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1. INTRODUCCIO




1.1. El cancer colorectal

1.1.1. Epidemiologia

El cancer colorectal (CCR) representa un important problema de salut publica en els paisos
desenvolupats degut a la seva elevada taxa d’incidéncia i mortalitat. A nivell mundial,
representa la tercera causa més freqlient de diagnostic de cancer en homes ( 746.000 nous
casos anuals) per darrere del cancer de pulmé i prostata i la segona en dones (614.000 nous
casos anuals) per darrere del cancer de mama. Englobant ambdds sexes, el CCR és responsable
d’aproximadament 600.000 morts anuals amb una incidéncia de més de 1,2 milions de nous

casos (Font: IARC/GLOBOCAN www.globocan.iarc.fr). Concretament a I'estat espanyol, el CCR

representa el tumor més frequient (25.600 casos nous/any) i la setena causa de mort amb més
de 13.000 defuncions anuals. Amb un increment anual de la incidencia del 2,6%, la tendéncia
d’aparicié de nous casos s’ha duplicat en els darrers deu anys (Font: INE-ISCII www.iscii.es).
L'edat té un gran impacte en la incidencia del CCR, superior a qualsevol altre factor
demografic. Aixi, I'edat mitjana en el moment del diagnostic és de 70 anys i, en el 90% dels

casos, es presenta en persones de més de 50 anys (1).

D'altra banda, la supervivéncia global (SG) a 5 anys varia segons I'estadi del tumor en el
moment de la seva deteccid, essent superior al 90% en estadis |, del 72-85% en estadis Il i de
només el 27% en pacients d’estadis Il d’alt risc i estadi Ill, que no han estat tractats amb
terapia adjuvant. Estadisticament, aproximadament el 20% dels pacients presentaran
metastasis en el moment del diagnostic, essent el fetge i els pulmons les localitzacions més
freqlients. De la mateixa manera, entre el 30 i el 60% dels pacients amb CCR localitzat
desenvolupara metastasi. En aquests casos, la supervivencia a 5 anys no supera el 10%.
Tanmateix, la recaiguda dels pacients després de la cirurgia en la malaltia localitzada es
produeix aproximadament als 3 anys i el temps a la progressié del tumor en els malalts

metastatics es troba al voltant dels 10 mesos (1)

1.1.2. Etiologia i factors de risc

L'etiologia del CCR és complexa i implica la interacci6 de factors genétics i factors
mediambientals. Entre el 85 i el 90% dels CCRs es produeixen de manera esporadica i sén
secundaris a factors ambientals i d’estil de vida. Aixi doncs, a banda de I'edat i el sexe, els

factors de risc modificables del CCR inclouen el tabaquisme, el sedentarisme, |'alcoholisme, el



sobrepes, I'obesitat i el consum de carn vermella i processada, entre d’altres. Pel contrari,
dietes amb un alt contingut en fibra, calci i vitamina D han estat descrites com a factors
preventius del CCR. De la mateixa manera, certs farmacs com els antiinflamatoris no
esteroideus (AINEs) o les estatines, han demostrat la capacitat de reduir I'aparicié de lesions

premalignes i la seva transformacié tumoral (1).

Aproximadament el 35% dels pacients amb CCR esporadic presenten components de risc
familiar perd no compleixen estrictament els criteris de Bethesda, criteris necessaris per a ser
considerats sindromes hereditaris (2). D'altra banda, entre un 5 i un 10% dels casos de CCR
estan causats per alteracions genetiques heretables en gens de susceptibilitat al cancer. Dins
d’aquest grup de neoplasies hereditaries existeixen dues formes de CCR clarament definides:
la poliposis adenomatosa familiar (PAF) i el cancer colorectal hereditari no poliposic (HNPCC) o
Sindrome de Lynch (3). Paral-lelament, s’ha demostrat un augment de la incidéncia de CCR en
pacients amb malalties inflamatories croniques del colon, com la Colitis ulcerosa i la Malaltia
de Crohn. De fet, els casos de CCR associats a aquestes malalties inflamatories croniques

representen entre I'1 i el 2% del total de casos [Revisat a (4)].

1.1.3. Carcinogenesi i bases moleculars

El CCR esporadic es produeix com a resultat de I'acumulacié gradual de mutacions géniques,
epigenétiques i alteracions cromosomiques que conduiran a la transformacié de la mucosa
colonica normal en un cancer invasiu (5). En general, aquestes mutacions es produeixen en
tres grans grups de gens: els oncogens (responsables de la proliferacié cel-lular), els gens
supressors tumorals (responsables del control del creixement cel-lular) i els gens de la via de

reparacio d'aparellament erroni de bases o via Mismach Repair (MMR).

L'any 1990 Fearon i Vogelstein van proposar per primera vegada un model de carcinogenesi
colorectal que considerava l'acumulacié de mutacions en les etapes de transicidé epiteli
normal-adenoma-carcinoma com a base del desenvolupament tumoral (6). Posteriorment,
I'any 1997 van ser descrites dues classes de gens de susceptibilitat al cancer: els gens
gatekeeper i els gens caretaker (7). Els gens getekeeper sén gens implicats en el creixement i la
divisio cel-lular; els gens caretaker, en canvi, tenen la funcid principal de controlar i mantenir la
integritat del genoma de la cél-lula. Més tard, Michor i col-laboradors van definir un nou

subgrup de gens de predisposicid al cancer anomenats gens landscaper, els quals estan



representats per molecules de matriu extracel-lular i d’adhesié, marcadors i receptors de

superficie cel-lular i factors de creixement essencials per al control del microambient cel-lular

(8).

Segons el model adenoma-carcinoma de Vogelstein i Fearon (6), el primer pas en el procés de
carcinogenesi del colon és la mutacio del gen gatekeeper APC. Una de les funcions principals
del gen APC és la regulacié de la via de senyalitzaci6 de Wnt mitjancant el control de la
guantitat de B-catenina disponible en el citoplasma. Aixi doncs, un cop el gen APC ha mutat, la
B-catenina es transloca al nucli de la cel-lula (9) i activa la via de Wnt que inclou els proto-
oncogens Myc i CCND1 (Ciclina D1) (10, 11). Aquesta activacid es tradueix en un increment de
la proliferacié cel-lular. A continuacid, son necessaries mutacions addicionals ens gens que
codifiquen per proteines implicades en la via de les MAP quinases (MAPK, Mitogen activated
protein kinases), com KRAS, DCC i TP53 i que contribuiran a la pérdua del control de la

regulacio del cicle cel-lular (12) (Figura 1).

TP53, PIK3CA,
APC/p-catenin KRAS loss of 18q
Normal Aberrant Early Late Invasive

mucosa crypt focus adenoma adenoma cancer

A

EGFR, COX2
Increasing CIN

Figura 1. Esquema del model adenoma-carcinoma de Fearon i Vogelstein. Pino MS, Chung DC. Gastroenterology
(2010) (13)

Amb posterioritat, han estat descrites altres vies alternatives de carcinogénesi que resulten en
una inactivacid de gens supressors tumorals, activacié d’oncogens o inestabilitat genomica. En
aquest sentit, els tumors poden agrupar-se en funcié de si presenten inestabilitat
cromosomica (fenotip CIN), inestabilitat de microsatel-lits (fenotip MSI) o hipermetil-lacié de
les illes CpG dels promotors genics (fenotip CIMP) [Revisat a (14)]. El fenotip CIN és el més
comu (70% dels tumors esporadics) i es caracteritza per una acumulacié d’aberracions
estructurals i numériques en els cromosomes que es tradueix en una elevada variabilitat

cariotipica i en una perdua d’heterozigositat (LOH). Els tumors CIN presenten tota una série



d’amplificacions en regions genomiques que comporten la sobreexpressido d’oncogens com
KRAS, NRAS BRAF i PI3K. A més, es caracteritzen per la translocacio i/o pérdua de fragments
cromosomics que contenen importants gens supressors tumorals gatekeeper; com per
exemple, el cromosoma 5q (gen APC), 17p (gen TP53) i 18q (gens DCC i SMAD4). Les vies de
senyalitzacié principalment activades en aquests tipus de tumors inclouen la via Wnt/B-
catenina, la via del factor de creixement transformant beta 1 (TGF-B, Transforming growth
factor beta), la via del receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR, Epidermal growth
factor receptor), la via de les MAPKs i la via de PI3K. A banda dels tumors esporadics, un petit
nombre de tumors hereditaris en els quals la inestabilitat cromosomica és secundaria a les
mutacions en el gen APC (PAF) o en el gen MYH (PAF atenuada) també es desenvolupen a

través d’aquesta via de carcinogénesi [Revisat a (13)]

D’altra banda, aproximadament el 15% dels tumors esporadics i les formes hereditaries no
poliposiques presenten el fenotip MSI. Aquest fenotip, es basa en I'acumulacié de mutacions
en petites seqtiencies d’acid desoxiribonucleic (ADN) no codificant anomenades microsatél-lits
o en el silenciament epigenétic produit per la metilacié aberrant de regions promotores de
gens caretaker implicats en la via de reparacié6 de 'ADN MMR, com MLH1, MLH3, MSH2,
MSH3, MSH6 o PMS2. Aquests tumors acostumen a ser poc diferenciats, mucinosos, amb
infiltracié limfocitaria i de progressié rapida. En general, els pacients amb fenotip MSI
presenten un millor pronostic i una major supervivencia en comparacié amb aquells pacients

amb tumors positius per al fenotip CIN (15).

A banda dels fenotips CIN i MSI; entre un 15 i un 20% dels tumors colorectals presenten una
tercera via d’inestabilitat epigenética basada en I’estat de metilacié de les illes CpG en regions
promotores de diversos gens marcadors (fenotip CIMP). En base al nombre de gens marcadors
metilats, el fenotip CIMP pot diferenciar-se en CIMP-alt i CIMP-baix. Les mutacions en
I'oncogen BRAF han estat habitualment aillades en el fenotip CIMP-alt i associades amb un
increment del creixement cel-lular i la progressié de la carcinogenesi (16). Cal destacar que, en
els darrers anys, han estat definits altres mecanismes implicats en la carcinogenesi del CCR. En
son bons exemples, les alteracions en I'expressid o el funcionament de certs microRNA

(miRNA) o les vies de senyalitzacio proinflamatories [Revisat a (14)].

En el transcurs de l'Gltima decada, diversos treballs han intentat definir una classificacié
molecular dels diferents subtipus de CCR basada en conjunts de dades d’expressié génica. Els

resultats de cadascun d’aquests estudis coincideixen en la definicié d’alguns subgrups; aixi per



exemple, tots els treballs identifiquen un subtipus basat en el fenotip MSI i un altre
caracteritzat per l'elevada expressi6 de gens mesenquimals, pero presenten poca
homogeneitat en la resta de grups proposats. Per tal d’arribar a un consens, el CRC Subtyping
Consortium (CRCSC) va proposar una nova classificacié basada en I’analisi conjunt de totes les
dades. El resultat és la definicié de 4 subtipus moleculars (CMS) diferenciats: CMS1 (subtipus
d'inestabilitat de microsatél-lits immune, 14% dels casos), CMS2 (subtipus canonic, 37% dels
casos), CMS3 (subtipus metabolic, 13% dels casos) i CMS4 (subtipus mesenquimal, 23% dels
casos). Les caracteristiques biologiques de cada un d’aquests subtipus es troben detallades a la
Figura 2. Aquesta classificacid es considera el sistema taxonomic més robust del CCR i
representa la base per una futura estratificacid clinica dels pacients en base al subtipus

molecular del seu tumor (17).

CMS2 CMmSs4
Canonic Mesenquimal

14% 37% 13% 23%
MSH CIMP alt, SCNA alt Estat MSI mixte, SCNA alt
hipermutacio SCNA baix, CIMP baix
Mutacions en BRAF Mutacions en KRAS
Infiltracio i activacio Activacié de WNT i Desregulacid Infiltracid estromal,
immunitaria MYC metabolica activacié de TGF-B,
angiogénesi
Pitjor supervivencia Pitjor supervivencia
després de la globali supervivéncia
recaiguda Hiure de recaiguda

Figura 2. Caracteristiques biologiques dels quatre subtipus moleculars de CCR proposats pel CRCSC. Adaptat de
Guinney J i col. Nat Med (2015) (17).

1.1.4. Estadificacio

En el diagnostic del CCR, paral-lelament a I'avaluacio clinica del pacient es realitza I’avaluacié
patologica de la malaltia. Historicament, el sistema d’estadificacié de Dukes i la seva posterior
modificacio per Astler i Coller han estat els métodes més utilitzats per a la classificacio dels
tumors colorectals (18). Actualment pero, el sistema de classificaci6 TNM (tumor-nodul-
metastasi) és el més utilitzat en el diagnostic del CCR i ha estat definit i aprovat per la UICC
(International Union Against Cancer) i la AJICC (American Joint Comittee on Cancer) (19). El
sistema TNM es basa en I'extensié del tumor primari (T), el grau de disseminacioé als ganglis

limfatics locorregionals (N) i la preséncia de metastasis a distancia (M) (Taula 1). La combinacié



de les categories T, N i M, permet la classificacié del CCR en diferents estadis de pronostic que

serveixen de base per a establir el tractament més adequat en cada cas (Taula2).

Tx El tumor primari no pot ser avaluat

TO No hi ha evidéencia de tumor primari

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial o invasio de la lamina propia

T1 El tumor envaeix la submucosa

T2 El tumor envaeix la muscularis propia

T3 El tumor envaeix a través de la muscularis propia fins als teixits
pericolorectals

T4a El tumor penetra la superficie del peritoneu visceral

T4b El tumor envaeix directament o s’adhereix a altres organs o estructures

Nx No es poden avaluar els ganglis limfatics regionals

NO No hi ha metastasi als ganglis limfatics regionals

N1 Existeixen metastasis d’ 1 a 3 ganglis limfatics regionals

Nla Existeix metastasi a un gangli regional

N1b Existeixen metastasis de 2 a 3 ganglis limfatics regionals

Nic Hi ha deposit(s) tumoral(s) a la subserosa o als teixits mesenterics o
pericolonics no peritonealitzats, o als teixits perirectals, sense
metastasi ganglionar regional

N2 Existeixen metastasis a > 4 ganglis limfatics regionals

N2a Existeixen metastasis de 4 a 6 ganglis limfatics regionals

N2b Existeixen metastasis a > 7 ganglis limfatics regionals

Mx No es possible avaluar una metastasi a distancia

MO No existeix metastasi a distancia

M1 Preséncia de metastasi a distancia

M1la La metastasi esta confinada a un organ o lloc (és a dir, fetge, pulmo,
ovari, gangli no regional,...)

M1b Existeixen metastasis a > 1 organ o lloc, o en peritoneu

Taula 1. Classificacio TNM



Estadi T N M Dukes | MAC | Supervivencia a 5 anys
0 Tis NO MO - -
T1 NO MO A A 90%
|
T2 NO MO A B1
A T3 NO MO B B2 85%
1B T4a NO MO B B2
72%
1o T4b NO MO B B3
T1-T2 N1/N1c MO C C1
A 60%
T1 N2a MO C C1
T3-T4a N1/N1lc MO C C2
1B T2-T3 N2a MO C c1/c2 42%
T1-T2 N2b MO C C1
T4a N2a MO C C2
Hic T3-T4a N2b MO C C2 27%
T4b N1-N2 MO C C3
IVA Qualsevol T | Qualsevol N M1la - -
10%
VB Qualsevol T | Qualsevol N M1b - -

Taula 2. Estadiatge del CCR segons la classificacio TNM, la classificacio de Dukes, la modificacié d’Astler i Coller
(MAC) i la supervivencia a 5 anys




1.1.5. Tractament quimioterapéutic del CCR

Actualment, el tractament estandard dels pacients amb CCR localitzat continua essent
I'extirpacié quirdrgica del tumor i dels ganglis limfatics primaris i regionals. L'aplicacio de
tractaments de quimioterapia o de radioterapia ha resultat ser especialment beneficiosa en
pacients amb tumors colorectals en estadis localment avancats (estadis Ill) i avancats (estadis
IV) aixi com en alguns casos d’estadis Il d’alt risc. El descobriment de nous farmacs citotoxics i,
més recentment, d’anticossos monoclonals dirigits contra dianes moleculars especifiques, ha
contribuit a una millora significativa de la supervivencia i la qualitat de vida dels pacients. A
continuacié es fa un repas de les estrategies terapeutiques en el CCR avancat (CCRa) ja que és

en aquest subgrup de pacients on es focalitza aquest treball de tesi.

1.1.5.1. Tractament del CCRa o metastatic

L'objectiu principal del tractament en la malaltia metastatica és l'increment de Ia
supervivencia, la reduccié dels simptomes i la millora de la qualitat de vida dels pacients. En
efecte, per als pacients amb malaltia amb recurréncia local o metastatica localitzada
Unicament en fetge o pulmd, I’extirpacié del tumor mitjangant cirurgia representa I’Unica opcid
curativa possible. Com veurem en aquest apartat, en els darrers 20 anys s’han assolit
importants avencos en el tractament quimioterapeutic del CCRa que han permes una millora
significativa de la supervivéncia i la qualitat de vida dels pacients. Aixi, després de gairebé
quatre decades en les que la fluoropirimidina 5-fluorouracil (5-FU) constituia I'Unic agent
quimioterapéutic disponible, el desenvolupament d’altres agents citotoxics com l'irinotecan
(CPT-11) o l'oxaliplati (OXA) van millorar significativament els resultats terapéutics i la
supervivencia dels pacients ja que permetien, en determinats casos, fer operables lesions
metastatiques inicialment considerades inabordables quirdrgicament (20). Aquest fet, lligat a
la recent aparicié de nous farmacs antidiana ha contribuit a una millora significativa de la
superviveéncia mitjana (SM) actual dels pacients amb CCRa, arribant a ser de 24 mesos o0 més

en funcié de la possibilitat de cirurgia de les metastasis (21).

El 5-FU és un analeg de l'uracil al que se li ha substituit un atom d’hidrogen per un de fluor en
el carboni 5 de I'anell pirimidinic. Un cop entra dins la cel-lula, el 5-FU és transformat en
diferents metabolits actius: el fluorodesoxiuridin monofosfat (FAUMP) que inhibeix
directament I'enzim Timidilat sintasa (TS); el fluorodesoxiuracil trifosfat (FAUTP) que pot unir-
se a I’ADN aturant el seu procés de replicacié i el fluorouridin trifosfat (FUTP) que ho fa a I'acid

ribonucleic (ARN), evitant la seva transcripcid. El 5-FU s'administra juntament amb el metabolit



de I'acid folic leucovorin (LV), el qual, estabilitza la unié entre la TS i la forma activa del 5-FU,
augmentant aixi el periode d'activitat d'aquest ultim (22). El CPT-11 és un derivat soluble de la
camptotecina el mecanisme d'accid del qual, es basa en la inhibicié de I'enzim Topoisomerasa
I, enzim que actua unint-se a I’ADN i col-laborant en I'eliminacié dels impediments esterics
derivats de I'estructura helicoidal de I’ADN que impedeixen el procés de replicacié d'aquest
(23) . Finalment, I'oxaliplati, com veurem amb detall en I'apartat seglient, és un derivat del
plati de tercera generacié que actua unint-se a la cadena d'ADN i formant adductes Plati-ADN

qgue impediran la sintesi i replicacio d'aquest (24) .

Aixi doncs, els esquemes de tractament en primera linia del CCRa es basen en I'administracid
de 5-FU per via intravenosa, o de la fluoropirimidina oral capecitabina, en diverses
combinacions com ara el FOLFOX (5-FU/LV/OXA) o el FOLFIRI (5-FU/LV/CPT-11) les quals han
demostrat augmentar les taxes de resposta (RR) més enlla del 50%, la supervivéncia lliure de
progressio (SLP) i la SG en comparacié amb la monoterapia amb 5-FU/LV (25, 26). Actualment,
tant el FOLFOX com el FOLFIRI representen els tractaments d’eleccié en primera linia de
tractament del CCRa. L’eleccié d’un o altre esquema determina quin dels dos s’escullira en
segona linia. L'administracié de FOLFOX o FOLFIRI en primera linia de tractament es tradueix
en una millora de la supervivencia i en un major percentatge de malalts subsidiaris de cirurgia
secundaria per a I'extirpacié de metastasis hepatiques considerades no extirpables abans de la
quimioterapia (27-29). També, la combinacid de capecitabina i OXA (XELOX) ha demostrat ser
una alternativa eficac a la combinacié de 5-FU i OXA (30, 31). Els triplets basats en la
combinacié de 5-FU/LV, OXA i CPT-11 (FOLFOXIRI) resulten molt toxics pero alhora molt
efectius sobretot quan hi ha una intencié de convertir en operables aquelles metastasis que no
ho eren d’inici (32, 33).

En els darrers anys, s’han desenvolupat tota una serie de nous agents farmacologics dirigits a
dianes terapeutiques especifiques i destinats a millorar I'eficacia dels farmacs
guimioterapéutics existents. Actualment, els agents antidiana aprovats per a Us clinic en CCRa

es basen principalment en la supressio de I'angiogénesi i en el bloqueig del receptor EGFR.

El Bevacizumab és un anticos monoclonal que actua bloquejant el factor de creixement
vascular endotelial A (VEGF-A, Vascular endothelial growth factor A) i per tant, interferint en la
neoformacié de vasculatura. La incorporacié del Bevacizumab als regims estandards de
primera i segona linia de quimioterapia millora la SG, la SLP i la RR en comparacié a la
guimioterapia sola (34-36). A banda del Bevacizumab; s’ha avaluat I'eficacia del ziv-aflibercept

(un inhibidor del VEGF) i el Regorafenib (un inhibidor multiquinasa) en combinacié amb
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guimioterapia estandard en el tractament del CCRa. El Ziv-aflibercept representa una
alternativa efica¢ al Bevacizumab en combinacié amb FOLFIRI, Unicament en segona linia de
tractament. L'Us del Regorafenib, en canvi, esta limitat a aquells pacients que han progressat a
totes les linies de tractament estandard [Revisat a (37)]. A més a més, l'any 2015 va ser
aprovat I'is del Ramucirumab, un inhibidor del receptor de VEGF VEGFR2 (Vascular endothelial
growth factor receptor 2), en combinacié amb FOLFIRI en aquells pacients que havien

progressat durant o després del tractament amb FOLFOX més Bevazucimab (38).

El Cetuximab és un anticos monoclonal IgG1 que s’uneix especificament al receptor del factor
de creixement epidermic (EGF, Epidermal growth factor) i que va ser aprovat en base als
resultats de I’estudi clinic BOND, en el qual es comparava I'esquema de tractament Cetuximab
+ CPT-11 amb Cetuximab sol en pacients amb CCRa que havien progressat davant el
tractament de primera linia amb fluoropirimidines i CPT-11. Aquest estudi va mostrar un
augment de la RR i del temps a la progressié (TP) en la branca de Cetuximab + CPT-11, encara
gue no es van obtenir diferéncies significatives en relacié a la SG (39). Posteriorment, I’assaig
clinic de fase Ill CRYSTAL va demostrar que el tractament de primera linia amb Cetuximab +
FOLFIRI reduia el risc de progressido del CCR metastatic en comparacié al tractament amb
FOLFIRI sol i també que només els pacients amb tumors que no presentaven mutacions en el
gen KRAS, podien beneficiar-se del tractament amb Cetuximab (40). Pel que fa a la combinacid
de cetuximab i oxaliplati no queda clar el benefici en pacients KRAS wild type (WT) comparat
amb FOLFOX (41-43). La mutacié V600F en BRAF (present en el 5-10% dels tumors colorectals)

sembla tenir un valor pronostic en les linies inicials de tractament amb farmacs anti-EGFR.

Un segon farmac anti-EGFR utilitzat en el tractament del CCRa és el Panitumumab, un anticos
monoclonal IgG2 totalment humanitzat que va ser aprovat en monoterapia de tercera linia en
pacients amb tumors KRAS WT que havien desenvolupat resistencia a CPT-11, oxaliplati i
fluoropirimidines (44). Posteriorment es va demostrar un benefici en la SLP dels pacients amb
CCRa (KRAS WT) tractats en primera linia amb la combinacié FOLFOX-Panitumumab i en

segona linia amb FOLFIRI-Panitumumab (45, 46).

Els estudis clinics CAIRO-2, PACCE i BOND 2 van avaluar el benefici d'incorporar un farmac anti-
EGFR (Cetuximab o Panitumumab) als régims de tractament estandard basats en CPT-11 o OXA
més Bevacizumab (47, 48). Els resultats obtinguts no van reportar cap benefici significatiu pero
si un augment de la toxicitat i per conseglient, I'Us conjunt dels anticossos anti-EGFR amb

Bevacizumab no esta recomanat actualment en la practica clinica.
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Per ultim, cal esmentar la recent aprovacid per part de la U.S. Food and Drug administration

(FDA) i I'agéncia europea del medicament (EMA), d'un nou farmac oral per al tractament del
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CCRa, el TAS-102. L'estudi de Fase lll RECOURSE va demostrar que la utilitzaciéo de I'agent
antitumoral TAS-102 en pacients amb CCRa resistents a tots els regims de tractament

estandard, permetia una millorar de 2 mesos en la SG (49).

A la figura 3 estan representats els diferents esquemes de tractament del CCRa a partir d'una

primera linia basada en I'oxaliplati, I'irinotecan o el triplet 5-FU/OXA/CPT-11.

FU/Ox/lri

FU/Iri+ [ FoLR)IR) jox+ 1] | Wl Pan/Ceti+/iri
or FU/Bev

Regorafenib habetd Had Regr:tr,afe- 7 » Regorafenib

Regorafenib Regorafenib

Figura 3. Diagrama dels diferents esquemes de tractament del CCRa. () només en pacients KRAS wt. La
primera linia opcional amb FU o FU+Bev esta indicada en aquells pacients que no presenten simptomes
o risc d'una rapida progressié de la malaltia. FU : fluoropirimidines; Iri : Irinotecan; Ox : oxaliplati; Bev:
bevacizumab; Afli: aflibercept; Cet: cetuximab; Pan: panitumumab. Adaptat de Schmoll i col. Ann Oncol

(2012) (50)

1.2. ’Oxaliplati

1.2.1. Aspectes generals
Tal i com es desprén de I'apartat anterior, I'oxaliplati és un farmac essencial en el tractament

del CCRa i a més a més, també ho és en el tractament de la malaltia localitzada (51-53).
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L'oxaliplati (1,2-diaminociclohexa-oxalat-plati 1) és un compost platinat de tercera generacié
gue ha demostrat tenir un perfil d’activitat i toxicitat diferent a la dels seus analegs platinats,
cisplati i carboplati. L'oxaliplati va ser descobert I'any 1976 pel professor Yoshinori Kidani i fou
patentat tres anys més tard. L'any 1994, la farmacéutica Sanofi-Aventis va adquirir la seva
llicencia i el va comercialitzar sota el nom d’Eloxatin®. Aquest farmac, va ser aprovat a Europa

I’any 1999 i posteriorment als Estats Units per la FDA I'any 2004.

La formula quimica de I'oxaliplati és CgH14N,O4Pt i el seu pes molecular és de 397,28 g/mol.
Estructuralment, esta format per un grup oxalat, una molecula de plati (Pt) i un anell
diaminociclohexa (DACH). La presencia d’aquest anell DACH provoca un augment de la mida
de la molecula d’oxaliplati respecte la de cisplati, conferint-li una estructura diferent (Figura 4).
Aquestes diferencies estructurals proporcionen a I'oxaliplati un espectre diferent d’accid i

d’activacio de vies de reparacio del dany a ’ADN en comparacio als seus analegs platinats (54).

OXALIPLATI CISPLATI
/ QO
NH; O—C( 7 NH; cl
oy N\,
Pt ‘ "t
NHE/ 0—=C NH Cl
O
| ] L |
AnellDACH Grup oxalat

Figura 4. Esquema de I'estructura de les molécules d'oxaliplati i cisplati. Adaptat de Raymond E. i col.
Mol. Cancer Ther. (2002) (55).

S’ha demostrat I’activitat citotoxica de I'oxaliplati tant a nivell in vitro com in vivo en diferents
tumors, com els de colon i recte, mama, estomac, ovari, pulmé de cel-lula no petita i el
limfoma de Hodking, entre d’altres. A més, 'oxaliplati ha demostrat ser efectiu en aquells
tumors intrinsecament resistents a altres compostos platinats com el cisplati o el carboplati
[Revisat a (55)]. L'Us de l'oxaliplati esta aprovat per al tractament no només del CCR, sind

també del cancer gastrici el cancer de pancrees.

1.2.2. Farmacocinetica i biotransformacio
L'oxaliplati s’administra per via intravenosa mitjancant infusié continua durant 2 a 6 hores. En

contacte amb la sang, I'oxaliplati perd el grup oxalat i incorpora dos molecules de clor (DACH-
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Pt-Cl2). Aquesta molécula penetra a la cel-lula principalment per difusio passiva encara que en
determinats casos també ho pot fer mitjancant proteines transportadores. Un cop a l'interior
de la cel-lula, degut a la baixa concentracid de clor intracel-lular, la molécula d’oxaliplati
substitueix els ions clor per dues molécules d’aigua i es transforma en una molécula de DACH-
Pt-diaqua carregada positivament capac d’interaccionar principalment amb I’ADN, pero també
amb ARN i proteines, i produir el seu efecte citotoxic (Figura 5) [Revisat a (55, 56)]. El complex
DACH-Pt pot presentar tres conformacions isomeériques que interaccionen de manera diferent

amb I’ADN essent la forma TRANS-L la conformacié més efectiva [Revisat (54)].

NH - NH,_ ClI NH H | N OH, [*
N PTC -> N /T OH0 e 2 OH H,0 CI N TR
. SN l . PN s e PN N L, /PN
NH, 0—0%0 NH, Cl _— NH, cl = | NH, OH,
Oxaliplatin PtCl(DACH) [PH{H,O)CH(DACH))" [PUH0MDACH)]"

Figura 5. Procés de biotransformacio de I'oxaliplati. Adaptat de Raymond E. i col. Mol Cancer Ther (2002)(55).

La farmacocinética de I'oxaliplati es caracteritza per presentar una curta fase inicial de
distribucié i una fase final més llarga d’eliminacié del farmac. A les 2 hores d’infusié, el 15% de
I'oxaliplati es troba present a la sang i el 85% restant és rapidament distribuit als teixits o
eliminat. L'eliminacié del farmac es produeix principalment per via renal amb aclariment

maxim a les 48 hores post-administracié [Revisat a (56)].

1.2.3. Mecanismes d’accio

La formacié d’adductes d’ADN representa el mecanisme determinant de I’activitat antitumoral
dels agents platinats [Revisat a (54)]. A l'interior de la cel-lula, la molecula d’oxaliplati (DACH-
Pt-diaqua) és capac d’interaccionar amb molécules nucleofiliques com I’ADN, I’ARN i proteines,
essent I’ADN la molécula diana preferent. La unié d’aquest agent platinat a I’ADN es produeix
mitjancant enllagos covalents amb els nitrogens en posicié 7 dels anells imidazol de les bases
puriniques guanina (G) i adenosina (A) de I’ADN. Els adductes formats poden ser
intracatenaris, intercatenaris i en forma de monoadductes. Els entrecreuaments intracatenaris
representen les lesions més freqlients i es produeixen majoritariament entre dues bases de
guanina consecutives (1,2d-CpG), una guanina i una adenosina (1,2d-ApG) o entre guanina,
base, guanina (1,3d-GpXpG). Els entrecreuaments intercatenaris, en canvi, es generen per la
unié entre bases de guanina de les dues cadenes d’ADN. Per ultim, la majoria dels
monoadductes d’ADN reaccionen i es converteixen en adductes intracatenaris. La formacié

d’aquests adductes es tradueix en el bloqueig de la transcripcié i replicacio de I’ADN aixi com
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en la conseglient inhibicid de les vies de reparacié del dany a I’ADN i I'activacio de vies de
senyalitzacido de mort cel-lular (57). Els adductes d’oxaliplati produeixen el seu efecte en el
bloqueig de la transcripcié génica mitjangant tres mecanismes d’accid: en primer lloc, evitant
la unio dels factors de transcripcid a les regions promotores de I’ADN i per tant impedint-ne la
seva transcripcid; en segon lloc, bloquejant I'accés de I’enzim polimerasa a la cadena d’ADN i
per ultim, alterant I'estructura i mobilitat de la cromatina i els nucleosomes [Revisat a (58)].
L'oxaliplati també pot unir-se a certes proteines que actuen com a sensors del dany genomic,
segrestant factors de transcripcid, aturant el cicle cel-lular i activant diverses cascades de

senyalitzacio [Revisat a (55)] (Figura 6).

H,N H,N
Nl
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Pt A /
HaN
£ H,l @\
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t pt ° G Pt
e G N 2 adke X
HN" HN HNG, BLo H,l H,N H,N
HNT TFG -
Monoadducte d’ADN Entrecreuament Entrecreuament Entrecreuament
intracatenari intercatenari ADN - proteina

Figura 6.Tipus d'adductes generats entre |'oxaliplati i I'ADN. Adaptat de Rabik CA i col., Cancer Treat Rev (2007)(57)

En resposta al dany a I’ADN causat per I'oxaliplati, s’activen les proteines quinasa ATM (Ataxia-
telengiectasia mutated)/ATR (ATM-Rad3-related) i DNA-PK (DNA-dependendent kinase) les
guals poden activar, directa o indirectament, la proteina supressora tumoral p53. Per la seva
banda, p53 activa la transcripcié de tota una série de gens, com p21, GADD45 i 14.3.3,
responsables de I'aturada del cicle cel-lular en les transicions G1-S i/o G2-M i I'activacié de les

vies de reparacio del dany a I’ADN (59).

Per tant, el seglient pas de la resposta cel-lular a I'estrés genotoxic és I'activacid de les vies
reparadores de I’ADN. Les principals vies activades per accid dels agents platinats son les que
s’encarreguen de la reparacié de danys intracatenaris distorsionadors de la doble helix d’ADN,
com la via de reparacié per escissio de nucleotids o NER (Nucleotide excision repair) i de
manera secundaria, la via de reparacié per escissio de bases o BER (Base excision repair). Altres
vies de reparacid, com el sistema MMR i la via de recombinacié homologa (HR/NHEJ), han
estat relacionades amb el cisplati pero no sembla que participin en el reconeixement i
reparacio dels adductes produits per I'oxaliplati. S’ha hipotetitzat que aquest podria ser un
dels motius pels quals els tumors amb alteracions en la via de de MMR, com el CCR, sén

intrinsecament resistents a cisplati i carboplati pero sensibles a I’accié de I'oxaliplati (57, 60).
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L’acumulacié de lesions a I’ADN causades pels adductes platinats acaben superant la capacitat
de reparacié de la cél-lula, fet que provoca l'activacio de les vies de senyalitzacié de mort.
L'oxaliplati pot provocar la mort cel-lular a través de diferents mecanismes, com I'apoptosi, la

necrosi, la catastrofe mitotica i/o la senescéncia.

L'apoptosi pot activar-se a través de dues vies de senyalitzacié: la via intrinseca i la via
extrinseca. Sembla ser que la via intrinseca és la que predomina després del tractament amb
oxaliplati (61). Aquesta via esta regulada per diverses proteines pro- i antiapoptotiques de la
familia Bcl-2 (B cell lymphoma 2). Aixi, el balang entre Bax (proapoptotica) i Bcl-2
(antiapoptotica) provoca un canvi de permeabilitat en la membrana mitocondrial que permet
I'alliberament del citocrom c al citosol, la formacié de l'apoptosoma i I'activacié de les
caspases 9 i 3 respectivament [Revisat a (62)]. La proteina p53 regula positivament I'expressio
de Bax i ambdues proteines han demostrat tenir un paper determinant en la resposta
citotoxica de diversos farmacs, entre ells I'oxaliplati (63, 64). A més a més, Rakitina i
col-laboradors van demostrar que el tractament amb oxaliplati induia I'apopotosi a través de la
fosforilacié i activacié de la via de p38-MAPKs i la conseglient activacié de les caspases 9i 3 en
linies cel-lulars de CCR (65). En la via extrinseca, en canvi, |’activacio de les caspases 8 i 3 esta
produida per I'activacio de receptors de mort localitzats en la membrana cel-lular, com TNFR1,
Fas/CD95, TRAIL, DR4 i DR5 [Revisat a (62)]. Marchetti i col-laboradors van reportar 'activacié

de la via extrinseca en resposta a oxaliplati en la linia de CCR HCT15 (66) (Figura 7).
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Figura 7. Representacio dels processos que condueixen a I'activacié de la via intrinseca i extrinseca d'apoptosi.

Per ultim, és important mencionar que I'oxaliplati també pot activar la necrosi degut en part a
la produccié de radicals lliures d’oxigen (ROS) i estrés oxidatiu (67, 68). Un estudi realitzat pel
nostre grup va demostrar que el tractament amb oxaliplati produia un augment de I'expressio
de gens implicats en els processos de necroptosis (necrosi cel-lular programada) i autofagia,
entre ells, BMF (69). A més a més, també s’ha reportat que la produccié de ROS per part de
I’oxaliplati pot activar mecanismes de senescencia en linies de carcinoma hepatocel-lular (70).
Treballs realitzats amb linies cel-lulars d’adenocarcinoma gastric i esofagic van mostrar que el
tractament amb oxaliplati produia una disminucié dels nivells de la proteina antiapoptotica
Survivina i en consequencia 'activacié de la mort cel-lular per catastrofe mitotica (71). En
conclusié, la capacitat de I'oxaliplati per induir diferents formes de mort cel-lular contribueix a

la seva eficacia com a agent citotoxic i antineoplasic.

1.2.4. Toxicitat de I'oxaliplati

En general, el tractament quimioterapeutic amb oxaliplati indueix toxicitat a nivell del sistema
hematopoiétic, tracte gastrointestinal i sistema nervids. Els simptomes més caracteristics son:
neutropenia, trombocitopenia, nausees, vomits, diarrea i neuropatia periferica. La severitat de
la toxicitat hematopoiética i gastrointestinal és moderada i remet un cop s'atura el tractament
amb oxaliplati [Revisat a (72)]. La neuropatia sensorial periféerica, en canvi, és la principal

toxicitat limitant de dosi i una important causa d'interrupcié del tractament. Aquesta
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neurotoxicitat apareix en el 95% dels pacients i pot diferenciar-se en neuropatia aguda i
neuropatia cronica. La neuropatia aguda es caracteritza per parestésies i disestésies en
extremitats, boca i gola. Aquests simptomes remeten en qliestio d'hores o dies i estan causats
com a conseqliencia de la inhibiciéd de les bombes de sodi per efecte de I'accié quelant de
I'oxalat sobre les molécules de calci i magnesi [Revisat a (73)]. El tractament administrat per a
controlar aquesta simptomatologia es basa en I'administracio de gluconat de calci i/o sulfat de
magnesi (74). D'altra banda, la neuropatia cronica apareix de manera progressiva per efecte de
I'acumulacié del farmac a l'organisme i la conseglient atrofia i mort neuronal. Els principals
simptomes sén parestésies i formigueig en dits i peus, propiocepcié reduida, perdua dels

reflexes periférics i ataxia sensorial [Revisat a (73)].

1.3. Resisténcia a la quimioterapia

La quimioterapia continua essent una eina essencial en el tractament dels pacients amb CCR
metastatic pero la seva eficacia es veu compromesa degut a I’aparicié de resisténcies. Aquesta
resisténcia pot dividir-se en dues categories: la resisténcia intrinseca i la resistencia adquirida.
La resistencia intrinseca és aquella que ja és present en les cél-lules abans de I'inici del
tractament, i que per tant, és deguda a factors inherents a la cel-lula tumoral. D’altra banda, la
resisténcia adquirida és aquella que apareix durant I'exposicié al farmac en tumors que
inicialment responien al tractament i que es produeix per l'aparicié de mutacions durant el
tractament aixi com per altres respostes adaptatives com la sobreexpressié de dianes
terapeutiques o l'activacio de vies de senyalitzacié alternatives compensatories [Revisat a
(75)]. A més a més, degut a la gran heterogeneitat molecular dels tumors (76), la resistencia
adquirida als farmacs pot apareixer també per I'efecte del tractament en la seleccié d’una
petita subpoblacié de cel-lules resistents que ja eren presents inicialment en el tumor. En
general, en el tractament de primera linia del CCRa, la resisténcia intrinseca es déna en el 50%
dels casos mentre que la resisténcia adquirida apareix aproximadament als 10 mesos de
mediana després d’haver iniciat el tractament. La quimioresisténcia és un procés multifactorial

i inclou una gran varietat de mecanismes complexes, com son [Revisat a (75)] (Figura 8):

Factors intrinsecs al tumor: limitacié a I'accés de la droga, mala absorcié del farmac degut a la

mida de la massa tumoral o bé, fenomens d’hipoxia.
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Factors farmacocinétics: increment en la detoxificacié de la droga i/o una distribucié
insuficient del farmac que implicaran una menor concentracio intracel-lular d’aquest. També,
una mala absorcié, metabolitzacid o bé una rapida degradacié del farmac per part de les
cél-lules tumorals que provocaran una disminucié en la concentracié del farmac i conduiran a
una pérdua d’efectivitat. A més a més, es produeixen fenomens de resisténcia degut a la

utilitzacioé d’una via d’administracid incorrecta o una mala dosificacié del farmac.

