-specific PCR (MSP). The expression pat-
tern of the two molecules and MGMT methylation status
were correlated with overall survival (OS), disease-free
survival (DES), tumor stage, and differentiation grade,
among others. MGMT expression intensity and percent-
age CD133 expression may be clinically useful for CRC
prognosis, but this does not appear to be the case for
MGMT methylation status or CD133 expression intensity.

Methods

Clinical tissue samples

In this cross-sectional study (case-series design), color-
rectal adenocarcinoma samples were obtained from pa-
tients at three hospitals in Southern Spain (Puerta del
Mar Hospital, Cadiz; Puerto Real Hospital, Cadiz; and
San Cecilio Hospital, Granada) between 2004 and 2009.
Clinical data of the patients were obtained from the hos-
pital records. Written informed consent was obtained
from all patients and controls before their enrolment in
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the study. The study protocol was approved by the Bio-
medical Investigation Ethic Committee (Consejeria de
Salud; Servicio Andaluz de Salud). Paraffin-embedded
tumor specimens were obtained from 123 CRC patients.
The differentiation grade and tumor stage were deter-
mined according to standard histopathological criteria
by two expert pathologists [27]. DNA extraction and
analysis, MGMT methylation status test, tissue micro-
array (TMA) construction, and MGMT and CD133 im-
munohistochemical analyses were performed in samples
from each specimen. None of the patients had received
any pre-operative treatment. After the tumor resection,
most patients had been treated with chemotherapy (5-
fluorouracil [5-FU], oxaliplatin, and/or irinotecan) and/or
radiotherapy according to their clinical characteristics.

DNA extraction, bisulfite treatment, and
methylation-specific PCR

DNA was extracted from waxed tissue samples by using
the Chemagic MSM I robot (Chemagen, Germany,
Baesweiler) in accordance with the manufacturer’s stand-
ard recommendations. Determination of methylation
patterns in MGMT promoter CpG islands was based on
the chemical modification of unmethylated (but not
methylated) cytosine to uracil. MSP was performed with
specific primers for either methylated or unmethylated
DNA, as previously described [10]. Briefly, a 2-ug DNA
sample was denatured with sodium hydroxide, modified
with sodium bisulfite, and then purified (EpiTect Bisulfite
kit, Qiagen, USA, Maryland). Primer sequences were 5'-
TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3" (for-
ward primer) and 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAAC
AAAACA-3’" (reverse primer) for the unmethylated (UM)
reaction and were 5 -TTTCGACGTTCTAGGTTTTC
GC-3’ (forward primer) and 5'-GCACTCTTCCGAAAA
CGAAACG-3' (reverse primer) for the methylated (M)
reaction. PCR-amplified products were electrophoresed
on 3% agarose gels, visualized by staining with ethidium
bromide, and examined under UV illumination. A sample
was classified as hypermethylated when the methylation
amplification product alone was observed, partially meth-
ylated when both methylated and unmethylated amplifica-
tion products were seen, and unmethylated when it
showed unmethylated amplification products alone. For
the statistical analysis, the hypermethylated and partially
methylated samples were considered as the methylated
(M) group and compared with the unmethylated (UM)

group.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded CRC tumor samples
were used in the construction of TMAs. Briefly, four rep-
resentative areas were selected from whole hematoxylin-
eosin tissue sections of each adenocarcinoma specimen.
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Cores with diameter of 1 mm were placed 0.8 mm apart
in a grid layout using a Manual Tissue Microarrayer
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD). The resulting
tissue microarray blocks were cut into 5-pm sections with
a microtome, placed on slides by the adhesive tape-
transfer method (Instrumedics, Inc., Hackensack, NJ), and
UV cross-linked. TMA dewaxing, rehydration, epitope re-
covery, and all staining procedures were performed at the
same time with the DakoAutostainer EnVision™ FLEX kit
(Dako, Barcelona, Spain) using antibodies against MGMT
(1:50, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Germany)
and CD133 (1:50, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). The antibodies were incubated with 3.3’-di-
aminobenzidine (DAB) substrate-chromogen, resulting in
a brown-colored precipitate at the antigen site, and cell
nuclei were visualized with hematoxylin (blue) counter-
staining; nerve tissue was used as a positive control [28].
The readings were done by two experienced pathologists
under light microscopy. In the most of specimens, there
weren't significant differences between observers and sam-
ple punches. Furthermore, the patients with heteroge-
neous staining for any antibody were not included in this
study. The MGMT staining of tumor cells was scored and
grouped as low expression (<50%) (-, +, and ++ scores)
and high expression (=50%) (+++ and ++++ scores).
CD133 staining of tumor glands was classified as 0%, <50%,
or >50%; CD133 staining on the apical and/or endolum-
inal surface of tumor glands and/or on cell debris was
considered positive, in accordance with previous studies
[29]. For the statistical analysis, CD133 expression was
considered in two categories: low (<50%) or high (>50%).
The intensity of MGMT and CD133 staining was scored
as low or high. Thereby, percentage only consider number
of cells or tumor glands stained for MGMT and CD133
independently to dye distribution; moreover, intensity was
scored high when nucleus or tumor glands were com-
pletely stained and low when showed partially or lack of
staining regardless of number of cells or tumor glands
stained.