Factors farmacodinamics: com els relacionats amb el transport de la droga (inhibicié de
I'entrada i/o increment dels mecanismes d’expulsi6 de la droga), alteracions en la
metabolitzacio, alteracions en les dianes terapéutiques, o bé, canvis relacionats amb el cicle
cel-lular, els mecanismes de reparacid, i les vies de proteccié en front dels processos

d’apoptosi.
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Figura 8. Principis generals de la resisténcia a farmacs. FC: factors farmacocinetics. FD: factors farmacodinamics.
Adaptat de Holohan Ci col. Nat Rev Cancer (2013)(75)

També la propia genética individual pot influenciar en els processos de resistencia fet que
gueda demostrat per I'evidéncia clinica de que no tots els pacients responen de la mateixa
manera a la quimioterapia. Aquestes diferéncies interindividuals poden ser degudes a canvis
en les seqliéncies dels gens implicats en els mecanismes descrits anteriorment. Coneixent
aquestes variacions, anomenades polimorfismes, es pot saber quin és el genotip del pacient i
per tant, quina és la seva predisposicié genetica a la resposta al farmac. Com detallarem més
endavant, el nostre grup han demostrat que els polimorfismes en el gen de I'enzim TS
juntament amb els de gens de reparacié de I’ADN com ERCC1, XRCC1 o XPD presenten valor

predictiu de resposta a la quimioterapia basada en 5-FU i OXA en pacients amb CCRa (77, 78).
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A banda d’aquests factors, la resisténcia també pot venir donada per I'heterogeneitat del
tumor i del seu microambient, aixi com pels canvis epigeneétics esdevinguts en les cel-lules
tumorals (79, 80). Paral-lelament, tots aquells canvis que provoquin alteracions en les vies
implicades en la cinetica del cicle cel-lular aixi com en les vies d’activacié de I’apoptosi tenen
un pes important en el desenvolupament de la quimioresisténcia (81). Més recentment, la
preséncia de cel-lules mare en els tumors també ha estat relacionada amb un increment de la

resisténcia a la quimioterapia en diversos tipus de cancer (82).

En determinats casos, les cél-lules tumorals poden esdevenir resistents a multiples drogues
alhora (fenotip multidrug resistant, MDR). Aquest fenomen apareix com a conseqiéncia de la
sobreexpressié de proteines responsables del transport dels farmacs a la cél-lula. Exemples
d’aquestes proteines soén: les proteines transportadores de la familia ABC (Adenosine-

triphosphate binding cassette), com MRP1, MRP2 i ABCG2 aixi com la Glicoproteina P (83).

1.3.1. Resisténcia a oxaliplati

De la mateixa manera que succeeix amb altres agents quimioterapeutics, els tumors també
poden presentar resisténcia a I'oxaliplati. La resistencia a oxaliplati és un procés complex i
multifactorial que implica un gran nombre de factors com ara alteracions en la captacio,
acumulacié i eliminacié del farmac, alteracions en la permeabilitat de les membranes
cel-lulars, detoxificacio del farmac per conjugacié amb glutatid, alteracions en els sistemes de
reparacid del dany a I’ADN, alteracid en les vies de mort cel-lular i canvis epigenétics. Els
mecanismes moleculars de resisténcia a oxaliplati han estat revisats recentment pel nostre

grup (84) (Figura 9).
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mort; SB: trencaments de cadena simple. Adaptat de Martinez-Balibrea i col., Mol. Cancer Ther. (2015) (84).

La reduccid de la captacio unida a un increment de I’eliminacio es tradueix en una disminucié
dels nivells d’oxaliplati presents a I'interior de la cél-lula i per tant, en un decrement en el
nombre d’adductes de plati-ADN formats. A tall d’exemple, diverses proteines transportadores
de membrana encarregades de la captacid de l'oxaliplati com hCTR1 (Human copper
transporter 1), o I'elimicié del mateix com ATP7A (ATPase Cu transporting alpha polypeptide) i
ATP7B (ATPase Cu transporting beta polypeptide) han estat relacionades amb la resistéencia a
oxaliplati a nivell in vitro (85). També en pacients de CCRa tractats amb oxaliplati, el nostre
grup va demostrar que nivells elevats d’ATP7B s’associaven a un pitjor pronostic (86). De la
mateixa manera, la sobrexpressié de diferents transportadors de la familia SLC (solute carrier) i
ABC (ATP-binding cassette) ha estat associada a un augment de la resistencia a oxaliplati en

diferents models cel-lulars (87, 88).
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L'augment en la detoxificacio dels farmacs platinats mitjangant la seva conjugacié amb I’enzim
Glutatio-S-Transferasa (GST) ha demostrat estar relacionat amb la resisténcia tot i que en el
cas de 'oxaliplati aquest efecte no esta tan clar (89, 90). Pel contrari, diversos polimorfismes

en el gen que codifica aquest enzim si s'han relacionat amb la sensibilitat a I’oxaliplati (91).

Les alteracions en les vies reparadores de I’ADN també constitueixen un important factor
relacionat amb la resistencia a I'oxaliplati. Estudis realitzats en models in vitro han demostrat
la implicacié de certes proteines de la via NER, com ERCC1 , XPF i XPG, en la sensibilitat a
I'oxaliplati [Revisat a (92)]. D’acord amb aix0, s’ha reportat un increment de I'expressio
d’ERCC1 en linies de CCR i cancer d'ovari resistents a oxaliplati (93) i també s’ha observat que
la inhibicié especifica de XPF i XPG es tradueix en una disminucio de la capacitat reparadora de
I'ADN i un augment de la sensibilitat a oxaliplati (94). A nivell clinic, s’"ha descrit I'associacié
entre els nivells d'expressid d'ERCC1 en els tumors i la resposta al tractament en pacients
tractats amb oxaliplati [Revisat a (92)] i que la positivitat tumoral d’ERCC1 era un factor
pronostic en pacients amb CCR d'estadi lll tractats amb esquemes basats en aquest derivat
platinat (95). D’altra banda, alguns polimorfismes en els gens ERCC1, XPD i XRCC1 s’han
correlacionat amb la resposta i/o el TP dels pacients tractats amb esquemes de tractament
gue contenien oxaliplati. Pel que fa als polimorfismes d'ERCC1, molts treballs s’han focalitzat
en l'estudi de la mutacié silenciosa [canvi de base citosina (C) per timina (T)] en el codd 118
d'ERCC1 en relacid al pronostic dels pacients tractats amb oxaliplati. Aixi, mentre que resultats
del nostre grup han demostrat el valor predictiu del genotip T/T, altres treballs han reportat
una associacié negativa o nul-la entre I'al-lel T i el pronostic dels pacients tractats amb aquest
agent platinat (77, 92). En relacié a la via de reparacio BER, s'ha demostrat que la substitucié
de I'aminoacid arginina per acid glutamic en el codé 399 de la proteina XRCC1 es correlaciona
amb un menor TP i un pitjor pronostic dels pacients amb CCRa tractats amb combinacions

basades en oxaliplati (78).

L'alteracio dels mecanismes de mort cel-lular també representa un important mecanisme
d’adquisicio de resisténcia a I'oxaliplati. Entre ells, el paper de la proteina p53 ha estat focus
d’atencié tot i que els resultats reportats sén poc concloents. Aixi, la mutacié de guany de
funcié de p53 (present en el 50% dels tumors humans) s’ha associat amb un increment de la
resisténcia intrinseca a I'oxaliplati (96). D’altra banda, certs estudis demostren que la inhibicio
de I'expressié de p53 mitjangant siRNA (small interference RNA) condueix a un increment de la

resisténcia a oxaliplati, pero en canvi, en altres treballs aquesta correlacié no queda
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demostrada suggerint que I'estat mutacional de p53 representa un factor important, pero no

Unic en la sensibilitat a oxaliplati (87, 96).

En relacid a la via apoptotica intrinseca, la pérdua del factor proapoptotic Bax s’ha relacionat
amb una disminucio de la sensibilitat a oxaliplati (97) i al contrari, la inhibicié de I'expressié de
les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-xl produeix un efecte sensibilitzador (98, 99). La via
extrinseca d’activacié de I'apoptosi sembla que també pot afectar la resisténcia donat que el
silenciament genic de la metal-loproteasa 7 (MMP7) condueix a un augment de la sensibilitat a
oxaliplati mitjancant I'increment del receptor Fas i en conseqiiéncia, l'activacié de la mort

cel-lular (100).

Tot i que menys estudiats, els mecanismes epigenetics com la metilacié de I'ADN, la
modificacié d'histones i la preséncia de micro ARNs (miRNAs) també poden tenir un efecte en
la resposta i resistencia a oxaliplati. Per exemple, com a conseqiiencia de l'adquisicio de
resisténcia a oxaliplati, el gen SRBC s’hipermetila, silenciant-se la seva expressioé i contribuint
per mecanismes no descrits a la inefectivitat del plati en les linies resistents a aquest farmac.
Aproximadament un 30% dels tumors primaris colorectals presenten aquesta alteracié
epigeneética el que es correlaciona amb un pitjor TP i SG quan els pacients son tractats amb

esquemes de quimioterapia basats en I'oxaliplati (101).

Finalment, la hiperactivacié de vies de senyalitzacié intracel-lular que conflueixen en la
transcripcié de gens de supervivencia i proliferacid, com ara la via de Wnt o la de PI3K-Akt,
també s’ha relacionat amb un increment en la resisténcia a oxaliplati. En molts casos, el factor
de transcripcié nuclear kappa B (NF-kB), és un dels principals efectors d’aquestes vies [Revisat
a (75)] i ha estat ampliament associat amb fenomens de resisténcia a farmacs. En aquest
context, el nostre grup va analitzar les diferencies a nivell transcriptomic entre quatre linies de
CCR sensibles i les seves corresponents linies derivades amb resistencia adquirida a oxaliplati,
identificant 3 gens, AKT1, CDK5 i TRIP les alteracions en I'expressio dels quals confluirien en

una major activacio de la via de senyalitzacié NF-kB en les linies resistents (102) (Figura 10).
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Figura 10. Implicacié d'AKT1, CDK5 i TRIP en la regulacié de la via de senyalitzacié de NF-«xB. Linies puntejades:
estat de I'expressiéd d'aquests gens en les linies resistents a oxaliplati en comparacié a les linies sensibles; —:
activacio; —| :inhibicid. Martinez-Cardus i col. Mol Cancer Ther (2009)(102).

NF-kB juga un paper molt important en el desenvolupament i la progressié del cancer, i la seva
sobreactivacié ha estat proposada com un important mecanisme de quimioresisténcia
mitjancant la transcripcio de gens antiapoptotics i activadors de la proliferacié cel-lular [Revisat
a (103)]. Aixi doncs, aquest treball representa el punt de partida de la present tesi doctoral
focalitzada en l'estudi de la implicaci6 de NF-kB en el procés d'adquisicié de resistencia
adquirida a oxaliplati, aixi com de la possibilitat d’inhibir-lo farmacologicament com a

estrategia de reversié d’aquest fenomen.

1.4. El factor de transcripcio Nuclear kappaB (NF-«xB)

1.4.1. Familia de NF-xB

El factor de transcripcié NF-xB fou descrit per primera vegada I’'any 1986 per David Baltimore i
Ranjan Sen com un factor modulador de la transcripcié de la cadena lleugera de les
inmunoglobulines en els limfocits B (104). Posteriorment s’ha evidenciat que NF-kB és un
factor de transcripcio nuclear dimeéric d’expressié ubiqua implicat en la regulacié de multiples

processos cel-lulars com inflamacié, adhesid, proliferacio, diferenciacio, apoptosi i oncogénesi

[Revisat a (105-107)].
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NF-kB és un dimer constituit per proteines de la familia Rel. En les cel-lules dels mamifers, la
familia de NF-xB consta de 5 membres: RelA (p65), c-Rel, RelB, NF-kB1 (p50) i NF-kB2 (p52)
(Figura 11), codificats pels gens: RELA, REL, RELB, NFKB1 i NFKB2, respectivament. Aquestes

proteines poden ser classificades en dues subfamilies o grups funcionals [Revisat a (108)]:

Subfamilia | : inclou els membres amb domini TAD (transcription activation domain) en el seu
extrem C-terminal: RelA, c-Rel i RelB. El domini TAD és necessari per a la regulacié positiva de

I’expressio genica.

Subfamilia Il : inclou els membres sense domini TAD: NF-kB1 i NF-kB2. A diferéncia de la resta
de membres de la familia Rel, NF-kB1 i NF-xkB2 sdn sintetitzats inicialment com a precursors,
anomenats p105 i p100, essent posteriorment processats proteoliticament fins a generar les
subunitats madures p50 i p52, respectivament. Es per aquest motiu, que els membres
d’aquesta subfamilia no actuen com a activadors de la transcripcid excepte en aquells casos en

els que es troben formant dimers amb membres de la subfamilia I.

En relacid a la seva estructura, tots els membres de la familia NF-xB presenten un domini N-
terminal comu anomenat RHD (Rel Homology Domain). Aquest domini esta format per 300
aminoacids i és el responsable de la dimeritzacid entre els diferents membres d’aquesta
familia aixi com de I'associacido amb les proteines inhibitories IxB i la unié amb les seqiiencies
consens kB de I’ADN. El domini RHD conté també les seqliencies de localitzacié nuclear
anomenades NLS (Nuclear Localization Sequence) necessaries per a la translocacié nuclear de
NF-kB. Malgrat que les funcions dels dominis RHD i TAD sdn diferents, ambdds dominis poden
estar exposats a modificacions post-traduccionals que alhora poden afectar a Il'activacié

transcripcional de NF-xB aixi com a la seva unié amb I’ADN [Revisat a (108)].

A la majoria de les cél-lules, les proteines de la familia de NF-kB es troben al citoplasma en
forma inactiva formant homo i/o heterodimers. L’heterodimer p65/p50 constitueix la forma
més abundant en les cel-lules dels mamifers [Revisat a (109)] i en resposta a diferents estimuls,
com ara un procés inflamatori o I'estrés oxidatiu, es transloca al nucli cel-lular. Un cop al nucli,
els dimers poden unir-se a les regions promotores de gens que contenen les seqiéncies
consens kB (5’- GGGRNWYYCC - 3’ on R representa bases puriniques, W representa adenina o
timina, Y representa bases pirimidiniques i N representa qualsevol base), regulant-ne la

transcripcid [Revisat a (108)]. Malgrat que la majoria dels membres de la familia actuen com a

25



activadors transcripcionals, certs dimers poden actuar també com a repressors. Aixi mentre
que p65/p50, c-Rel/p50, p65/p65 i p65/c-Rel sén complexes transcripcionalment actius, els
homodimers de p50 i p52 es comporten com a repressors ja que en abséncia d’estimuls
activadors, es troben units a les seqliencies consens kB, impedint la seva modificacié [Revisat a
(108)]. L'activacié de la via promou el desplagament d’aquests, permetent la unié dels dimers

de NF-kB amb domini TAD (RelA, RelB o c-Rel) a les seqiiencies kB de I'ADN [Revisat a (110)].
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Figura 11. Esquema dels membres de la familia de NF-xB. EI nombre d’aminoacids de cada proteina es troba
indicat a la dreta de la imatge. RHD: Rel homology domain; TAD: transactivation domain; GRR: glycine rich region; i
DD: death domain. Hayden MS, Ghosh S. Semin Immunol (2014)(107)

1.4.2. Inhibidors de NF-kB: Proteines IxB
L'activitat de NF-kB es troba regulada principalment per la interaccié amb les proteines
inhibidores IkB. En estat basal, els dimers de NF-kB es troben predominantment retinguts al

citoplasma cel-lular mitjancant la formacié de complexes amb les proteines IxB [Revisat a

(108)].

En cel-lules de mamifer, han estat descrites sis isoformes de la proteina IkB: lkBa, I«Bf, IkBe,
IxBy, IkBd i Bcl-3 (Figura 12). Totes elles tenen en comu la seva estructura tridimensional i
difereixen en el nombre de repeticions dels dominis d’anquirina responsables de la interaccio
amb el domini RHD dels dimers de NF-kB. La unié de les proteines IkB amb els dimers de NF-
kB produeix I'ocultacié de la seqiiencia de localitzacié nuclear NLS impedint, per tant, la

translocacié nuclear del factor de transcripcio [Revisat a (110)].
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Figura 12. Esquema dels membres de la familia IkB. El nombre d’aminoacids de cada proteina es troba indicat a la
dreta de la imatge. Les modificacions post-traduccionals que influeixen en I'activacid i degradacié de les IkB, aixi
com fosforilacions i ubiquitinitzacions estan representades amb les lletres P i Ub, respectivament. ANK: regié amb
repeticions d’anquirina; DD: death domain; RHD: Rel homology domain; GRR: glycine rich region. Hayden MS, Ghosh
S. Semin. Immunol. (2014)(107)

IxBa (NFKBIA) i IxBB (NFKBIB) son les isoformes més abundants en la majoria de les cel-lules i
per tant, sén les responsables de la regulaci6 de gran part dels efectes de NF-xB.
Concretament, IkBa és la isoforma millor caracteritzada i que presenta una cinetica de
degradacido més rapida (111). En resposta a diferents estimuls, entre els quals destaquen
citoquines [p. ex. Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) i Interleuquina 1 beta (IL-1B)], factors
de creixement [p. ex. Factor de creixement epidermic (EGF)], lipopolisacarids bacterians (LPS),
productes virals, radiacio ionitzant i llum ultravioleta (UV), ROS i dany a I’ADN [Revisat a (112)],
IkBa és fosforilada en els residus Ser32 i Ser36 per un complex de serina-treonina quinases
anomenat IKKs (IxB quinases), amb la conseqlient alliberaci6 del dimer de NF-kB,

principalment p65/p50.

Un cop fosforilada, IkBa es poliubiquitinitza en el residus Lys21 i Lys22 i és degradada pel
proteasoma 26S (113). Malgrat aquesta rapida degradacid, I’absencia de IxkBa a la cél-lula és
transitoria ja que l'activacié de NF-kB indueix de forma rapida la transcripcid de novo de
I'inhibidor a I'unir-se al motiu kB present en el seu promotor. S’ha observat que el tractament
amb TNFa en linies cel-lulars de CCR es tradueix en una rapida degradacié de IkBa aixi com en
la seva reexpressid al cap d'una hora post-estimulacié (114). Un cop resintetitzada, IkBa. pot
unir-se als dimers de NF-kB, dissociar-los de I’ADN i, gracies a la sequéncia d’exportacid
nuclear (NES), translocar-los al citoplasma cel-lular on romandran de nou com a formes
inactives (115). Aixi doncs, IkBa actua impedint una activacié desmesurada del factor de

transcripcid, essent un dels primers gens que es transcriuen un cop NF-kB entra al nucli.
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1.4.3. IkB quinases (IKKs)

Com s’ha indicat anteriorment, la fosforilacié de les proteines IkB requereix I’activacio
catalitica d’una seérie de serina-treonina quinases anomenades IKKs que es troben al
citoplasma cel-lular formant un complex proteic. El complex IKK es troba constituit per tres
subunitats: dos amb domini quinasa, IKKa (o IKK1) i IKKB (o IKK2), i una tercera subunitat
reguladora, IKKy també anomenada NEMO (NF-kB essential regulator) [Revisat a (116, 117)]
(Figura 13).

Malgrat que tant IKKa com IKKB poden fosforilar IkBa. en els residus Ser32 i Ser36 aixi com
IxBp en els residus Ser19 i Ser23 totes dues presenten una afinitat superior per IxBa, fet que
justifica les diferencies observades en la cinetica de degradacié entre les dues isoformes.
L’activacid de les IKKs es produeix per la fosforilacié de dos residus de serina, el 176 i 180 per a
IKKo, i el 177 i 181 en el cas de IKKB (118). Aquesta fosforilacid és produida per efecte de
diverses quinases, entre les que destaquen NIK, MEKK1, MEKK2 MEKK3, TAK1, GSK3b, PKC,

PDK1 i AKT, o bé per autoactivacié mediada per trans-fosforilacio [Revisat a (119) i (103)].
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Figura 13. Esquema dels membres de la familia IKK. El nombre d’aminoacids de cada proteina es troba indicat a la
dreta de la imatge. Les modificacions post-traduccionals que influeixen en I'activacié i degradacié de les 1kB, aixi
com fosforilacions i ubiquitinitzacions estan representades amb les lletres P i Ub, respectivament. ULD: ubiquitin
like domain; SDD: scaffolding and dimerization domain; LZ: leucine zipper domain; CC: coiled-coil domain. Hayden
MS, Ghosh S. Semin Immunol. (2014)(107)

1.4.4. Senyalitzacio de la via NF-xB
En cél-lules de mamifer, s’han descrit tres mecanismes diferents d’activacio de la via de NF-kB:

la via classica (o canonica), la via no classica (o no canonica) i la via atipica:
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1.4.4.1. Via canonica d’activacié de NF-«xB

La via canonica o classica d’activacio de NF-xB (Figura 14) representa la forma més comu
d’activacio en la majoria de tipus cel-lulars i participa en la iniciacié dels processos de resposta
immunitaria innata i en la maduracié de les cél-lules que participaran en la resposta
immunitaria adaptativa. Es basa en I’activacio de dimers de NF-kB formats per RelA (p65) o c-
Rel i p50 essent p65/p50 I'heterodimer més abundant en cél-lules de mamifer. Aquesta via
s’activa per efecte de I'estimulacié de diversos receptors proinflamatoris, com els receptors de
la familia del TNF (TNFR), els Toll-Like receptor (TLRs) o receptors d‘interleuquines, com el de la
interleuquina-1 (IL-1R). L'estimulacié d’aquests receptors es tradueix en la fosforilacié de la
quinasa IKKP en el residus Ser177 i 181 principalment per la quinasa TAK1 i la seva consegiient
activacié. Seguidament, IKKB fosforila IkBo en els residus Ser32 i Ser36 i aquesta es
poliubiquitinitza i és degradada pel proteasoma 26S amb la consegiient alliberacid de

I’heterodimer p65/p50 [Revisat a (120)].

1.4.4.2. Via no canodnica d’activacié de NF-xB

La via no canonica o no classica (Figura 14) té com a efector I’heterodimer format per les
subunitats RelB/p52 i s’activa a través de diferents tipus de receptors, entre els que podem
destacar el de la limfotoxina B (LTPBR), el del factor d’activacié de cel-lules B (BAFFR), i el de
CD40, TNFR2, RANK i Fn14. L'estimulacié d’aquests receptors produeix I’activacié de la quinasa
NIK (NF-xB inducing kinase) que alhora fosforila i activa la quinasa IKKa en els residus Ser 176 i
180. IKKa fosforila la subunitat p100 que resulta en la seva ubiquitinitzacié i parcial degradacié
donant lloc a la subunitat p52. Finalment aquesta ultima s’uneix a RelB i I'heterodimer

p52/RelB es transloca al nucli cel-lular [Revisat a (121)].
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Figura 14. Vies d’activacié canonica (esquerra) i no canonica (dreta) de NF-«xB. Oeckinghaus A Nat Immunol
(2011)(120)

1.4.4.3. Via atipica d’activacié de NF-xB

A banda de la via canonica i no canonica, existeixen diverses rutes complementaries
d’activacio de NF-xB anomenades vies atipiques. Una d’aquestes , explicada amb detall més
endavant, és la via d’activacio iniciada per senyals genotoxics i conduida per I'activacio de la
quinasa ATM i la ubiquitinitzacié de la subunitat NEMO del complex IKK (122, 123). Una segona
via atipica d’activacié esta basada en la fosforil-lacié de IkBa en el residu Tyr42 en resposta a
determinats estimuls com el peroxid d’hidrogen, la llum UV o l'eritropoeitina. Aquesta
fosforilacié indueix la separacié de IkBa. del dimer de NF-kB pero no implica la seva degradacié
per part del proteasoma com succeeix en resposta a la fosforilacié en els residus de serina. Aixi
doncs, en aquest cas la induccié de la via de NF-kB no implica la disminucio dels nivells del seu

inhibidor ni la seva conseqlient resintesi en les primeres hores post-activacié (124-126).
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1.4.5. Regulacié de I’activacid transcripcional de NF-xB mitjancant les modificacions
post-traduccionals de p65

A banda de la fosforilacid i la subseglient degradacio de 1B, s’ha descrit que calen una serie de
modificacions post-traduccionals, especialment en p65, per tal de que es produeixi una
activaciéo completa de NF-kB. Aixi, p65 pot fosforilarse (a través de les IKKs, o per quinases
d’altres vies de senyalitzacid) en diferents residus Ser o Thr i acetil-lar-se en residus Lys, el que
produeix canvis en la seva afinitat per I'inhibidor 1B o pels dominis kB de ’ADN. Per exemple,
en resposta a estimuls proinflamatoris les quinases IKKa i IKKB participen en la regulacié de
I'activitat transcripcional de p65 mitjancant la fosforilacié d’aquesta proteina en els residus

Ser468 i Ser536 (127-130).

A la Figura 15 es troben representades les principals modificacions post-traduccionals de p65:
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Figura 15. Modificacions post-traduccionals de p65. S: Serina; T: Treonina; K: Lisina. Hoesel B. Mol Cancer
(2013)(119)

1.4.6. Paper de NF-«xB en inflamacié i cancer

La inflamacié és un mecanisme de resposta immunologica innata que s’activa en resposta a
estrés fisic, fisiologic i/o oxidatiu, i que es troba associat principalment a I'activacié de la via
canonica de senyalitzacié de NF-kB. La inflamacid cronica pot produir dany tissular, malalties
autoimmunes, malalties degeneratives i cancer mitjancant I'increment de I'estres cel-lular, la
captacio de factors proinflamatoris i I'acumulacié del dany en I’ADN. En els procesos tumorals,
la inflamacié juga un paper dual ja que per una banda inhabilita el reconeixement de les
cél-lules tumorals per part del sistema immunitari, i per altra promou la proliferacié cel-lular
descontrolada i la inestabilitat genética que condueixen a [l'aparici6 de mutacions

oncogeniques [Revisat a (131)].
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El factor de transcripcio NF-kB ha estat proposat com un dels principals nexes entre els
processos inflamatoris i la carcinogénesi, promovent la iniciacié i el desenvolupament tumoral.
En zones d’inflamacid, els ROS i les citoquines com el TNFaq, la IL-1, I'Interleuquina 6 (IL-6) i
I'Interleuquina 8 (IL-8) alliberades per neutrofils i macrofags activen la via de NF-xB promovent
la formacié d’un cicle de retroalimentacid positiva que promou l'activacié d’aquesta via de
senyalitzacio en altres cél-lules presents en el lloc d’inflamacid i que contribueix a la formacio
d’un microambient protumorogeénic que afavoreix la proliferacid, supervivencia i migracio

cel-lular, aixi com I'angiogénesi, la invasid i la metastasi [Revisat a (132)].

L’estudi de I'activacié de NF-kB en models murins de CCR associat a colitis (CAC) va demostrar

el paper d’aquest factor de transcripcid en la carcinogénesi intestinal. [Revisat a (4)].

La sobreactivacié de la via de NF-xB s’ha observat en molts tumors, tant d’origen hematologic
com en tumors solids com el cancer de mama (133), prostata (134), ovari (135), pancrees (136)
i tiroides (137); i també en CCR (138), cancer gastric (139), hepatocarcinoma (140) i melanoma
(141), entre d’altres. En el cas concret del CCR, l'activacié constitutiva de NF-kB ha estat
observada en el 66% de les linies cel-lulars estudiades i entre el 40 i el 60% dels pacients amb

aquesta patologia [Revisat a (142)] .

L’elevada activitat de NF-xB en els tumors pot tenir diferents causes com ara, les mutacions en
els gens de la via de NF-kB, les quals s’han observat en diferents tipus de tumors,
principalment en limfomes (143, 144) pero també en alguns tumors solids (145). Tanmateix,
I'amplificacié genica i la translocacid cromosomica de regions on es troben gens que
codifiquen per a membres de la familia NF-kB representen també dos importants mecanismes

d’hiperactivacié d'aquest factor de transcripcio en diferents tipus de limfoma [Revisat a (146)].

Una altra causa és la hiperactivitat de la via de transduccié PI3K/Akt la qual s’ha descrit en
melanomes (147) o leucémies mieloides (148). Akt pot activar NF-kB per fosforilacié directa de
les quinases IKK i de p65 o de manera indirecta estimulant I’activacié del complex IKK a través
de mTOR o MAP3K [Revisat a (103)]. Una darrera causa la constitueix la persistent i
perllongada estimulacié autocrina i/o paracrina amb factors de creixement i citoquines a la
que es troben exposades les cel-lules tumorals i que es tradueix en una activacié constant de la

via de senyalitzacié de NF-xB [Revisat a (103)].
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Segons Hanahan i Weinberg, la fisiologia de la cél-lula tumoral esta caracteritzada per
alteracions essencials, entre les quals trobem: autosuficiéncia en el creixement, insensibilitat
als senyals inhibitoris del mateix, evasid de I’apoptosi, potencial replicatiu il-limitat, capacitat
angiogenica, capacitat invasiva i potencial metastatic, inestabilitat genomica i mutacié (131).
Es important destacar que un gran nombre d’aquests processos estan orquestrats per I'accié

de gens regulats pel factor de transcripciéo NF-xB (Figura 16).
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Figura 16. Gens protumorals induits per |'activacié de NF-kB involucrats en supervivéencia cel-lular, proliferacio,
angiogeénesi, inflamacid, invasio i metastasi. Adaptat de Aggarwal B i col. Cancer cell (2004) (149)

1.4.6.1. Paper de NF-kB en la proliferacié cel-lular i 'apoptosi
NF-kB promou la transcripcio de tota una série de gens implicats en la supressio de la mort
cel-lular entre els que destaquen els membres de la familia de proto-oncogens Bcl-2 com el

propi Bcl-2, Bel-xL i Bfl-1/A1 [Revisat a (103)].

Un segon grup de proteines antiapoptotiques regulades per NF-kB sén les anomenades
proteines inhibidores de I'apoptosi (IAPs, Inhibitor of apoptosis proteins), que actuen unint-se
a les caspases i procaspases inhibint-ne la seva funcid. Entre les més importants podem
destacar c-IAP1, c-IAP2, XIAP i Survivina [Revisat a (150)]. L'expressié de Survivina en els
tumors colorectals és un factor de mal pronostic i s’associa amb la malaltia metastatica (151,
152). En relacié al tractament amb oxaliplati, s'ha descrit que la inhibicid especifica de
Survivina i Bcl-2 mitjangant siRNA incrementa la sensibilitat a aquest farmac en linies cel-lulars

de cancer de prostata metastasic (99).
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Cal fer referencia a que en determinats tipus cel-lulars i sota estimuls concrets, NF-kB pot
activar la transcripcio de gens proapoptotics. Concretament, aquest fenonem ha estat

observat en limfocits B, limfocits T, neurones i cél-lules endotelials [Revisat a (153)].

NF-kB pot controlar la proliferacid cel-lular a través de I'activacié de la transcripcio de gens
que codifiquen proteines reguladores del cicle cel-lular, com les Ciclines Ds (Ciclina D1, D2 i
D3), la quinasa CDK2 i c-myc, entre d’altres [Revisat a (146)]. En concret, la Ciclina D1 juga un
paper important en el desenvolupament tumoral, regulant el pas de la fase G1 a la fase S del
cicle cel-lular mitjancant la fosforilaci6 de la proteina del Retinobastoma (Rb). La
sobreexpressié d’aquesta proteina, aixi com I'amplificacié6 o translocaci6 de la regio
cromosomica on es troba situat el gen que la codifica (CCND1) ha estat observada en diferents
tipus de tumor [Revisat a (103)]. També s’ha descrit que que la inhibicid de I'expressio de
Ciclina D1 es tradueix en un augment de la sensibilitat a cisplati i 5-FU en cel-lules de cancer de

pancrees (154, 155).

1.4.6.2. Paper de NF-kB en I’angiogénesi

La neovascularitzacié dels tumors és un procés essencial per al seu desenvolupament i que
requereix I’alliberacio de factors proangiogénics per part de la propia cél-lula tumoral i/o de les
cél-lules del microambient tumoral. En aquest sentit, NF-xB regula la transcripcié de factors
proangiogénics com el VEGF i de diverses quimiocines com la IL-8, CXCL1 (Gro-at), CXCL2 (Gro-
B) i MCP-1, entre d’altres [Revisat a (112) i (142)] i s’ha descrit que I'activacié constitutiva de
NF-kB en cél-ules de CCR s’associa amb un increment en I'expressid d’algunes d’aquestes
qguimiocines (156). D'altra banda, el bloqueig de la via de NF-kB mitjancant la introduccié d’una
forma mutada de IkBa resistent a fosforilacié i degradacié en models de malanoma, cancer
d’ovari i cancer de prostata, suprimeix I'expressié de VEGF i IL-8 tant a nivell in vivo com in

vitro (135, 157, 158).

Un altre gen regulat per NF-xB i que participa activament en el procés d’angiogenesi és la
Ciclooxigenasa 2 (COX-2), un enzim proinflamatori responsable de la conversié de I'acid
araquidonic a prostaglandines. La sobreexpressié de COX-2 ha estat ampliament observada en
diferents tipus tumorals, inclos el CCR [Revisat a (103)], en el que es tradueix en un augment
en la sintesi de factors proangiogenics com VEGF o TGF-$ (159). A més a més, s’ha demostrat
el paper de COX-2 en la quimioresisténcia a diversos farmacs utilitzats en la terapia del CCR,

com l'oxaliplati (160) o el CPT-11 (161).
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1.4.6.3. Paper de NF-kB en migracid, invasio i metastasi

NF-kB participa en la transcripcié de tota una série de gens implicats en processos de migracio,
invasié i metastasi com ara aquells que codifiquen per a metal-loproteinases de matriu
(MMPs). Les MMPs, com MMP-2, MMP-3 o MMP-9, degraden la matriu extracel-lular facilitant
la migracié cel-lular i la invasié d’altres teixits [Revisat a (162)]. Alhora, I'activacié de NF-xB
també es tradueix en la transcripcié de molecules d’adhesid que faciliten I'extravasacié de les
cél-lules tumorals com VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1), ELAM-1 (Endothelial
leukocyte adhesion molecule-1) i ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) (163).

El procés de transicié epiteli-mesenquima (EMT) és clau en la disseminacio a distancia dels
tumors solids (i també en [I'embriogenesi, carcinogenesi, recurréncia tumoral i
quimioresisténcia) i en ell hi juga un paper molt important NF-kB. Durant 'EMT, les cél-lules
epitelials perden les seves caracteristiques i adquireixen propietats mesenquimals, com la
pérdua d’adhesio cel-lular, augment de la motilitat i invasivitat, resisténcia a I’'apoptosi i canvis
morfologics [Revisat a (164)]. S’ha demostrat que el tractament amb TNFa en cél-lules de
cancer de mama promou I'EMT mitjancant la sobreexpressié d’un gen diana de NF-kB, el
repressor transcripcional Twist-1 (165) i que la inhibicié de la via de NF-kB reverteix aquest
procés, suggerint el paper central de NF-kB no només en la iniciacid sind també en el

manteniment del EMT (166).

Per ultim, NF-xB pot regular la migracid i metastasi a través de la transcripcidé d’altres gens

com ara el receptor de quimiocines CXCR4 (167).

1.4.7. Activacio de NF-xB i quimioterapia
S’ha demostrat que els agents danyants de I’ADN com el paclitaxel, la vimblastina, la
vincristina, la doxorubicina, la daunomicina, el tamoxife, el 5-FU, el CPT-11, el cisplati i

I’oxaliplati, entre d’altres poden activar la via de senyalitzacié de NF-xB [Revisat a (168)].

Els mecanismes pels quals els farmacs quimioterapeutics indueixen I'activacié de NF-kB son
poc coneguts pero s'ha demostrat que en resposta al dany genotoxic, la proteina quinasa ATM
s’'activa i fosforila la proteina NEMO en el residu Ser85 el que promou la seva mono-
ubiquitinitzacio i exportacid al citoplasma formant un complex amb ATM. Ja al citoplasma,
I’heterodimer NEMO-ATM pot associar-se amb el complex de quinases IKK, activar-lo i iniciar la

cascada de senyalitzacié de NF-kB (122, 123).
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Diferents farmacs utilitzats en el tractament dels pacients amb CCR com el CPT-11 i el 5-FU han

demostrat la capacitat d'activar aquesta via en diferents linies cel-lulars de CCR (169-172).

Els compostos platinats, com el cisplati, el carboplati o I'oxalipati, també poden activar la via
de NF-kB mitjancant la produccié de ROS i el conseqlient dany oxidatiu en I’ADN [Revisat a
(84)]. En relacié a l'oxaliplati, s’ha demostrat que I'administracié d'aquest farmac indueix

I'activacié de NF-xB en models cel-lulars de cancer de prostata (99) i CCR (173).

1.4.8. NF-xB com a diana terapéutica en cancer

Atés el paper de la via de senyalitzacié de NF-kB en el desenvolupament i la progressid
tumoral aixi com en els processos d’adquisicido de quimioresisténcia, en les darreres decades
s’han explorat noves estrategies terapeutiques consistents en la supressié de I'activitat de NF-
kB en les cel-lules tumorals. La inhibicid farmacologica de NF-kB es pot assolir actuant a
diferents nivells en la seva via de senyalitzacié, podem bloquejar la via per sobre del complex
de quinases IKK (lligands, receptors, proteines adaptadores), a nivell del complex IKK
(supressié de l'activaciéo de les IKKs, estabilitzaci6 de 1kB) o per sota del complex IKK
(translocacié nuclear de NF-xB i unié a I’ADN). Dins de I'ampli ventall d’inhibidors de NF-xB
(aproximadament uns 700 descrits) [Revisat a (174)]) els millor caracteritzats poden agrupar-se
en : inhibidors del complex de quinases IKK, AINEs, agents inmunomoduladors, inhibidors del
proteasoma i compostos d’origen natural [Revisat a (103)]. Malgrat que un gran nombre
d’aquests compostos han demostrat resultats prometedors en models preclinics, la seva
eficacia clinica no ha estat ben establerta. De fet, actualment I’Unic inhibidor farmacologic de
NF-kB aprovat per la FDA per a Us clinic és el Bortezomib, un inhibidor del proteasoma que és
utilitzat en el tractament de patologies hematologiques com el mieloma multiple o la leucemia

de cél-lules T [Revisat a (103)].

La inhibici6 de NF-xB es tradueix en una potenciaci6 de [I'efecte dels farmacs
guimioterapéutics i de la radioterapia, posant de relleu el potencial terapeutic de la
combinacioé de la quimioterapia classica amb inhibidors de NF-kB. Aixi, s’ha observat un efecte
beneficids del tractament combinat de FOLFOX i Bortezomib en pacients amb CCR (175), un
increment de la sensibilitat cel-lular a oxaliplati mitjancant la inhibicié especifica de p65 amb
SiRNA (176, 177) i un potenciament de l'efecte de [I'oxaliplati mitjancant inhibidors
farmacologics de NF-«xB en models cel-lulars de CCR (65, 99, 173) i cancer de pancrees

metastatic (99).
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Un dels principals obstacles de la terapia antitumoral basada en la inhibicié de NF-kB radica en
la dificultat de trobar compostos farmacologics capagos de bloquejar I’activitat oncogénica de

NF-kB sense interferir en les seves funcions fisiologiques.

Un gran nombre de compostos naturals amb activitat antitumoral han demostrat la capacitat
d’inhibir la via de senyalitzacié de NF-kB aixi com I’expressio dels seus gens diana. En aquest
sentit, la present tesi doctoral esta focalitzada en I'Us de la curcumina, un potent inhibidor de
la via de senyalitzacid de NF-xB, per tal d'avaluar I'efecte de la inhibicié d'aquest factor de

transcripcio en la reversié de resistencia a oxaliplati.

1.5. Curcumina

1.5.1. Aspectes generals
La curcumina (diferuloylmethane) és un polifenol natural hidrofobic i un dels principals
curcuminoids (77% curcumin, 17% demethoxycurcumin i 3% bis-demethoxycurcumin) derivats

de I'arrel de la planta Curcuma longa (Figura 17).
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Demethoxy curcumin (Curcumin I1) Bisdemethoxy curcumin (Curcumin Il1)

Figura 17. Principals curcuminoids presents en I’arrel de la planta Curcuma longa. Kurita T., Makino Y. Anticancer
Res (2013)(178).

La curcumina s’utilitza habitualment com a espeécie o colorant en alimentacid, pero ha estat
emprada durant molt segles en la medicina tradicional india i xinesa degut a les seves
propietats antioxidants, antiseptiques, analgesiques, antimalariques i antinflamatories. El
potencial terapeutic de la curcumina s’ha demostrat en diferents malalties com la diabetis,
I'artritis reumatoide, I|'‘obesitat, la hipercolesterolemia, I’arteriosclerosi, les malalties

neurodegeneratives i autoimmunes, I'esclerosi multiple i I’alzheimer, entre d’altres [Revisat a
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(179)]. El potencial de la curcumina en la prevencié i tractament de diferents tipus de cancer
ha estat demostrat tant a nivell in vitro com in vivo i s’ha correlacionat amb les seves
propietats antiinflamatories, antioxidants, antiapopototiques, antiproliferatives,
antiangiogeniques i antimetastasiques [Revisat a (180)]. L'evidéencia cientifica indica que els
efectes pleiotropics de la curcumina depenen de la seva capacitat d'interactuar i regular
multiples dianes moleculars. Aixi doncs, la curcumina és capa¢ de modular I'expressio de
citoquines inflamatories, factors de creixement i els seus receptors, enzims, proteines quinasa,
molécules d’adhesid, proteines apoptotiques i proteines implicades en el cicle cel-lular. A més,
pot modificar també I'activitat de diversos factors de transcripcid alterant les vies de

senyalitzacio en les que estan implicats [Revisat a (181)] (Figura 18).
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Figura 18. Dianes moleculars modulades per la Curcumina. 4 Increment de I'expressid, { disminucié de
I'expressié. Adaptat de Shanmugam i col. Molecules (2015) (182).

Estudis epidemiologics han demostrat una menor incidencia de cancer (incloent el CCR) a la
india, on tradicionalment s’ha utilitzat la circuma a nivell gastronomic (183). En un estudi dut
a terme per la Universitat de Leicester sobre la incidéncia de cancer en la poblacié del sud
d’Asia (india, Pakistan i Bangla Desh) es va demostrar que la relativa al CCR en individus d’edat

avancada era menor en comparacio als individus joves. Els autors d'aquest estudi van suggerir
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gue aquest fet podria estar relacionat amb el fet que la poblacié de més edat manté un estil de

vida i una dieta més tradicional basada en I'iis d’especies com la circuma (184).

1.5.2. Biodisponibilitat de la Curcumina

Un dels aspectes més discutits en relacié al tractament amb curcumina oral és la seva baixa
biodisponibilitat sistemica degut a la seva baixa absorcio i rapida metabolitzacid i eliminacio.
S’ha observat que la biodisponibilitat i els nivells de curcumina en sang sén baixos després de
I’'admistracié oral d’aquest compost, tant en animals com en humans (185, 186). La curcumina
absorbida es metabolitza principalment per glucoronidacié i sulfatacido al fetge, mucosa
colonica i ronyons (187). La seva excrecio es produeix basicament a través de les femtes (188).
La seva metabolitzacié produeix diversos metabolits, com la tetrahydrocurcumina,
I’hexahydrocurcumina, I'octahydrocurcumina i [|’hexahydrocurcuminol, els quals han

demostrat propietats antioxidants, antiinflamatories i antitumorals [Revisat a (189)] (Figura

19).
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Figura 19. Estructura molecular de la curcumina i els seus metabolits. Jordan i col. Life Sci (2016)(190).

Un altre factor limitant de la eficacia de la curcumina a nivell in vivo, és la seva curta vida mitja.
Carroll i col-laboradors van analitzar la concentracié plasmatica de curcumina i els seus

metabolits conjugats en 19 pacients de CCR tractats amb 4 g de curcumina diaria durant 1
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mes. Els resultats van mostrar nivells indetectables de curcumina lliure en plasma i nivells
inferiors a 80 ng/ml dels seus conjugats. La concentracié de curcumina en teixit colorectal
també va ser analitzada, resultant en 370 ng/ml al final de I'estudi (191). Malgrat aquesta
baixa biodisponibilitat, sembla ser que la curcumina es distribueix en major mesura en el
tracte gastrointestinal i de manera independent a la distribucié sistemica corroborant el
potencial d’aquest polifenol en la prevencio i tractament del CCR. Per exemple, I'estudi de
Perkins i col-laboradors va demostrar que I'administracié de curcumina oral en models murins
de PAF es traduia en una reduccio del 40% en el nombre de polips (192). L'activitat antitumoral
de la curcumina també s’ha descrit en models in vivo de cancer d’esofag, fetge o estdémac,

entre d’altres (193, 194).

El creixent interés pel desenvolupament de noves formulacions de curcumina més
biodisponibles queda palés pel gran nombre de noves estrategies farmacologiques descrites
en els ultims anys. Una possible estrategia és I'Us d’adjuvants que bloquegin vies metaboliques
implicades en el metabolisme de la curcumina. N’és un bon exemple el compost natural
piperina, que mitjancant la seva accid bloquejant sobre la glucoronidacié hepatica i intestinal
permet un increment del 2000% en la biodisponibilitat de la curcumina quan ambdds
compostos sén administrats concomitantment (195). Altres estrategies consisteixen en
incrementar la solubilitat de la curcumina mitjangant la formacié de complexes de fosfolipids o
augmentar-ne [l'absorci6 mitjancant sistemes d'alliberament basats en moléecules
transportadores com nanoparticules, liposomes, fitosomes o micel-les surfactants [Revisat a

(189)].

Pel que fa a la toxicitat, estudis clinics de fase | i Il han demostrat que la curcumina és un
compost segur en humans inclts a dosis de 12 g/dia (196). Estudis realitzats per grups de la
Universitat de Leicester han demostrat la baixa toxicitat de la curcumina a dosis de 3,6 g/dia
durant 4 mesos en pacients amb CCR refractari al tractament (197-199). Els principals efectes
adversos descrits associats al tractament amb curcumina sén: estrenyiment, flatuléncia,
nausees i diarrea encara que no s’ha pogut verificar que aquests efectes siguin dependents de
la dosi de curcumina administrada (200). L'ds de la curcumina com a colorant alimentari ha
estat aprovat per la FDA i I’Autoritat Europea per a la seguretat dels aliments (EFSA) i ha estat

catalogada amb el codi alimentari de la Unié Europea, E100.
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1.5.3. Curcumina i cancer. Mecanismes d’accié

Gran part de les propietats antitumorals de la curcumina estan associades al seu paper com a
agent antioxidant i antiinflamatori aixi com a la seva capacitat d’aturar el cicle cel-lular i
d’interferir en vies implicades en proliferacié cel-lular, apoptosi, angiogenesi, invasié i
metastasi (Figura 20).
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Figura 20. Principals mecanismes pels quals la curcumina exerceix les seves propietats antitumorals.

1.5.3.1. Paper de la Curcumina en I'estrés oxidatiu

La curcumina és capag d’inhibir la peroxidacié lipidica, donant com a resultat la neutralitzacié
dels radicals lliures produits en aquest procés. A més, pot actuar com a antioxidant mitjancant
la sobreexpressid d’enzims antioxidants com dismutases, catalases i glutatié peroxidases (201).
D’aquesta manera, la curcumina protegeix a les cel-lules de les lesions de I'ADN que, de no ser
reparades produiran mutacions i la conseqiient promocié tumoral. Contrariament, diversos
estudis han demostrat que la curcumina és capag d’induir la produccié de ROS, resultant en la
induccio del dany a I’ADN i I'activacié de vies apototiques (202). Aquestes diferéncies en la
capacitat de la curcumina d’actuar tant com a antioxidant com a prooxidant han estat
relacionades amb la dosi administrada; aixi, dosis altes de curcumina promouen la seva accié

prooxidant (203).

1.5.3.2. Activitat antiinflamatoria de la curcumina

Les propietats antiinflamatories de la curcumina han estat relacionades principalment amb la
seva capacitat d’inhibir la via de senyalitzacié de NF-xB [Revisat a (180)]. L'efecte inhibitori de
la curcumina sobre NF-kB és degut a la seva capacitat d’actuar sobre el complex de quinases

IKK, inhibint la fosforilacié i degradacié de IkBa i la conseglient translocacié nuclear de NF-kB
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(204, 205). La inhibicié de NF-xB es tradueix en una davallada de I’expressié de gens implicats
en els processos inflamatoris, com citoquines i quimiocines inflamatories (p.ex. TNFa, IL-1,
Interleuquina 12 (IL-12) i IL-8), MMP9, COX-2 i NOS (Nitric oxide syntase), entre d’altres (206-
208). S’ha descrit que el tractament amb curcumina inhibeix I'activacié i translocacié nuclear
de NF-xB en diverses linies cel-lulars de CCR (209). Concretament, I'enzim COX-2 es troba
sobreexpressat en el 86% dels carcinomes i el 43% dels adenomes de colon i la seva inhibicid in
vivo s’ha correlacionat amb una reduccié en I'aparicié d’adenomes (210, 211). Aquest enzim es
pot inhibir mitjancant I’is d'AINEs com |’aspirina o el celecoxib pero aquests alhora, presenten
importants efectes adversos degut a la seva capacitat d’inhibir COX-1, una isoforma de COX
expressada constitutivament en un gran nombre de teixits (159). Contrariament, la curcumina
ha demostrat la capacitat d’inhibir especificament I'expressié de la isoforma COX-2 (i no la
COX-1) en la linia cel-lular de CCR, HT29 (212). Altres mecanismes d’inhibicié de la inflamacio
es basen en I'obstaculitzacié de l'activacié de la via de senyalitzacido de les MAPKs [Revisat
(180)] o en la supressié de I'enzim lipoxigenasa (LOX), enzim responsable de la produccié de

leucotriens (213).

1.5.3.3. Paper de la curcumina en I'apoptosi i la proliferacio cel-lular

La curcumina té la capacitat d’activar I'apoptosi a través tant de la via intrinseca com
I’extrinseca. En quant a la via intrinseca, ho pot fer a través de la promocié del desequilibri en
els nivells intracel-lulars de calci, de la induccié d’estres en el reticle endoplasmatic i de la
generacié de ROS, causant l'activacié de la caspasa-3 i en conseqgiiencia la mort cel-lular
[Revisat a (214)]. En concordancga, s’ha demostrat que la curcumina incrementa I'expressié de
Bad, Bax i p53, disminueix I'expressié de proteines antiapoptotiques com Bcl-2, Bcl-xI, XIAP i
Survivina i promou l'alliberacié del citocrom c en diferents models cel-lulars [Revisat a (215)].
Es important remarcar que I'expressié de molts d’aquests gens antiapototics es troba regulada
pel factor de transcripcié NF-xB. En relacié a la via apoptotica extrinseca, sembla ser que
I’estimulacio del receptor Fas i I'activacio de la caspasa 8 per part de la curcumina constituirien
senyals d’activacié (216). Per ultim, la curcumina pot inhibir la fosforilacié i activacié d'EGFR i
la seva senyalitzacio a través d’Akt [Revisat a (214)]. Els principals mecanismes d'induccié de

I'apoptosi per part de la curcumina es troben resumits a la Figura 21.
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Figura 21. Representacio de les principals proteines diana de la curcumina en la via intrinseca i extrinseca
d'apoptosi. Adaptat de Reuter i col. Biochem Pharmacol. (2008) (214)

D’altra banda, la curcumina és capac de promoure I’activacié de I'autofagia tant a nivell in vitro
com in vivo (217). Mosieniak i col-laboradors van demostrar que el tractament amb curcumina
en la linia cel-lular de CCR, HCT116, induia la senescéncia i I'autofagia mitjangant un increment

en els nivells de LC3-Ili en el nombre d’autofagosomes (218).

A banda del seu paper com a agent proapoptotic, la curcumina té la capacitat d'inhibir la
proliferacié cel-lular en un gran nombre de linies cel-lulars tumorals mitjancant la modulacié
del cicle cel-lular. Aixi doncs, la curcumina indueix I'aturada del cicle cel-lular en la fase GO/G1
o G2/M mitjancant la sobreexpressié d'inhibidors de ciclines dependents de quinasa (CDKs)
com pl6, p21 i p27 i la inhibicié de les Ciclines B, E i D1 [Revisat a (182)]. La inhibicié de la
Ciclina D1 es tradueix en la supressié de la hiperfosforilacid i activacié de la proteina del

Retinoblastoma i per tant en una aturada del cicle cel-lular [Revisat a (215)].

1.5.3.4. Paper de la curcumina en I'angiogeénesi

L'efecte antiangiogenic de la curcumina s’ha demostrat en models animals xenoimplantats
amb glioblastoma, carcinoma hepatocel-lular, carcinoma de prostata i carcinoma d’ovari i els
mecanismes descrits es basen en la inhibicié de diversos factors proangiogenics regulats pel

factor de transcripcié NF-xB, com ara VEGF, COX-2 i MMP-9 (219-222). Aixi, la curcumina
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exerceix un efecte negatiu sobre el creixement, migracid i capacitat de formacid de tubuls de
cél-lules endotelials humanes dels microvasos intestinals mitjancant la supressioé de la via de
senyalitzacio de les MAPKs i de I'expressio de COX-2 (223). D'altra banda, la curcumina també
pot inhibir I'accié del factor de transcripcié induible per hipoxia 1 alfa (HIF-1a), un factor de
transcripcid induit per condicions hipoxiques i que regula I'expressiéo de VEGF (224). Estudis
realitzats en CCR van en la mateixa direccié (225-228) i de manera interessant, recentment
s’ha demostrat I'efecte beneficidés de la combinacié de Bevacizumab i curcumina en la inhibicio

del creixement tumoral en models murins de CCR (229).

1.5.3.5. Paper de la curcumina en invasié i metastasi

Estudis realitzats en diferents models tumorals han demostrat que la curcumina és capag
d'evitar la invasié cel-lular i la mestastasi mitjancant la inhibié de I'expressié de diferents
MMPs, com MMP2 i MMP9 (230, 231) aixi com de les mol-lécules d'adhesié ICAM-1, VCAM-1 i
ELAM-1 (232). Altres mecanismes es basen en la supressié de I'expressié a nivell d'ARN
missatger (ARNm) de les quimiocines proinflamatories CXCL1 i CXCL2, implicades en els
processos d'invasié i metastasi (233). Tenint en compte que I'expressié de molts d’aquests
factors es troben regulats per NF-kB, de nou, I'efecte inhibitori de la curcumina sobre aquesta

via seria clau en la supressio dels processos d’invasio i metastasi dels tumors

1.5.3.6. Curcumina i vies de senyalitzacio de cel-lules mare tumorals

La curcumina pot modular les vies de senyalitzacié implicades en la regulacié de les cél-lules
mare tumorals, com la via de Notch, Wnt i Sonic hedgehog (SHH). Un estudi realitzat en la linia
de CCR HCT116, va demostrar que la curcumina era capag d’inhibir la via de Wnt/B-catenina
donant com a resultat I'aturada del cicle cel-lular en la fase G2/M, I’activacié de I'apoptosi i
una perdua de l'adhesié cel-lula-cél-lula (234). L'efecte inhibitori de la curcumina sobre
I'expressid de Notch-1 té com a conseqiieéncia la supressié de l'activacio de NF-xB i la
consegiient inhibicid del creixement cel-lular i induccid de I'apoptosi (235). Tanmateix, la
curcumina redueix I'activacié de la via de senyalitzacié de SHH en models cel-lulars de glioma i
cancer de pancrees, tot i participant en la prevencié de la metastasi mitjancant la reversié del

procés EMT (236-238).
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1.5.4. Especificitat tumoral de la Curcumina

Alhora d’avaluar el potencial de la curcumina com a agent terapéutic, un aspecte important a
tenir en compte és I'efecte diferencial que exerceix sobre les cél-lules tumorals en comparacid
a les cél-lules normals. Aixi per exemple, estudis in vitro han demostrat que la curcumina
indueix I'aturada del cicle cel-lular i I'apoptosi en cél-lules tumorals de cancer de mama i fetge
sense exercir un efecte citotoxic en hepatocits primaris de rata (239). Els fibroblasts humans i
les cel-lules epitelials normals del colon també han mostrat una menor sensibilitat a la
curcumina en comparacio a la linia tumoral HCT116 (240, 241). Resultats similars han estat
descrits al comparar I'efecte de la curcumina en cel-lules epitelials normals de la mucosa oral i
cél-lules de carcinoma escamos de cap i coll (242). Les raons d’aquests efectes diferencials no
han estat ben establertes pero s’han proposat diversos mecanismes. En primer lloc, mitjancant
técniques espectroscopiques i d’absorcid, s’ha observat una major captacié de curcumina en
cél-lules tumorals que en cél-lules normals, probablement com a resultat de les diferencies
estructurals entre les seves membranes cel-lulars (243). En segon lloc, els nivells de I'enzim
glutatié sén en general inferiors en les cél-lules tumorals. Una disminucié dels nivells de
glutatié es tradueix en un augment de la generacido de ROS per part de la curcumina, un
augment de l'apoptosi i per tant, en una major sensibilitat a la curcumina de les cél-lules
tumorals en comparacido a les cél-lules normals (239). Finalment, I'activacié en cel-lules
tumorals i no en cel-lules normals de certes vies de senyalitzacid protumorogeniques
modulades pel tractament amb curcumina, com la via de NF-kB, també ha estat plantejada

com una explicacié plausible a aquest fet.

1.5.5. Assajos clinics amb curcumina

L'ds de la curcumina com a agent terapéutic es troba sota investigacié clinica en un gran
nombre de patologies, entre les que destaquen el CCR, el cancer de pancrees, el cancer de cap
i coll, la leucémia mieloide aguda, I'artritis, 'alzheimer i la depressié. Concretament, podem

trobar 124 assajos clinics amb curcumina indexats en el portal web www.clinicaltrials.gov dels

quals, 17 avaluen I'efecte de la curcumina en la prevencié i tractament del CCR. De fet, a nivell
clinic la gran majoria d’estudis realitzats fins al moment es basen en assajos clinics de fase I/l
en els que s’avalua la farmacocinética i toxicitat de la curcumina. Aquests estudis han
demostrat la no-toxicitat de la curcumina oral a dosis de 3,6 g/dia durant 4 mesos (el periode
de tractament més llarg avaluat fins al moment) en pacients amb CCRa refractari al tractament
(197-199, 244), la reduccioé del 40% en el nombre de focus de cripta aberrants del colon (FCA)

després del tractament amb 4 g diaris de curcumina durant 1 mes en una cohort de pacients
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fumadors que presentaven 8 o més FCA a l'inici de I'estudi (245) o la reduccié significativa del
nombre i la mida dels polips en pacients amb PAF (246). En cancer de pancrees avangat,
Aggarwal i col-laboradors van demostrar que el tractament amb 8 g/dia de curcumina durant 8
setmanes resultava segur i efectiu en 2 dels 25 pacients tractats, un dels quals va presentar
una estabilitzacié de la malaltia durant més de 18 mesos (247). Més recentment, també s’ha
demostrat la seguretat del tractament combinat de curcumina i Gemcitabina en aquests

malalts (248).

1.5.6. Curcumina i quimioterapia

Mitjangant la combinacié de farmacs antineoplasics es pot aconseguir una reduccié de la dosi i
la toxicitat de les drogues utilitzades aixi com una disminucié en I'aparicié de quimioresisténcia
en les cél-lules tumorals. En la darrera decada, un gran nombre d’estudis in vitro i in vivo han
demostrat que la curcumina és capac de potenciar I'efecte antiproliferatiu i/o proapoptotic de
certs farmacs antineoplasics principalment degut al seu efecte en la inhibicié de la via de
senyalitzacido de NF-kB activada per accié d'aquests agents [Revisat a (249)]. Per exemple,
I'efecte de la combinacié de curcumina amb taxol, gemcitabina o paclitaxel, és superior a
I’efecte individual d’aquests farmacs degut a I’efecte inhibitori de la primera sobre I'activacié
de NF-xB i Akt per part dels altres (250, 251). La combinacié de curcumina i FOLFOX es
tradueix en una major inhibicié de la proliferacio cel-lular i en un augment de I'apoptosi en
linies cel-lulars de CCR, juntament amb una reduccio en I'expressié d’EGFR, Her-2, Akt i COX-2
(252). A més a més, el tractament amb curcumina sensibilitza les cél-lules de CCR al tractament
amb 5-FU per efecte de la inhibicié de la via de senyalitzacié NF-kB /P13K/Src (253). En relacié
a l'oxaliplati, Howells i col-laboradors van demostrar que el tractament amb curcumina
revertia la resisténcia a oxaliplati (209) i en la mateixa linia, estudis in vivo han reportat els
efectes terapeutics de la combinacié d’oxaliplati i curcumina en comparacié als seus efectes en
monoterapia (226, 254). Per ultim, un estudi de James i col-laboradors va constatar que
I’addicié de curcumina al tractament amb oxaliplati i 5-FU potenciava els seus efectes
antiproliferatius i proapoptotics en cultius ex vivo d’explants derivats de metastasis hepatiques
(200). En relacid a la toxicitat causada per la quimioterapia, el pretractament amb curcumina
seguit del tractament concomitant d’oxaliplati i curcumina es tradueix en una disminucié de la
toxicitat neuropatica produida per l'agent platinat (255). En definitiva, la combinacié de
curcumina amb oxaliplati no només augmenta I'eficacia d’aquest ultim sind que també en

redueix els seus efectes adversos. De fet, actualment s’esta realitzant un assaig clinic de Fase Il
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en el que s’estudia I'efecte de la combinacié de curcumina oral i FOLFOX en pacients amb CCRa

i metastasis inoperables (256).
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2. HIPOTESI | OBJECTIUS
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La resisténcia adquirida als tractaments basats en |'oxaliplati representa un dels principals
obstacles en I'exit del tractament dels pacients amb CCRa. Aquest és un procés complex i
multifactorial en el que la via de senyalitzaci6 de NF-kB, a través de la qual s’activa la
transcripcié de gens involucrats en supervivencia, resistencia a la mort cel-lular, invasio i
metastasi entre altres, hi juga un paper rellevant. En un treball previ del nostre grup on
s’analitzaren les diferéncies a nivell d'expressid genica entre quatre linies de CCR sensibles a
oxaliplati i les seves derivades resistents, es van identificar uns pocs gens les alteracions en

I’expressid dels quals es traduirien en un increment en la senyalitzacié de la via de NF-xB.

En base a aquestes premises, la hipotesi en la que es fonamenta aquest treball és que
I'activacié de la via de senyalitzacié de NF-kB estaria implicada en la sensibilitat i el procés
d’adquisicio de resistencia a I'oxaliplati en els nostres models in vitro de resisténcia adquirida i
per tant, que la inhibicid farmacologica mitjancant el polifenol curcumina d’aquest factor de

transcripcié comportaria la reversié de la resisténcia a aquest agent platinat.

Per tal de demostrar aquestes hipotesis es van establir els seglients objectius:

1. Estudiar la implicacié de la via de senyalitzacié de NF-kB en la resisténcia i la resposta a

I'oxaliplati en models cel-lulars de CCR sensibles i amb resistencia adquirida a aquest farmac.

2. Estudiar I'efecte de la curcumina, com a potent inhibidor de NF-kB, en la reversié de la

resisténcia adquirida i en la resposta a I'oxaliplati, individualment i en combinacié amb aquest.
3. Analitzar I'efecte diferencial del tractament combinat de curcumina i oxaliplati sobre els
perfils transcriptomics de linies sensibles i resistents a oxaliplati mitjancant un estudi de

microarrays i identificar possibles marcadors predictius d’eficacia del tractament.

4. Validar tots o part dels resultats obtinguts, en mostres de teixit de pacients amb CCR

metastatic.
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3. MATERIAL | METODES
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3.1. Linies cel-lulars

En la present tesi doctoral es van utilitzar les linies cel-lulars humanes de CCR HT29, LoVo i
DLD1 (American Type Culture Collection, ATCC. Manassas, VA, USA) (Figura 22) aixi com les
seves linies derivades amb resisténcia adquirida a oxaliplati: HTOXAR3, LoVOXAR3 i
DLDOXAR3, respectivament. Les linies resistents es van desenvolupar al nostre laboratori a
través d’un procés d’exposicio continua a dosis creixents d’oxaliplati setmanalment durant 10
mesos tal i com s’ha descrit anteriorment no mostrant resisténcia creuada a altres farmacs
com el 5-FU, el cisplati o el CPT-11 (102). Totes elles son linies epitelials adherents que creixen
en monocapa a 372C i 5% de CO, en atmosfera humida. Les linies cel-lulars parentals HT29,
Lovo i DLD1 han estat caracteritzades segons el fenotip de les proteines p53, KRAS i BRAF, aixi
com pel fenotip RER (inestabilitat de microsatel-lits). Les linies resistents, en canvi, no han

estat caracteritzades:

HT29: linia cel-lular aillada d’un tumor primari huma de colon (adenocarcinoma de grau ). Les
cél-lules HT29 creixen en medi DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium, Gibco® Life
technologies), suplementat amb 2 mM de L-glutamina (Applichem, Panreac), 10 mM d’Hepes
(Applichem, Panreac), 10% de serum bovi fetal (FBS; foetal bovine serum) (Reactiva) inactivat a
562C durant 45 minuts, 400 u/mL de penicil-lina (ERN) i 40 pg/mL de gentamicina (Gibco®, Life
technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és de 24 hores;
el mateix que el de la seva sublinia resistent a oxaliplati HTOXAR3. Presenta un fenotip RER
negatiu i una mutacio en la proteina p53 per canvi d’aminoacid Arg = His en el codé 273. La
proteina 21 no és funcional en aquesta linia. A més a més, presenta mutacié (V600E) en

I’oncogen BRAF pero no en la proteina KRAS.

LoVo: linia cel-lular procedent d’un adenocarcinoma avancat de colon. Les cel-lules van ser
aillades d’un nodul metastatic localitzat a la regié subclavicular esquerra. Creixen en medi de
cultiu HAM’s F12 (Gibco®, Life technologies) suplementat amb un 20% de FBS (Reactiva)
inactivat a 562C durant 45 minuts, 200 u/mL de penicil-lina (ERN) i 20 pg/mL de gentaminacina
(Gibco®, Life technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és
de 26 hores; el mateix que el de la seva sublinia resistent a oxaliplati LoOVOXAR3. Aquesta linia
mostra un fenotip RER positiu (delecid de I’'exd 5 al 8 en els dos al-lels del gen hMSH2) i
presenta la proteina p53 WT. En relacié a KRAS i BRAF, presenta les mutacions G13D i A14V de

la proteina KRAS pero en canvi manté la forma WT de BRAF.
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DLD1: linia cel-lular aillada d’'un adenocarcinoma primari huma de colon d’estadi C de Dukes.
Es cultiva en medi de cultiu RPMI 1640 (Gibco® Life technologies), suplementat amb 2 mM de
L-glutamina (Applichem, Panreac), 10 mM d’Hepes (Applichem, Panreac), 10% FBS (Reactiva)
inactivat a 562C durant 45 minuts, 400 u/mL de penicil-lina (ERN) i 40 pg/mL de gemtamicina
(Gibco®, Life technologies). El seu temps de doblatge en aquestes condicions de creixement és
de 21 hores i el de la seva sublinia resistent DLDOXAR3 és de 23 hores. DLD1 presenta una
mutacié en la posicié 241 de la proteina p53 (canvi de base C2>T que provoca el canvi
d’aminoacid Ser>Phe) i el fenotip RER positiu (delecié en el gen hMSH®6). Pel que fa als
oncogens BRAF i KRAS, presenta les mutacié G13D de la proteina KRAS pero en canvi manté la

forma WT de BRAF.

HT29 LoVo DLD1

Figura 22. Cél-lules HT29, LoVo i DLD1 en cultiu. Font: ATCC

Totes les linies van ser testades regularment per a la presencia de contaminacié per
Mycoplasma, mitjancant la técnica de PCR (Mycoplams Plus™ PCR primer set, Stratagene, USA)
usant els primers MICO 1 : 5-GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3’ i MICO 2 : 5’- CGG ATA ACG
CTT GCG ACC TAT G -3’ a una concentracio final de 10X a més del tampd de reaccié (1X), MgClI2
(1,5 mM), dNTPs (0,2 mM) i 0,5 unitats de Tag polimerasa (Ecotaq, Ecogen) en les segiients
condicions de PCR (Figura 23):
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x 35 cicles

Figura 23. Condicions de PCR utilitzades en I’assaig de deteccié de contaminaacié per Mycoplasma.

La mostra de partida consistia en 1 mL de medi de cultiu de cada una de linies a valorar tenint
en compte que el flascd de cultiu havia d’estar forca confluent i el medi de cultiu no havia
d’haver estat canviat com a minim en 72 hores. Els productes de PCR es van visualitzar en un
gel d’agarosa estandard (Ecogen) al 1% en tampd TBE (Tris-Borat-EDTA) 1X tenyit amb Realsafe
(20.000X) (Real Life Scince Solutions). L'amplificacié d’una banda de 464 parells de bases (pb)
indica la infeccié de Mycoplasma a la mostra testada. En cada experiment es va incorporar un

control positiu de contaminacio.

Per tal de mantenir viables les linies cel-lulars anteriorment descrites, les cel-lules van ser
cultivades en flascons de cultiu cel-lular T-25 cm? (Nunc, Thermo Scientific) canviant el medi de
cultiu per medi fresc cada 2-3 dies, valorant el ritme de creixement i tornant a sembrar en
flascons nous cada 7 dies. Aixi doncs, tan bon punt les cél-lules assolien aproximadament un
70% de confluéncia en els flascons, es procedia a la seva desadhessié de la superficie
mitjancant I'Gs de Tripsina-EDTA 3X (Labclinics). Un cop desadherides, es va procedir al
comptatge cel-lular mitjancant tinci6 amb blau tripa (Gibco, Invitrogen) i recompte amb
cambra de Neubauer (hemocitometre). El nombre de cel-lules a sembrar per tal de no assolir
el 100% de confluencia es va determinar en funcié del temps de doblatge de cada linia, la mida
cel-lular i el nombre de cél-lules requerides per a la realitzacio dels subsegiients experiments.

Periodicament es va testar el temps de doblatge de cada linia cel-lular mitjangant la formula:

Cf=Co-e *
On:
Cf : concentracié final de cél-lules al flascé
Co: concentracid inicial de cél-lules sembrades
Lambda = In(2)/(temps de doblatge de la linia (h) / 24 h) (dies)

t: temps transcorregut entre les sembres (dies)

53



3.2. Mostres d’explants de metastasis hepatiques derivades de pacients amb
CCRa

Les mostres fixades amb formol i incloses en parafina d’explants de metastasis hepatiques
derivades de pacients amb CCRa van ser cedides per la Dra. Lynne Howells de la Universitat de
Leicester. Es van tallar els teixits tumorals en 9 segments d’1 mm? aproximadament i es van
col-locar de manera aleatoria en inserts organotipics (Millipore) que es trobaven flotant a
I'interior de pous coberts amb 1,5 mL de medi DMEM suplementat amb 1% de FBS i 2%
d’antibiotics i antimicotics (Figura 24). Els teixits es van deixar incubar durant 15 hores i tot
seguit es va retirar la meitat del medi i es va reemplacar amb els medis que contenien els
tractaments d’estudi. Es van deixar incubar durant 24 hores i es van recollir els segments de
teixit. A continuacié els teixits es van col-locar entre esponges mullades amb etanol al 70% en
un cassette d’'inmunohistoquimica, es van fixar amb formol durant 24 hores, es van incloure en
parafina i es van realitzar els talls. Durant tot el procés, va resultar essencial que la orientacio
dels teixits fos identificable per tal de que les superficies dels explants fossin comparables
alhora d’analitzar I'efecte dels tractaments. La inmunohistoquimica va ser realitzada
mitjancant el kit Novolink Polymer Detection (Novocastra Laboratories) seguint les instruccions
del fabricant. Per tal d’analitzar I'efecte del tractament amb oxaliplati o la combinacio
d’oxaliplati i curcumina en la proliferacié cel-lular i I'apoptosi cada explant va ser avaluat amb
els marcadors ki67 (Dako), com a indicador de la proliferacio, i caspasa 3 truncada (New
England Biolabs) com a marcador d’apoptosi. La puntuacié de la tincié es va fer de forma cega

(200).

Partsuperior

i?art inferior

Figura 24. Cultiu d’explants. Representacio de |'orientacié del tumor en els inserts organotipics. Només una de les
superficies dels explants es troba en contacte amb el medi que conté els tractaments.
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Les mostres van ser obtingudes de tumors de pacients operats de les metastasis hepatiques a
I’hospital Universitari de Leicester NHS trust. L’aprovacio ética per I'Us d’aquestes mostres va
ser concedida pel Leicestershire, Northamptonshire and Ruthland Ethics Commitee (referéncia
REC 09/H0402/45). A més a més, I'is d’aquestes mostres també va ser aprovat pel Comite étic

de I'Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Barcelona).

3.3. Farmacs

Oxaliplati: L'oxaliplati (Sanofi-Aventis) es va obtenir de la farmacia de I'Institut Catala
d’Oncologia (Badalona, Barcelona) a partir dels romanents de vials de pacients. Es van
preparar solucions stock de 12,6 mM en H,Oq4 i s van conservar congelades a -202C fins a la

seva utilitzacio.

Curcumina: La Curcumina (Sigma-Aldrich) va ser adquirida en pols i fou reconstituida amb
etanol absolut (Applichem, Panreac) a una concentracié de 10 mM. Les aliquotes van ser
conservades a -202C fins al moment de la seva utilitzacié. La concentracié més alta d’etanol
absolut utilitzada en cultiu va ser de 0,3%, dosi que va ser valorada mitjangant I'assaig de

viabilitat cel-lular MTT i va demostrar no ser toxica per als nostres models cel-lulars.

SB265610: L'antagonista del receptor CXCR2 SB265610 (Sigma-Aldrich) va ser adquirit en pols i
reconstituit amb dimethyl sulfoxide (DMSO) (Cryoserv, Bioniche Pharma) a una concentracié

de 14 mM. Les aliquotes van ser conservades a 42C fins al moment de la seva utilitzacio.
Tant I'oxaliplati, la curcumina i I'antagonista de I'inhibidor de CXCR2 SB265610 van ser diluits

posteriorment en medi de cultiu (especific per a cada linia cel-lular) per tal d’assolir les

concentracions finals de treball.

3.4. Assaig de viabilitat cel-lular MTT

Per tal de determinar la citotoxicitat produida per I’oxaliplati, la curcumina, la combinacié de
tots dos i el compost SB265610 es va utilitzar el métode de deteccid de viabilitat cel-lular MTT
(Roche) (Figura 25). Aquest assaig es basa en la capacitat de les cel-lules viables,
metabolicament actives, de metabolitzar la sal de tretazoli (3-[4,5-dimetiltiazol-2-]-2,5-difenil
tetrazolium bromide) de color groc, donant lloc a la sal de formazan de color violeta. Aquesta

sal es solubilitza amb una solucié que conté 0,1% SDS en HCL 0,01 M, resultant en una solucio
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de color violeta quantificable mitjancant I’is d’un lector ELISA convencional automatitzat, com
és el cas de l'equip Varioskan Flash (Thermo®). El pic maxim d’absorbancia de la sal de
formazan correspon a una longitud d’ona entre 500 i 600 nm i per aquest motiu, la lectura va
ser realitzada a 570 nm. La densitat optica (OD) obtinguda, és proporcional al nombre de

cel-lules viables.

En primer lloc, les cél-lules tumorals van ser sembrades en plaques de 96 pous (Nunc,
Labclinics) a una densitat optima per tal d’evitar la saturacio de la OD en els pous control (1,5 >
OD < 1,8). Aixi doncs, tenint en compte el temps de doblatge de cada linia cel-lular i la durada
dels experiments, les cel-lules HT29 i HTOXAR3 van ser sembrades a una densitat de 1.500
cél-lules/pou, les linies LoVo i LOVOXAR3 a una densitat de 3.000 cél-lules/pou i les linies DLD1
i DLDOXAR3 a una densitat de 4.000 cél-lules/pou en un volum final de 100 pl per pou.
Passades 24 hores (temps necessari per a I'adherencia de les cél-lules al fons dels pous) es va
retirar el medi i es van tractar les cél-lules amb diferents concentracions del farmac en estudi.
Els tractaments es van realitzar durant el temps d'estudi determinat, passat el qual, es va
retirar el medi amb la droga i es va afegir medi fresc de cultiu. A les 72 hores (temps de
recuperacid), es va retirar el medi de cultiu i es va afegir la soluci6 de MTT seguint les
instruccions del fabricant (a cada pou: MTT 10%, FBS 10% i RPMI no suplementat 80%, en un
volum final de 100 pl). La solucié de MTT es va deixar incubant 4 hores a 372C i 5% de CO; i
posteriorment les sals de formazan formades al fons dels pous van ser resuspeses amb 100
ul/pou de solucié solubilitzadora (0,1% SDS en HCL 0,01 M). Un cop solubilitzades, les plaques
es van incubar tota la nit (O.N., overnight) a 372C i 5% de CO, en atmosfera humida fins a la

seva lectura a 570 nm el dia seglient.

En cada experiment de MTT, es va calcular la fraccié de supervivencia (f) com el quocient entre
la OD de les cél-lules tractades a les diferents dosis de farmac i la OD de les cél-lules control
sense tractar. Les dades obtingudes s’analitzaren mitjancant el metode de I'efecte mig
(median-effect lines). Aquest métode consisteix en la representacié grafica de logio((1/fn)-1)
(on fn representa les diferents fraccions de viabilitat obtingudes) enfront del logio (dosi del
farmac). A partir d’aquest punt, es va calcular la recta de regressié pel métode dels minims

quadrats; acceptant rectes que presentaven un coeficient de regressio r? superior a 0,95.

Mitjancant aquestes rectes denominades median effect lines, es va poder calcular el pendent

(m) i la dosi IC50 (dosi que inhibeix el 50% del creixement cel-lular). Amb aquests parametres,
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es van poder avaluar les concentracions de farmac necessaries per a inhibir una fraccio

cel-lular determinada, entre el 10 i el 90%, segons I'equacio:

Dosi farmac = Dosiicso (1/f-1)¥/™

HT29/HTOXAR3: 1500 cels/pou
LoVo/LoVOXAR3: 3000 cels/pou
DLD1/DLDOXAR3: 4000 cels/pou

Sembra de les cél-lules tumorals

Tractament amb diferents
concentracions del farmac d’estudi

Retirada del farmac

72h, 372C, 5% CO,

v

—» Medi

Incubacio amb la solucio de MTT
4— Solucié de MTT

4h, 379C, 5% CO,

v

<4— Solucio

. solubilitzadora
Resuspensio de les sals de formazan;

O.N., 37¢C, 5% CO,

Lectura de I'absorbancia a 570 nm

Figura 25. Esquema explicatiu del procediment de MTT.

3.4.1. Analisi de combinacié de farmacs
Per tal de coneixer el sinergisme, antagonisme o additivitat de la combinacié d’oxaliplati i

curcumina en els nostres models cel-lulars, vam seguir el metode descrit per Chow i Talalay
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(257), que consisteix en tractar les cel-lules amb dilucions seriades de cada farmac utilitzat en
la combinacié amb ratios fixes de dosis que corresponen a diferents proporcions de les IC50
individuals (en aquest cas, 3; 1,5; 1; 7/8; %; 5/8; %; % i 1/8 vegades les IC50 individuals) i
avaluar la viabilitat en cadascun dels punts mitjancant I'assaig de MTT. En cada experiment,
tant pels tractaments individuals com pels combinats, s’obté el log IC50 i el pendent m tal i
com s’explica en l'apartat anterior. Ambdds parametres van ser utilitzats per calcular les
diferents dosis dels farmacs administrats individualment i en les combinacions, necessaris per

a produir els diferents nivells de toxicitat (f=0,95, 0,90,... 0,05) a partir de I'equacio:

Dosi farmac = Dosiicso (1/f-1)/™.