Statistical analysis

Contingency tables and associations were analyzed with
the chi-square (XZ) test and Fisher’s exact test. DFS (time
elapsed between diagnosis and disease recurrence) and
OS (time between diagnosis and death) curves were esti-
mated with the Kaplan-Meier method. A two-sided log-
rank test was used to determine significant differences
between independent curves and patient groups. Signifi-
cant prognostic factors associated with DFS and/or OS
were identified by applying the Cox proportional hazards
model, which was constructed using the most relevant
molecular, histopathological, and treatment variables.
SPSS version 15.0 was used for the data analyses; p < 0.05
was considered significant.
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Results

Patient characteristics

Table 1 summarizes the characteristics of the 123 pa-
tients in the study (65% males, 35% females); the mean
(+ standard deviation) age was 71.73 + 10.57 yrs (range,
40 to 93 yrs). The tumor was in stage III in 40.2% (49/
122) of patients and the differentiation grade was mod-
erate in 50.4% (59/117). At the most recent follow up,
17.8% (18/101) of the patients had died due to the colo-
rectal adenocarcinoma and 41.9% (44/105) of the pa-
tients did not respond to treatment, evidencing local or
distal recurrence. The follow-up period ranged between
2 and 93 months. The mean OS of the whole sample
was 40.20 + 22.09 months and the mean DFS was 35.98 +
24.75 months.

MGMT promoter methylation status and MGMT expression
Table 2 summarizes the molecular characteristics of the
patients. MGMT promoter methylation status could be

Table 1 Clinical characteristics of colon adenocarcinoma
patients

Feature Classification n (%)
Sex Male 80 (65)
Female 43 (35)
Age 250 years 116 (94.3)
<50 years 7 (5.7)
Tumor differentiation Well differentiated 37 (31.6)
grade
Moderately differentiated 59 (50.4)
Poorly differentiated 21 (17.9)
Tumor stage | 14 (11.5)
Il 44 (36.1)
Il 49 (40.2)
% 15 (12.3)
Radiotherapy treatment  Did not receive radiotherapy 96 (87.3)
Received radiotherapy 14 (12.7)
Chemotherapy Did not receive chemotherapy 47 (38.8)
treatment
Received chemotherapy 74 (61.2)
Treatment No chemotherapy 40 (364)
or radiotherapy
Some treatment 70 (63.6)
Treatment response Response 61 (58.1)
No response 44 (41.9)
Last follow-up status Alive without disease 66 (65.3)
Alive with disease 17 (16.8)
Disease progression and death 18 (17.8)

Sample size for sex and age (n = 123), for tumor differentiation grade (n=117),
for tumor stage (n = 122), for radiotherapy treatment (n = 110), for chemotherapy
treatment (n=121), for a treatment (n = 110), for treatment response (n = 105)
and last follow-up status (n=101).
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Table 2 Molecular characteristics of colon adenocarcinoma
patients

Feature Classification n (%)
MGMT methylation status Unmethylated 24 (21.8)
Methylated 86 (78.2)
Percentage MGMT expression Low 55 (48.2)
High 59 (51.8)
MGMT expression intensity Low 30 (26.3)
High 84 (73.7)
Percentage CD133 expression Low 52 (47.3)
High 58 (52.7)
CD133 expression intensity Low 70 (63.6)
High 40 (364)