Quan els farmacs s’administren a ratios fixes, la dosi en la combinacié necessaria per a produir
una fraccié de supervivéencia pot ser separada en els dos components de dosi D1 i D2
corresponents als farmacs 1 i 2 respectivament. Per a cada nivell de citotoxicitat (f=0,95,
0,90,... 0,05) el parametre anomenat index de combinacié (Cl, combination index) pot ser

calculat atenent a I'equacio:

Cl= (D1/Df1) + (D2/Df2) + o.[(D1-D2)/(Df1-Df2)]
on:

e D1i D2 sén les concentracions dels farmacs 1 i 2 en la combinacid per a produir una
fraccié f de supervivéncia.

e Df1i Df2 sén les concentracions individuals d’1 i 2 per a produir la mateixa fraccio f de
supervivencia.

e o=1 o0 o= 0 depenent de si els dos farmacs es consideren mUtuament no excloents o
excloents. En el nostre cas, I'oxaliplati i la curcumina van ser considerats mituament
no excloents degut a que presenten mecanismes d’accié diferents.

En base a aquest metode, Cl < 1 indica que la combinacié de farmacs és sinergica, Cl > 1 indica

gue és antagonica i Cl = 1 indica que es tracta d’'una combinacié additiva.

3.5. Assaig de formacié de colonies

Per tal de determinar I'efecte de I'oxaliplati, la curcumina o la combinacié de tots dos en la
capacitat de les cél-lules per sobreviure i mantenir la seva capacitat intrinseca de formar

colonies després dels diferents tractaments, es van realitzar assajos de formacio de colonies.
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Les cel-lules van ser sembrades en plaques de 6 pous (Nunc, Thermo Scientific) a una densitat
de 300 cel-lules per pou en el cas de HT29 i HTOXAR3 i de 500 cél-lules per pou en el cas de les
linies LoVo i LoOVOXAR3. Passades 24 hores (temps necessari per a I'adhérencia de les cél-lules
al fons dels pous) es va retirar el medi i es van tractar les cél-lules durant 24 hores amb
diferents concentracions del/s farmac/s d’estudi. Passat aquest temps, es va retirar el medi
amb la droga i es va afegir medi de cultiu fresc. A partir d’aquest punt, el medi es va canviar
per medi fresc cada 2 o 3 dies fins al dese dia, moment en que es va retirar i es van rentar les
colonies amb solucio salina tamponada amb fosfat (PBS ; Nacl 137 mM, KCI 2,6 mM, Na2HPO4
10 mM, KH2P0O4 1,8 mM). Seguidament es va procedir a la seva fixacié durant 10 minuts a
temperatura ambient (TA) amb metanol absolut i acid acétic en una proporcié 3:1. Després
d’un ultim rentat amb PBS, les colonies es van tenyir durant 10 minuts a TA amb cristall violeta

0,5% (Merck) (diluit en aigua), es van rentar amb PBS i es van contar de manera manual.

3.6. Extraccid i determinacio de la concentracid de proteines

3.6.1. Extraccidé de proteina total

Tot el procés d’extraccid de proteines es va realitzar en suport fred. Un cop retirat el medi de
cultiu de les plaques on estaven sembrades les cel-lules es va realitzar el rentat dels pouets
amb tampd PBS o solucid salina tamponada amb tris (TBS, Tris-Cl 20 mM, 137 mM NaCl, 2,6
mM KCl, a pH 7,6) si es volien obtenir proteines fosforilades. Tot seguit es va afegir el tampd
d’extraccié de proteines RIPA (+) [PBS, NP40 1%, Na Deoxycholate 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 1
mM, NaF 50 mM, NaVO3 5 mM, inhibidors de proteases (complete, EDTA-free, Roche
Diagnostics)]. Amb un raspador o scraper es va raspar mecanicament el fons de la placa per tal
d’obtenir la maxima quantitat de proteines. Els homogenats obtinguts es van passar a tubs
eppendorf i es van deixar en gel durant 30 minuts en agitacié constant. Passat aquest temps,
els tubs es van centrifugar 15 minuts a 13.000 rpm i a 42C per després recollir el sobrenedant
(on es trobaven les proteines) del que es va separar una aliquota de 20 ul per a la posterior
guantificaciéd proteica. Les mostres es van congelar a -802C fins al moment de la seva

utilitzacio.

3.6.2. Extraccié de proteines nuclears
L'obtencid dels extractes proteics nuclears es va realitzar mitjancant el metode de Schreiber i
col-laboradors (258). Les cel-lules en cultiu es van tripsinitzar i centrifugar durant 5 minuts a

1.200 rpm a TA i es van resuspendre en 400 pl de tampod de lisi cel-lular hipotonic [10 mM
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HEPES pH 7,5, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 5 mM PMSF, 0,5% NP-40 i
inhibidors de proteases (Roche Diagnostics)]. Després de deixar les mostres en agitacio
constant durant 20 minuts i en fred, es van centrifugar a 11.400 rpm durant 10 minuts a 42C i
els sobrenedants (proteines citoplasmatiques) es van recollir i conservar a -802C fins al
moment de la seva quantificacié i utilitzacié. A continuacio, el pellets nuclears van ser rentats
tres vegades amb tampd de lisi i es van resuspendre en 50 pl de tampd fred d’extraccid
nuclear [20 mM HEPES pH 7,5, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF i inhibidors
de proteases (Roche Diagnostics)]. Les mostres es van deixar en gel durant 30 minuts en
agitacié constant i posteriorment van ser centrifugades a 12.000 rpm durant 15 minuts a 4°C.
Els sobrenedants (proteines nuclears) es van recollir i van ser conservats a -802C fins al

moment de la seva quantificacio i utilitzacio.

3.6.3. Determinacié de la concentracié de proteines

La quantificacié de proteines es va realitzar en plaques de 96 pous (Nunc, Thermo Scientific)
amb el kit de quantificaci6 DC protein assay (Bio Rad) basat en el metode colorimetric de
Lowry. Per a la quantificacid de proteines, 5 pl de mostra es van barrejar amb 25 pl de reactiu
A’ (compost per 20 pl de reactiu S per cada 1 ml de reactiu A) i amb 200 pl de reactiu B. La
barreja es va mantenir durant 15 minuts a TA i tapada de la llum. Passat aquest temps, es va
realitzar la quantificacid mitjancant el lector de colorimetria Varioskan Flash (Thermo®) a una
longitud d’ona de 750 nm. La proteina BSA va ser utilitzada com a proteina estandard i la recta
patrd utilitzada per a la determinacio de la concentracio proteica es va considerar valida si pel

métode dels minims quadrats el valor R? era superior a 0,95.

3.7. Western Blot (WB)

Per tal de detectar canvis en els nivells de proteines especifiques presents en les mostres es va
utilitzar la técnica de Western Blot (WB). Aquesta técnica es basa en la separacié mitjancant
electroforesi en condicions desnaturalitzants de les proteines presents en una mostra segons
el seu pes molecular, la posterior transferéncia d’aquestes proteines a una membrana de PVDF

(blot) i finalment la deteccid de la/les proteina/es d’interés mitjancant anticossos especifics.

Els homogenats de proteines en van descongelar en gel i en funcid de la concentracio de
proteina, es va utilitzar el volum necessari per a carregar la mateixa quantitat de proteina en

cada carril del gel, en el nostre cas 50 pg. A continuacid, es van barrejar els homogenats amb
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tampo de mostra 4x NuPAGE LDS (Novex, Life technologies), es va afegir agent reductor
(Novex, Life technologies) i es van incubar les mostres a 702C durant 10 minuts al termoblock

per tal de desnaturalitzar les proteines.

L'electroforesi i electrotransferencia es van dur a terme en un sistema Xcell4 SureLock Midi-
Cell (Life Technologies) utilitzant les seglients solucions preparades en fresc a partir de
solucions més concentrades que es mantenien a 42C:
- Tampd d’electroforesi MOPS/SDS : 50 nM MOPS, 50 nM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA,
ph=7,7.

- Tampd de transferencia : 27 nM Tris, 197 mM Glicina i 20% metanol.

L'electroforesi de les mostres es va fer en gels de poliacrilamida pre-cast NUPAGE Novex Bis-
Tris Gel 10% (Novex, Life technologies). Els gels es van retirar del seu envas, es van rentar amb
aigua destil-lada i es van muntar en el suport de la cubeta d’electroforesi. Seguidament, es va
omplir la cubeta amb tampd d’electroforesi, es van carregar les mostres i el marcador de pes
molecular (Novex (R) Sharp Pre-Stained protein Standard, Life technologies) i es van fer migrar

a 200V durant 1 hora.

Un cop finalitzada I’electroforesi, es va procedir a la transferencia humida de les proteines del
gel a una membrana de PVDF de 0,45 um de porus (polyvinylidene fluoride, Inmobilion-FL,
Millipore) previament activada amb metanol. Es va realitzar el muntatge tipus sandwich en un
cassette amb unes reixetes especifiques submergit en una cubeta amb tampd de transferencia

(Figura 26). La transferéncia es va realitzar durant 1 hora a 100V i 42°C.

Anode (+)

Espongeta

2 x Paper de Wathman
3 Membrana de PVDF
g Gel de Poliacrilamida

= » 2 xPaper de Wathman
> Espongeta

catode (.)

Figura 26. Representacio del muntatge tipus sandwich utilitzat en la transferéncia humida durant el protocol de
Western blot.
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El seglient pas va consistir en la immunodeteccié de les proteines d’interés mitjancant I'Us
d’anticossos especifics. Per aquest proposit es van utilitzar les seglients solucions preparades
en fresc:

- Tampé de bloqueig per a WB: 50% PBS i 50% Blocking Buffer de Odyssey (LI-COR)

- Tampd d’incubacié per a WB : 50% PBS, 50% Blocking Buffer de Odyssey i 0,1% Tween-

20 (Sigma-Aldrich)

- Tampd de rentat per a WB : PBS + 0,1% Tween-20

Per a I'estudi de proteines fosforilades, en tots els passos es va substituir el PBS per tampd

TBS.

En primer lloc es van activar les membranes amb metanol absolut i es van rentar amb PBS o
TBS 1x. Posteriorment es van bloquejar durant 1 hora a TA amb tampd de bloqueig i
seguidament es van incubar O.N. a 42C en agitacid continua amb un anticos primari especific
per a les proteines d’interes (Taula 3). Després de la incubacid, es van realitzar tres rentats de
5 minuts amb tampd de rentat i les membranes es van incubar 50 minuts resguardades de la
[lum amb un anticos secundari (que detecta I'anticos primari) conjugat amb fluorofors que
emeten senyal en l'infraroig proper (680 nm i/o 800 nm, LI-COR). Finalment es van realitzar

tres rentats de 5 minuts amb tampd de rentat i un dltim rentat de 10 minuts amb PBS o TBS.

Per dltim, la presencia de les proteines d’interes en les membranes es va detectar i analitzar
utilitzant un sistema de generacié i analisi d’'imatges mitjancant I"aparell Odyssey (LI-COR)
basat en la deteccid de fluorescéncia de I'infraroig proper. La intensitat de les bandes en les
membranes es va quantificar amb el programa especific del mateix sistema (software odyssey
V3.0) i aixi es van poder comparar les variacions en els nivells proteics entre diferents
condicions experimentals. Els valors densitomeétrics de les bandes que corresponien a les
proteines d’estudi es van normalitzar amb els valors de les bandes d’a-tubulina (control
intern) corresponents. Els resultats es van mostrar com la mitjana + error estandard de la

mitjana (SEM), calculats a partir d'un minim de tres experiments independents.
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Anticossos primaris Dilucio Casa comercial

Rabbit anti-phospho-NF-xB p65 (Ser 536) clone EP2294Y | 1:2000 MercK -Millipore
Rabbit anti-NF-xB p65 (D14E12) XP® 1:1000 Cell Signaling
Mouse anti-Phospho-IxB-c (Ser32/36) (5A5) 1:1000 Cell Signaling
Rabbit anti-IKB alpha antibody [E130] 1:1000 Abcam
Rabbit anti-Survivin antibody [EP2880Y] 1:1000 Abcam
Rabbit anti-Cyclin D1 antibody [EPR2241] 1:1000 Abcam
Rabbit anti-Bcl-2 antibody [E17] 1:1000 Abcam
Rabbit anti-phospho-Akt (S473) (D9E) XP® 1:1000 Cell Signaling
Rabbit anti-Akt (pan) (C67E7) 1:1000 Cell Signaling
Rabbit anti-CXCR2 antibody 1:1000 Abcam
Mouse anti-Msh2 (Ab-2) (FE11) 1:500 Merck Millipore
Mouse anti-a-tubulin, clone B-5-1-2 1:20000 Sigma-Aldrich

Anticossos secundaris Dilucié Casa comercial
IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:10000 LI-COR
IRDye 800 Donkey Anti-rabbit 1:10000 LI-COR
IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:10000 LI-COR

Taula 3. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en la técnica de Western blot.

3.8. Inmunocitofluorescéncia (ICF)

Per tal d’estudiar la localitzacié subcel-lular de la subunitat p65 de NF-kB en les linies HT29 i

HTOXAR3 es va utilitzar la tecnica de ICF. Per a I'assaig de ICF es van utilitzar les segiients

solucions preparades en fresc:

Soluci6 4% paraformaldehid (PFA) (Panreac): Es va dissoldre 1 gram de
paraformaldehid en 20 mL d’aigua miliQ en agitacié i a una temperatura de 65°C. Es
varen afegir 20 pL de NaOH 10 M per tal d’ajudar en el procés de dissolucid. Un cop
dissolt es va ajustar el pH a 7,2 mitjangant HCl al 25%. Es va filtrar i es va guardar la
solucio protegida de la llum a 429C fins al moment de la seva utilitzacié.

Tampd de bloqueig i permeabilitzacié : PBS, Trit6X-100 0,3%, FBS 5%, serum AB huma
5%

Les cél-lules HT29 i HTOXAR3 van ser sembrades en un sistema de petites cambres de cultiu

sobre portaobjectes (Millicell EZ slide, Millipore) a una densitat de 50.000 cel-lules per cambra
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i es van deixar créixer durant 48 hores. Passat aquest temps, es va retirar el medi de les
cambres i es va realitzar un rentat de 5 minuts amb PBS 1X esteril. Posteriorment es van fixar
les cel-lules amb PFA 4% durant 20 minuts a TA i tot seguit, es van realitzar 3 rentats de 5
minuts amb PBS 1X esteril i es va procedir al bloqueig i permeabilitzacié amb tampd de
bloqueig durant 30 minuts a TA. A continuacié es va dur a terme la incubacié de I'anticos
primari anti-p65 (dilucié 1:400 en tampd de bloqueig) O.N. i a 42C. Transcorregut aquest
temps, es van fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1X esteéril i es va afegir I'anticos secundari
anti-rabbit Alexa-555 (dilucié 1:500 en tampd de bloqueig) durant 40 minuts a TA i protegit de
la llum. Es van realitzar 3 nous rentats de 5 minuts amb PBS 1X i es va dur a terme la tincié dels
nuclis amb DAPI gold-antifade (Invitrogen, Life Technologies), medi de muntatge fluorescent
gue conté el tint nuclear i que evita que es cremi la mostra per sobreexposicio a la llum. Es va
col-locar un cubreobjectes i es va segellar mitjancant I'is d’esmalt d’ungles transparent. Els
portaobjectes es van mantenir a 42C resguardats de la llum fins al moment de la seva

observacié amb el microscopi de fluorescéncia Axio Observer Z1 (Carl Zeiss).

3.8.1. Adquisicio de les imatges

Per a I'obtencié de les imatges es va utilitzar el modul ApoTome acoplat al microscopi Axio
Observer Z1. Es tracta d’un sistema optic basat en tres graelles de diferents freqliéncies que es
modifiquen segons el gruix de la mostra i el fluorofor utilitzat. El sistema ApoTome s’utilitza
per a prevenir punts desenfocats i possible soroll de fons de la mostra i per tant, ens permet
obtenir imatges d’elevat contrast i amb una major resolucié en la direccid Z respecte de les

imatges realitzades amb microscopia de fluorescéncia convencional.

Per determinar amb exactitud la localitzacid subcel-lular de p65 es va realitzar un analisi per z-
stack, modul que permet obtenir una serie d’'imatges transversals a diferents nivells de la

cél-lula. En el present estudi es van obtenir seccions de 0,750 pum.

Per a comprovar que la senyal fluorescent era deguda exclusivament a la deteccié especifica
de I'anticos primari, es van realitzar controls negatius en els que es va ometre la presencia
d’anticos primari en la incubacié. Aquests controls negatius van permetre determinar el nivell
d’exposicié maxim de cada fluorofor per a que la senyal obtinguda fos deguda Unicament a la

proteina d’estudi.
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3.9. Determinacio de la mort cel-lular per lodur de propidi

Per a determinar la mort cel-lular després del tractament amb oxaliplati, curcumina o la
combinacié d’'ambdds es va fer una tincié amb iodur de propidi (Pl, propidium iodide. Sigma-
Aldrich) el qual és un compost fluorescent intercalant de I’ADN que només penetra en les
cél-lules que tenen la membrana danyada degut als processos de mort. La fluorescéncia emesa

per les cel-lules no viables es pot detectar mitjancant citometria de fluxe.

Les cél-lules HT29 i HTOXAR3 es van sembrar en plaques de cultiu de 6 pous (Nunclon, Nunc) a
una concentracié de 300.000 ceél-lules/pou durant 24 hores moment en que es va retirar el
medi i es va procedir al tractament durant 24, 48 i 72 hores amb oxaliplati, curcumina i la
combinacio de tots dos a dosis equivalents a la IC50 de cada farmac. Passat aquest temps, es
va recollir el sobrenedant i es va desar en un tub falcon. A continuacid es van netejar els pous
amb PBS, es va afegir 1 mL d’ acutasa (StemPro® Accutase®; Gibco, LifeTechnologies) per tal de
desadherir les cel-lules i es va deixar actuar durant aproximadament 5-10 minuts a 372C i 5%
de CO,. Una vegada desadherides, les cél-lules es van afegir al tub Falcon on anteriorment
haviem recollit el sobrenedant i es van centrifugar durant 5 minuts a 1.200 rpm i a TA. El pellet
obtingut va ser ressuspés en 1 mL PBS i es van afegir 20 ul de Pl a cada tub obtenint una
concentracid final de 3 uM. El pellet cel-lular es va ressuspendre i la solucié es va transferir a
tubs especifics per a citometria de flux que es van mantenir en gel i protegits de la llum fins al

moment de I'analisi en un equip FACS Canto Il (Beckton Dickinson) (Figura 27).
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Figura 27. Imatge de la distribucié de la poblacié de cél-lules vives i mortes després de la tincié amb Pl i 'analisi
mitjangant citometria de flux.
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3.10. Analisi de I'expressio génica

Per als estudis d’expressié genica es va partir d’ARN obtingut de dues fonts diferents. D’una
banda, es va utilitzar ARN total de linies cel-lulars i d’altra banda, ARN total de mostres
d’explants de metastasis hepatiques derivades de pacients amb CCRa fixades amb formol i
incloses en parafina. Segons la naturalesa de la mostra, el metode d’extraccié d’ARN emprat va

ser diferent.

3.10.1. Extraccié d’ARN de linies cel-lulars
L'obtencié d’ARN a partir de linies cel-lulars es va realitzar utilitzant un kit comercial (E.Z.N.A.®
Total RNA Kit, OMEGA) basat en la retencié d’acids nucleics en membranes de silice.

L’extraccid es va realitzar seguint el protocol descrit pel fabricant:

Es va afegir un volum de 350 pl de tampd de lisi (tampéd TRK + 7 pL de PB-
mercaptoetanol/mostra) en pellets de menys de 5 x 106 cél-lules i de 700 uL per a pellets de
fins a 107 cél-lules. Seguidament, es va afegir a cada mostra 350 ul d’etanol al 70 % (preparat
amb H,O0 lliure d’ARNases o aigua DEPC) i es va vortejar 5 segons, 2 vegades. El lisat resultant
(700 pl maxim) es va passar a una columna d’extraccié + tub col-lector i es va centrifugar 1
minut a 11.000 rpm i TA. A continuacid, es van fer rentats de la columna amb 500 pL de Wash
buffer | primer i després amb 500 uL Wash Buffer Il (2 vegades) centrifugant cada vegada 1
minut a 11.000 rpm i TA. A continuacid, es va centrifugar 2 minuts a 11.000 rpm i TA per tal
d’assecar completament la columna, i seguidament aquesta es va introduir en un tub
eppendorf de 1,5 mL i es va eluir TARN amb 40 pL de H,0O lliure d’ARNases o aigua DEPC

centrifugant 1 minut a 11.000 rpm i 42C.

L’ARN obtingut es va tractar amb DNAasa (DNA-free kit Dnase treatment; AMBION, Life
technologies) (4 uL de 10X Dnase | Buffer i 1,5 pL de rDNase I) a 372C durant 3 minuts. Passat
aquest temps, es va inactivar la reaccié amb 4 pL de Dnase Inactivation Reagent durant 2
minuts a TA. Finalment, es van centrifugar les mostres a 14.000 rpm durant 1 minut a 42C i es
va recollir el sobrenedant (ARN purificat) en un tub eppendorf nou. Les mostres d’ARN es van

mantenir a -802C fins a la seva quantificacié i utilitzacio.
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3.10.2.Extraccié d’ARN parafinat

3.10.2.1. Desparafinitzacio i digestié

Es va partir de portaobjectes de vidre on s’havien dipositat talls d'uns 10 um de gruix
provinents de mostres de tumors incloses en parafina. Aquests portaobjectes es van introduir
en xilol (QCA) durant 10 minuts i després de deixar-los assecar durant 20 minuts a TA es va
rascar la mostra romanent amb un bisturi i es va dipositar en un tub eppendorf amb 200 pL de
solucié de digestio (10 mM Tris-HCL ph=8, 0,1 mM EDTA pH=8, 2% SDS i H,0 de ARNases) i 10
pL de proteinasa k (20 mg/ml; Qiagen), es van agitar lleugerament i es van deixar incubant

O.N. a 652C i en agitacié constant.

3.10.2.2. Extraccié de I’ARN
En aquest cas, degut a la poca quantitat de teixit parafinat de partida, 'ARN es va obtenir

mitjancant el metode del Trizol. Tot el procés es va realitzar en gel.

A les mostres digerides la nit anterior es van afegir 800 pyL de Trizol (Invitrogen, Life
Technologies), es va barrejar la mostra, es van afegir 160 pL de cloroform (Applichem,
Panreac) i es van deixar incubant 2-3 minuts a TA. Passat aquest temps, els tubs es van
centrifugar a 13.400 rpm durant 15 minuts a 42C, moment en que es van obtenir tres fases
clarament diferenciables, una fase inferior de color vermell formada per fenol-cloroform, una
interfase, i una fase aquosa superior on es trobava I’ARN. Aquesta ultima es va recollir en un
nou tub eppendorf, es van afegir 2,5 L de glicogen (Roche Diagnostics) i 400 pL d’isopropanol
(Sigma-Aldrich) i la barreja es va deixar incubant durant 10 minuts a 42C per posteriorment
centrifugar-la a 13.400 rpm durant 10 minuts a 42C. El pellets resultants es van ressupendre en
800 pL d’etanol al 75% (rentat) i es van centrifugar a 2.900 rpm durant 5 minuts a 42C. Es va
descarta el sobrenedant (etanol) i els pellets es van deixar assecar a TA durant 5-10 minuts per
posteriorment ressuspendre’ls en uns 40 pL de H,O0 lliure d’ARNases. Tot seguit, les mostres es
van incubar a 602C durant 10 minuts i es va procedir al tractament amb DNAasa tal i com ha
estat detallat en el punt anterior. Finalment, les mostres van ser congelades a -802C fins al

moment de la seva quantificacio i utilitzacio.

A la figura 28, es troben esquematitzats els processos d’extraccid d’ARN a partir de cel-lules i

teixit parafinat.
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3.10.3. Quantificacié de les mostres d’ARN

La quantificacid (ng/ulL) i mesura de la qualitat de ’ARN obtingut es va realitzar mitjancant
I’equip NanoDrop TM ND-1000 (Thermo Scientific), a partir de la mesura de les absorbancies
de la mostra a 260 i 280 nm. Per a treballar amb microarrays d’expressié és important obtenir
mostres d’alta qualitat (1,7 < Ratiazso/a2s0 < 2,1) i ben purificades (no preséncia d’ADN). Es va

analitzar la presencia d’ADN contaminant a les mostres mitjangant un gel d’agarosa a I'1%.
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Figura 28. Esquema explicatiu del procediment d’extracciéo d’ARN a partir de pellets cel-lulars o teixit parafinat.
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3.10.4. Retrotranscripcié

La retrotranscripcié (RT) és un procés basat en la sintesi d’ADN complementari (ADNc)
utilitzant com a motlle ARN monocatenari mitjancant I’enzim transcriptasa inversa
(retrotranscriptasa). Per a I'obtencié de I'ADNc es va partir d’'uns 3 pg d’ARN en un volum final
de 10 pL que es van incubar amb 2 uL de MIX 1 [1 uL de 10 mM dNTPs (Ecogen) i 1 pL de 250
ng/mL Random Hexamer Primer (Thermo Fisher Scientific)] durant 5 minuts a 652C. A
continuacid, es van afegir 8 uL de MIX 2 [2 pL de 0,1 M dithiotreitol (DTT) (Thermo Fisher
Scientific), 4 puL de Buffer de reaccié 5X (Thermo Fisher Scientific), 1 uL de RNAasa OUT
(Thermo Fisher Scientific) i 1 uL d’enzim MMLV resverse transcriptase 200u (Thermo Fisher
Scientific)]. Les condicions de PCR utilitzades per a I'amplificacié de I'ADNc van ser les segilients

(Figura 29):

25eC 45’

Figura 29. Condicions de PCR utilitzades en el procés de retrotranscripcio.

El producte obtingut es va diluir en H,0 lliure de nucleases fins una concentracié d’ADNc final

de 20 ng/uL i es va congelar a -202C fins al moment de la seva utilitzacid.

3.10.5. Expressié d’ARNm a temps real (qPCR)

La gPCR (quantitative polymerase chain reaction) és una técnica que permet detectar i
quantificar simultaneament I'amplificacié de I’ADN en temps real mitjancant la deteccid del
senyal fluorescent que emet durant la seva sintesi per accié d’un fluorofor. Aquest senyal

fluorescent és directament proporcional a la quantitat de producte generat.

Els experiments es van realitzar en plaques de 354 pous, introduint:
- 3repliques per mostra d’estudi.
- 3repliques de calibrador o ARN de referencia.
- 2repliques de control negatiu per a cada mix.

- 2repliques de control negatiu de RT.
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- 3 repliques per a cada mostra de RTMINUS, que consisteix en introduir ARN no

retrotranscrit per a comprovar I'abséncia d’ADN a la mostra de partida.

L'equip utilitzat va ser el LightCycler® 480 PCR system (Roche). L'ADNc es va amplificar
mitjancant el kit KAPA SYBR® Fast qPCR kit Master Mix (2X) (KAPA Biosystems, Woburn, MA,
USA), consistent en la polimerasa KAPA SYBR®DNA polymerase, colorant fluorescent SYBR®
Green [, MgCl,, dNTPs i estabilitzadors. La polimerasa KAPA SYBR®DNA polymerase esta
especialment dissenyada per a realitzar gPCR utilitzant el colorant fluoresecent SYBR Green |,
el qual, detecta els productes de PCR mitjancant la seva unio a les cadenes d’ADN formades en

aquesta reaccid. A la Figura 30, es detalla el procés de gPCR mitjangant SYBR green:

1. Inici de la reaccié: El SYBR*Green | emet fluorescéncia quan s’uneix a la
doble cadena d’ADN.

L a- -8 8- -8

2. Desnaturalitzacié: Quan I’ADN es desnaturalitza, el SYBR*Green | salliberai
la fluorescéncia es redueix drasticament.

3. Polimeritzacié: Durant |'extensid, s’uneixen els primers i es genera el
producte de PCR.

Forward primer

_.,_

o D —r—
Reverse primer

4. Polimeritzaci6 complerta: Quan s’ha completat la polimeritzacio, el
SYBR*Green | s’uneix al producte de doble cadena, resultant en un increment
netde la fluorescéncia detectada pel sistema LightCycler® 480 PCR system .

®- 9 0 8 o

" ——

Figura 30. Esquema del procés de qPCR mitjancant SYBR green.
Es va utilitzar la mesura de I'expressié del gen de la B-actina com a control endogen (veure

més endavant). Les parelles de primers (Sigma-Aldrich) utilitzats en aquest estudi estan

detallats a la Taula 4:
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Primer forward (5°-3’) Primerreverse (3’-5’)
CXCL8 TCTTGGCAGCCTTCCTGATTTC GTGTGGTCCACTCTCAATCACTCT
CXCL1 AACCCCAAGTTAGTTCAATCTGGA CATGTTGCAGGCTCCTCAGAA
CXCL2 TCAAACCCAAGTTAGTTCAATCCTGA | GCTGACATGTGATATGTCATCACGAA
B-actina TGAGCGCGGCTACGCTT TCCTTAATGTCACGCACGATTT

Taula 4. Parelles de primers utilitzats en els assajos de qPCR

La mida dels productes de PCR generats amb aquests primers van ser de 155 parells de bases

(pb) per a CXCL8, 104 pb per a CXCL1i 113pb per a CXCL2.

Els reactius necessaris per dur a terme la reaccié de PCR es troben detallats a continuacié

(Taula 5):

Ci cf Volum (pL)
Mostra ADNc 2 uL
KAPA SYBR Fast 2X 1X 5uL
Master Mix 2X
Primers 20 uM 0,2 uM 0,1 pL
H,0 lliure d’ARNases Finsa 10 pL 2,9 uL

Taula 5. Volums necessaris de mostra d’ADNc, KAPA SYBR Fast Master Mix, primers i H,0 lliure d’ARNases per a
dur a terme la reaccié d’amplificacié de FADNc. Ci: concentracié inicial Cf: concentracié final.

Les condicions de PCR utilitzades van ser les seglients (Figura 31):

x 40 cicles
g5°C  :95°C

72°C

T{}’ 159:

Figura 31. Condicions de PCR emprades per a 'amplificacié de ’ADNc
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La quantificacié relativa de I’expressid génica es va calcular d’acord amb el metode comparatiu
del cicle llindar o 2% (259). Es defineix com a cicle llindar, el cicle de PCR en que la
fluorescencia supera la fluorescéencia basal. Aquest valor es troba a la zona d’amplificacid
exponencial. Per tant, per a cada una de les mostres es va establir el valor d’expressio de cada

gen com el cicle de PCR que talla amb aquest llindar (Ct). (Figura 32):

SRESEEEEE
E 1040 =._:1 Valor llindar
E Fase
. .
; exponencial
S 10m
c
QD
o
w
g 10A-2
=]
w

‘Ma T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 B8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Ciclede PCR

Figura 32. Grafic d'amplificacio génica analitzada una vegada ha finalitzat el procés. Les corbes representen
I'amplificacié del gen per a cada mostra. El valor llindar, dependent de cada gent, talla per la part inferior de la zona
d'amplificacié exponencial.

A continuacié es va calcular la diferencia de Ct, o ACt, com la diferéncia de cicles entre el gen

experimental i el del control endogen mitjancant la formula:

ACt=Ct gen problema — Ct gen endogen

Per a que totes les mostres fossin comparables entre elles, els valors d’expressié van ser
normalitzats amb una mateixa mostra de referencia o calibrador (Human Reference RNA,

Stratagene), mitjancant la férmula:

AACt = ACt mostra problema ~ ACt calibrador

-AACt

Finalment, el valor d’expressid, calculat com 2 , es va referenciar al calibrador (AACt = 0),

2 -AACt

mostrant quantes vegades per sobre o per sota del calibrador ( = 1) s’expressa el gen

problema en cada mostra.
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Per a cada mostra es van realitzar 3 experiments independents (procedents de 3 RT
independents) per a cada gen. En cada experiment, la desviacié estandard entre les 3 répliques
per mostra de cada gen havia de ser inferior a 0,25.

D’altra banda, per a considerar que una mostra no estava contaminada per ADN genomic, el
valor de RT MINUS havia de ser inferior a 5, segons la fdrmula:

-AACt — 9Ct RTMINUS gen endogen — Ct gen endogen
2 RTMINUS — 2 & & & &

i finalment : 100 / 2AACERTMINUS . o

3.11. Analisi de I'’expressid per tecnologia Microarray

Aquesta técnica es va utilitzar per a identificar els efectes sobre I'expressié genica dels
tractaments amb oxaliplati i oxaliplati més curcumina comparant la linia HT29 amb la seva
derivada resistent a oxaliplati, HTOXAR3. L'estudi es va realitzar mitjancant la plataforma
Agilent Human V2 Microarrays (Agilent) al servei de genomica i bioinformatica del nostre
Institut de recerca. 100 ng d’ARN total es van retrotranscriure a cRNA i van ser marcats amb el
nucleotid fluorescent Cy3-CTP mitjancant el kit Quick Amp Labeling kit (Agilent). Posteriorment
es va procedir a la hibridacid i rentat dels arrays i tot seguit, a I'escaneig i extraccié d'imatges
utilitzant un programa informatic comercial seguint les instruccions del fabricant (Agilent). En
el pre-processament i analisi de les dades es va corregir el soroll de fons (background)
mitjancant el metode normexp, i es va aplicar una normalitzacié de quantils per tal que les
distribucions del log2 de les intensitats fossin comparables entre mostres. L'expressio
diferencial de gens va ser analitzada mitjancant el model lineal empiric Bayesia. La significacio
estadistica en I'expressidé génica diferencial va ser determinada establint un valor de false
discovery rate (FDR, calibra la proporcié de falsos positius) aplicant el métode de Benjamini
and Yekutiely de correccié per I'ajustament de comparacions multiples amb el paquet

estadistic Limma en entorn R (260).

Per a determinar els gens diferencialment expressats entre les diferents condicions
experimentals, es va aplicar un filtre dual que consistia en el punt de tall o cut-off i el valor
absolut de fold change (| FC | > 1,2 i g-valor < 0,05) en cada comparacié especifica. Les
interseccions entre les llistes de gens es van representar mitjancant diagrames de Venn amb

I’aplicacié Venny 2.02 (http:// bioinfogp.cnb.csic.es /tools /venny/ index.html).
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3.11.1. Analisi d’enriquiment funcional

A partir dels gens diferencialment expressats de forma significativa es van estudiar possibles
enriquiments rellevants de gens en les categories de gene ontology (GO) mitjancant el web
GOrilla (261, 262). Per a la confirmacié independent d’aquestes dades es va utilitzar I'eina
GSEA (gene set enrichment analysis)

(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/annotate.jsp)

3.12. Silenciament génic amb siRNAs

La interferéncia per ARN (ARNi) descoberta per Craig Mello i Andrew Fire I'any 1998 (263) és
un procés de silenciament genic post-transcripcional de gens especifics pel qual ARNs de 21 a
23 nucleotids de doble cadena (siRNA, small interfering RNAs) s'uneixen a seqiiencies d'ARNm
complementaries causant la seva degradacio i el conseglient silenciament genic i proteic. En la
present tesi doctoral, aquesta técnica es va utilitzar per al silenciament génic transitori de les
guimiocines CXCL1 (siCXCL1) i CXCL8 (siCXCL8). Per fer-ho es van utilitzar pools de 4 siRNAs
diferents i especifics per a cadascun dels gens aixi com un control negatiu (siCNT), tots de la
casa comercial Dharmacon (On-TARGET plus SMART pool Human #1L-003898-00, #L-004756-00
i D-001810-10-05, respectivament). El control negatiu consisteix en un oligonucleotid de
seqiiencia no homologa a cap ARN huma. A més a més, es va incloure un control de toxicitat
de la transfeccié o Mock consistent en cél-lules no transfectades amb siRNA. La concentraci6
d'oligonucleotids per aconseguir al menys un 70% de silenciament a nivell génic es va establir

per a cadascun dels gens en estudi: 25 nM per a siCXCL1 i siCXCL8 i 3 nM per a siCNT.

Les cel-lules HTOXAR3 van ser tripsinitzades, comptades amb la cambra de Newbauer i
concentrades a 2,5 x 10° cél-lules/mL en medi de cultiu DMEM (Gibco, Thermo Fisher
Scientific) lliure d’antibiotics (medi de transfeccid). Les cel-lules es van mantenir a 372C i 5%
CO; fins al moment de la transfeccid. Els siRNA es van afegir a plagues de 6 pous (Nunc,
Labclinics) i es van deixar 5 minuts a TA en medi OptiMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
sense FBS a un volum final de 500 pl. A continuacié es van incorporar 5 pyL de l'agent de
transfeccié Lipofectamina®rnaimax (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) barrejant suaument el
contingut del pou i deixant 20 minuts a TA i protegint de la llum per a la formacio dels
complexes de transfeccié. A continuacid, es va afegir 1 mL de suspensié cel-lular (2,5 x 10°
cél-lules/mL) a cada un dels pous i medi DMEM (Gibco, Life technologies) de transfeccio fins a
un volum final de 2,5 mL/pou i es van incubar les plaques a 372C i 5% de CO, durant 24 hores.

Passat aquest temps, es va substituir el medi de transfeccié per medi fresc suplementat amb
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antibiotics i es van tornar a deixar les plaques durant 24 hores a 372C i 5% de CO; fins al

moment de la valoracié del silenciament i/o el seu Us per a posteriors experiments (Figura 33).

Cel-lules HTOXARS3 en cultiu =

Tripsinitzacié i comptatge de 2,5x 105 cels/mL
cel-lules DMEM (- Antibiotics)

g
3
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Assajos de viabilitat i valoracio de la transfeccio

Figura 33. Esquema explicatiu del procediment de silenciament génic mitjangant siRNA.

3.13. Assaig ELISA

Per tal de determinar la concentracid proteica de CXCL8 i CXCL1 present en el sobrenedant
(medi de cultiu) de les cel-lules HT29 i HTOXAR3 es va utilitzar I'assaig d’ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). L'assaig ELISA és una técnica d’'immunoassaig en la qual un anticos
immobilitzat en una placa pot detectar un antigen (proteina) que a la vegada és reconegut per

un anticos secundari conjugat amb un enzim que en contacte amb els seu substrat genera un
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producte detectable, com per exemple un canvi de color del medi que pot ser detectat i

guantificat per un espectrofotometre (Figura 34).
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Figura 34. Esquema explicatiu del procediment d'ELISA.

Es van sembrar 300.000 cel-lules per pou en plaques de 6 pous (Nunc, Labclinics) i passades 24
hores es va procedir al tractament amb diferents concentracions d’oxaliplati, curcumina i la
combinacio de tots dos durant 24 hores. Transcorregut aquest temps, es va recollir el medi

sobrenedant de cada pou (1 mL) amb el que es va procedir a realitzar I'assaig ELISA:

3.13.1. Detecci6 de CXCL8

Per mesurar els nivells proteics de CXCL8 es va fer servir el kit /L-8 OptEIA ELISA Set (Becton
Dickinson). En primer lloc, es van cobrir els pous de la placa de 96 amb 100 uL de I'anticos anti-
CXCL8 (Capture antibody) diluit 1:250 en Coating Buffer (0,1 M Na,COs, pH 9,5, 10N NaOH) i es
va deixar incubant O.N. a 42C. Al dia seglient, es van realitzar 3 rentats amb Wash Buffer (PBS
+ 0,05% Tween-20), es van afegir 200 ul d’Assay diluent (tampé de bloqueig. PBS + 10% FBS) i
es va incubar la placa a TA durant 1 hora. Tot seguit, es va aspirar I’Assay diluent dels pous i es
van realitzar 3 rentats amb Wash Buffer de la mateixa manera que en el pas anterior. A
continuacid, es van preparar les dilucions per a la recta patré mitjancant I'estandard proveit
pel kit i les dilucions % de les mostres d’estudi amb |’ Assay diluent. Un volum de 100 pl de
cada mostra es va afegir en els pous corresponents i es va deixar incubar durant 2 hores a TA.
Passat aquest temps, es van aspirar les mostres i es van realitzar 5 nous rentats amb Wash
Buffer. A continuacio es van afegir 100 ul de Working Detector [Assay Diluent + Detection
Antibody (dilucié 1:250) + Sav-HRP reagent (dilucié 1:250)] a cada un dels pous i es va deixar
incubar la placa durant 1 hora a TA. Posteriorment, es va extreure el Working Detector i es van
realitzar 7 rentats amb Wash Buffer. Tot seguit, es van afegir 100 pl de Substrate Solution a

cada pou i es va incubar la placa durant 30 minuts a TA protegida de la llum. Finalment es van
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afegir 50 pl de Stop Solution (2N H,SO,) i immediatament es va llegir I'absorbancia a 450 nm

mitjancant I'espectrofotometre Varioskan (Thermo®).

3.13.2. Deteccio de CXCL1

En aquest cas es va utilitzar el kit RayBio Human GRO-alpha ELISA kit (RayBiotech) que a
diferéncia de I'anterior, ja portava immobilitzat I'anticos primari anti-CXCL1 al fons dels pous
de la placa de 96 i per tant, el primer pas va ser diluir les mostres 1/2 i preparar les dilucions
per a la recta patrd utilitzant 1X Assay diluent. A continuacid, es van afegir 100 uL de cada
mostra en els pous corresponents i es va deixar incubar O.N. a 42C. L’'endema es va retirar la
mostra, es van realitzar 4 rentats amb 300 uL de 1x Wash Buffer i es van afegir 100 ul de 1X
biotinylated antibody a cada pou deixant 1 hora a TA en agitacié constant. Passat aquest
temps, es van realitzar 4 rentats amb 300 uL de 1X Wash Buffer, es van afegir 100 puL de
Streptavidin solution i es va deixar incubant durant 45 minuts a TA i en agitacié constant.
Després de 3 rentats més amb 300 uL de 1X Wash Buffer es van afegir 100 uL de TMB (3,3,
5,5 — tetramethylbenzidine) One-Step Substrate Reagent deixant la placa 30 minuts a TA
protegida de la llum. Finalment es van afegir 50 ul de Stop Solution (0,2 M H,SQj) i
immediatament es va llegir 'absorbancia a 450 nm mitjancant I'espectrofotometre Varioskan

(Thermo?®).

3.14. Analisi estadistic

L’analisi estadistic i la representacié grafica de les dades es va dur a terme amb el programa
Graphpad Prism v4 per a Mac OS. En tots els casos es van realitzar un minim de 3 experiments
independents. Els resultats es mostren com el mitjana = SEM i per fer la comparacié entre
dues condicions experimentals (per exemple: No tractament i tractament amb oxaliplati) es va
utilitzar el test paramétric de t de Student per a dades aparellades, després de comprovar que
les dades s’ajustaven a una distribucié normal. En el cas de comparacions multiples es va fer
servir el test ANOVA de dos factors seguit del test de Bonferroni per a valorar les
comparacions entre mitjanes individuals. En tots els casos es va estudiar en primer lloc la
homogeneitat de la variancia. En aquells casos en els que es van obtenir diferencies
significatives en la homogeneitat de la variancia, les dades es van transformar al seu logaritme
en base 10 i es van tornar a analitzar estadisticament. Es va considerar que les dades eren

significativament diferents quan el valor de p va ser inferior a 0,05.
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En el cas de dues mostres aparellades en queé els valors de la variable en estudi no seguien una
distribucié normal es va fer servir la prova no paramétrica dels rangs amb signe de Wilcoxon.
Es va considerar que les dades eren significativament diferents quan el valor de p va ser

inferior a 0,05.

Les diferencies entre tractaments individuals es van calcular a partir de la representacio grafica
de les corresponents corbes dosi-resposta i el subseqient analisi per regressié no lineal i test
F. Per a la construccido de les corbes, es van transformar les dades de dosi calculant el
corresponent Log[dosi] i representant-les a I'eix de les abscisses. Els valors de viabilitat cel-lular
corresponents a cada una de les dosis es van normalitzar i es van representar a I'eix
d’ordenades. Es va considerar que les dades eren significativament diferents quan el valor de p

va ser inferior a 0,05.

L'analisi estadistic corresponent a |'estudi de microarrays es troba explicat en I'apartat 3.11.
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4. RESULTATS
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Gran part dels resultats corresponents al treball realitzat en el transcurs de la present tesi
doctoral han estat publicats en la revista cientifica Scientific Reports (2016) sota el titol:
Curcumin mediates oxaliplatin-acquired resistance reversion in colorectal cancer cell lines
through modulation of CXC-chemokine/NF-xB signaling pathway. Viceng Ruiz de Porras, Sara
Bystrup, Anna Martinez-Cardus, Raquel Pluvinet, Lauro Sumoy, Lynne Howells, Mark I. James, Chinenye
Iwuji, José Luis Manzano, Laura Layos, Cristina Bugés, Albert Abad & Eva Martinez-Balibrea (veure

Annex 1).

4.1. Resultats de I'objectiu 1

4.1.1. Estudi de l'activaci6 de NF-xB en linies cel-lulars de CCR sensibles i amb
resisténcia adquirida a oxaliplati

Resultats previs del nostre grup suggerien la implicacié del factor de transcripcid NF-kB en
I'adquisicid de resisténcia a oxaliplati en els nostres models cel-lulars amb resisténcia adquirida
a aquest farmac (102). Per tal de validar aquesta hipotesi es va analitzar I'activacid basal de NF-
kB en tres linies cel-lulars de CCR (HT29, LoVo i DLD1) i en les seves linies derivades amb
resisténcia adquirida a oxaliplati (HTOXAR3, LoVOXAR3 i DLDOXARS3, respectivament). Per fer-
ho, mitjancant western blot es va estudiar I'estat de fosforilacié de les proteines p65 en el
residu Ser536 (p-p65 Ser536) i d’lkBa en els residus Ser32 i Ser36 (p-lkBa Ser32/36) en
extractes de proteines obtingudes de les diferents linies cel-lulars recollides després de 48
hores en cultiu. A més a més, es van analitzar els nivells de Bcl-2, Survivina (proteines
antiapoptotiques) i Ciclina D1 (proteina proproliferativa) que sén tres proteines I'expressio
génica de les quals esta regulada per NF-kB i que estan estretament relacionades amb els
processos de quimioresistencia (168). Tal i com es pot observar a la Figura 35, es va detectar
una banda intensa corresponent a la proteina p65 fosforilada en el residu Ser536 en totes les
linies cel-lulars estudiades el que indica una activacié constitutiva de la via de NF-kB. A més a
més, es va poder observar un augment significatiu en les bandes corresponents a aquesta
proteina en les linies resistents HTOXAR3 (Figura 35a,b) i DLDOXAR3 (Figura 35a,c) en
comparacié a les seves linies cel-lulars parentals sensibles a oxaliplati, suggerint que, almenys
en aquestes dues linies, la pressi6 selectiva del farmac ha provocat un enriquiment de cél-lules

amb una major activacié de la via.

La fosforilacid de IkBa és un pas essencial en I'activacié de la via de NF-kB i es tradueix en la
seva degradacié pel proteasoma 26S i la conseglient translocacié nuclear de I’heterodimer

p65/p50. En consonancia amb I'hiperfosforilacié de p65 en HTOXAR3 i DLDOXAR3, també es va
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observar un increment significatiu en les bandes corresponents a IkBa fosforilada en els
residus Ser32 i Ser36 en aquestes linies i també en LoVOXAR3 en comparacié amb LoVo.
Malgrat aix0, no vam observar diferencies significatives en els nivells basals de IkBa total entre

les linies cel-lulars sensibles i les resistents.

En relacié a Bcl-2, Survivina i Ciclina D1 es va observar un increment significatiu de les bandes
corresponents en el model resistent HTOXAR3 en comparacié a la linia HT29 (Figura 35a,b)
mentre que en els altres models aquest increment només es va observar en Bcl-2 i Ciclina D1
en la linia LOVOXAR3 (Figura 35a,c) i en Survivina en el cas de DLDOXAR3 (Figura 35a,d). Ala
Figura 35a, a I'alcada corresponent al pes molecular de Bcl-2 s’hi poden observar dues bandes
clarament diferenciades. Aquest fet és degut a que aquesta proteina s’expressa en dues
isoformes diferents: Bcl-2a (26 kDa) que representa la isoforma majoritaria i Bcl-2p3 (22 kDa).
Resulta interessant destacar la sobreexpressié de la isoforma B en les linies resistents a
oxaliplati i de manera significativa en el model HTOXAR3. Malgrat que ambdues isoformes
presenten una estructura gairebé identica, Petros i col-laboradors van demostrar que Bcl-23
s'unia de manera més eficient a les proteines Bad i Bak fet que li confereix unes majors

propietats antiapoptotiques a les de la isoforma Bcl-2a (264).

La serina/treonina quinasa Akt participa activament en els processos de supervivéncia i
proliferacié cel-lular i és capag d'activar NF-xB per fosforilacié directa de la quinasa IKKB i de
p65 o de manera indirecta estimulant I'activacié del complex IKK a través de mTOR o MAP3K
(265-267). Donat que els nostres resultats previs van demostrar un increment d'AKT1 a nivell
transcriptomic en les linies resistents a oxaliplati vam voler comprovar si aquesta proteina
també estava hiperfosforilada i per tant hiperactivada en aquestes linies. Els nostres resultats
van mostrar un increment significatiu de la banda corresponent a Akt fosforilada en el residu
Ser473 (p-Akt Ser473) només en el model HTOXAR3 en comparacio a la linia parental sensible
HT29 (Figura 35a,b). Es interessant destacar que a diferéncia del que han reportat altres
estudis (268) no vam poder observar cap banda corresponent a p-Akt Se473 en les linies

cel-lulars DLD1 i DLDOXARS3.
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Figura 35. Activacio de la via NF-kB en linies cel-lulars de cancer colorectal amb resisténcia adquirida a oxaliplati.
Imatges representatives de western blot (a) i representacié grafica corresponents a I'analisi basal de les proteines
p65 fosforilada (p-p65 Ser536, barres grises), IkBa fosforilada (p-IkBa Ser32/36, barres vermelles), Survivina (barres
taronges), Bcl-2 (barres blaves), Ciclina D1 (barres verdes), Akt fosforilada (p-Akt Ser473, barres liles) i IkBa (barres
negres) a les linies cel-lulars HT29/HTOXAR3 (b), LoVo/LoVOXAR3 (c) i DLD1/DLDOXAR3 (d). L’a-tubulina es va
utilitzar com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana + SEM, calculats a partir d’'un minim de tres
experiments independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte a |'expressid de proteina en la linia parental sensible
corresponent.

En conjunt, aquests resultats indiquen que la via de NF-kB esta hiperactivada especialment en
el model HTOXAR3 com a resultat del procés d'adquisicido de resistencia a oxaliplati i que
I'activacié d’Akt pot representar una possible causa d’aquesta activacid. Per tal de comprovar
que la hiperactivacio de la via i I'augment en I'expressié de les dianes de NF-kB estudiades es
corresponien amb un increment en la translocacié nuclear de p65, es van analitzar els nivells
basals de p65 en aquest compartiment cel-lular en les linies HT29 i HTOXAR3 mitjancant
immunocitofluorescencia. Els resultats obtinguts van constatar un increment de la tincié

nuclear de p65 en el model resistent HTOXAR3 en comparacié a la linia HT29 (Figura 36).
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Figura 36. Localitzacid subcel-lular basal de p65 en les linies cel-lulars HT29 i HTOXARS3. Imatges representatives de
I’analisi per inmunocitofluorescencia de la proteina p65 (vermell) en cel-lules HT29 i HTOXAR3. Merge: superposicid
de la senyal detectada per p65 i nucli cel-lular (en blau). Les imatges s’han obtingut amb un objectiu d’immersié en
oli 40x. Barra de mida: 10 um

Aixi doncs, en vista d’aquests resultats, en el subsegiients experiments vam considerar la
utilitzacié del model de resistencia HT29/HTOXAR3 com a paradigma d’activacio de la via de

NF-kB com a conseqiéencia de I'adquisicié de resistencia a oxaliplati.

4.1.2. Estudi de l'activaciéo de la via de senyalitzaci6 de NF-xB en resposta al
tractament amb oxaliplati

Un gran nombre de farmacs antineoplasics poden activar la via de NF-kB a través tant de
I’activacié de receptors de mort cel-lular situats a la membrana citoplasmatica (com TNFRs), la
induccio d'estrés oxidatiu (ROS) o per efecte de senyals originats al nucli cel-lular en resposta al
dany a I’ADN (119, 123, 269). S’ha descrit que I'activacid de la via de NF-kB es produeix
després dels primers 10 minuts d’exposicié a TNFo. mantenint-se activada durant un temps
superior a les 48 hores en cél-lules HT29 (270).

Tenint en compte aquest fet, vam estudiar I'estat de fosforilacié de p65 i IkBa aixi com els
nivells proteics de Bcl-2, Survivina i Ciclina D1 en les linies cel-lulars HT29 i HTOXAR3 després
del tractament amb oxaliplati a temps curts (fins a 120 minuts) i a les 24 hores post-
tractament. Les dosis d’oxaliplati emprades en tots els experiments corresponen a dosis
equivalents a la IC50 per a cada linia cel-lular (10 i 30 uM per a HT29 i HTOXARS3,
respectivament). Els resultats van mostrar que el tractament amb oxaliplati induia una rapida
fosforilacié de p65 i IkBa (Figura 373, b, c) aixi com un augment en els nivells de Survivina, Bcl-

2 i Ciclina D1 (Figures 37a, d, e, f) en els primers 15 minuts d’exposicié al farmac en ambdues
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linies cel-lulars. D'altra banda, contrariament al que es podria esperar, no es van observar
diferéncies significatives en quant als nivells de IkBo total després del tractament amb

oxaliplati (Figura 37a).

Malgrat que a partir dels 30 minuts d’exposicid a oxaliplati observem una davallada en els
nivells de Bcl-2 i Ciclina D1 i de la fosforilacié de p65, els valors obtinguts continuen essent
superiors als de la condicid6 de no tractament (NT; d'aqui en endavant la condicié NT
representa el tractament amb el vehicle adequat, en aquest cas H,O4) després de 120 minuts
d'exposicié amb I’agent platinat. Es interessant destacar que aquest pic d’activacié als 30
minuts de tractament amb oxaliplati també ha estat reportat per altres autors en resposta a
I’exposicio amb TNFa en cél-lules HT29 (114). Convé subratllar també que malgrat que les
diferéncies no sdn estadisticament significatives, a nivell global podem observar una major
activacid de la via de NF-kB en la linia HT29 respecte HTOXAR3 després del tractament amb

oxaliplati a temps curts.
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Figura 37. Efecte del tractament amb oxaliplati administrat a temps curts sobre I'activacié de NF-kB en les linies
HT29 i HTOXARS3. Imatges de western blot (a) i representacié grafica dels canvis en els nivells de les proteines p-p65
Ser536 (b), p-1kBa Ser32/36 (c), Survivina (d), Bcl-2 (e) i Ciclina D1 (d) en cel-lules HT29 i HTOXAR3 després del
tractament amb 10 uM o 30 uM d’oxaliplati (OXA), respectivament, entre 0i 120 minuts. L’a- tubulina es va utilitzar
com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana + SEM, calculats a partir d’'un minim de tres
experiments independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte als resultats en cél-lules tractades amb vehicle (NT).
#p<0,05 respecte els nivells de proteina en la linia HT29.

En quant al tractament de 24 hores, si varem poder observar diferéncies significatives entre la
linia sensible i la resistent ja que el tractament amb oxaliplati resultava en un increment dels
nivells de p-p65 Ser536, p-lkBo Ser32/36, Survivina i Bcl-2 (Figura 38a-f) només en les cél-lules
sensibles. En contraposicid, vam constatar que els nivells de la proteina Ciclina D1 (Figura 38a,
g) disminuien de manera estadisticament significativa en ambdues linies essent aquesta
davallada més evident en la linia parental sensible HT29. En aquest cas, tampoc es van
observar diferéncies significatives en quant als nivells de IkBa total (Figura 38a,d) després del

tractament amb oxaliplati.
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Figura 38. Efecte del tractament amb oxaliplati durant 24 hores sobre I'activacié de NF-kB en les linies cel-lulars
HT29 i HTOXAR3. Imatges de western blot (a) i representacid grafica dels canvis en I'expressié proteica de p-p65
Ser536 (b), p-1kBa Ser32/36 (c), IkBa total (d), Survivina (e), Bcl-2 (f) i Ciclina D1 (g) en cél-lules HT29 i HTOXAR3
després del tractament amb 10 uM o 30 uM d’oxaliplati (OXA), respectivament. L’a-tubulina es va utilitzar com a
control intern. Els resultats es mostren com la mitjana £ SEM, calculats a partir d’'un minim de tres experiments
independents. *p<0,05 i **p<0,01 respecte als resultats en cel-lules tractades amb vehicle (NT). #p<0,05 respecte
els nivells de proteina en la linia HT29.

A continuacid, es va analitzar la translocacid nuclear de la subunitat p65 en resposta a
diferents temps de tractament amb oxaliplati (10 uM) en la linia HT29. Els resultats van
mostrar un increment de p65 en els extractes proteics nuclears en els primers 15 minuts de
tractament (Figura 39a,b) que es mantenia durant almenys les primeres 24 hores d’exposicid
al farmac (Figura 39c,d). De la mateixa manera que amb la fosforilaciéo de p65 també vam
observar un pic en la preséncia de p65 al nucli després de 30 minuts de tractament (Figura

39a,b).
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Figura 39. Estudi de la translocacié nuclear de p65 en resposta al tractament amb oxaliplati. Western Blot
representatiu (a) i representacio grafica (b) dels nivells de p65 en extractes citoplasmatics o nuclears de cél-lules
HT29 despres d’una exposicié d’entre 0 i 60 minuts a oxaliplati (OXA). Western Blot representatiu (c) i representacid
grafica (d) dels nivells de p65 en extractes citoplasmatics o nuclears de cel-lules HT29 després de 24 hores de
tractament amb OXA. El TNFa s’ha emprat com a control positiu a 50 ng/mL. Msh2 i a-tubulina es van utilitzar com
a controls interns de nucli i citoplasma, respectivament. NT: cel-lules tractades amb vehicle. Els resultats es mostren
com la mitjana + SEM, calculats a partir d’'un minim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte a NT.
##p<0,01 respecte a p65 nuclear als 30 minuts d'exposicié a OXA.

En conjunt, aquests resultats demostren que I'activacio de la via de NF-kB es produeix molt
rapidament en els primers 15 minuts d’exposicid a oxaliplati tant el la linia HT29 com en
HTOXARS3 i que aquesta activacié es manté després de 24 hores de tractament en la linia HT29

pero no en el model resistent HTOXAR3.

Aixi doncs, aquests resultats suggerien que almenys en els nostres models cel-lulars I'is d’un
inhibidor de NF-kB de forma individual i/o la seva combinacié amb oxaliplati podria ser una
bona estratégia per tal de revertir la resisténcia a aquest farmac. A aquest efecte vam escollir
la curcumina, basant-nos en la seva ben documentada capacitat d’inhibir de manera eficient
I'activitat de NF-kB [Revisat a (271)], la seva capacitat d’'incrementar |'efecte citotoxic de
I’oxaliplati en models in vitro i in vivo (209, 254) i el baix perfil de toxicitat en humans reportat

en diversos estudis clinics de fase i 11 (197, 199, 200).

88



4.2. Resultats de I'objectiu 2

4.2.1 Estudi de 'efecte de la curcumina en la proliferacié de linies de CCR sensibles i
amb resisténcia adquirida a oxaliplati

Per tal de coneixer I'efecte del tractament durant 24 hores amb curcumina sobre la
proliferacié dels nostres models cel-lulars, es va realitzar I'assaig MTT utilitzant un rang de
dosis de 0 a 50 uM en les parelles HT29/ HTOXAR3, LoVo/ LoVOXAR3 i DLD1/ DLDOXARS3. Tal i
com es pot observar a la Figura 40, la curcumina va produir una disminucio significativa de la
proliferacié cel-lular de manera dosi-dependent en totes les linies cel-lulars estudiades. Es
important destacar que els models resistents HTOXAR3 i LoVOXAR3 van resultar ser lleugera
pero significativament més resistents a la curcumina en comparacio a les seves linies parentals
HT29 i LoVo, respectivament. Contrariament, la linia DLDOXAR3, va presentar una major

sensibilitat a oxaliplati en relacio a la linia DLD1.
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Figura 40. Efecte del tractament amb curcumina en la proliferacié de cél-lules de CRC sensibles i amb resisténcia
adquirida a oxaliplati. (a) Corbes dosi resposta corresponents a les linies HT29/HTOXAR3, (b) LoVo/LoVOXAR3 i (c)
DLD1/DLDOXAR3 després del tractament amb 0-50 uM de curcumina durant 24 hores (mitjana = SD) i analisi de

MTT. Els valors d’IC50 s’indiquen com la mitjana (95% Cl) obtinguts a partir d’'un minim de tres experiments
independents.

89



4.2.2. Avaluacid del sinergisme del tractament combinat d'oxaliplati i curcumina

Amb el proposit de coneixer si la combinacié de curcumina i oxaliplati podia resultar sinergica,
la linia resistent HTOXAR3 es va tractar amb diferents esquemes de combinacio tal i com es
mostra a la figura 40. A aquest efecte es va seguir la metodologia descrita per Chou i Talalay i
es va partir de les IC50 d’ambdues drogues (30 uM per I'oxaliplati i 10 uM per la curcumina). A
partir de les viabilitats obtingudes mitjancant el test MTT per a cadascuna de les combinacions
es va calcular I'index de combinacid (Cl; combination index). Tal i com s’observa a la Figura 41,
I’esquema més sinérgic va ser el tractament concomitant durant 24 hores. El valor de Cl per
aquesta combinacio va ser inferior a 1 (sinergisme) a partir del valor de IC40 en amunt, igual a
1 (additivitat) a la IC30 i lleugerament superior a 1 (antagonisme) a dosis molt baixes d’'ambdds

farmacs. La resta d’esquemes de tractament analitzats no van resultar sinérgics en cap cas.

CURC (24h) + OXA (24h)
OXA (24h) + CURC (24h)
OXA + CURC (24h)
OXA + CURC (48h)
- OXA (24h) + CURC (48h)
CURC (48h) + OXA (24h)

bt

Cl
w
5

0.0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IC

Figura 41. Index de combinacié (Cl) entre I'oxaliplati (OXA) i la curcumina (CURC) segons diferents esquemes
d’administracié6 en HTOXAR3. Representacio grafica dels valors de Cl per a cadascuna de les fraccions inhibitories
de creixement cel-lular (IC %) obtingudes després dels tractaments indicats.

Aixi doncs, en base a aquests resultats es va decidir utilitzar I'esquema de tractament
concomitant durant 24 hores per tal d’avaluar I'efecte de la curcumina en la reversid de

resisténcia a oxaliplati en els models de resisténcia in vitro HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3.

4.2.3. Estudi de lI'efecte del tractament combinat d’oxaliplati i curcumina en la
proliferacié de linies de CCR sensibles i amb resisténcia adquirida a oxaliplati

Per tal d’analitzar I'efecte del tractament combinat sobre la proliferacié de les linies cel-lulars
HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3, aquestes es van tractar a dosis corresponents al valor de
les dilucions seriades (3x; 1,5x; 1x; 7/8x; 3/4x; 5/8x; 1/2x; 1/4x i 1/8x) a partir de la IC50
d'oxaliplati (10 i 30 puM, per a HT29/HTOXAR3 i 0,9 i 2,5 uM per a LoVo/LoVOXAR3,
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respectivament) i de curcumina, en aquest cas 10 pM per a HT29, HTOXAR3 i LoVO i 15 pM per
a LoVOXAR3.

En el cas de HT29 i HTOXAR3, vam observar que el tractament combinat produia una
disminucio significativa de la proliferacié cel-lular, excepte a dosis molt baixes d'ambdds
farmacs, tant en la linia HT29 (Figura 42a) com en la linia HTOXAR3 (Figura 42b) en comparacio
als tractaments individuals amb cada droga. Cal destacar que aquest efecte va resultar ser
significativament més evident en la linia resistent HTOXAR3 en comparacié al model HT29

(Figura 42c).
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Figura 42. Efecte del tractament combinat d'oxaliplati i curcumina en la proliferacié de les linies cel-lulars HT29 i
HTOXARS3. Els grafics de barres representen la mitjana £ SEM del percentatge de cél-lules viables després de 24
hores de tractament amb oxaliplati (OXA), curcumina (CURC) o la combinacié de tots dos de forma concomitant a
les dosis indicades, en les cel-lules HT29 (a) i HTOXAR3 (b). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condicié de
tractament indicada. (c¢) Comparacié del percentatge de cél-lules viables entre la linia HT29 i HTOXAR3. *p<0,05
respecte la viabilitat en la linia HT29.
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En efecte, el tractament combinat en la linia HTOXAR3 va permetre una reduccio significativa
del 65% en el valor d’IC50 per a I'oxaliplati, passant de 30,2 £ 4,2 uM en el tractament
individual a 10,6 * 2,2 uM en el tractament combinat amb curcumina. Convé subratllar que la
dosis d’IC50 per a 'oxaliplati obtinguda en la combinacié amb curcumina en la linia HTOXAR3
va resultar ser equiparable a la IC50 de I'oxaliplati en el model sensible HT29 ( 8,45 + 1,6 uM)
(Figura 43).

1801 -+ HTOXAR3 OXA

-+~ HTOXAR3 OXA (OXA+CURC)
1504 == HT29 OXA

1401 o HT29 OXA (OXA + CURC)

OXA (LM)

Condicio IC50 (pM) p-valor

HT29 OXA 8,459+ 1,6 0.045
HT29 OXA+CURC 3,246 £ 0,7 !
HTOXAR3 OXA 30,187 + 4,2
HTOXAR3 OXA+CURC 10555+ 2.2

0,019

Figura 43. Efecte del tractament combinat d'oxaliplati (OXA) i curcumina (CURC) en la reversié de resisténcia a
oxaliplati en el model cel-lular HTOXAR3. (a) Grafic on es mostren
les dosis individuals d’oxaliplati (mitjana + SD) corresponents a cadascuna de les fraccions d’inhibicié del creixement
obtingudes en els tractaments indicats a la llegenda. (b) Taula on s’indiquen les IC50 d’oxaliplati (mitjana + SD)
segons els tractaments i les linies cel-lulars indicades. p-valor respecte el tractament concomitant en cada linia.

En termes de sinergisme, mentre que en la linia HT29 la combinacié d’oxaliplati i curcumina va
ser additiva a la IC50 i sinergica a dosis superiors d’ambdds farmacs, en el model resistent

HTOXAR3 el tractament va resultar ser sinergic tant a la IC50 com a dosis superiors (Figura 44).
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HT29

IC OXA en combinacié CURC en combinacio | OXA individual CURC individual CI

10 1,514+ 0,6 2,165+ 0,8 0,671 +0,3 5410+ 15 3,56
20 2,001 £ 0,6 2,853 £ 0,9 1,583 £ 0,4 6,349+ 1,5 2,28
30 2,410+ 0,7 3,433+ 1,0 3,070+ 0,1 7,070+ 1,5 1,65
40 2,814+ 0,7 4,000+ 1,0 4,642 + 0,8 7,727 £ 1,5 1,44
50 3,246 £ 0,7 4,605+1,1 8,459+ 16 8,988+ 1,4 1,09
60 3,746 £ 0,7 4,973+ 0,8 13,219+ 3,1 9,128+ 1,4 0,98
70 4,384 £ 0,7 6,197+ 1,1 22,481 £ 6,2 9,976+ 1,4 0,94
80 5,318 £ 0,7 7,497 £ 1,2 43,850 £ 12,8 11,139+ 1,4 0,88
90 6,801 +13 10,004+ 1.4 121,500+ 35,5 13,217+ 1,7 0,86

HTOXAR3

IC OXA en combinacio CURC en combinacio | OXA individual CURC individual CI

10 5075+1.1 1,759+ 0,4 6,191+ 0,6 4,765+ 0,5 1,49
20 6,645 1,4 2,300 £ 0,5 11,090+ 1,1 5,842 £ 0,6 1,23
30 7,952 £ 1,6 2,750 £ 0,6 16,361 1,7 6,690 x 0,7 1,10
40 9,216 £ 1,9 3,185+ 0,7 22,511+ 2,7 7,477 £ 0,8 1,01
50 10,555+ 2,2 3,645+ 0,8 30,187 + 4,2 8,280+ 0,8 0,94
60 12,092+ 2,6 4,173+ 0,9 40,501 £ 6,4 9,170+ 0,9 0,89
70 14,026 = 3,0 4,838+ 1,0 55,824 = 10,3 10,250 £ 1,1 0,84
30 16,818 + 3,8 5795+1,3 82,639 + 18,0 11,741+ 1,2 0,80
90 22,116 £ 5,4 7,613+1.8 149,374 + 40,3 14,406 £ 1,6 0,75

Figura 44. Avaluaci6 del sinergisme, antagonisme o additivitat valorat a partir de I'index de combinacié (Cl) del
tractament concomitant d’oxaliplati (OXA) i curcumina (CURC) durant 24 hores en cél-lules HT29 i HTOXARS3. IC:
percentatge d’inhibicié del creixement. Les dosis (mitjana + SD) sén micromolars. S’han ressaltat en verd els valors

de Cl sinérgics (<1).

En el model LoVo/LoVOXARS3, els resultats van mostrar que de la mateixa manera que en el
model HT29/HTOXARS3, el tractament combinat va produir una davallada significativa de la
proliferacié cel-lular, excepte a dosis molt baixes d'ambdos farmacs, tant en la linia cel-lular
LoVo (Figura 45a) com en LoVOXAR3 (Figura 45b) en comparacié amb els tractaments
individuals amb cada farmac. De nou, el tractament combinat va ser significativament més

efectiu en el model resistent a oxaliplati LOVOXAR3 en comparacié a la linia sensible LoVo

(Figura 44c).
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Figura 45. Efecte del tractament combinat d'oxaliplati i Curcumina sobre la proliferacié de les linies cel-lulars
LoVo i LoVOXARS. Els grafics de barres representen la mitjana = SEM del percentatge de cél-lules viables després de
24 hores de tractament amb oxaliplati (OXA), curcumina (CURC) o la combinacié de tots dos de forma concomitant
a les dosis indicades, en les cél-lules Lovo (a) i LoOVOXAR3 (b). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condicié
de tractament indicada. (c) Comparacié del percentatge de cel-lules viables entre la linia lovo i LoOVOXAR3. *p<0,05
respecte la viabilitat en la linia LoVo.
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Els resultats presentats a la Figura 46 mostren com el tractament combinat es va traduir en
una davallada significativa del 40% en el valor d’'IC50 de I'oxaliplati en la linia resistent
LoVOXAR3 respecte al valor d’IC50 obtingut en el tractament individual. Novament, cal
destacar que la dosis d’IC50 per a I’oxaliplati obtinguda en la combinacié amb curcumina en la

linia LoOVOXAR3 va resultar ser equiparable a la IC50 de I'oxaliplati en el model sensible LoVo.

a
104
- LoVOXAR3 OXA
=~ LoVOXAR3 OXA (OXA+CURC)
81 —= LoVo OXA
== LoVo OXA (OXA+CURC)
S 6
=
«
g 4
2_
0 1
0 100
b
Condicio IC50 (pM) p-valor
LoVo OXA 1,214+ 0,0 0.0011
LoVo OXA+CURC | 0,633 £0,0 ’
LOVOXAR3 OXA | 3,180+ 0,1 0.001
LOVOXAR3 OXA+CURC | 1,357 0.2 !

Figura 46. Efecte del tractament concomitant d'oxaliplati (OXA) i curcumina (CURC) en la reversio de resisténcia a
oxaliplati en el model cel-lular LoVOXARS3. (a) Grafic on es mostren
les dosis individuals d’oxaliplati (mitjana + SD) corresponents a cadascuna de les fraccions d’inhibicié del creixement
obtingudes en els tractaments indicats a la llegenda. (b) Taula on s’indiquen les IC50 d’oxaliplati (mitjana + SD)
segons els tractaments i les linies cel-lulars indicades. IC: percentatge d’inhibicié del creixement. p-valor respecte el
tractament concomitant en cada linia.

D’altra banda, a diferéncia del model HT29/HTOXA, la combinacié d’oxaliplati i curcumina no
va resultar ser sinérgica en cap fraccidé d’inhibicid, observant-se només un lleuger efecte

additiu a altes dosis (1C90) d’ambdds farmacs en els dos models cel-lulars (Figura 47).
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LoVo

IC OXA en combinacié CURC en combinacio OXA individual | CURC individual CI

10 0,285+ 0,0 3,178+ 0,1 0,182+ 0,0 7,912+ 1,5 2,34
20 0,383+ 0,0 4,275+ 0,2 0,365+ 0,1 9,478+ 1,6 1,86
30 0,466 = 0,0 5,196 £ 0,3 0,582 £ 0,1 10,688 £ 1,6 1,63
40 0,546 + 0,0 6,098+ 0,3 0,853+ 0,0 11,794+ 1,7 1,42
50 0,633+ 0,0 7,062+ 0,4 1,214 +£ 0,0 12,911 +1,7 1,38
60 0,733+ 0,0 8,178 £ 0,4 1,727 £ 0,1 14,134 £ 1,7 1,29
70 0,860 = 0,0 9,599 £ 0,5 2,539 £ 0,2 15,600+ 1,7 1,21
80 1,046 £ 0,1 11,669 £ 0,6 4,069 £ 0,6 17,597 £ 1,7 1,15
90 1,403 £ 0,1 15,653 £ 0,8 8,294 £ 1,8 21,098+ 1,7 1,09

LoVOXAR3

IC OXA en combinacié CURC en combinacio OXA individual | CURC individual CI

10 0,793+ 0,1 4,722+ 0,4 1,721+ 0,5 6,375+ 1,6 1,88
20 0,965+ 0,1 5753+0,5 2,151 £ 0,4 7,841+ 2,1 1,79
30 1,101 £ 0,1 6,566 £ 0,6 2,501 £ 0,3 9,001 £ 2,6 2,06
40 1,227 £ 0,1 7,322+0,8 2,833+0,2 10,082 + 3,0 1,80
50 1,356 £ 0,2 8,096 +1,0 3,180+ 0,1 11,191 +£ 3,5 1,63
60 1,500 £ 0,2 8,955+ 1,3 3,573+ 0,1 12,423+ 4,0 1,51
70 1,675£ 0,3 10,000 £ 1,6 4,062 0,3 13,925+ 4,6 1,42
30 1,917 £ 0,4 11,450+ 2,2 4,758 £ 0,6 16,009 + 5,6 1,34
90 2,352 £ 0,5 14,054 £ 3,3 6,056 £ 1,3 19,760 £ 7,3 1,04

Figura 47. Avaluaci6 del sinergisme, antagonisme o additivitat valorat a partir de I'index de combinacié (Cl) del
tractament concomitant d’oxaliplati (OXA) i curcumina (CURC) durant 24 hores en cél-lules LoVo i LoVOXARS3. IC:
percentatge d’inhibicid del creixement. Les dosis (mitjana + SD) sén micromolars.

4.2.4. Estudi de lI'efecte del tractament combinat d’oxaliplati i curcumina en la
capacitat clonogénica de linies de CCR sensibles i amb resisténcia adquirida a
oxaliplati

Per tal de determinar si les alteracions observades en la proliferacio cel-lular per efecte del
tractament combinat d’oxaliplati i curcumina es traduia també en una menor capacitat de les
cél-lules per formar colonies, es van dur a terme assajos clonogenics en les parelles
HT29/HTOXAR3 i LoVo/LoVOXAR3. Es van sembrar 300 cel-lules/pou en el cas
d’HT29/HTOXAR3 i 500 cél-lules/pou en el cas de LoVo/LoVOXAR3 i es van tractar durant 24
hores amb oxaliplati, curcumina o la combinacié d’ambdds de forma concomitant a les dosis

indicades a les Figures 48 i 49, deixant-les en cultiu durant un periode de 10 dies.

En el cas d’'HT29/HTOXAR3 (Figura 48), el tractament amb 30 uM d’oxaliplati es va traduir en
una reduccié drastica del nombre de colonies formades per la linia HT29 en comparacid a les
formades per HTOXAR3. Tot i que a 10 uM també es va observar una disminucié de colonies
en HT29, les diferéncies amb HTOXAR3 no van arribar a ser significatives. En relacié a la
curcumina, la linia resistent va formar un major nombre de colonies en comparaciéo amb la
linia sensible especialment després del tractament a dosis baixes (5 puM). Finalment, el

tractament combinat es va traduir en una absencia completa de colonies en els dos models
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cel-lulars, mostrant diferéncies significatives amb els tractaments individuals d’oxaliplati pero
en canvi, no amb els de curcumina. Val la pena esmentar que a banda de la reduccié en el
nombre de colonies, els tractaments amb oxaliplati i curcumina també van comportar una

disminucié en la mida de les colonies formades tant per la linia HT29 com per HTOXARS3.

a HT29

OXA 10 yM

Colonies (%)

NT 10 30 5 10 IC50+10
OXA (uM) CURC (pM) OXA + CURC
(uM)

o

Figura 48. Assajos clonogénics en HT29 i HTOXAR3. Imatges representatives de les colonies formades per les
cel-lules HT29 (a) i HTOXAR3 (b) després del tractament amb oxaliplati (OXA), curcumina (CURC) o la seva
combinacié concomitant durant 24 hores a les dosis indicades. (c) Representacio grafica del percentatge (mitjana +
SD) de colonies en HT29 i HTOXAR3 després dels tractaments indicats. Els resultats s’han obtingut a partir d’un
minim de tres experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte les cél-lules tractades amb

vehicle (NT). #p<0,05; ##p<0,01 respecte el tractament individual amb OXA. #p<0,05 en comparacié amb el
nombre de colonies en HT29.

Pel que fa a la parella LoVo/LoVOXAR3 (Figura 49) el tractament amb oxaliplati a 0,9 i 2,5 uM
va resultar en una davallada significativa del nombre de colonies en el model LoVo en
comparacié a LoVOXAR3 i contrariament a HT29/HTOXAR3, el tractament en aquest cas a la
IC50 de curcumina va resultar en una reduccio de les colonies formades pel model resistent en

comparacié a la linia sensible. Finalment, el tractament concomitant d'ambdds farmacs es va
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traduir en una reduccié significativa del nombre de colonies en ambdues linies en comparacié
als tractaments individuals amb oxaliplati perdo no amb els de curcumina, corroborant aixi el

que ja haviem observat anteriorment en el model HT29/HTOXARS3.

a [Love)

OXA 2,5 uM

O LoVo
B LoVOXAR3
80+
- ¥,
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';’ 60+ R e
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U dkdE

NT 09 2,5 5 IC50  IC50+IC50
OXA (uM) CURC (uM) OXA + CURC
(uM)

Figura 49. Assajos clonogénics en LoVo i LOVOXAR3. Imatges representatives de les colonies formades per les
cél-lules LoVo (a) i LoOVOXAR3 (b) després del tractament amb oxaliplati (OXA), Curcumina (CURC) o la seva
combinacié concomitant durant 24 hores a les dosis indicades. (c) Representacid grafica del percentatge (mitjana +
SD) de colonies en LoVo i LOVOXAR3 després dels tractaments indicats. Els resultats s’han obtingut a partir d’un
minim de tres experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte les cél-lules tractades amb
vehicle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecte la condicié de no tractament (NT). #p<0,05; ##p<0,01 respecte el
tractament individual amb OXA. ¢p<0,05 en comparacié amb el nombre de colonies en LoVo.

4.2.5. Estudi de I'efecte del tractament concomitant d’oxaliplati i curcumina en la
mort de cél-lules sensibles i resistents a oxaliplati

Una disminucié en la proliferacié cel-lular no sempre va acompanyada d’un increment en la
mort cel-lular induida pel farmac. Per tal de determinar si I'addicié de curcumina incrementava

la mort cel-lular provocada per I'oxaliplati, les linies HT29 i HTOXAR3 van ser tractades amb

99




oxaliplati, curcumina o la combinacié de tots dos de forma concomitant a les respectives IC50
per a cada farmac durant 24, 48 i 72 hores. Degut a que |'oxaliplati pot activar diferents tipus
mort cel-lular, com I'apoptosi i la necrosi entre d’altres la quantificacié de la mort cel-lular es
va dur a terme amb iodur de propidi i citometria de fluxe degut a que és un tipus de tincié no
especifica que reconeix totes les cél-lules mortes independenment del tipus de via de mort

implicada.