Sample size for MGMT methylation status (n = 110), for percentage MGMT
expression (n =114), MGMT expression intensity (n = 114), percentage CD133
expression (n=110), and CD133 expression intensity (n=110).

determined in 89.4% (110/123) of the tumors; PCR amp-
lification was unsuccessful or evaluation was not pos-
sible in the remaining 13 specimens. The M group
included 78.2% of the 110 cases and the UM group
21.8%. Out of the M group, 75.6% showed partial methy-
lation (amplification with UM and M primers) and
24.4% hypermethylation (amplification with M primer
alone) (Figure 1).

1 2 3 4 5
um Mm UM M UM M UM M UM M

6 7 8 9 10
um M UM M UM M UM M UM M

1" 12 13 14 15
um M UM M UM M UM M UM M

16 17 18 19 20
UM M UM M UM M UM M UM M

21 22 23 24 25

uM M UM M UM M UM M UM M

Figure 1 Methylation-specific PCR analysis of the MGMT
promoter in colorectal adenocarcinoma tissue samples.
Representative image showing MGMT promoter methylation study
of 25 of the 110 analyzed patients. Partially-methylated patients
showed amplification of both UM and M lanes. Hypermethylated
patients showed only amplification of M lane. Unmethylated (UM)
patients showed lack of M lane.
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MGMT staining was always nuclear in colorectal adeno-
carcinoma gland cells and always detected in surrounding
tissue (Figure 2). Data on the percentage MGMT expres-
sion were available for 92.7% (114/123) of the patients.
Out of these 114 cases, no expression was observed in
15.8%, and expression was scored as+in 2.6%, ++ in
29.8%, +++ in 43.9%, and ++++ in 7.9% (Figure 2); hence,
low (<50%) MGMT expression was observed in 48.2% of
cases and high expression (=50%) in 51.8%. No association
was found between percentage MGMT expression and
MGMT promoter methylation status (Additional file 1:
Table S1). A low intensity of MGMT expression was ob-
served in 26.3% of the 114 patients and a high intensity in
73.7% (Figure 2). A significant association was found
between low MGMT expression intensity and MGMT
promoter methylated (M) (Additional file 1: Table S1).
An association was observed between poor-tumor dif-
ferentiation grade and methylated MGMT promoter (M)
(Additional file 2: Table S2).

Influence of MGMT promoter methylation status and
MGMT protein expression on overall survival and
disease-free survival

The mean OS was 61.36 months in patients with low-
intensity MGMT expression versus 77.48 months in
those with high-intensity MGMT expression (Table 3);
the correlation between OS and MGMT expression in-
tensity was significant (p <0.01) (Figure 3). MGMT ex-
pression intensity was a prognostic factor for OS after
adjusting for treatment and histopathology variables
(Table 4). No significant correlation was found between
OS and MGMT promoter methylation status or percent-
age MGMT expression (Table 3). No significant correl-
ation was observed between DFS and MGMT methylation
status, MGMT expression intensity, or percentage MGMT
expression (Table 3).

CD133 protein expression

CD133 expression results were available for 110 (89.4%) of
the patients (Table 2). CD133 expression was detected on
the endoluminal surface of tumor glands and on cell deb-
ris; no staining was observed in other tumor regions or in
normal tissues. Out of the 110 specimens analyzed, the
staining was scored as 0% in 12.7%, <50% in 34.6%,
and >50% in 52.7% (Figure 4). In addition, 36.4% of the
110 patients had a high-intensity CD133 expression and
63.6% a low-intensity expression (Figure 4). An association
was observed between no treatment response and high
CD133 percentage expression (Additional file 3: Table S3).

Influence of CD133 protein expression on overall survival
and disease-free survival

OS was not significantly associated with CD133 protein
expression intensity or percentage (Table 3). However, a
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Figure 2 Immunohistochemical MGMT staining in colorectal adenocarcinoma tissue samples. (A) Representative photomicrographs of

TMA punches illustrating low (a) and high (b) MGMT expression intensity; bar, 50 um. (B) Photomicrographs of TMA punches illustrating different
percentages MGMT expression levels: negative (a), <50% (b and ¢) and 250% (d and e); bar, 200 um.