Tal i com es despren de la Figura 50, la mort cel-lular només va assolir nivells significatius
després de 72 hores de tractament amb oxaliplati en comparaci6 amb les cél-lules no
tractades, amb una taxa de mort per sota del 25%. Sorprenentment, el tractament amb
curcumina només va produir nivells de mort cel-lular inferiors al 10% en tots els temps
estudiats, observant-se una lleugera disminucié de la taxa de mortalitat a mesura que
augmentava el temps d'exposicio. El tractament combinat, en canvi, es va associar a un
increment significatiu de la mort cel-lular a les 72 hores per a HT29 i a les 48 i 72 hores per a
HTOXAR3 en comparacié a les cél-lules no tractades. En la comparacié entre tractaments,
només es van observar diferencies significatives entre la combinacié i el tractament individual

amb curcumina després de 72 hores en ambdues linies cel-lulars.
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Figura 50. Efecte de I'oxaliplati, la curcumina o la combinacié d’ambdés en la mort cel-lular de les linies HT29 i
HTOXAR3. Imatges obtingudes a partir de I'analisi per citometria de flux que representen la mort cel-lular després
del tractament amb oxaliplati (OXA), curcumina (CURC) o la seva combinacié concomitant durant 24 (a), 48 (b) o 72
hores (c) en les linies cel-lulars HT29 i HTOXAR3 a les seves corresponents dosis IC50 per a cada farmac (d)
Percentatge (mitjana + SD) de cél-lules HT29 i HTOXAR3 mortes despres de 24, 48 o 72 hores de tractament amb
OXA, curcumina o la combinacié d’ambdés de forma concomitant, en comparacié amb els controls no tractats. Els
resultats s’han obtingut a partir d’'un minim de tres experiments independents *p<0,05; **p<0,01 respecte a
cel-lules tractades amb vehicle (NT). #p<0,05 respecte al tractament individual amb curcumina.
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En conjunt, els resultats d’aquest apartat suggereixen que I'addicié de curcumina al tractament
amb oxaliplati seguint un esquema adequat, es tradueix en una sensibilitzacié de les cél-lules
de CCR al tractament amb aquest plati mitjancant la disminucié de la proliferacié cel-lular

essent aquest efecte més evident en les cél-lules amb resisténcia adquirida a aquest farmac.

4.2.6. Efecte de la curcumina sobre l'activacié de la via de NF-xB induida per
oxaliplati

En vista dels resultats dels apartats anteriors, ens varem preguntar si I'efecte sinergic de la
combinacio de curcumina i oxaliplati era conseqiiencia de la inhibicio per part de la primera de
I’activacié de la via de NF-kB per part de I’agent platinat. En primer lloc, es va analitzar I'efecte
inhibitori de la curcumina individualment a dosis de 10 i 20 uM durant 24 hores sobre
I'activacié de NF-kB en les linies HT29 i HTOXAR3. En aquest cas, tal i com s'esperava, es va
observar una disminucié dosi-dependent en els nivells de p-p65 Ser536 i també de les

proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Survivina en totes dues linies cel-lulars (Figura 51).

HTOXAR3
NT 10 20 CURC (uM)
p-p65 Ser536

po65s

Survivina
Bel-2

a-tubulina

Figura 51. Efecte de la curcumina sobre la activacié constitutiva de NF-kB en HT29 i HTOXAR3. Imatges
representatives de Western blot mostrant bandes corresponents a les proteines p-p65 Ser536, p65 total, Survivina i
Bcl-2 després del tractament durant 24 hores amb 10 o 20 uM de curcumina (CURC). NT: cel-lules tractades amb
vehicle.

A continuacid, es van estudiar els nivells de p-p65 Ser536, p-lkBa Ser32/36, Bcl-2, Survivina i
Ciclina D1 en les linies cel-lulars HT29 i HTOXAR3 després del tractament amb oxaliplati o
oxalipati i curcumina de forma concomitant a les corresponents dosis IC50, a temps curts (fins
a 120 min) i ales 24 hores post-tractament. Els resultats presentats a la Figura 52 mostren com
en HT29 i HTOXAR3 I'addicié de curcumina es va associar amb una davallada significativa de la

fosforilacié de p65 (p<0,001 en HT29 / p=0,04 en HTOXAR3) i IkBa (p<0,05 en HT29 / p=0,02
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en HTOXAR3) i dels nivells de Survivina (p<0,001 en HT29 / p=0,02 en HTOXAR3), Bcl-2 (p<0,03
en HT29 / p<0,01 en HTOXAR3) i Ciclina D1 (p<0,001 en HT29 / p=0,04 en HTOXAR3) en

comparacié amb el tractament amb oxaliplati iUnicament.
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Figura 52. Efecte de la curcumina sobre I'activacié de NF-kB induida per oxaliplati en HT29 i HTOXARS3.

Imatges de western blot (a) i representacié grafica dels canvis en els nivells de les proteines p-p65 Ser536, p-IkBa
Ser32/36, Survivina, Bcl-2 i Ciclina D1 en cél-lules HT29 (c,d,e,f) i HTOXAR3 (h,i,j,k) després del tractament durant
els temps indicats amb les corresponents dosis IC50 d’oxaliplati (OXA) o oxaliplati i curcumina (CURC) de manera
concomitant. L'a- tubulina es va utilitzar com a control intern. Els resultats es mostren com la mitjana + SEM,
calculats a partir d’un minim de tres experiments independents. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,0001 respecte als
resultats en cél-lules tractades amb vehicle (NT). #p<0,05 respecte els nivells de proteina en la linia HT29.
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En els tractaments durant 24 hores, els resultats van ser similars tot i que en aquest cas no es

van assolir diferéncies significatives (Figura 53).

HTOXAR3

OXA+
NT  OXA cugre

p-p65 Sers36
p6s

p-IxBo Ser32/36
IkBo

Survivina

Bel-2

Ciclina D1

a-tubulina

Figura 53. Efecte de la curcumina sobre la activacié de NF-kB induida per oxaliplati en HT29 i HTOXAR3. Imatges
representatives de Western blot mostrant les bandes corresponents a les proteines p-p65 Ser536, p65 total, p- IkBa
Ser32/26, Survivina, Bcl-2 i Ciclina D1 després del tractament durant 24 hores amb les corresponents dosis 1C50
d’oxaliplati (OXA) o oxaliplati i curcumina (CURC). NT: cel-lules tractades amb vehicle.

Finalment, vam voler comprovar que la disminucié en I'activacié de la via de NF-kB es
corresponia amb un decrement de la translocacié nuclear de p65. Tal i com es mostra a la
figura 54, I'addicié de curcumina al tractament amb oxaliplati va produir una disminucié dels
nivells de p65 nuclear tant a temps curts d'exposicio (fins a 30 minuts) com després de 24

hores de tractament concomitant amb ambdds farmacs en la linia cel-lular HT29.
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Figura 54. Efecte del tractament combinat d'oxaliplati i curcumina en la translocacié nuclear de p65 induida per
oxaliplati. Imatges de Western blot i representacié grafica mostrant la proteina p65 en extractes citoplasmatics i
extractes nuclears de cél-lules HT29 després del tractament amb oxaliplati (OXA, 10uM) o oxaliplati i curcumina
(CURC) (10uM de cada droga) a temps curts d’exposicié (a,b) o a les 24 hores de tractament (c,d). Les cél-lules
tractades amb TNFa (50 ng/mL) han estat utilitzades com a control positiu de translocacid. Les bandes
corresponents a les proteines Msh2 i oa-tubulina indiquen la puresa dels extractes de nucli i citoplasma,
respectivament. NT: cél-lules tractades amb vehicle.

En conjunt aquests resultats suggereixen que, almenys en part, els efectes de la curcumina
sobre cel-lules de CCR sensibles i resistents a oxaliplati, individualment o en combinacié amb

oxaliplati, estan produits per la inhibicid de la cascada de senyalitzacié de NF-kB .

4.3. Resultats objectiu 3

4.3.1. Efecte diferencial del tractament concomitant d'oxaliplati i curcumina en el
patré d'expressio genica dels models cel-lulars HT29 i HTOXAR3

Fins aquest moment, els nostres resultats demostraven que la combinacié d'oxaliplati i
curcumina era més efectiva i sinérgica en la linia HTOXAR3 la qual, presentava una
sobreactivacié de la via de NF-kB en comparacio a la seva linia parental sensible, HT29. Tenint
en compte que NF-kB és un factor de transcripcid, la nostra hipotesi era que aquesta
efectivitat venia determinada per I'expressié génica diferencial entre la linia HT29 i HTOXAR3
com a conseqliencia del procés d’adquisicié de resisténcia. Per demostrar aquesta hipotesi, les
cél-lules HT29 i HTOXARS3 es van tractar durant 24 hores amb oxaliplati o oxaliplati i curcumina
a les respectives dosis IC50, se’n va obtenir I’ARN total i es va analitzar el patré transcripcional
global d'ambdues linies mitjangant un estudi de microarrays. En aquest cas, ens interessaven

aquells gens I'expressié dels quals es trobava alterada a nivell basal com a conseqiiencia del
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procés d'adquisicié de resistencia a oxaliplati i que alhora, es trobaven diferencialment
expressats després del tractament concomitant. D'un total de 36.204 gens analitzats, 4.237
gens presentaven nivells d’expressié significativament diferents entre les dues linies cel-lulars
a nivell basal dels quals, 2.303 es trobaven incrementats i 2.034 decrementats en HTOXARS3.
Aguest elevat nombre de gens diferencialment expressats en el model resistent confirma la
complexitat i multifactorialitat del procés de resisténcia a oxaliplati. En quant a la combinacio,
es van identificar 656 gens diferencialment expressats en resposta a aquesta combinacio 261

dels quals presentaven una expressio augmentada i 395 disminuida en HTOXAR3 (Taula 6).

Comparacions Gensregulats | Incrementen | Disminueixen

Oxaliplati vs no tractat 5726 2980 2746

A la linia HT29 Oxaliplati + curcumina vs no tractat 6622 3420 3202

Oxaliplati + curcumina vs oxaliplati 2447 1330 1117

Oxaliplativs no tractat 4022 2095 1927

B e Oxaliplati + curcumina vs no tractat 6295 3194 3101
HTOXAR3 Xallplall Teurcamnav

Oxaliplati + curcumina vs oxaliplati 5513 2766 2747

No tractat HTOXAR3 vs HT29 4337 2303 2034

Entreles linies OxaliplatiHTOXAR3 vs HT29 645 349 296

HT29i HTOXAR3 | Oxaliplati + curcumina vs basal HTOXAR3 vs HT29 656 261 395

Oxaliplati + curcumina vs oxaliplati HTOXAR3 vs HT29 165 48 117

Taula 6. Resum de tots el gens diferencialment expressats (incloent gens de simbol Unic i altres transcrits) en les
comparacions indicades.

La interseccié d’ambdues llistes ens va permetre identificar 75 gens decrementats a nivell
basal en HTOXAR3 que alhora s’incrementaven després del tractament amb oxaliplati i
curcumina i 194 gens que mostraven el sentit oposat ja que es trobaven incrementats a nivell

basal pero decrementats després del tractament combinat (Figura 55).
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OC_UP_in_HTOXA NT_DW_in_HTOXA

NT_UP_in_HTOXA S~ OC_DW_in_HTOXA

Figura 55. Diagrama de Venn que representa el nombre de gens presents en la interseccid entre les segilients
condicions: OC_UP_in_HTOXA (gens amb expressid diferencial incrementada després del tractament amb oxaliplati
i curcumina (OC) respecte a HTOXAR3 a nivell basal (NT) comparat amb HT29). OC_DW_in_HTOXA (gens amb
expressio diferencial reduida després del tractament amb oxaliplati i curcumina respecte a HTOXAR3 a nivell basal
comparat amb HT29). NT_UP_in_HTOXA HTOXA (gens sobreexpressats en HTOXAR3 en comparacié amb HT29 en
condicions basals (no tractament)), i NT_DW_in_HTOXA (gens infraexpressats en HTOXAR3 en comparacié amb
HT29 en condicions basals (no tractament)).

L’analisi exploratori d’enriquiment funcional amb I'eina GSEA va revelar que els processos
biologics principalment sobrerepresentats (g-valor< 0,00001) eren la resposta a l'interferd
gamma, el sistema del complement, la transicid epiteli mesenquima (EMT) i la via de
senyalitzaci6 TNFo/NF-xB en la llista de 194 gens i Unicament la via de senyalitzacié de

TNFo/NF-xB en la llista de 75 gens (Taula 7).
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Funcié molecular / Hallmark Genes in Gene Set (K) | Genes in Overlap (k) k/K p-valor FDR g-valor
Resposta a interfer6 gamma 200 11 0,055 1,52E-10 7,58E-09
Complement 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06
Transicié epiteli mesénquima 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06
Via de senyalitzacié TNFo/NF-kB 200 8 0,04 5,94E-07 7,43E-06
Resposta a interferd alfa 97 6 0,0619 1,28E-06 1,28E-05
Apoptosi 161 6 0,0373 2,37E-05 1,97E-04
Hipoxia 200 6 0,03 7,93E-05 4,95E-04
Via de senyalitzacié de K-Ras 200 6 0,03 1,32E-04 4,95E-04
Coagulacio 138 5 0,0362 7,26E-04 7,34E-04
Adipogénesi 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03
Resposta tardana a estrogens 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03
Miogénesi 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03
Via de senyalitzacié de p53 200 5 0,025 7,26E-04 2,59E-03
Metabolisme xenobiotic 200 5 0,025 5,52E-03 2,59E-03
Unié apical 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02
Resposta temprana a estrogens 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02
Glicolisi 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02
Via de senyalitzacié de K-Ras | 200 4 0,02 5,52E-03 1,53E-02
Peroxisoma 104 3 0,0288 5,93E-03 1,56E-02
Metabolisme dels acids grassos 158 3 0,019 1,83E-02 4,36E-02
Resposta a llum UV P 158 3 0,019 1,83E-02 4,36E-02

Funcié molecular / Hallmark Genes in Gene Set (K) | Genes in Overlap (k) k/K p-valor FDR g-valor
Via de senyalitzaciéo NF-xp 200 8 0,04 7,45E-10 3,72E-08
Via de senyalitzacié de p53 200 5 0,025 1,33E-05 3,33E-04

Resposta inflamatoria 200 4 0,02 2,41E-04 4,02E-03
Resposta a llum UV 4 158 3 0,019 1,77E-03 2,21E-02
Transicio epiteli mesénquima 200 3 0,015 3,44E-03 2,87E-02
Via de senyalitzacié de K-Ras 1 200 3 0,015 3,44E-03 2,87E-02
Homeaostasi del colesterol 74 2 0,027 5,60E-03 4,00E-02

Taula 7. Llistat de les funcions moleculars o Hallmark terms enriquides segons I’analisi per GSEA overlap. El panell
superior mostra I'analisi obtingut a patir de la llista de 194 gens I'expressié dels quals es troba incrementada
significativament en HTOXAR3 a nivell basal i disminuida pel tractament concomitant. El panell inferior mostra el
mateix per la llista de 75 gens I'expressid dels quals es troba disminuida en HTOXAR3 en condicions basals i
augmentada pel tractament combinat.

Per tant, aquests resultats corroboren per una banda el paper central de la via de NF-xB en el

procés d’adquisicié de resisténcia a oxaliplati en el nostre model

HT29/HTOXAR3 i d'altra

banda confirmen el paper de la curcumina en la modulacié de la via de senyalitzacié d'aquest

factor de transcripcio.
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Es important destacar que entre els 10 primers gens que complien els criteris de la llista de 194
gens, es van identificar tres que codifiquen per tres CXC-quimiocines proinflamatories
regulades a nivell transcripcional per NF-kB: CXCL8 (Interleuquina-8), CXCL1 (Gro-a) i CXCL2
(Gro-B). Els ARN missatgers d’aquestes quimiocines es van trobar significativament
incrementats en HTOXAR3 i decrementats després del tractament amb oxaliplati i curcumina

en aquesta linia respecte HT29 (Figura 56)

GeneBank Nomdel gen Descripcio Fold Change
Accesionn? OXA+CURC / Basal

10 primers gens sobreexpressats a nivell basal en HTOXAR3 wvs. HT29 | infraexpressats després del
tractament concomitant OXA+CURCen HTOXAR3 vs. HT28

NM_198196 CD96 CD36 molecule 761/9.81
NM_D0110454 MIR205HG MIR205 host gene -4.53/9.65
NM_D05752 CLEC3A C-type lectin domain family 3, membera -3.88/137.46
NM_001511 CXCL1 Chemokine {CXC-motif) ligand 1 -3.46/2.42
NM_002089 oLz Chemokine (CXC-maotif) ligand 2 -3.25/1.90
NM_000584 CHCLE Chemokine (CXC-motif) ligand 8 -3.11/5.10
NR_002918 SNORA4S Smal Inucleolar RNA, H/ACA box 48 -3.08/2.29
THC 2544321 THC 2544321 HSINTLKEM Interleukin -1.00/3.33
ENSTO0000457321 ENSTOD000457321 Unknown -2.59/3.06
XR_242411 LOC 101927172 Uncharacterized LOC101927172 255/ 2.68

10 primers gens infroexpressats a nivell basal en HTOXAR3 vs. HT29 | sobreexpressats després del
tractament concomitant OXA+CURC en HTOXAR3 vs. HT29

NM_032546 TRIMS4 Tripartite motif containing 54 7.34/-7.65
NM_D01080395 AATE Apoplosis-associate Lyrosine kinase 3.76/-4.49
NR_024089 LINCOD162 Long intergenic non-protein coding RNA 162 2.75/-181
NM_145894 KLK12 Kallikrein-related peptidase 12 2.26/-2.91
NM_D01200 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 2.22f-262
NM_014344 Fix1 Four jointed box 1 2.07/-193
NM_152597 FSIP1 Fibrous sheath interacting protein 1 2.01/-2.03
NM_D05309 GPT Glutamic-pyruvate transaminase 1.91/-4.77
NM_001242850 Donc Dopa decarboxylase 1.87/-5.86
NM_001242890 PLAUR Plasminogen activator, urokinase receplor 1.81/-2.73

Figura 56. Patrons d’expressié geénica associats a la resisténcia a oxaliplati i al sinergisme del tractament
d’oxaliplati i curcumina. Mapes de calor o heatmaps mostrant I'agrupacié dels gens diferencialment expressats en
les categories indicades. El color blau indica disminucié de I’'expressié , el groc augment de I'expressié i les zones
fosques indiquen que no hi ha canvis en I'expressio. A la taula es mostren els 10 gens millor classificats segons el
fold change entre HTOXAR3 i HT29 a nivell basal i després del tractament combinat.

110



D’acord amb aixo0, la via de senyalitzacio del receptor de quimiocines CXCR va ser una de les
funcions moleculars destacades en I'analisi d’enriquiment funcional de la llista de 194 gens.
Altres funcions destacades van ser la via de senyalitzacio de la proteina quinasa JNK aixi com

I'activitat deaminasa dels enzims citidina i deoxicitidina deaminasa (Figura 57).
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Gene 5et Name Genes in Gene Set (K) | Genes in Overlap (k) k/K p-valor FDR g-valor
Activitat deaminasa 14 3 0,2143 1,49€-05 4,53E-03
Activitat hidrolasa 16 3 0,1875 2,29E-05 4,53E-03
Activitat isomerasa 35 3 0,0857 2,54E-04 2,52E-03
Unid a receptor 377 7 0,0186 3,91E-04 2,52E-02
Activitat quimiocina 42 3 00714 4,38E-04 2,52€E-02
liniA 3 rarantar da Aanimincina a3 2 N NRag 4 TNF.NA 2 87F.N2

Figura 57. Analisi d’enriquiment funcional. (a) Diagrama de les funcions moleculars enriquides segons I'analisi a
partir de la llista de 194 gens augmentats en HTOXAR3 en condicions basals i disminuits despres del tractament
amb oxaliplati i curcumina (b) Funcions moleculars més significativament enriquides segons I’analisi GO a la llista de
194 gens.

D’altra banda, I'analisi d’enriquiment funcional a partir de la llista de 75 gens no va mostrar
cap funcié molecular significativament associada probablement degut a que el nombre de

gens en aquest cas era menor.

Aquests resultats ens van conduir a estudiar les quimiocines CXCL1, CXCL2 i CXCL8 per tres
raons principalment. En primer lloc, perqué la seva via de senyalitzacié a través del receptor
CXCR va ser una de les funcions moleculars destacades en I'analisi d’enriquiment funcional de
la llista de gens sobreexpressats a nivell basal i decrementats després del tractament amb
oxaliplati i curcumina en HTOXAR3 respecte HT29; en segon lloc, perqué van apareixer entre
els 10 primers gens que complien aquesta condicié i finalment, perqué sén dianes

transcripcionals de NF-kB.

4.3.2. Validacio dels resultats obtinguts en I’analisi de microarrays per a CXCL1,
CXCL2 i CXCL8

Per I'estudi especific dels nivells d’expressié de CXCL8, CXCL1, CXCL2 vam utilitzar la técnica de
RT-gPCR. Tal i com s’observa a la Figura 58, es va validar I'increment de CXCL8 (10 vegades
sobreexpressat), CXCL1 (6 vegades sobreexpressat) i CXCL2 (2,5 vegades sobreexpressat) en la
linia HTOXARS3 en relacié a HT29. A més a més, vam observar un increment de I'expressié de
les tres quimiocines després del tractament durant 24 hores amb oxaliplati només en la linia

sensible HT29. Aixi, CXCL8 va incrementar 3 vegades la seva expressid, CXCL1 6 vegades i
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CXCL2 2 vegades. En el cas concret de CXCL2, el tractament amb oxaliplati es va associar amb
una disminucié de la seva expressid en la linia HTOXAR3. Quan vam combinar I'oxaliplati i la
curcumina concomitantment, 'ARNm de CXCL8 i CXCL1 va disminuir significativament en la
linia HTOXAR3 pero no en HT29 mentre que en les mateixes condicions, I'expressié de CXCL2
va disminuir significativament en comparacié a les cél-lules no tractades perd no a les
tractades amb oxaliplati. Aixi doncs, la validacid per qPCR va corroborar els resultats dels

arrays per CXCL8 i CXCL1 i per tant, vam descartar continuar amb I'estudi de CXCL2.
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Figura 58. Canvis en els nivells d’expressio génica de CXCL8, CXCL1 i CXCL2 en HT29 i HTOXAR3 després del
tractament amb oxaliplati o oxaliplati i curcumina mesurats per RT-qPCR. Els grafics de barres mostren els nivells
de cadascun dels gens indicats relatius als de la B-actina (mitjana £ SEM) en cel-lules HT29 i HTOXAR3 tractades
amb vehicle (NT) i tractades amb oxaliplati (OXA) o oxaliplati i curcumina (CURC) a les respectives dosis IC50 per a
cada farmac. Els resultats es van obtenir a partir d’un minim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte
NT, #p<0,05; ##p<0,01 respecte HT29, #p<0,05 respecte tractament amb oxaliplati.

A continuacid, es va estudiar I'efecte del tractament amb dosis creixents de curcumina (de O a
50 uM) durant 24 hores en I'expressié de CXCL8 i CXCL1 en les linies HT29 i HTOXAR3. Com
s’observa a la Figura 59, el tractament amb curcumina es va associar amb una reduccié de
I'expressié génica d’ambdues quimiocines en les dues linies cel-lulars, essent aquesta
disminucio estadisticament significativa en totes les dosis Unicament en la linia resistent i a

dosis altes en la linia sensible HT29.
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Figura 59. Canvis en els nivells d’expressié génica de CXCL8 i CXCL1 en cél-lules HT29 i HTOXAR3 després del
tractament amb curcumina. Els grafics de barres mostren la mitjana + SEM dels nivells d’expressio dels gens
indicats després del tractament amb curcumina durant 24 h a les dosis indicades. Els resultats es van obtenir a
partir d’'un minim de tres experiments independents. NT: tractades amb vehicle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
respecte NT.

Degut a que les quimiocines sén proteines secretades per les cél-lules, vam voler estudiar la
seva preséncia en els sobrenedants de les linies HT29 i HTOXAR3 mitjancant la técnica d’ELISA.
De la mateixa manera que a nivell d’expressié génica, també vam trobar una major quantitat
d’aquestes quimiocines, ara en forma de proteina en els sobrenedants de HTOXAR3 respecte a
HT29 i només en aquestes, el tractament amb oxaliplati durant 24 hores n’incrementava els
nivells. En canvi, el tractament amb curcumina individualment es va associar amb una
davallada dosi-depenent en els nivells de CXCL1 i CXCLS8 en els sobrenedants de les dues linies,
essent aquesta disminucié més significativa en la linia resistent. Finalment, els nivells de CXCL1
i CXCL8 van resultar menors en els sobrenedants de cél-lules HT29 i HTOXARS3 tractades amb la
combinaciéo de curcumina i oxaliplati que en els de les tractades Unicament amb |'agent
platinat. En el cas de CXCL8, aquesta disminucid va ser més marcada en la linia resistent

(Figura 60).
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Figura 60. Valoracié dels nivells de CXCL8 i CXCL1 en sobrenedants de cél-lules HT29 i HTOXARS3. Els grafics de
barres mostren la mitjana = SEM dels nivells de les quimiocines CXCL8 (a) i CXCL1 (b) mesurats mitjangant la técnica
d’ ELISA en els sobrenedants de cél-lules HT29 i HTOXAR3 tractades segons s’indica. NT: cel-lules tractades amb
vehicle . Els resultats es van obtenir a partir d’'un minim de tres experiments independents *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 respecte NT. ##p<0,01, ###p<0,001 respecte al tractament amb oxaliplati.

4.3.3. Estudi del paper de CXCL8 i CXCL1 en la reversio de resisténcia a oxaliplati

El fet que els nivells de ARNm i proteina de CXCL1 i CXCL8 estiguessin augmentats en la linia
resistent no implica per se que aquesta sigui una causa de l'adquisicié de resisténcia a
oxaliplati sind que també podria ser una conseqliéncia. Per tant, per tal de confirmar el paper
especific d’aquestes quimiocines en la resisténcia i la sensibilitat a oxaliplati en la linia
HTOXAR3, es va silenciar la seva expressio genica de manera transitoria mitjangant la técnica
de siRNA. L'eficiencia de la inhibicid després de 48 hores de silenciament va ser avaluada
mitjangant qPCR i va resultar ser d’aproximadament el 90% per a CXCL8 i del 60% per a CXCL1

en comparacié amb la condicié control (siCNT) (Figura 61).
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Figura 61. Eficiencia del silenciament de CXCL8 i CXCL1 amb siRNAs. Els grafics mostren la mitjana + SEM dels
nivells d’expressié relatius als de B-actina de les quimiocines CXCL8 (a) i CXCL1 (b) mesurats per gPCR després del
tractament de ceél-lules HTOXAR3 amb siRNAs contra cadascun dels gens (siCXCL8 i siCXCL1) i amb un control
negatiu (siCNT) durant 48 h. Els resultats es van calcular a partir d’'un minim de tres experiments independents
*p<0,05 respecte a siCNT.

En concordanca amb altres estudis (272), el silenciament de CXCL8 es va traduir en una
disminucio significativa del nombre de cel-lules viables a les 48 hores post-inhibiciéo en
comparacié a la condicio siCNT (Figura 62a). La inhibicié especifica de CXCL1, en canvi, no va

produir cap canvi en el nombre de cel-lules HTOXARS3 viables. (Figura 62b)
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Figura 62. Efecte del silenciament de CXCL8 i CXCL1 sobre la viabilitat cel-lular de HTOXARS3. Els grafics mostren la
mitjana + SEM del nombre de cel-lules viables contades amb I'hemocitometre després de 48 hores de transfeccid
amb siRNAs contra CXCL8 (siCXCLS8, a) i CXCL1 (siCXCL1, b) i amb un control negatiu (siCNT) i tincié amb blau de
tripa. El nombre inicial de cél-lules va ser de 250.000 cél-lules per condicid. Els resultats es van calcular a partir d’un
minim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte a siCNT.

Tot seguit, es va avaluar l'efecte del silenciament genic especific de CXCL8 i CXCL1 en la
resposta a oxaliplati en la linia HTOXARS3. Les cél-lules a les que se’ls havia silenciat CXCL1 o
CXCL8 es van tractar durant 24 hores a dosis creixents d’oxaliplati, de 0 a 100 uM. Tal i com es

mostra en la Figura 63, el silenciament genic de CXCL8 i CXLC1 es va associar amb una
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disminucio significativa del 35 i el 20%, respectivament, del valor d’IC50 en comparacié amb la

linia transfectada amb el control negatiu.
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Figura 63. Efecte del silenciament génic de CXCL8 i CXCL1 en la sensibilitat a oxaliplati de les cél-lules HTOXAR3.
Corbes dosi-resposta despres del silenciament genic de CXCL8 (siCXCL8, a) i CXCL1 (siCXCL1, b) i tractament amb
dosis d’entre 0 i 100 uM d'oxaliplati (OXA) durant 24 hores (els valors representen la mitjana + SD). Els valors d’IC50
per a cadascuna de les condicions indicades corresponen a la mitjana i als intervals de confianga al 95%. Els p valor
s’han obtingut després de calcular les diferencies entre les dues corbes mitjangant el test F.

Tant CXCL1 com CXCL8 poden actuar de forma autocrina sobre els receptors especifics de
membrana CXCR1 i CXCR2 i promoure una cascada de senyalitzacid intracel-lular que
finalitzara en I'activacié de NF-xB (99, 233, 273). En aquest sentit, els nostres resultats van
mostrar que el silenciament génic de CXCL8 i CXCL1 s’associava amb una reduccié de la
fosforil-lacioé de IkBa aixi com dels nivells de Bcl-2 i Survivina en la linia HTOXAR3. A més a més,
la inhibicio d’aquestes dues quimiocines es va traduir també en una disminucié dels nivells de

la forma fosforilada de la quinasa Akt (Figura 64).
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Figura 64. Efecte del silenciament genic de CXCL8 i CXCL1 en l'activacio de la via de senyalitzacié de NF-kB en
cél-lules HTOXARS3. Imatges representatives de western blots que mostren els canvis en els nivells de les proteines
p-IkBa Ser32/36, p-Akt Ser473, Bcl-2 i Survivina en cél-lules transfectades amb un siRNA control negatiu (siNTC) o
contra CXCL8 (siCXCL8, a) o CXCL1 (siCXCL1, b).

Tant CXCL1 com CXCL8 duen a terme la seva accio biologica mitjangant la seva unié especifica
al receptor de membrana CXCR2 [Revisat a (274)]. Els nostres resultats van mostrar que els
nivells de CXCR2 eren clarament superiors a la linia HTOXAR3 en comparacié a a linia HT29

(Figura 65).
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Figura 65. Expressio proteica de CXCR2 en linies HT29 i HTOXARS3. a) Imatge representativa de I'analisi per western
blot i b) representacié grafica de la mitjana + SEM dels nivells basals de CXCR2 en linies HT29 i HTOXAR3 mesurats
per western blot i calculats a partir d’'un minim de tres experiments independents. *p<0,05 respecte HT29.

A continuacid, per tal de coneixer I'efecte del tractament durant 72 hores amb I'antagonista
especific de CXCR2 SB265610 sobre la proliferacio dels nostres models cel-lulars, vam realitzar
I'assaig MTT utilitzant un rang de dosis de 0 a 100 uM en HT29 i HTOXARS3. Tal i com es pot
observar a la Figura 66, el compost SB265610 va produir una disminucid significativa de la

proliferacié cel-lular de manera dosi-dependent en ambdues linies cel-lulars. Es important
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destacar que el model resistent HTOXAR3 va resultar ser significativament més sensible a

aquest inhibidor en comparacio a la linia parental HT29.
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Figura 66. Efecte del tractament amb I'antagonista del receptor CXCR2 SB265610 en la proliferacié de les linies
HT29 i HTOXAR3. Corbes dosi resposta corresponents a les linies HT29 i HTOXAR3 després del tractament amb 0-
100 puM de SB265610 durant 72 hores (mitjana + SEM) i analisi de MTT. Els valors d’IC50 per a cadascuna de les
condicions indicades corresponen a la mitjana i als intervals de confianga al 95%. Els p valor s’han obtingut després
de calcular les diferencies entre les dues corbes mitjangant el test F.

En global, aquests resultats suggereixen per una banda el possible paper de les quimiocines
CXCL8 i CXCL1 i el seu receptor CXCR2 en el procés d’adquisicié de resistencia a oxaliplati
mitjancant I'activacio de la via de senyalitzaciéo Akt/NF-xB i per altra, la seva implicacio en el
sinergisme i major eficacia del tractament concomitant d’oxaliplati i curcumina en el model
resistent HTOXAR3. Aixi doncs, en base a aquests resultats, ens varem plantejar la possible
utilitat de les quimiocines CXCL8 i CXCL1 com a marcadors predictius de I'eficacia del

tractament concomitant d’ambdues drogues.

4.4. Resultats de I'objectiu 4

4.4.1. Estudi dels nivells d’expressié de CXCL8 i CXCL1 en explants de metastasis de
pacients de CCR i associacio amb I'eficacia del tractament combinat d’oxaliplati i
curcumina

Davant de la impossibilitat d’obtenir mostres tumorals de pacients tractats amb curcumina i
per tal d’avaluar el potencial de CXCL8 i CXCL1 com a biomarcadors predictius de la resposta al
tractament concomitant d’oxaliplati i curcumina, es va analitzar I'expressio genica d’ambdues

guimiocines en un panell de 8 mostres fixades amb formol i incloses en parafina d’explants de
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metastasis hepatiques derivades de pacients amb CCR. Els explants, havien estat tractats
préviament pels nostres col-laboradors de Leicester amb oxaliplati, oxaliplati i curcumina o
vehicle (DMSO) durant 24 hores. Per tal d’avaluar I'efecte dels diferents tractaments sobre la
disminucio de la proliferacié cel-lular i I'increment de I'apoptosi en aquests explants, es va
analitzar mitjancant immuhistoquimica la preséncia del marcador ki67, com a indicador de Ila

proliferacid, i de la caspasa 3 truncada com a marcador de I'apoptosi (200).

A partir d’aquests explants vam extreure ARN i es va analitzar I'expressié de les quimiocines
CXCL1 i CXCL8 mitjancant RT-gPCR. Malauradament sota les nostres condicions de qPCR
només vam poder detectar I'expressido de CXCL1 pero no de CXCL8, probablement degut a la
baixa concentracié d’ARN (de 20 a 75 ng/ul) que vam poder obtenir a partir de les mostres
d’explants. Malgrat aix0, l'analisi de CXCL1I va mostrar una sobreexpressié d’aquesta
guimiocina en 6 dels 8 explants que havien estat tractats amb oxaliplati. A més, aquest
augment d’expressio es veia atenuat pel tractament combinat d’oxaliplati i curcumina en 5
dels anteriors 6 explants. Aquests resultats corroboraven les dades obtingudes en el nostre

estudi in vitro (Figura 67).
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Figura 67. Nivells d’expressio génica de CXCL1 en cultius d’explants de metastasis hepatiques derivades de
pacients amb CCR. (a) El grafic mostra els nivells de CXCL1 relatius als de B-actina mesurats per RT-gPCR en 8
explants i segons si havien estat tractats ex-vivo amb oxaliplati (OXA) o oxaliplati més curcumina (CURC) o pel
contrari no havien rebut tractament (vehicle) (NT) durant 24 hores. (b) Representacié dels nivells de CXCL1 per
grups de tractament. Les linies horitzontals representen els valors promig.

A continuacid, es va analitzar el patré d’expressié de CXCL1 en relacié a la resposta al
tractament. Per dur a terme aquest objectiu, vam recollir les dades obtingudes pels nostres
col-laboradors de Leicester en relacié a la tincid dels marcadors ki67 i caspasa 3 truncada en
els explants. A partir d’aquestes dades vam assignar un valor numeéric, de 0 a 2, en relacio als

canvis en la tincio de ki67 i caspasa 3 truncada després de I'exposicid dels explants a oxaliplati
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o oxaliplati i curcumina en comparacié al tractament amb vehicle. Aixi, una puntuacié de 2 ( 2
marcadors de “bon pronostic”) representava una disminucié i un augment significatiu de ki67 i
de caspasa 3 truncada, respectivament; una puntuacié de 1 (1 marcador de “bon pronostic”)
representava una disminucié de ki67 o un augment de caspasa 3 truncada en resposta al
tractament; i finalment, un valor de 0 (0 marcadors de “bon pronostic”) significava que cap
dels dos marcadors varia en relacié als criteris de bon pronostic. Cal remarcar que I'Us
combinat d’aquests dos parametres com a marcadors pronostic de I'eficacia d’'un determinat
tractament han estat utilitzats també per altres autors (275). Tal i com es pot observar a la
Taula 8, els explants p93 i p141 van ser els Unics que van presentar una puntuacié igual a 2

després del tractament combinat amb oxaliplati i curcumina.

Resposta al tractament Expressio genica relativa de CXCL1
NT vs. OXA | Puntuacié [NT vs. OXA+CURC| Puntuacié| NT OXA OXA+CURC
Ki67 5 (0.001) S (0.003)
P093 1 2 27.19 117.38 100.08
c3 NS S (0.02)
Ki67 NS NS
P103 1 1 7.92 1488 20.18
c3l  §(0.021) S (=0.0001)
Ki67 NS S (=0.0001)
P104 0 1 231 1.03 1.01
Cc3 NS NS
Ki67 NS S (0.002)
P122 0 1 206 363 6.94
c3 NS NS
Ki67) S (0.001) S (0.014)
P141 2 2 221 446 85 4.13
c3| S (=0.0001) S (=0.0001)
Ki67 NS NS
P155 0 0 2.03 1268 285
c3 NS NS
Ki67 NS NS
P184 1 1 0.72 0.37 0.39
c3| S (=0.0001) S (<0.0001)
Kif7 NS NS
P188 0 1 0.76 59 15
C3 NS NS

Taula 8. Resposta al tractament i nivells de CXCL1 en els 8 explants de metastasis hepatiques. En verd s’indiquen
els canvis relatius a la tincié de Ki67 i en blau als de la caspasa 3 truncada. NS = no significatiu; NT = no tractat; OXA
= oxaliplati; CURC = curcumina. Els valors d’expressié genica s’han obtingut a partir de la técnica de RT-qPCR. El
terme "puntuacié” representa una mesura arbitraria de la resposta al tractament tal i com s’ha explicat en I'apartat
4.4.1, essent 0 equivalent a una no resposta, 1 a una resposta intermitja i 2 a una resposta completa.

De forma interessant, aquests dos explants van ser els que presentaven una major expressié
de la quimiocina CXCL1 a nivell basal i després del tractament amb oxaliplati, en relacié als

explants que presentaven puntuacions de 1 o 0 (Figura 68).
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Figura 68. Expressid basal (a) i post-tractament amb oxaliplati (b) de CXCL1 segons la resposta al tractament amb
oxaliplati i curcumina. L’eix Y mostra els valors relatius d’expressié de CXCL1 en els 8 explants de metastasis
hepatiques valorats per RT-qPCR. L’eix X mostra la resposta al tractament segons la puntuacié obtinguda tal i com
s’explica a I'apartat 4.4.1. Les linies horitzontals representen els valors promig.

En conclusié, malgrat que aquests resultats han estat obtinguts a partir de molt pocs casos,
corroboren els nostres resultats in vitro i suggereixen que aquells pacients amb elevats nivells
de CXCL1 (a nivell basal o després del tractament amb esquemes basats en I'oxaliplati) serien
bons candidats per a ser tractats de manera efectiva amb la combinacid d’oxaliplati i

curcumina.
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5. DISCUSSIO
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Malgrat la recent aparici6 de noves terapies antitumorals consistents en la utilitzacié
d’anticossos monoclonals dirigits contra dianes moleculars especifiques, els esquemes de
guimioterapia basats en I'Gs de I'oxaliplati continuen essent essencials en el tractament dels
pacients amb CCR metastatic. Tot i aix0, I'aparicié de resisténcies representa la principal causa
de fracas dels mateixos. La resisténcia a oxaliplati és un procés complex i multifactorial, basat
principalment en I'alteracié de gens que participen en el seu transport, metabolisme i
mecanisme d’accié. En un treball previ del nostre grup es va proposar la desregulacié de la via
de NF-xB com un important mecanisme d’adquisicid de resisténcia a oxaliplati comu en
almenys 4 models in vitro (102). En base a aquests resultats, la present tesi doctoral s'ha
focalitzat en I'estudi del paper de NF-kB en la sensibilitat i resisténcia a oxaliplati aixi com en la
seva inhibicié mitjancant curcumina com a mecanisme de reversié de resisténcia a aquest

farmac.

Paper de NF-kB en la sensibilitat i resistencia adquirida a oxaliplati

El paper de la via de NF-kB i els seus gens diana en els processos de quimioresistencia ha estat
ben establert [Revisat a (168)] i pel que fa a I'oxaliplati, s’ha demostrat que la sensibilitat de les
cél-lules de CCR a la mort induida per aquest farmac es veu negativament afectada per una
elevada activitat d’aquest factor de transcripcié (65). En corcondancga amb altres estudis (156,
276), els nostres resultats indiquen una activacié constitutiva de NF-kB en totes les linies
cel-lulars de CCR analitzades donat que en totes elles hem pogut detectar la proteina p65
fosforilada en el residu Ser536. En tots els casos, les linies amb resistencia adquirida van
mostrar una hiperactivacid de la via respecte les linies sensibles i d’entre elles, la linia
HTOXAR3 es va escollir com a paradigma d’aquesta hiperactivacié donat que va mostrar un
augment significatiu de la fosforilacido de p65, IkBa i Akt aixi com uns majors nivells de les
proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Survivina, i la proteina proproliferativa Ciclina D1 respecte la
seva linia parental sensible HT29. La sobreexpressié d'aquestes proteines s'ha relacionat amb
un augment de la quimioresisténcia en un gran nombre de cél-lules tumorals [Revisat a (168)].
Bcl-2 antagonitza les proteines proapoptotiques Bax i Bak i inhibeix la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial en la via intrinseca d’apopotosi; la Survivina, en canvi, inhibeix
directament l'activacié de diverses caspases, com la caspasa 9, impedint l'activacié de
I'apoptosi per accid dels farmacs quimioterapéutics i per tant disminuint-ne la sensibilitat. En
concordanca amb els nostres resultats, Wen i col-laboradors han reportat la sobreexpressié de
Survivina en lines de CCR resistents a oxaliplati (277) i a més a més s'ha demostrat que la

inhibicidé especifica d'aquesta proteina i de Bcl-2 incrementa la sensibilitat a aquest farmac en
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linies cel-lulars de cancer de prostata metastatic (99). D’altra banda, I'augment en la
fosforilacid i per tant en I'activacié d’Akt, correlaciona amb una sobreexpressié de p65 i IkBa
fosforilades ja que aquesta quinasa és capac d'activar NF-kB per fosforilacié directa de IKK,
quinasa responsable de la fosforilacio de IkBa, i de p65 (265-267). S’ha demostrat que
I'activacié de la via PI3K/Akt promou la resisténcia a 'oxaliplati en la linia cel-lular HT29 (278) i
gue la inhibicié farmacologica d’Akt es tradueix en un augment de la citotoxicitat d’aquest

farmac en linies cel-lulars de colangiocarcinoma (279).

El factor de transcripcid NF-kB participa en els processos de progressié tumoral, metastasi i
guimioresisténcia mitjancant la regulacié del procés EMT. Concretament, s'ha demostrat que
el tractament cronic amb TNFa en cél-lules de cancer de mama indueix el procés d'EMT
mitjancant la sobreexpressido d’'un gen diana de NF-kB, el repressor transcripcional Twist-1
(165) i que la inhibicid de la via canonica de NF-kB promou la reversioé del EMT, corroborant el
paper central de NF-kB en la iniciacié i manteniment d'aquest procés (166). En relacié a la
guimioresisténcia, l'increment en I'expressié de marcadors mesenquimals, com N-caderina o
Vimentina, ha estat relacionat amb un augment de la resisténcia a diversos farmacs
guimioterapéutics. Un estudi realitzat en metastasis pulmonars va demostrar la implicacié del
procés EMT en la formacié de metastasis pulmonars recurrents després del tractament amb
cyclofosfamida (280), suggerint la contribucié del tractament cronic amb quimioterapia en
I'aparicié del procés EMT i la quimioresisteéncia. Tanmateix, el nostre analisi exploratori
d’enriquiment funcional amb GSEA va revelar que els processos biologics (hallmarks)
principalment sobrerepresentats en la llista de gens que estaven sobreexpressats a nivell basal
en la linia HTOXAR3 en comparacié a la linia sensible HT29 eren (g-valor< 0,00001) la via de

senyalitzacié de TNFo/NF-xB i el procés EMT (Taula 9).
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Funcié molecular / Hallmark Genes lr(lK();ene Set O(j::;z; ’(nk) k/K p-valor FDR g-valor
Via de senyalitzacié TNFa/NF-xB 200 41 0,205 6,79E-18 3,40E-16
Respostaal’interferé6 gamma 200 39 0,195 2,57E-16 6,43E-15
Transicié epiteli-mesénquima 200 38 0,19 1,51E-13 2,51E-14
Respostatardana a estrogens 200 35 0,175 2,50E-13 3,12E-12
Resposta primerenca a estrogens 200 34 0,17 1,28E-12 1,28E-11
Resposta a interfero alfa 97 23 0,2371 4,71E-12 3,92E-11
Respostaallum UV { 144 27 0,1875 2,49E-11 1,69E-10
Hipoxia 200 32 0,16 3,04E-11 1,69E-10
Senyalitzacié STAT5/IL-2 200 32 0,16 3,04E-11 1,69E-10
Via de senyalitzacié de K-Ras 1 200 31 0,155 1,40E-10 6,38E-10
Miogénesi 200 31 0,155 1,40E-10 6,38E-10
Unié apical 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09
MetabolismeHeme 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09
Via de senyalitzacié de p53 200 30 0,15 6,23E-10 2,23E-09
Complement 200 29 0,145 2,66E-09 8,88E-09
Respostaa llum UV 9 158 24 0,1519 2,43E-08 7,60E-08
Metabolisme xenobiotic 200 27 0,135 4,32E-08 1,27E-07
Metabolismedels acids grassos 158 22 0,1392 4,34E-07 1,21E-06
Peroxisoma 104 17 0,1635 9,01E-07 2,37E-06
Allograftrejection 200 24 0,12 2,06E-06 5,15E-06
Resposta a androgens 101 16 0,1584 2,87E-06 6,82E-06
Glicolisi 200 23 0,115 6,83E-06 1,55E-05
Homeostasidel colesterol 74 13 0,1757 7,52E-06 1,63E-05
Coagulacio 138 18 0,1304 1,19E-05 2,48E-05
Via de senyalitzacié de MTORC1 200 22 0,11 2,16E-05 4,33E-05
G2M checkpoint 200 21 0,105 6,52E-05 1,21E-04
Eix mitotic 200 21 0,105 6,52E-05 1,21E-04
Apoptosi 161 18 0,1118 9,47E-05 1,69E-04
Respostainflamatoria 200 20 0,1 1,87E-04 3,12E-04
Via de senyalitzacié de K-Ras 200 20 0,1 1,87E-04 3,12E-04
Adipogénesi 200 19 0,095 5,10E-04 7,75E-04
Gens diana de E2F 200 19 0,095 5,10E-04 7,75E-04
Angiogénesi 36 7 0,1944 5,11E-04 7,75E-04
Metabolismedela acids biliars 112 13 0,1161 5,93E-04 8,73E-04
Unfolded protein response 113 13 0,115 6,46E-04 9,23E-04
Senyalitzacid IL6/JAK/STAT3 87 11 0,1264 7,47E-04 1,04E-03
Senyalitzacié PI3K/AKT/MTOR 105 11 0,1048 3,45E-03 4,66E-03
Senyalitzacié Wnt/beta-catenina 42 6 0,1429 6,44E-03 8,48E-03
Gens diana de MYC 200 16 0,08 7,40E-03 9,25E-03
Fosforil-lacié oxidativa 200 16 0,08 7,40E-03 9,25E-03
Reparacié de ’ADN 150 13 0,0867 7,90E-03 9,63E-03
Gens diana de MYC_2 58 7 0,1207 8,55E-03 1,00E-02
Via de senyalitzacié de NOTCH 32 5 0,1562 8,61E-03 1,00E-02
Via de senyalitzacié de TGF-beta 54 6 0,1111 2,11E-02 2,40E-02

Taula 9. Llistat de les funcions moleculars o Hallmark terms enriquides segons I’analisi per GSEA overlap. Analisi
obtingut a patir de la llista de 2303 gens I'expressio dels quals es troba incrementada significativament en HTOXAR3
a nivell basal respecte HT29
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En la mateixa linia, altres estudis han reportat la sobreexpressid de tota una série de gens
implicats en el procés EMT en la linia HT29 resistent a oxaliplati; com per exemple la citoquina
TGF-B1 (Transforming growth factor beta 1) (281). El paper de TGF-f1 com a inductor del
procés EMT en diversos models tumorals esta ampliament descrit (282, 283). En aquest sentit,
el nostre estudi transcriptomic va mostrar una sobreexpresio significativa de TGF-B1 (FC= 4,91

; p<0,0001) en la linia HTOXAR3 en comparacio al model HT29.

En conjunt, els resultats obtinguts en el present estudi suggereixen que I'exposicié continuada
a oxaliplati ha contribuit a la seleccié d’aquelles cél-lules que presentaven una sobreactivacio
de NF-xB. Tanmateix, la sobreactivacid d’aquest factor de transcripcié ha contribuit a la
transicié epiteli-mesenquima en el model HTOXAR3 que alhora ha afavorit I'aparicié del seu
fenotip resistent a oxaliplati. Aquesta hipotesi es veu recolzada per l'estudi de Yang i
col-laboradors en el que observaren que I'exposicié continua d'oxaliplati en la linia HT29
produia canvis morfologics que confluien en I'aparicié d'un fenotip mesenquimal que es
correlacionava amb una disminucio dels marcadors epitelials E-caderina i Pakoglobina aixi com
en una marcada sobrexpressid nuclear de NF-kB. En una segona linia de CCR resistent a
oxaliplati, en canvi, van observar que I'exposicié a oxaliplati va produir una sobreexpressié de
Vimentina i del factor de transcripcid Snail perdo no de NF-kB nuclear (284) corroborant el
paper cabdal de la via de NF-kB en l'adquisicié del fenotip mesenquimal i I'aparicid de
resisténcia a oxaliplati en el model cel-lular HTOXAR3. En linia amb aquest treball, Jiao i
col-laboradors van reportar que el tractament amb I'oxaliplati s'associava a l'aparicié dels
processos d'EMT i metastasi mitjancant la producciéo de ROS i la conseglient activacié de la

cascada de senyalitzacio de PI3k/Akt/Snail (285).

Els nostres resultats indiquen que I'oxaliplati és capag d'activar la via de senyalitzacié de NF-kB
en les linies HT29 i HTOXAR3, mitjancant la fosforilacié de IkBa i p65, la translocacié nuclear de
p65 i I'expressid de gens diana especifics, com Bcl-2 i Survivina. En concordanca, altres estudis
han demostrat que I'administracié d’oxaliplati en models cel-lulars de cancer de prostata es
correlaciona I'activacié de NF-kB aixi com amb un increment en la transcripcid i expressié de
Bcl-2, Survivina i diverses quimiocines, com CXCL8 i CXCL1 (99). També, Liu i col-laboradors van
observar que el tractament amb oxaliplati promovia l'activacio i translocacié nuclear de p65 en
la linia HT29 (173). Cal apuntar que una de les possibles limitacions d'aquest treball és que no
hem utilitzat tecniques de valoracié directa de l'increment de |'activitat transcripcional de NF-

kB mesurant per exemple, la seva unié directa a I'ADN o I'activitat de transcripcié del gen
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luciferasa sota un promotor génic amb seqiieéncia d’unid a aquest factor de transcripcio, siné
gue dita activacié s'ha avaluat de manera indirecta a través de la valoracié de I'expressié o la
fosforilacié de certes proteines mitjancant la técnica de western blot o la translocacid nuclear

de p65.

D’altra banda, cal destacar que malgrat que hem demostrat que I'oxaliplati és capag¢ de
fosforilar IkBa en els residus Ser32/36, no hem pogut observar una degradacié significativa
d'aquesta proteina després de I'exposicié a aquest agent platinat. Aquesta observacié es troba
en concordanca amb altres estudis que han demostrat que malgrat que les cel-lules HT29
poden activar una resposta inflamatoria depenent de NF-kB, no poden degradar la proteina
IxBa en resposta a estimuls activadors com TNFa, LPS o IL-1j3 pero si son capaces de translocar
NF-kB al nucli i expressar gens diana especifics d'aquest factor de transcripcié com IL-8 (270).
Jobin i Sartor plantejaren que aquesta incapacitat de les cél-lules HT29 per degradar IxBa
estaria relacionada amb una funcié defectuosa de la via del proteasoma (286). Altres estudis,
en canvi, relacionen aquest fenomen amb una baixa activacid del complex de quinases IKK,
responsable de la fosforilacid de IkBa (287). D’altra banda, cal destacar també que diverses
publicacions han demostrat que I'estres oxidatiu produit pel tractament amb H,0, promou la
translocacié nuclear de p65 sense provocar la degradacié d’lkBa per accié del proteasoma

[Revisat a (288)].

Pel que fa a la Survivina, els nostres resultats demostren una sobreexpressié significativa
d’aquesta proteina després de I'exposicio a oxaliplati, especialment en el model sensible HT29.
Contrariament, altres estudis han reportat una disminucié drastica dels nivells proteics de
Survivina (pero no dels nivells d’ARNm) en la linia de CCR RKO mitjancant la seva degradacid
via proteasoma després del tractament durant 24 hores amb oxaliplati (289). Tenint en
compte els resultats presentats en diversos treballs del grup de Jobin i Sartor (286, 290),
I'increment de I'expressié de Survivina després de I'exposicid a oxaliplati reportada pels
nostres resultats podria explicar-se d’'una banda, per un augment en l'activacié de NF-kB i
d’altra banda per una funcié defectuosa del proteasoma en la linia HT29 que no permetria la
degradacié d’aquesta proteina. En aquest mateix context, Howells i col-laboradors van
observar una davallada dels nivells de Survivina després del tractament amb oxaliplati en la
linia de CCR HCT116 que presenta p53 WT pero no en canvi en la linia que no expressava p53.
De fet, s’ha demostrat que la forma WT de p53 pot reprimir I'expressié de Survivina.

Concretament, Mirza i col-laboradors van observar que I'expressié de la forma WT de p53,
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perd no la forma mutada, estava associada amb una forta repressié del promotor de la
Survivina en diverses linies cel-lulars (291). La manca d’aquesta repressio en el promotor de la
Survivina en la linia HT29 (p53 mutat) podria representar també una explicacié plausible a

I'augment d’aquesta proteina després de I’exposicid a oxaliplati.

Els nostres resultats mostren que I'activacié de la via de NF-kB és produeix molt rapidament en
els primers 15 minuts d'exposicié a |'oxaliplati tant en HT29 com en HTOXAR3 pero aquesta
activacio es manté després de 24 hores de tractament només en la linia sensible HT29.
L'activacio de la via de NF-xB per efecte de I'exposicié a oxaliplati pot produir-se per la
induccio d'estrés oxidatiu mitjancant la produccié de ROS (269, 285) o bé per la induccid de
dany genotoxic. El dany a I'ADN produit per I'oxaliplati pot provocar la fosforilacid i activacio
de la quinasa ATM, responsable del reconeixement dels trencaments de cadena dobles. ATM
fosforila llavors la subunitat reguladora NEMO del complex de quinases IKK i i I'heterodimer
p65/p50 pot translocar-se al nucli cel-lular (122, 123). En quant a les diferéncies observades
entre la linia sensible HT29 i HTOXAR3 en relacié a l'activaciéo de NF-«xB després de 24 hores
d’exposicié a oxaliplati, podrien explicar-se degut a una major tolerancia de les cel-lules
HTOXARS3 al dany a I’ADN ja que de I'estudi transcriptomic hem pogut aillar 29 gens relacionats
amb la reparacié de I’ADN i que estaven diferencialment expressats entre HT29 i HTOXAR3
dels quals, 17 es trobaven sobreexpressats en la linia resistent HTOXAR3. Quatre d’aquests
gens estan relacionats amb la resposta al dany (i no directament amb la reparacié d’aquest) i
entre ells, ATR, RAC1 i CHK2 van mostrar una expressié decrementada en la linia resistent
(Figura 63). Altres autors han observat que a igual concentracié d’oxaliplati es produeixen un
major nombre de d’adductes intracatenaris en la linia sensible HT29 en comparacid a la
derivada resistent a oxaliplati desenvolupada per aquests autors fet que de donar-se també en

el nostre cas, podria explicar els resultats esmentats (281).
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Fold Change
HTOXARS vs.
HT29

GENS DE REPARACIO DE L’ADN

GeneBank Nom del
Accesion n° gen

Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) enzymes
NM_001618 PARP1 1.28

NM_001003931 PARP3 1.25

Repair of DNA-topoisomerase crosslinks

NM_018319 TDP1 1.79

Mismatch excission repair (MMR)

NM_002439 MSH3 1.27
NM_014381 MLH3 1.41
NM_000534 PMS1 -1.78

Nucleotide excission repair (NER)

NM_004344 CETN2 1.22
NM_005316 GTF2H1 -1.25
NM_001517 GTF2H4 161
NM_001799 CDK7 1.30
NM_002431 MNAT1 855
NM_005236 ERCC4 1.27

HomologousRecombination

NM_003579 RAD54L 1.34
NM_012415 RAD54B -1.21
NM_182625 GEN1 -1.23

Fanconi Anemia

NM_022725 FANCF -1.48

NM_004629 FANCG 1.24

Non-homologous end-joining

NM_021141 ‘ XRCC5 ‘ -1.23

Modulation of Nucleotide pools

NM_015713 ‘ RRMB2 ‘ -1.24

DNA polymerases (catalytic subunits)

NM_002912 REV3L -1.27

NM_006502 POLH 1.23

Editing and procesing nucleases

NM_033629 TREX1 1.22

NM_003686 EXO1 1.27

Ubiquitination and modification

NM_152617 ‘ RNF8 ‘ 1.22

Chromatin structure and modification

NM_002105 ‘ H2AFX ‘ -1.22
GENS DE RESPOSTA AL DANY A L’ADN
NM_001184 ATR -1.20
NM_130384 ATRIP 1.26
NM_002853 RAD1 -1.26
NM_007194 CHEK2 -1.33

Taula 10. Llista de gens de reparacio de I'ADN i de resposta al dany a I’ADN que es troben expressats de manera
diferencial entre les cél-lules HT29 i les cél-lules HTOXAR3 (|FC|>1.2 i g-value<0.05). Es marquen en verd els gens de
reparacio de I'ADN sobreexpressats i els gens de resposta al dany a ’ADN infraexpressats en HTOXAR3 respecte
HT29.

En conjunt, aquests resultats suggereixen que la linia HTOXAR3 s’ha adaptat a I'oxaliplati
disminuint la resposta i augmentant la reparacid del dany a I’ADN causat pel mateix i com a

conseqliéncia, produint una atenuacié de I'activacié de NF-kB.
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En el present treball hem obsevat una disminucié drastica dels nivells proteics de Ciclina D1
després del tractament amb oxaliplati durant 24 hores. La Ciclina D1 és un important regulador
de la transicié de la fase G1 a la fase S del cicle cel-lular (292). Durant la fase G1 del cicle
cel-lular, la Ciclina D1 es sintetitza i s"acumula en el nucli cel-lular. Per contra, quan la cél-lula
entra en fase S aquesta proteina és rapidament degradada (293). Resultats previs del nostre i
d’altres grups han demostrat que el tractament amb oxaliplati durant 24 hores en les cél-lules
HT29 produeix una acumulacié de cel-lules en fase S (69, 240, 294) i d’altra banda, s’ha
reportat que l'activacio de la via de NF-kB per accié de la camptotecina (farmac que també
provoca dany a I'ADN) es produeix predominantment durant la fase S del cicle cel-lular (295,
296). Per tant, I'’efecte de I'oxaliplati en la retencié de les cel-lules HT29 en la fase S del cicle
cel-lular, podria explicar la davallada en I'expressié proteica de Ciclina D1 observada després

dels tractaments durant 24 hores.

Per altim, la rapida activacid de la via de NF-kB després de 15 minuts d’exposicié a oxaliplati
probablement deguda a una resposta de supervivencia per part de les cel-lules, suggereix la
possible implicaci6 de determinats receptors de membrana cel-lular, com podria ser el
receptor LTBR de la familia TNFR. Aquest receptor és capac d'unir-se als factors TRAF (TNF-
receptor-associated factor) 2, 3i 5 i activar NF-kB principalment a través de la via no canonica
pero també de la canonica (297). Harradine i col-laboradors van demostrar que el silenciament
geénic del receptor LTBR es traduia en un increment de la sensibilitat a oxaliplati en un model
cel-lular de CCR resistent a oxaliplati (298). Resultats previs del nostre grup van reportar nivells
transcripcionals baixos de TRIP (TRAF interacting protein), implicat en la inhibicié de I'activacio
de NF-xB induida per TRAF2 (299), en les linies resistents a oxaliplati utilitzades en aquest
treball en comparacié a les seves respectives linies parentals sensibles (102). Una altra
possibilitat sén els TLRs (108) degut a que s’ha reportat la implicacié d’algun d’ells, com el TLR5

(Toll like receptor 5), en la resposta al tractament amb oxaliplati (300).

Reversio de la resisténcia adquirida a oxaliplati mitjancant curcumina

La implicacié de NF-kB en el desenvolupament, progressio i resisténcia als tractaments dels
tumors ha conduit a que en les darreres decades s'hagin explorat noves estrategies
terapeutiques consistents en la supressié de I'activitat d’aquest factor de transcripcié. Malgrat
gue molts dels compostos estudiats han demostrat la seva eficacia en models preclinics, la
seva aplicabilitat clinica no ha estat ben establerta. De fet, actualment |'Unic inhibidor

farmacologic indirecte de NF-kB aprovat per a Us clinic és el Bortezomib, un inhibidor del
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proteasoma. En relacié als inhibidors del proteasoma, Németh i col-laboradors van demostrar
que degut a la caracteristica activacido de la via de NF-xB en el model cel-lular HT29 (no
degradacio de 1kB), I'Gs d’aquests inhibidors en aquesta linia cel-lular no suposava una bona
estrategia terapéutica, ja que no només no la inhibien sind estimulaven I'activacié de la via de

NF-kB contraposant-se aixi als resultats obtinguts en altres linies cel-lulars (301).

S'ha demostrat que I'Gs d’inhibidors de NF-kB en combinacié amb oxaliplati potencia I'eficacia
d’aquest farmac a través de la inhibicio de la proliferacié cel-lular i I'activacio de I'apoptosi en
linies tumorals de diferent origen, entre elles HT29 (99, 173). Concretament, el silenciament
génic especific de la subunitat p65 mitjancant siRNA s’ha associat amb un augment de la

sensibilitat a oxaliplati en diferents linies de CCR (176, 177).

En el present treball es va escollir la curcumina donada I'evidéncia que demostra que pot
inhibir de forma efectiva la via de senyalitzaci6 de NF-xB (205, 302, 303). Els resultats
presentats, corroboren que la curcumina suprimeix I’activacié de NF-kB induida per I'oxaliplati
a través de la supressio parcial de la fosforilacié de p65 i IkBau i de I'expressié de les proteines
Bcl-2, Survivina i Ciclina D1. Tal i com han reportat altres treballs (304), hem demostrat que el
tractament amb curcumina inhibeix la proliferacié cel-lular en totes les linies de CCR
analitzades. També en linia amb altres estudis (209, 305-307), els nostres resultats han
determinat que el tractament concomitant de curcumina i oxaliplati durant 24 hores es
tradueix en una supressio significativa de la proliferacid cel-lular i de la capacitat de formacid
de colonies de totes les linies estudiades en comparacié amb els tractaments individuals amb
cada farmac. A més a més, hem observat com I'efecte de la combinacid sobre la proliferacio
cel-lular ha resultat ser més evident en els models resistents HTOXAR3 i LoVOXAR3 en
comparacié a les linies HT29 i LoVo. Aquesta observacid es troba en consonancia amb els
resultats d’altres autors que reportaren un major efecte de la combinacié d’oxaliplati i
curcumina en cél-lules HCT116 resistents a oxaliplati en comparacié a cel-lules sensibles a
aquest farmac (209). Els nostres resultats també indiquen que el tractament combinat és més
sinergic en la linia HTOXAR3 en comparacio a HT29 i de fet, aquesta combinacié ha permés una
reversid del 65% en la resisténcia a l'oxaliplati en la linia HTOXAR3. En el cas de la parella
LoVo/LoVOXAR3, malgrat obtenir una reversié de la resisténcia a oxaliplati del 40% amb
I'esquema de tractament utilitzat no hem pogut observar sinergisme entre els dos farmacs.
Aqguestes diferéncies entre ambdds models podrien explicar-se per diferents motius; per una

banda, cal tenir en compte que les diferencies genotipiques entre les linies cel-lulars HT29 i
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LoVo (308) podrien influir en la sensibilitat al tractament combinat d’oxaliplati i curcumina. A
més a més, és important tenir present que la sobreactivacid de la via de NF-kB va resultar ser
més evident en el model HTOXAR3 que en la linia LoOVOXAR3 fet que podria explicar que les
cél-lules HTOXAR3 fossin més dependents de I'estimulacié d'aquesta via de senyalitzacio i per
tant més sensibles a la seva inhibicié. En qualsevol cas, queda palés que el tractament
combinat d’oxaliplati i curcumina utilitzant un esquema concomitant durant 24 hores no seria
adequat en termes de sinergisme en el model resistent LoOVOXAR3 i que per tant, seria

necessari identificar quin és I’'esquema de tractament més sinergic en aquesta linia cel-lular.

Els nostres resultats mostren que el tractament amb oxaliplati com a agent Unic durant 24
hores no s’associa amb un increment en la mort cel-lular en les linies HT29 i HTOXAR3. Aquest
fet ha estat descrit préviament per altres autors i per nosaltres mateixos (69, 93, 240) i
suggereix que després de 24 hores de tractament, |I’oxaliplati inhibeix la proliferacié cel-lular
sense provocar mort cel-lular i que no és fins a les 72 hores post-tractament quan s’observen
taxes de mort significatives almenys en els models estudiats. S’ha suggerit que aquesta baixa
activacio de la mort cel-lular en resposta a oxaliplati podria explicar-se per la presencia d’una
mutacio en el gen supressor tumoral TP53 en la linia HT29 (96, 98). Pel que fa al tractament
amb curcumina, malgrat la ben establerta capacitat d'aquest compost d’induir la mort cel-lular
per apoptosi (214), tampoc hem pogut observar taxes de mort significatives en cap dels temps
d'exposicid estudiats. Malgrat que alguns autors han reportat que l'activacié de la mort
cel-lular per part de la curcumina és un procés independent de I’estat mutacional de p53 (309),
els nostres resultats suggereixen que la presencia de la forma mutada de p53 en el model
HT29 estaria influint negativament en I’activacié de la mort cel-lular per part de la curcumina.
A més a més, aquests resultats corroboren els de I'estudi de Hanif i col-laboradors en el que
van observar que la curcumina no induia I'apoptosi en cél-lules HT29 (304). Finalment, el
tractament concomitant durant 24 hores tampoc ha mostrat taxes de mort cel-lular
significatives en comparacié amb els tractaments individuals, suggerint que la curcumina
contribueix a l'accié antiproliferativa de I'oxaliplati en les condicions i les linies cel-lulars

estudiades en aquest treball.

Paper de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 en la resisténcia a oxaliplati i en la sensibilitat i
sinergisme del tractament combinat d’oxaliplati i curcumina
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Tenint en compte que NF-kB és un factor de transcripcid, vam hipotetitzar que les linies
resistents presentarien patrons d’expressié diferents com a conseqiiencia del guany en
I’activitat del mateix i que en aquesta expressio diferencial podriem trobar gens responsables
del major efecte de la combinacié d’oxaliplati i curcumina observat en la linia resistent. Aixi,
entre tots els gens aillats a partir d’'un estudi de microarrays d’expressi6 hem demostrat la
sobreexpressié de tres quimiocines de la familia CXC, CXCL8 (IL-8), CXCL1 (Gro-a) i CXCL2 (Gro-
B) en el model HTOXAR3, I'expressié de les quals disminueix després del tractament amb
oxaliplati i curcumina de manera significativa en la linia HTOXAR3 pero no en HT29. També
hem observat la sobreexpressié del seu receptor CXCR2 a nivell de proteina en la linia
HTOXAR3. En sintonia amb aquestes dades, I'analisi d’enriquiment funcional de la llista de
gens I'expressié dels quals es troba incrementada a nivell basal pero disminuida pel tractament
combinat en la linia resistent HTOXAR3 posa de manifest que la via de senyalitzacié dels
receptors de quimiocines CXCR és una de les funcions moleculars significativament
sobrerepresentades en aquesta condicid, el que suggereix que les 3 quimiocines podrien tenir
un paper important tant en I'adquisicié de resisténcia com en el sinergisme entre I'oxaliplati i
la curcumina en les cel-lules HTOXAR3. Malauradament, al no poder validar-se per qPCR els
resultats obtinguts per CXCL2, es va descartar el seu estudi i es va continuar amb |'analisi de
CXCL1 i CXCLS. El fet que el silenciament genic d’ambdues quimiocines es tradueixi en un
augment en la sensibilitat a oxaliplati en HTOXAR3, demostra que la seva funcid és important

en la resposta a aquest farmac.

La transcripcidé génica d’aquestes tres quimiocines es troba principalment regulada per NF-xB i
intervenen no només en la quimiotaxi dels neutrofils (accid protumoral) i en la resposta
inflamatoria sind també en la regulacié de la progressié, angiogénesi, migracid, invasio,
metastasi i quimioresisténcia del CCR. Aquestes quimiocines poden ser secretades pels propis
leucocits i també per cél-lules epitelials, endotelials, fibroblasts i cel-lules tumorals ja sigui en
resposta a un estimul inflamatori o de forma constitutiva [Revisat a (274)]. La CXCLS, és una de
les quimiocines més estudiades en CCR i la seva sobreexpressid s’ha associat amb un
increment en la resisténcia a oxaliplati i 5-FU i també a una major capacitat en la proliferacié
cel-lular, I'angiogenesi, la migracié i la metastasi de cél-lules de CCR resistents a oxaliplati (272,
310). En un treball del grup del Dr. Joan Massagué es va demostrar que la sobreexpressié de
CXCL1 i CXCL2 en tumors de mama s’associava no només a un augment en la resisténcia al
tractament sind també a un cert avantatge de les cél-lules tumorals per a sobreviure en llocs
metastatics (311). Per tant, els nostres resultats suggereixen, com altres ja ho han fet

préviament (312), que existeix un nexe d’unié entre dos dels principals obstacles en el
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tractament del CCR: la quimioresisténcia i el desenvolupament o promocio de la metastasi. Tot
i que els nostres experiments han estat realitzats in vitro, els resultats indiquen que el
tractament continuat amb oxaliplati ha contribuit a I'aparicié de canvis a nivell molecular que a
més d’afavorir la quimioresisténcia, també estarien associats a un fenotip més metastatic
mitjancant la seleccié d'aquelles clones cel-lulars que sobreexpressen aquestes quimiocines.

Aquesta hipotesi pero, s’hauria de validar en un model in vivo.

L'efecte de la quimioterapia en l'augment de I'expressido de CXCL8, CXCL1 i CXCL2 ha estat
descrit previament (99, 311, 313, 314). En aquest treball, també hem demostrat que
I’oxaliplati indueix una forta sobreexpressié de CXCL1 i CXCLS8 a nivell génic i proteic Unicament
en la linia HT29 i no en HTOXAR3 el que s’explicaria pel fet que NF-kB és capag d'activar-se
després de 24 hores de tractament només en la linia sensible. D'altra banda, la curcumina
presenta |'efecte contrari i tot i que també és capac de disminuir els nivells d’aquestes
guimiocines en HT29, I'efecte va ser significativament més evident en el model resistent a
oxaliplati. Els nostres resultats estan d’acord amb els d’altres investigadors que han demostrat
la capacitat de la curcumina d'inhibir I'expressié d'aquestes quimiocines en diferents models
cel-lulars (207, 208, 233). Pel que fa al tractament combinat, és interessant destacar que
I'expressié de CXCL8 i CXCL1 és atenuada pel tractament combinat d'oxaliplati i curcumina
Unicament en el model resistent HTOXAR3 probablement degut al fet que en aquesta linia
I'oxaliplati no exerceix un efecte estimulador de I'expressié d'aquestes quimiocines i per tant la
curcumina pot disminuir-ne la seva expressié de manera més efectiva que en la linia HT29 en
la que es produiria un efecte compensatori. En resum, aquests resultats suggereixen la
implicacié d’aquestes dues quimiocines no només en |'adquisicid de resisténcia a oxaliplati

siné també en el sinergisme entre aquest i la curcumina observat en la linia HTOXAR3.

Un cop sintetitzades, les quimiocines CXCL1 i CXCL8 sén secretades per les cel-lules tumorals
promovent un cercle de retroalimentacié positiva i també actuant paracrinament sobre altres
cél-lules del microambient tumoral, com els fibroblasts, a través de la unié als receptors de
membrana CXCR1 en el cas de CXCL8 i CXCR2 en el cas de CXCL8 i CXCL1. La senyalitzacio a
través d'aquests receptors culminara en l’activacio de la via de senyalitzacié de NF-xB i en més
expressié de CXCL1, CXCL8 i dels seus receptors (99). Els nostres resultats mostren que la
silenciacié genica de CXCL1 o CXCL8 es tradueix en una disminucié de la fosforilacié de IkBa
aixi com un decrement dels nivells proteics de Bcl-2 i Survivina fet que indica que
efectivament, existeix un efecte autocri en aquestes cél-lules. A més, en aquestes condicions

també hem observat una disminucié dels nivells de fosforilacié de la quinasa Akt el que
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suggereix que almenys en part, la sobreactivacido de la via de NF-kB observada en la linia
resistent a oxaliplati HTOXAR3 podria explicar-se per un augment de I'activacié de la quinasa
Akt per accid de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 (Figura 69). Aquesta hipotesi es veu recolcada
pel fet que la sobreexpressié de CXCL8 promou la fosforilacid d’Akt aixi com la conseglient
activaciéo de NF-kB en una altra linia de CCR (272) i per resultats similars en linies de cancer
d’ovari estimulades amb TNFa (315). Finalment, la inhibicié del receptor CXCR2 resulta en una
major disminucié de la proliferacio cel-lular en el model resistent HTOXAR3 en comparacié a
HT29, suggerint de nou la importancia de la via de senyalitzaci6 CXCR2/NF-xB en el

manteniment de la proliferacié d'aquesta linia cel-lular.
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Figura 69. Esquema representatiu de la possible accié del tractament amb oxaliplati o oxaliplati més curcumina
sobre I'expressio de les quimiocines CXCL1, CXCL2 i CXCL8 i I'activacio de la via de senyalitzacié de NF-xB a través
del receptor CXCR2 en les linies HT29 i HTOXAR3.

Davant la impossibilitat de trobar mostres de pacients tractats amb curcumina, la validacié
dels resultats obtinguts in vitro es va realitzar en 8 explants de metastasis hepatiques de
pacients de CCR que es van tractar ex vivo amb diferents esquemes de tractament basats en
I'oxaliplati i la curcumina. Aixi, hem pogut constatar que, igual que succeia in vitro, I'exposicio a
oxaliplati incrementa I'expressié de CXCL1 en 6 dels 8 explants analitzats i I'addicié de
curcumina reprimeix aquesta sobreexpressié en 5 d’aquests 6 explants. A més, és interessant
destacar que els explants amb una millor “resposta” al tractament combinat d’oxaliplati i

curcumina mostren una major expressié de CXCL1 tant a nivell basal com després del
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tractament amb oxaliplati. Aquests resultats suggereixen la possibilitat d’utilitzar la mesura
dels nivells de CXCL1 com a marcador predictiu de resposta al tractament combinat d’oxaliplati

i curcumina, fet que ja s’ha demostrat efectiu en termes de pronostic (316).

En conjunt, els nostres resultats indiquen que en el procés d’adquisicié de resistencia a
oxaliplati, la pressid selectiva del farmac fa que aquelles cél-lules amb una major activitat de
NF-kB sobrevisquin davant la resta, augmentant aquesta poblacid i per tant, la secrecié de
CXCL1i 8 que alhora estimularan altres cel-lules, fet que comporta més activacié de la via i més
guimioresisténcia, probablement a través de I'activacié d'Akt. A més, el cultiu passa a ser més
dependent de I'estimulacid d’aquesta senyalitzacié i per tant, més vulnerable a la seva
inhibicid, el que es demostra pel fet que la curcumina, com a inhibidor de NF-kB, restableix la
sensibilitat a oxaliplati i quan es combina amb aquest, el tractament és més efectiu en les

cel-lules resistents.

Altres vies moleculars associades a la major sensibilitat i sinergisme del tractament
concomitant d’oxaliplati i curcumina en HTOXAR3:

A banda de la via de quimiocines, I'estudi de microarrays va identificar dues funcions
moleculars addicionals que es trobaven enriquides en quant a nombre de gens amb expressié
alterada en la llista de 194 gens sobreexpressats a nivell basal en la linia HTOXAR3 i I'expressio
dels quals disminuia pel tractament combinat d’oxaliplati i curcumina de manera significativa
en aquesta linia respecte a HT29. Aquestes funcions son: |'activitat dels enzims citidina i
deoxicitidina deaminasa i la via d’activacid de la quinasa JUN (JNK) (Figura 51) el possible paper

de les quals es discuteix a continuacio.

a) Activitat citidina i deoxicitidina deaminasa

Entre els gens amb funcié cititidina deaminasa augmentats a nivell basal i decrementats pel
tractament amb oxaliplati i curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29,
destaquen: la citidina deaminasa (CDA), APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F i APOBEC3G (Taula
11):
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GeneBank Nom del gen Descripcio Fold Change
Accesion n? OXA+CURC / Basal
CDA

NM_001785 Cytidine deaminase -1,70/1,71
NM_004900 APOBEC3B Apolipoprotein BmRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3B -1,73/2,05
NM_014508 APOBEC3C Apolipoprotein BmRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3C -2,37 /16,97
NM_001006666 APOBEC3F Apolipoprotein BmRNA editing enzyme, catalyticpolypeptide-like 3F -1,74/ 4,83
NM_021822 APOBEC3G Apolipoprotein BmRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G -2,07 /3,97

Taula 11. Gens amb funcié citidina deaminasa augmentats a nivell basal i disminuits pel tractament amb oxaliplati i
curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29

La CDA és un enzim que catalitza la deaminacié hidrolitica irreversible d’una citidina o
desoxicitidina a una uridina o desoxiuridina, respectivament. Malgrat que no existeixen
evidéncies previes sobre el paper de la CDA en la resisténcia a oxaliplati alguns estudis han
demostrat que la sobreexpressié de CDA contribueix a la resisténcia a la gemcitabina en
diferents tumors (317, 318). La gemcitabina és un farmac que pertany al grup dels analegs de
nucleosids i que s'utilitza com agent quimioterapeutic en el tractament dels tumors de pulméd
de cél-lula no petita, pancrees, ovari i mama metastatic. Més del 90% de la gemcitabina és
metabolitzada i inactivada per la CDA fet que evita I'acumulacié intracel-lular del seu principi
actiu. A banda de la gemcitabina, una expressio elevada de CDA també s’ha relacionat amb
una disminucié de la sensibilitat a I’arabinosid citosina (Ara-c), farmac utilitzat en el tractament

de leucemies i limfomes (318, 319).