A\
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statistically significant correlation (p < 0.05) was observed
between DES and percentage CD133 expression (Figure 3),
with a mean DFS of 67.91 months in those with low
(<50%) expression versus 46.01 months in those with
higher (=50%) CD133 expression (Table 3). The tumor
stage was also correlated with DFS (Table 3). The multi-
variable analysis results showed that CD133 protein ex-
pression was not an independent prognostic factor
(Table 4).

MGMT and CD133 interactions and clinical influence
No significant association was found between MGMT
promoter methylation or MGMT expression percentage/

intensity and CD133 expression percentage/intensity
(Additional file 1: Table S1). CD133 expression percent-
age and MGMT intensity could be compared in 109 pa-
tients. Among the patients with low MGMT intensity,
CD133 expression percentage was low in 42.9% and high
in 57.1%. Among the patients with high MGMT inten-
sity, CD133 expression percentage was low in 48.1% and
high in 51.9%.

Study of the potential relationship of MGMT intensity
and percentage CD133 expression with clinical outcome
variables (Figure 3) revealed a significant correlation with
OS but no significant correlation with DFS (Table 3). The
patients with low-intensity MGMT expression and high
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Table 3 Interaction of overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) with histopathological variables
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Low MGMT intensity

CD133 < 50%
CD133 2 50%

7233 (61.82-82.84
5236 (30.53-74.19

57.08 (44.64-69.51
37.85 (18.87-56.83

0s DFS
Variables Mean (95% Cl) p value Mean (95% Cl) p value
Sex Male 72,08 (62.61-81.55) 0.103 52.15 (42.12-62.18) 0.179
Female 79.52 (71.55-87.50) 61.00 (49.16-72.85)
Differentiation grade Well-moderate 7762 (70.03-85.21) 0408 56.25 (47.45-65.06) 0.649
Poor 4 (48.53-79.75) 56.50 (38.35-74.64)
Tumor stage -l 80.75 (71.71-89.78) 0.167 7031 (59.84-80.78) 0.002*
-1V 68.89 (58.72-79.05) 4244 (32.30-52.58)
MGMT methylation status Unmethylated 73.54 (65.17-81.90) 0.398 49.87 (34.54-65.20) 0.949
Methylated 76.07 (67.82-84.32) 5733 (47.55-67.12)
Percentage MGMT expression Low 70.53 (60.02-81.05) 0211 50.77 (39.35-62.20) 0.328
High 77.04 (69.58-84.50) 5862 (48.37-68.87)
MGMT expression intensity Low 61.36 (45.99-76.72) 0.006* 47.76 (32.80-62.71) 0171
High 7748 (70.75-84.21) 5643 (47.39-6547)
Percentage CD133 expression Low 82.03 (72.97-91.10) 0.273 67.91 (56.68-79.14) 0.014*
High 7041 (61.33-79.50) 46.01 (35.06-56.97)
CD133 expression intensity Low 77.90 (69.39-86.41) 0.642 59.76 (49.62-69.89) 0517
High 7800 (67.92-88.08) 53.74 (39.44-68.05)
High MGMT intensity CD133250% 73.06 (63.99-82.14) 0.032* 4 (36.25-62.04) 0.140
) )
) )
) )

CD133 < 50%

69.50 (45.88-93.11

64.50 (41.41-87.59

Statistically significant variables (*p < 0.05). Cl, confidence interval.

(=50%) CD133 expression had the worst OS (52.36 months)
and DFS (37.85 months) outcomes (Table 3).

Discussion
In this study of tumors from CRC patients, methylated
MGMT promoter was significantly associated with low
MGMT expression intensity and poor-differentiation
grade but not with OS, DFS, or tumor stage. High
MGMT expression intensity was correlated with longer
OS but not with DFS, tumor stage, or differentiation
grade. High percentage of CD133 expression was corre-
lated with shorter DFS but not with OS, tumor stage, or
differentiation grade. MGMT expression intensity can be
considered as an independent prognostic factor for OS,
but the influence of percentage CD133 expression on
the prognosis for DFS also depends on the tumor stage.
The relevance of MGMT in CRC carcinogenesis is
widely accepted, and reduced MGMT expression has
been documented in tumor versus normal colon tissue
[30]; however, the mechanism by which MGMT expres-
sion is controlled remains controversial. Lee et al. [31]
observed hypermethylated genes, including MGMT, in
early stages of colorectal adenoma, and MGMT promoter
methylation has been implicated in colon cancer progres-
sion (in the adenoma-carcinoma sequence) [31,32]. Sinha

et al. [33] demonstrated that MGMT promoter methyla-
tion was associated with tumor stage, metastasis, and
lymphatic invasion in advanced CRC. Various authors
have reported the effects of MGMT inactivation on other
cancer-related genes. It has been found that the epigenetic
silencing of MGMT by promoter hypermethylation can
lead to G:C to A:T transition mutations in p53 [10], K-ras
[11-13], and PIK3CA [11,14], facilitating progression of
the tumor to more advanced stages.

Based on the above data, research efforts have focused
on the diagnostic and prognostic relevance of MGMT.
Various authors have reported that MGMT methylation
is a useful marker to detect early stages of CRC [34,35].
Kang et al. [36] concluded that a more sensitive screen-
ing can be achieved by testing the DNA methylation sta-
tus of some genes, including MGMT, than by analyzing
fecal blood. In addition, Nagasaka ez al. [37] and Nilsson
et al. [38] suggested that MGMT hypermethylation in
CRC may be related to non-recurrence after chemother-
apy and better survival. Experimental data support this
possibility, because 5-FU cytotoxicity was enhanced by
06-benzylguanine-induced MGMT depletion in colon
cancer cells with high MGMT expression. It was suggested
that elevated MGMT levels may be a marker of a low
therapeutic response [39], and MGMT hypermethylation
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was associated with a better prognosis in CRC patients
[38]. In contrast, Shima et al [11] found no significant
correlation between MGMT promoter status and survival
and suggested that this status has little clinical relevance.
Our results showed a significant association of methylated
MGMT promoter with low-MGMT expression intensity
and poor-differentiation grade. However, no correlation
was found between MGMT methylation and OS or DES
in CRC patients, whereas high MGMT intensity was cor-
related with longer OS but not with tumor grade or differ-
entiation. These contradictory results may be related to
the multifactorial and complex regulation of MGMT pro-
tein expression. Two distinct patterns of MGMT methyla-
tion have been associated with different mutations or

epigenetic changes in CRC [40], and methylation is not
the sole regulatory mechanism of MGMT protein levels
[41]. Some MGMT polymorphisms may reduce MGMT
activity and/or sensitivity [42,43] and have been associated
with progression-free survival in CRC patients [44]. Des-
pite MGMT hypermethylation or lack of MGMT protein
has been associated with a better treatment response and
survival at short-term [37-39], the epigenetic silencing of
MGMT promotes different mutations [10-14] which could
facilitate the tumor progression reducing the overall sur-
vival at long-term.

CD133 is widely recognized as a stem cell biomarker
in normal and cancer colon tissue [45-47]. Its expression
was detected in around half of a series of precancerous

Table 4 Multivariate analysis: cox proportional hazards model for OS and DFS

os DFS

Variables HR (CI) p value HR (CI) p value
Sex (male/female) 269 (0.77-9.34) 0.118 1.56 (0.80-3.05) 0.186
Differentiation grade (well-moderate/poor) 062 (0.20-1.93) 0412 1.24 (048-3.17) 0.652
Tumor grade (I-11/11I-VI) 0.50 (0.18-1.35) 0.175 0.38 (0.19-0.73) 0.004*
Radiotherapy (no/yes) 1(0.13-1.27) 0.123 0.64 (0.29-141) 0.276
Chemotherapy (no/yes) 048 (0.16-1.49) 0210 0.50 (0.25-0.99) 0.049*
MGMT expression intensity (low/high) 3.73 (1.35-10.33) 0.011* 1.55 (0.81-2.99) 0.182
Percentage CD133 expression (low/high) 0.54 (0.18-1.65) 0.280 044 (0.22-0.86) 0.018*

HR, Hazard ratio. Cl, confidence interval. Statistically significant variables (*p < 0.05).
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Figure 4 Immunohistochemical CD133 staining in colorectal adenocarcinoma tissue samples. (A) Representative photomicrographs of
TMA punches illustrating low (a) and high (b) CD133 expression intensity; bar, 50 um. (B) Photomicrographs of TMA punches illustrating different
percentage CD133 expression levels: negative (a), <50% (b), 250% (c); bar, 200 um.

J

colon adenomas [48] and was found to be pronounced
in invasive margins of colorectal tumors [29]. Other au-
thors reported that CD133 expression is not restricted
to intestinal stem or cancer-initiating cells and that both
CD133-positive and CD133-negative cells can initiate a
tumor [47]. In the present study, the high percentage of
CD133 expression was correlated with shorter DFS but
not with OS, tumor stage, or differentiation grade in
CRC patients, suggesting that this molecule may be rele-
vant to determine recurrence. These findings are con-
sistent with the study by Coco et al. [49], who found a
higher risk of recurrence and death in CRC patients with
increased CD133 levels. Reggiani et al. [50] concluded
that CD133 is useful for the prognosis in stage I CRC
patients and for the selection of patients requiring adju-
vant treatment. Moreover, Jao et al. [51] correlated cyto-
plasmic CD133 expression with tumor local recurrence
and survival in CRC patients. However, a similar study
found no correlation between cytoplasmic CD133 and
patient survival [52], while Kojima et al. [53] observed

no differences in DFS between CD133-positive and-
negative patients, although they considered CD133 over-
expression to be a risk factor in patients with well- and
moderately-differentiated adenocarcinomas. CD133 ex-
pression on cell debris and the endoluminal surface has
also been proposed as CRC biomarker. Horst et al. [29]
found a significant correlation between endoluminal sur-
face CD133 expression and low survival in CRC patients,
while Xi et al. [54] reported that CD133 expression in
membrane and cytoplasm of cells on the luminal surface
of cancerous glands was of prognostic value in CRC pa-
tients. All these results are supported by CD133 mRNA
studies too. Saigusa et al. [55] observed correlation be-
tween CD133 mRNA expression and survival and distant
recurrence in rectal patients. Further, Kawamoto et al.
[56] associated recurrence and short DFS with higher
CD133 RNAm levels. Similar results observed Yasuda
et al. [57].

The comparison of results among studies is hampered
by methodological differences. Thus, CD133 staining
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patterns were found to differ in CRC between the use of
AC133 (Miltenyi Biotech) and Ab19898 (Abcam) mono-
clonal antibodies [49] and among the application of anti-
CD133 (Cell Signalling), AC133 (Miltenyi Biotech), and
polyclonal anti-CD133 (Santa Cruz Biotechnology) anti-
bodies [29]. These staining variations were confirmed in
previous glioblastoma studies [58]. In addition, whereas
some authors compared cell cytoplasm staining between
patients with less and more than 5% CD133 positive
cells [49,54,59], others compared the number of CD133-
stained glands between patients with less and more than
50% positive glands [29].

Finally, MGMT expression or methylation status has
been related to radio-chemo/resistance in the CSC
population in some tumors such as glioma [24-26]. He
et al. [25] reported that patients with methylated MGMT
promoter and high CD133 expression had the worst
progression-free survival. In contrast, Metellus et al.
[26] observed shorter OS and progression-free survi-
val in patients with unmethylated MGMT and high
CD133 expression. In the present study, no significant
association was found between MGMT and CD133 in
CRC patients. However, consistent with the findings of He
et al. [25], DFS and OS outcomes were worse in patients
with low MGMT expression intensity and >50% CD133
expression.

Conclusions

Our study evidences the relevance of MGMT and CD133
in the clinical outcome of CRC patients. High MGMT ex-
pression intensity was correlated with longer overall sur-
vival, while high percentage of CD133 expression was
related to shorter-recurrence time lapse. Hence, the inten-
sity of MGMT protein expression and the percentage
CD133 protein expression may help to identify patients
who need a more aggressive adjuvant therapy.

Additional files

Additional file 1: Tables S1. Association between molecular variables.

Additional file 2: Tables S2. Association between histopathological
and MGMT molecular variables.

Additional file 3: Tables S3. Association between histopathological
variables and CD133 protein expression.
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