La familia d’enzims APOBEC3 (A/D/apolipoprotein B mRNA editing complex catalitytic
polypetide 3) consta de set proteines que han demostrat la capacitat de provocar el canvi
d’'una base de citosina per una d’uracil en les mol-lecules d’ADN de cadena simple,
considerant-se APOBEC3B com un dels majors inductors de mutacions en tumors [Revisat a
(320)]. S’ha reportat la implicacid de la via canonica i no canonica de NF-kB en la regulacio de
I'expressio d’aquest gen (321, 322) i també que els membres de la familia APOBEC3 juguen un
paper dual en la promocid de la supervivencia de les cel-lules in vivo ja que per una banda
incrementen la taxa de reparacié dels trencaments dobles de la cadena de I’ADN després del
tractament amb agents genotoxics i d’altra banda, promouen un fenotip mutador que
condueix a la progressié tumoral (323). Com a hipotesi, la sobreexpressié d’aquestes proteines
en la linia HTOXAR3 promouria un augment de la reparacié del dany a I’ADN, una menor

induccio de la mort cel-lular i per tant un augment de la resisténcia a I'oxaliplati. El fet que el
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tractament amb curcumina sigui més efectiu quan aquests enzims estan elevats i el perque

gueda per demostrar.

La proteina AID (Activation-induced cytidine deaminase) pertany a la familia de desaminases
APOBEC, es troba sobreexpressada en limfocits B (324) i participa en els processos EMT.
Diversos estimuls inflamatoris com la interleuquina 4 (IL-4), TNFa i TGF-B (325) promouen la
seva expressio, la qual s’ha descrit en diferents teixits epitelials sotmesos a ambients
d’inflamacié cronica com és el cas de la colitis ulcerosa. De fet, I'AID participa en el
desenvolupament del cancer colorectal associat a colitis (326) i en cancer de mama, també
s’ha observat I'activaciéo d'EMT per part de la proteina AID (327). Aquestes evidencies, podrien
suggerir que un augment de I'activacié de I'’enzim AID per accié de citoquines proinflamatories
es traduis en la promocié d’'EMT i com a conseqiiéncia en un increment de la resisténcia a

oxaliplati en la linia HTOXAR3.

En conjunt, els nostres resultats obren la porta a futurs estudis per tal d’analitzar la relacié
entre la sobreexpressid d’aquests enzims amb activitat deaminasa i el procés d’adquisicié de
resisténcia a oxaliplati. A més a més, suggereixen la possibilitat d’inhibir aquests enzims com a

mecanisme de reversio de la resisténcia a oxaliplati.

b) Via d’activacid de la quinasa JNK

En relacio a la via d’activacié de la quinasa JNK destaca I'augment en I'expressid dels gens
MAP3K1 (MEKK1) i MAP3K10 (MLK2) a nivell basal i el seu decrement després del tractament
combinat en la linia HTOXAR3 (Taula 12).

GeneBank Nom del gen Descripcio Fold Change
Accesion n? OXA+CURC / Basal

NM_002446 MAP3K10 Mitogen activated protein kinase kinase kinase 10 -1,35/1,34

NM_005921 MAP3K1 Mitogen activated protein kinase kinase kinase 1 -1,28/1,98

Taula 12. Gens activadors de la quinasa JNK augmentats a nivell basal i disminuits pel tractament amb oxaliplati i
curcumina significativament en HTOXAR3 respecte a HT29

La familia de quinases JNK, esta formada per tres membres, JNK1, 2 i 3 (codificades pels gens
MAPKS, 9 i 10, respectivament). Aquestes quinases, son les responsables de la fosforilacié de
la proteina c-Jun, un dels components principals del factor de transcripcié AP-1 (Activator

protein-1) que és responsable de la transcripcido de gens implicats en proliferacié cel-lular,
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diferenciacié i apoptosi [Revisat a (328)]. La via de JNK s'activa en resposta a estimuls, com
factors de creixement, citoquines proinflamatories (com TNFa), xoc osmotic o térmic, radiacio
UV i lesions isquémiques, anoxia o hipoxia. Les quinases MKK4 i MKK7 son les encarregades
d’activar JNK mitjancant la seva fosforilacid en els residus de Thr183 y Tyr185 [Revisat a (329)].
Per la seva banda, MKK4 i MKK7 son activades per quinases activadores denominades MEKKs o
MAP3Ks (MAP quinasa quinasa quinasa). Aixi, mentre que MKK7 s’activa per estimuls com
TNFa o IL-1, MKK4 s’activa preferentment per estrés genotoxic [Revisat a (329)]. Una de les
principals MAP3K responsable de I'activacié de MKK4 i MKK7 en resposta a estimuls
inflamatoris o estrés oxidatiu és MEKK1 (330-333). Es interessant destacar que MEKK1 també
fosforila el complex de quinases IKK activant la via de senyalitzacié de NF-kB (334, 335). Dins
de la familia MAP3Ks també trobem les quinases MLKs. Concretament, MLK2 fosforila i activa

tant MKK4 com MKK7 (330).

Depenent del model cel-lular aixi com de I'estimul i de la seva intensitat i durada, I'activacio de
la quinasa JNK pot donar lloc a diferents respostes cel-lulars, des de la induccié de I'apoptosi
fins a un augment de la supervivéncia i I'alteracio de la proliferacio cel-lular [Revisat a (336)].

D'altra banda, el factor de transcripcié NF-xB pot unir-se a les subunitats c-Fos i c-Jun d’AP-1 i
actuar de manera sinérgica en la transcripcié de gens proinflamatoris, pro- i antiapoptotics,
reguladors del cicle cel-lular i diversos enzims [Revisat a (103)]. Alhora, NF-kB també regula
I'activacié d’AP-1 mitjancant la transcripciéo de membres de la familia AP-1 (337) i I'activacid de
la quinasa JNK mitjancant I'estimul amb citoquines inflamatories indueix la translocacié

nuclear de NF-xB (338).

Una possibilitat és que degut a l'accié autocrina de diverses citoquines inflamatories com
TNFa, NF-kB i AP-1 estarien hiperactivats, almenys en part per la sobreexpressié de la quinasa
MEKK1, en la linia resistent HTOXAR3 i actuarien de manera conjunta en la transcripcio de

gens proproliferatius i antiapopototics que estimularien la resistencia a I'oxaliplati (Figura 70).
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Figura 70. Esquema representatiu de la possible activacié de NF-xB i AP-1 a través de |'estimulacié autocrina amb
citoquines inflamatories i que desemboca en I'accié conjunta d'ambdds factors de transcripcié en I'expressié de
gens antiapoptotics i proproliferatius que contribuiran a la resisténcia a I'oxaliplati.

Resisténcia

L'activacio constitutiva de JNK s’ha descrit en linies de CCR, entre elles HT29 (339), suggerint el
paper clau d'aquesta quinasa en la supervivéncia d'aquestes cél-lules. Cal destacar que els
efectes terapeutics d'inhibir JNK sén oposats depenent del tipus de tumor. Aixi, la inhibicio
d'aguesta quinasa en models de cancer de colon es tradueix en una reduccié de la mida
tumoral (340) i en canvi, en tumors de mama o fetge la deficiéncia de JNK es correlaciona amb
un increment de la formacié tumoral (341, 342). Alguns estimuls inductors de la fosforilacié de

JNK i c-Jun en CCR son l'oxaliplati i també la hipoxia (65, 343).

La inhibicié de I'activitat quinasa de MKK4 i MKK7, produeix efectes diferents en la sensibilitat
a oxaliplati: en el cas de MKK4 resulta en un augment de la sensibilitat a oxaliplati mentre que
en el cas de MKK7 el resultat és un augment de la resisténcia a oxaliplati en la linia HT29 tant a
nivell in vivo com in vitro (344). A més a més, la inhibicié farmacologica de JNK1, sensibilitza les
cél-lules de CCR al tractament amb oxaliplati tant a nivell in vitro com in vivo (339) fet que
estaria relacionat amb una disminucié de l'autofagia (345). Paral-lelament, sembla que la

curcumina és capag d’inhibir I’activacié de JNK (346) i AP-1 [Revisat a (182)] .
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D’aquesta manera, el procés d’adquisicié de resisténcia a oxaliplati estaria associat a una
senyalitzacio augmentada a través de JNK que es veuria atenuada pel tractament amb
oxaliplati i curcumina produint una reduccié en els nivells d’expressié6 de MEKK1 i MLK2 que
alhora es traduiria en una supressié de I'activacié de NF-xB i AP-1 i finalment en un major
efecte i sinergisme d’aquest tractament en la linia resistent HTOXAR3 i per tant, la combinacio
d’inhibidors de la via MEKK1-JNK amb oxaliplati podria resultar beneficiosa en el tractament de

determinats casos de CCR.

Aplicabilitat clinica dels resultats obtinguts

El conjunt dels resultats presentats en aquest treball de tesi suggereixen que l'addicié de
curcumina al tractament amb oxaliplati es tradueix en una sensibilitzacié de les cél-lules de
CCR al tractament amb aquest plati essent aquest efecte més sinérgic en cel-lules resistents a
aquest farmac. A més a més, aquests resultats ens permeten suggerir que |'Us de
concentracions suboptimes d'oxaliplati en combinacié amb curcumina ens permetria obtenir
una eficacia similar al tractament individual amb dosis elevades d'oxaliplati perdo amb una
considerable reduccié de la toxicitat induida per aquest. En referéncia a la toxicitat del
tractament amb oxaliplati cal destacar també que s'ha demostrat que la curcumina és capag

de reduir els efectes neurotoxics produits pel tractament amb aquest agent platinat (255).

Tal i com s’ha explicat a la introduccid, I'oxaliplati s'administra en la practica clinica en
combinaci6 amb 5-FU (FOLFOX) tant en el tractament de la malaltia avancada com en
adjuvancia. Els nostres resultats preliminars no mostrats en aquest treball indiquen que la
combinacié de curcumina amb FOLFOX presenta un major efecte sobre la inhibicid de la
proliferacié cel-lular que el tractament individual amb aquest doblet de quimioterapia,
observacid que es troba en concordanca amb altres treballs (200) i que suggereix la

possibilitat d'introduir la curcumina en aquest esquema de tractament.

En vista dels nostres resultats podem suggerir també, que la combinacié d’inhibidors del
receptor de quimiocines CXCR2 amb oxaliplati podria ser sinergica i resultar en una reversio de
la resisténcia a aquest agent platinat. De fet, s'ha demostrat que I’Us de I'antagonista de CXCR2
SCH-527123, es tradueix en un augment de la sensibilitat a oxaliplati en models preclinics de

CCR (347).
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Aguests resultats representen un bon punt de partida per a la realitzacié d'estudis in vivo per
tal de validar els nostres resultats i suposen una base solida per al plantejament de diversos
assajos clinics on es valori I'eficacia del tractament combinat tant en pacients amb CCRa que
han progressat a una primera linia de tractament amb oxaliplati com en adjuvancia en aquells
pacients que han estat operats del tumor primari. Cal tenir en compte, pero, que aquells
pacients que han experimentat toxicitat a I'oxaliplati en primera linia, no serien bons candidats
per a rebre la combinacié d’oxaliplati i curcumina en segona linia de tractament ja que
s'incrementaria la toxicitat produida per |'oxaliplati comprometent la supervivéncia dels
pacients. Val a dir que actualment, els nostres col-laboradors de Leicester estan realitzant un
estudi clinic de fase Il en el que es compara l'eficacia del tractament combinat FOLFOX +
Curcumina C3 oral respecte al tractament amb FOLFOX en pacients amb CCRa que no poden

ser operats de les metastasis (256)(NCT01490996; www.ClinicalTrials.gov).
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6. CONCLUSIONS
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1. L'adquisiciéd de resisténcia a oxaliplati en els nostres models cel-lulars s’associa a un
increment en la senyalitzacié a través del factor de transcripci6 NF-kB, de manera

especialment destacable en el model HTOXARS3.

2. Mentre que I'oxaliplati exerceix una resposta de supervivéncia a través de NF-kB després
d’un tractament curt tant en HT29 com en HTOXAR3, la linea resistent sembla haver superat el

llindar d’activacio a temps perllongats d'exposicio.

3. La curcumina inhibeix la proliferacié cel-lular de manera dosi-dependent en totes les linies

cel-lulars de CCR estudiades.

4. La combinacié de curcumina i oxaliplati resulta sinergica en funcié de l'esquema de
tractament i la linia cel-lular emprada. El tractament concomitant d'oxaliplati i curcumina
durant 24 hores és sinergic en la linia HT29 pero no en la linia LoVo. D’altra banda, la sinergia
d’ambdds compostos és major en les linies resistents HTOXAR3 i LoOVOXAR3 respecte les seves

linies parentals sensibles, arribant a revertir la resisténcia a oxaliplati.

5. L'addicié de curcumina al tractament amb oxaliplati durant 24 hores potencia I'accié

antiproliferativa de I'oxaliplati pero no contribueix a un augment de la mort cel-lular.

6. Els efectes terapeutics de la curcumina com a agent Unic o en combinacié amb oxaliplati en
les linies HT29 i HTOXAR3 estan produits, almenys en part, per la inhibici6 de la via de

senyalitzacié de NF-kB.

7. L'adquisicié de resistencia a oxaliplati en HTOXAR3 promou canvis profunds en I'expressio
génica. Alhora, I'expressié d’alguns d’aquests gens es veu afectada de forma diferent entre la
linia sensible i la resistent després del tractament combinat d’oxaliplati i curcumina. Aquest
conjunt de gens estaria associat al fet que el tractament combinat sigui més efectiu en la linia

cel-lular resistent.

8. La modulacié de I'expressido de les quimiocines CXCL1 i CXCL8 a través del factor de
transcripcié NF-kB i probablement d’Akt, estaria implicada en la resposta a oxaliplati i a
curcumina, en l'adquisicié de resisténcia a oxaliplati i en I'efecte sinérgic d’ambdds compostos,

especialment en la linia HTOXAR3.
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9. La linia HTOXAR3 resulta més sensible al bloqueig de la senyalitzacié de CXCL1 i CXCLS8 a
través del receptor CXCR2 mitjangant inhibidors especifics del mateix, el que suggereix que de
la mateixa manera que amb la curcumina, la combinacié d’aquests inhibidors amb oxaliplati

podria ser sinérgica i resultar en una reversié de la resisténcia a aquest farmac.

10. Els resultats in vitro, juntament amb els obtinguts a partir dels explants de metastasis
hepatiques de pacients de cancer colorectal avangat suggereixen que, els tumors colorectals
qgue presenten una elevada activitat de NF-kB juntament amb nivells alts de CXCL1 (i
probablement de CXCL8), serien susceptibles de rebre tractament combinat d’oxaliplati i
curcumina. A més a més, la valoracié de CXCL1 en sérum de pacients podria servir com a

marcador predictiu de bona resposta al tractament combinat.
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OPEN Curcumin mediates oxaliplatin-
‘acquired resistance reversion in
_colorectal cancer cell lines through

v e modulation of CXC-Chemokine/
T NF-kB signalling pathway

Viceng Ruiz de Porras'’, Sara Bystrup'”’, Anna Martinez-Cardus?, Raquel Pluvinet?,
Lauro Sumoy?’, Lynne Howells*, Mark |. James*, Chinenye lwuji*, José Luis Manzano®*7,
Laura Layos'*7, Cristina Bugés'*7 Albert Abad® & Eva Martinez-Balibreal’

Resistance to oxaliplatin (OXA) is a complex process affecting the outcomes of metastatic colorectal
cancer (CRC) patients treated with this drug. De-regulation of the NF-kB signalling pathway has been
proposed as an important mechanism involved in this phenomenon. Here, we show that NF-kB was
hyperactivated in in vitro models of OXA-acquired resistance but was attenuated by the addition of
Curcumin, a non-toxic NF-xB inhibitor. The concomitant combination of Curcumin + OXA was more
effective and synergistic in cell lines with acquired resistance to OXA, leading to the reversion of their
resistant phenotype, through the inhibition of the NF-xB signalling cascade. Transcriptomic profiling
revealed the up-regulation of three NF-kB-regulated CXC-chemokines, CXCL8, CXCL1 and CXCL2,

in the resistant cells that were more efficiently down-regulated after OXA +4 Curcumin treatment as
compared to the sensitive cells. Moreover, CXCL8 and CXCL1 gene silencing made resistant cells more
sensitive to OXA through the inhibition of the Akt/NF-kB pathway. High expression of CXCL1 in FFPE
samples from explant cultures of CRC patients-derived liver metastases was associated with response to
OXA + Curcumin. In conclusion, we suggest that combination of OXA + Curcumin could be an effective
treatment, for which CXCL1 could be used as a predictive marker, in CRC patients.

Colorectal Cancer (CRC) is still one of the most frequent causes of cancer-related death worldwide. The 5-year
overall survival rate is less than 10% in advanced disease and chemotherapy treatment remains essential for these
patients. Thus, despite the availability of targeted therapies against the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
or the Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), combinations of oxaliplatin (OXA) with fluoropyrimidines
(5-fluorouracil or capecitabine) are the most commonly used frontline regimens in the metastatic disease’. OXA
is a third-generation platinum drug and it is the only platinum analogue that has activity in CRC, in both adju-
vant and first-line treatment?. OXA cytotoxicity is mainly generated through the formation of platinum-DNA
adducts resulting in DNA transcription and replication blockade. As a consequence, several signalling pathways
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are activated leading to DNA damage repair and/or the activation of cell death programs’. However, as with other
chemotherapies, its effectiveness is limited by the appearance of drug resistance®. Chemoresistance associated
with OXA is a complex and multifactorial process in which several mechanisms such as drug influx/efflux modi-
fications, alterations in DNA damage repair, decrease of cell death activation, autocrine survival signalling or high
detoxification activity could play a part®. Amongst these processes, the Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells (NF-xB) has been implicated in the activation of survival pathways following OXA treat-
ment, and may be an important factor in mediating acquired resistance to OXA. NF-xB is a transcription
factor that contributes to the progression of CRC by regulating the expression of diverse target genes that are
involved in inflammation (e.g. TNFa, IL-1, CXC-chemokines), cell proliferation (e.g. Cyclin D1, COX2, c-myc,
IL-6), apoptosis (e.g. XIAP, IAP-1, IAP-2, Survivin, Bcl-2 and Bcl-xl), angiogenesis (e.g. VEGF, IL-8), invasion
(e.g. ICAM-1, VCAM-1) and metastasis (e.g. MMP-9)°, Constitutive activation of NF-B has been observed in
many solid tumours, including CRC™*, and provides a survival mechanism by up-regulating anti-apoptotic genes
and thereby representing a major causative factor for drug resistance®. Of note, it has been shown that administra-
tion of OXA can potentiate NF-x B activity, increasing transcriptional regulation and expression of anti-apoptotic
genes'”. Thus, the inhibition or modulation of NF-x B and its downstream targets has been proposed as an impor-
tant target for the development of therapeutic approaches against this disease and the resistance to platinum
agents'!. In previous work, we investigated the alteration in gene transcription patterns between sensitive and
OXA-acquired resistant human CRC cell lines. Our results led us to hypothesize that the NF-x B signalling path-
way was an important contributor in the development of OXA resistance in this model'? and that a reasonable
strategy for CRC cancer treatment may be the combination of OXA-based chemotherapy with compounds active
against NF-xB. One such compound is Curcumin (diferuloylmethane), the major active ingredient of turmeric
(Curcuma longa). Curcumin, with no discernable toxicity, inhibits the growth of transformed cells"*** and also
has been shown to suppress initiation, promotion, and progression of colon carcinogenesis in induced rodent
models'®. In the past few years, several studies have demonstrated that Curcumin inhibits NF-k B activity and
down-regulates the expression of NF-x B regulated gene products in different cell types at nontoxic concentra-
tions in humans, leading to the suppression of proliferation, cell cycle arrest and induction of apoptosis'®'”. It has
also been reported that Curcumin enhances the effect of diverse anti-cancer drugs against CRC, including OXA
and 5- fluorouracil, both in in vitro and in vivo models™®?. The anti-tumour activity and safety of Curcumin has
been extensively studied in humans, and several clinical trials are on-going in order to evaluate new formulations
with greater bioavailability and combinations with conventional chemotherapy®*-%. Despite its poor systemic bio-
availability, Curcumin has been reported to distribute in gastrointestinal tract to a great extent and is independent
of systemic availability, demonstrating the potential to prevent and reduce CRC?.

The aims of this work were firstly, to demonstrate that the NF-x B pathway was hyper-activated in CRC cells
with acquired resistance to OXA and to evaluate whether the combined treatment of Curcumin and OXA could
revert this phenotype and secondly, to find one or more predictive markers for the effectiveness of this combina-
tion that could be used in the selection of patients with high probability to respond to this treatment.

Results

The NF-kB pathway is hyperactivated in CRC cell lines with acquired resistance to OXA.
Previous results from our group suggested an important role for the NF-x B pathway in OXA resistance acqui-
sition in in vitro models'?. In the present work, we tried to demonstrate this hypothesis by first investigating the
NF-x B basal status in 3 CRC Cell lines (HT29, LoVo and DLD1) and their corresponding OX A-resistant derived
sub-lines (HTOXAR3, LoVOXAR3 and DLDOXAR3, respectively). As shown in Fig. 1 all the cell lines had
constitutively phosphorylated p65 subunit at Ser536 which is considered an indicator of this pathway's activity®,
However, we observed an increase in this phosphorylation in HTOXAR3 (Fig. la,b) and DLDOXAR3 (Fig. 1a,d)
as compared with their parental cell lines. Besides this, increased levels of phosphorylated Ik Bo at Ser32/36
residues, indicating degradation of this NF-xB inhibitor by the proteasome and p65 nuclear translocation, were
also found in all three resistant cell lines in comparison with their respective parental ones. Taking into account
that Survivin, Bcl-2 and Cyclin D1 have all been shown to be transcriptionally regulated by NF-x B, we exam-
ined the basal expression levels of these proteins by western blot. We observed that all of them were significantly
overexpressed in HTOXAR3 as compared to HT29 cells (Fig. 1a,b). In the case of the LoVo/LoVOXAR3 pair we
observed a significant increase in Bel-2 and Cyclin D1 protein expression in the resistant cell line (Fig. la,c) while
only Survivin protein expression showed statistically significant differences between DLDOXAR3 and DLD1
(Fig. 1a,d). The Serine/threonine kinase Akt plays a critical role in proliferation and cell survival and its impli-
cation in the activation of anti-apoptotic mechanisms such as those driven by NF-.B is well documented®*3,
In agreement with this, in our previous study we reported increased levels of AKTI mRNA in OXA-resistant
cell lines'?. Here we also demonstrate a significantly increased phosphorylation of Akt at Ser473 in HTOXAR3
as compared to HT29 cells (Fig. la.b) suggesting a possible role for Akt in the NF-x B pathway activation in the
HTOXAR3 cell line.

Taken together, our results indicate that the NF-x B pathway is hyper-activated as a result of OXA resist-
ance acquisition, especially in the HTOXAR3 resistant cell line. In addition, through immunocytochemistry
experiments, we corroborated this finding since the HTOXAR3 cell line showed increased p65 nuclear staining
compared to HT29 (Fig. le). Therefore, we used the HT29/HTOXAR3 pair as a model to perform most of the
subsequent analysis.

OXA induces NF-kB activation in CRC cells. NF-xB pathway could be activated through two mech-
anisms: signals that originate at cell receptors and signals that originate in the nucleus in response to DNA
damage. Treatment with OXA potentiated NF-r B activation in different cell types, including CRC cell lines'*°.
Accordingly, we assessed the phosphorylation status of p65 and Ix B, and the expression of three NF-xB target
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Figure |. NF-&B pathway activation in CRC cell lines with acquired resistance to OXA. Western blot
analysis (a) and graphic representation of phosphorylated p65 (p-p65 Ser536, grey bars), phosphorylated Ix Ba
(p-1xBa Ser32/36, red bars), Survivin (orange bars), Bcl-2 (blue bars), Cyclin D1 (green bars), phosphorylated
Akt (p-Akt Serd73, purple bars) and Ix Ba (black bars) basal expression in HT29/HTOXAR3 (b), LoVo/
LoVOXAR3 (¢) and DLD1/DLDOXAR3 (d) cell lines. Alpha-tubulin was used as endogenous control.

(¢) Representative immunocytochemistry images of the subcellular localization of p65 (red) in HT29 and
HTOXAR3 cells. Nuclei were stained in blue. Objective lens: 40x immersion oil. Scale bar: 10 um. Bar graphs
represent mean + SEM values, calculated from at least three independent experiments. *p-value < 0.05 and
**p-value < 0.01; relative to protein expression in the corresponding sensitive cell line.

genes in HT29 and HTOXAR3 cell lines after short OXA-exposure times (0 to 120 min) and after 24h of OXA
treatment at 10 and 30 uM (IC50 values), respectively. We observed that OXA induced a fast phosphoryla-
tion of p65 and I Bex after the first 15 min of treatment and potentiated the expression of Bcl-2, Survivin and
Cyclin DI in both cell lines. Despite a slightly decrease in the expression of these proteins was observed after 30’
post-treatment, higher levels as compared to non-treated cells were maintained until at least 120" after OXA treat-
ment. Interestingly, we observed a trend to a more evident activation in HT29 as compared with HTOXAR3 cell
line (Fig. 2a and Supplementary Fig. S1). In fact, these differences were more evident after a 24 h exposure since
p65 and Ix. Ba phosphorylation and Bcl-2 and Survivin expression increased in HT29 but not in HTOXARS3 cell
line in a statistically significant way. In contrast, Cyclin D1 protein levels decreased significantly in both cell lines,
this effect being more evident in the parental cell line. As previously described in HT29 cells” we did not observe
a significant Ix Box protein degradation (Fig. 2b,c). When NF-xB is activated, the p65 subunit translocates to the
cell nucleus. To confirm that OXA treatment promotes p63 nuclear translocation, HT29 cells were treated with
OXA (10 uM) for varying lengths of times, and p65 expression in nuclear and cytoplasmic extracts was analysed
by western blot. Nuclear p65 increased as early as 15 min after OXA exposure (Fig. 2d) and was sustained at least
after 24 h of OXA treatment (Fig. 2¢). TNFa was used as a positive control due to its ability to activate the NF-k B
athway.
£ Collectively, these results suggest that the combination of OXA with an NF-xB inhibitor could be an appro-
priate strategy to revert OXA resistance in our in vitro model. We tried that our work was the most closed to
the clinics as possible. More than 700 different inhibitors of NF-x B have been reported, yet no blocker of this
transcription factor has been approved for human use. We therefore selected the natural compound Curcumin
(diferuloylmethane) in order to block NF-x B activation in our cells due to its strong ability to inhibit this pathway

and its low toxicity profile in humans as reported in several phase I and II clinical trials™*.

Concomitant treatment OXA plus Curcumin for 24 hours reverts OXAresistance inCRCcells. A
panel of 3 CRC cell lines and their respective OX A-resistant cells were treated with increasing concentrations of

ITIFICREPORTS |6:24675 | DOI: 10.1038/srep24675 3

176



www._nature_com/scientificreports/

b
a HT29 HTOXAR3
HT29 HTOXAR3 NT 30 NT 30 OXA(@uM)

NT 15 30 45 60 120 NT 15 30 45 60 120 Time (min) p-p6S SerS36
P-p65 Ser536

3
3

:

p-IxBa Ser32/36

p-IxBa Ser32/36

Survivin

Survivin
Bel-2
Bel-2

Cyclin D1

Cyclin D1

a-tubulin
a-tubulin

. M} p-p6S Sers36 020, | pixBaSer3236 . 'ixBa
E % 0.3 -E E o % gi 08
- J E 4+ TE
g § o2 25 a0 5504
£ 5 - ;
E§ n.n% - E 5 oo ﬂ Eé 02
= = —_ =
Wl L , ol |
) 129 HTOXARS H129 HTOXARS ' HI29 HTOXAR}
| NT [ OXAIC50
‘Survivin Bel-2 |Cyelin D1 |
101 - 15 L
#
£z o8 iz L—!‘—’ S5 08 — <
E_gasJ Egm - EE 061 - .
¢ g u-l E 3 = E 0.4 .o
il fio i<, '
il = L 2o |0
o0 ——L 00 ——L
0129 HTOXARS 1129 HTOXAR3 Hr29 HTOXAR3
e
CYTOPLASM NUCLEUS CYTOPLASM NUCLEUS
TNFu OXA TNFa OXA NT TNFa OXA  NT TNFa OXA

NT 15 30 15 30 60 NT 15 30 30 60 Time (min)
e ————

Figure 2. Effect of OXA treatment on NF-kB activation in HT29 and HTOXAR3 cells. Representative
western blot images showing protein expression changes of phosphorylated p65 (p-p65 Ser536),
phosphorylated IxBa (p-IkBa Ser32/36), Survivin, Bel-2 and Cyclin D1 in HT29 and HTOXAR3 cells after
treatment with 10 uM or 30 uM of OXA respectively. for 0 to 120 minutes (a) and for 24 hours (b,c) Bar graphs
representing mean + SEM expression changes of the indicated proteins after a 24-hour OXA treatment with the
corresponding IC50 dose for HT29 (10 uM) and HTOXAR3 (30 uM). Alpha-tubulin was used as endogenous
control. (d) Western blots showing p65 protein expression in cytoplasmic and nuclear extracts of HT29 cells
after OXA treatment at short exposure times (0 to 60 min) and at 24 hours (¢). TNFa was used as positive
control at 50 ng/mL. Msh2 and a-tubulin were used as nuclear- and cytoplasmic-specific protein controls,
respectively. NT: Non-treated cells. Results shown were obtained from at least 3 independent experiments.
*p-value < 0.05 and **p-value < 0.01; as compared to NT. *p-value < 0.05 relative to protein expression in the
HT29 cell line.
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Curcumin for 24 h. Curcumin decreased cell proliferation of all cell lines in a dose-dependent manner (1C50
range 9.5-14.6 uM). Importantly, H-TOXAR3 and LoVOXAR3 (Supplementary Fig. $2a,b) cells were more resist-
ant to Curcumin treatment as compared with HT29 and LoVo cell lines whereas DLDOXAR3 cells were more
sensitive than their parental sensitive cell line, DLD1 (Supplementary Fig. $2c). Next we wanted to determine the
most synergistic combination between OXA and Curcumin. To do that, HTOXARS3 resistant cells were treated
with different combination schedules, with the most synergistic being the concomitant treatment of both drugs
for 24 h, where the CI was < 1 from IC40 onwards, CI = 1 at IC30 and was slightly higher than 1 at very low
doses (IC10 and 20) (Fig. 3a). Therefore, we decided to use this combination in order to evaluate the effect of
Curcumin on the reversion of OXA-acquired resistance in our models. We observed that this schedule signifi-
cantly decreased cell proliferation of both HT29 and HTOXAR3 cell lines (Fig. 3b,c) as compared with individual
treatments. Remarkably, this reduction of cell viability was more evident in the HTOXAR3 cell line where in fact
the combined treatment was able to revert the OXA-acquired resistance phenotype leading to a 65% reduction
in the OXA IC50 (10.6 + 2.2 uM with the combination vs. 30.2 + 4.2 uM in individual treatment) and brought it
closer to that of the HT29 sensitive cell line (8.45+ 1.6uM) (Fig. 3d). While in the HT29 cell line, the combina-
tion of Curcumin plus OXA was additive at the IC50 of these drugs and synergistic at doses higher than the 1C50,
in the resistant HTOX AR3 cells, the treatment started to be synergistic at the IC50 (Fig. 3e). Clonogenic assays
revealed that while both drugs reduced the number of colonies as compared with untreated cells, their combina-
tion led to a complete absence of colonies in both HT29 and HTOXAR3 cells (Fig. 3f). In order to determine if
these results could be explained by an increased cell death after the combined treatment, HT29 and HTOXAR3
cells were treated with OXA, Curcumin or their combination at their respective IC50 doses for 24, 48 and 72h.
As can be seen in Fig. 3g, OXA induced cell death rates below 25% after 72 h of treatment in both cell lines while
in the case of Curcumin alone these rates were less than 10% in all cases. However the percentage of dead cells
was increased after treatment with OXA plus Curcumin for 72h in HT29 cells and for 48 and 72h in HTOXAR3
only as compared with Curcumin alone. Similar results were obtained in the LoVo/LoVOXAR3 pair although an
additive effect was observed only at high doses (IC90) of the two drugs in both cell lines (Supplementary Fig. §3).

In summary, these results suggest that the addition of Curcumin to OXA treatment sensitizes CRC cells to the
latter, with this effect more evident in the OXA-resistant cell lines.

Curcumin inhibits the OXA-induced activation of NF-kB and decreases the expression of NF-kB
anti-apoptotic and pro-proliferative gene products. In view of our results, we wanted to study the
effect of the addition of Curcumin on OXA treatment at the molecular level. We first investigated the effect of
Curcumin as a single agent on NF-xB inhibition. HT29 and HTOXAR3 cells were treated with Curcumin at
10 and 20 puM for 24 h. As expected, Curcumin decreased p65 phosphorylation and Survivin expression in a
dose-dependent manner in both cell lines (Fig. 4a). Next, both cell lines were treated with OXA and OXA plus
Curcumin at IC50 doses for short exposure times (0 to 120min) and for 24 h. Results in Fig. 4b show that, in
HT29/HTOXARS3 cells, the addition of Curcumin significantly decreased the OX A-induced phosphorylation
of p65 (p< 0.001/p=0.04) and Ik Ba (p< 0.05/p=0.02) as well as the expression of Bcl-2 (p < 0.03/p < 0.01),
Survivin (p < 0.001/p = 0.02) and Cyclin D1 (p < 0.001/p = 0.04) after short treatment times. Similar results were
observed after a 24 h-treatment, although they did not reach statistical significance (Fig. 4c). We also studied how
the addition of Curcumin affected the OXA-induced p65 nuclear translocation. As shown in Fig. 4d.e, levels of
nuclear p65 were decreased in all cases when HT29 cells were treated with OXA plus Curcumin as compared with
OXA alone.

These results suggest that at least in part, the effects of Curcumin alone and in combination with OXA may be
mediated by the inhibition of the NF-x B signalling cascade.

Treatment with Curcumin and OXA induces different gene expression patterns between
OXA-sensitive and -resistant cell lines. Our results indicate that the combination of Curcumin and
OXA is more effective and synergistic in HTOXAR3 cell line, in which the NF-x B pathway is hyper-activated,
as compared with its sensitive-parental cell line, HT29. Given that NF-k B is a transcription factor, we wanted
to investigate whether a specific transcriptomic pattern was associated with this differential effect. Total RNA
from HT29 and HTOXARS3 cells was obtained after vehicle treatment and after a 24 h-treatment with OXA or
OXA plus Curcumin at IC50 doses and global transcriptional profiling was assessed using microarrays. We were
interested in genes that were altered as a consequence of the resistance acquisition process and at the same time,
were differentially expressed after treatment with the combined treatment. At the significance cut-off thresholds
(|FC| > 1.2 and g-value < 0.05) the results showed 4,237 regulated transcripts when comparing the two cell lines
under basal conditions (among 36,204 genes including unique gene symbols and other transcripts). A total of
2,303 transcripts were up-regulated and 2,034 down-regulated in HTOXARS3 relative to HT29, confirming the
involvement of multiple genes and pathways in OXA acquired resistance. There were 656 differentially regulated
transcripts in the differential response analysis to combination treatment, 261 ‘up’ and 395 ‘down’ in HTOXAR3
relative to HT29 (Supplementary Table 52).

The intersection between both lists allowed us to identify 75 genes up-regulated by the combination treatment
in HTOXARS3 relative to HT29 which were repressed under basal conditions, and 194 genes showing the opposite
relationship (activated under basal conditions in HTOXAR3 cells and down-regulated by combination treatment
in these cells than in the sensitive parental cell line, HT29) (Supplementary Figure S4). Exploratory functional
enrichment analysis revealed the biological processes induced by the combination treatment (with GSEA over-
lap g-values < 0.00001): interferon gamma response, complement, epithelial to mesenchymal transition (EMT)
and TNFa signalling via NF-kB in the 194 gene list and the TNFa signalling via NF-B in the 75 gene list
(Supplementary Table $3). This is in agreement with the central role of the NF-x B pathway in our OXA resistance
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Figure 3. Combination of OXA and Curcumin in OXA-sensitive and -resistant CRC cell lines. (a) Graphic
representation of the Combination Index (CI) values corresponding to different OXA plus Curcumin (CURC)
treatment schedules in the HTOXAR3 cell line. (b) Bar graphs representing mean + SEM percentage of cell
viability after a 24-hour treatment with OXA, Curcumin or their concomitant combination at the indicated
doses in HT29 and HTOXARS3 cells (c). *p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001 relative to

the indicated treatment condition. (d) OXA doses (mean + SEM) corresponding to indicated inhibitory
concentrations (IC) in HT29 and HTOXAR3 cells as a single agent or when combined with Curcumin
concomitantly for 24 h. (¢) OXA and Curcumin doses (mean + SD) corresponding to the indicated inhibitory
concentrations (IC) when given as single agents or in a 24 h-concomitant schedule in HT29 and HTOXAR3. CI
represents the combination index values in each case. Synergistic values (CI < 1) are highlighted in green.

(f) Bar graph representing the percentage (mean + SEM) of colonies in HT29 and HTOXAR3 cells after 24h

of the indicated treatments. *p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001 relative to NT (Non-treated
cells). *p-value < 0.05 relative to OXA individual treatment. *p-value < 0.05as compared to HT29. (g) Bar graph
representing the percentage (mean + SEM) of dead cells after 24, 48 and 72 h of treatment with OXA, Curcumin
or their combination (as compared to non-treated controls) at their corresponding 1C50 doses in HT29 and
HTOXAR3 cell lines. “p-value < 0.05; **p-value < 0.01, relative to NT. “p-value < 0,05, relative to Curcumin
individual treatment.

acquisition model and supports the coherence of our dataset with prior evidence. In addition it would support the
proposed mechanism of action by Curcumin acting through the same pathway.
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Figure 4. Effect of Curcumin on constitutive and OX A-induced NF-B activation. (a) Western blot images
of phosphorylated p65 (p-p65 Ser536), total p63, Survivin and Bcl-2 in HT29 and HTOXAR3 cells aftera
24-hour treatment with 10 and 20 uM Curcumin (CURC). (b) Representative western blot images showing
protein expression changes as indicated, in HT29 and HTOXAR3 cells after 24 h treatment with OXA

or concomitant OXA plus Curcumin, for 0 to 120 minutes or 24 hours (¢,d) Western blots showing p65
protein expression in cytoplasmic and nuclear extracts of HT29 cells after treatment with OXA (10 M) or
OXA + Curcumin (10 uM each) for short-time exposure (0 to 30 min) or 24 h (¢). TNFao was used as positive
control at 50 ng/ml. Msh2 and a-tubulin were used as nuclear- and cytoplasmic-specific protein controls,
respectively. Images are representative of at least 3 independent experiments. NT: Non-treated cells.

Among the top 10 genes fitting these criteria (Fig. 5) we observed that three pro-inflammatory
CXC-chemokines, CXCLS (Interleukin-8), CXCLI (Gro-o) and CXCL2 (Gro-(3) that are primarily regulated by
NF-1B* were significantly up-regulated at basal level, and were more efficiently down-regulated after treatment
with OXA plus Curcumin in the resistant cell line. Accordingly, functional enrichment analysis revealed cytokine
signalling as one of the two molecular functions significantly overrepresented in this condition (Supplementary
Figure S5). These results were validated through qRT-PCR experiments, confirming a basal overexpression of
CXCLS (~10-fold), CXCLI (~6-fold) and CXCL2 (~2.5-fold) in HTOXAR3 cell line as compared with HT29
(Fig. 6a). The three chemokines were up-regulated after OXA treatment only in HT29 cells (CXCLS 3-fold,
CXCL1 6-fold and CXCL2 2-fold; Fig. 6a). In the case of CXCL2, we observed a down-regulation in expres-
sion after OXA treatment in HTOXAR3 cells. Interestingly, the OX A-induced expression of CXCL8 and CXCLI
was significantly attenuated by the addition of Curcumin in the resistant cell line but not in the sensitive one
(Fig. 6a). Down-regulation of CXCL2 with regards to basal conditions was also observed in the HTOXAR3 cell
line after concomitant treatment (Fig. 6a). In view of these results, we investigated the effect of a 24 h-treatment
with Curcumin as a single agent at different doses, on the expression of CXCLS8 and CXCL1 observing a significant
reduction in a dose-dependent manner only in the resistant cell line while in HT29 cells, this reduction was only
observed at very high doses (Fig. 6b). ELISA-based analysis of HT29 and HTOXAR3 conditioned media revealed
similar results at protein-secreted levels (Fig. 6¢).

CXCL8 and CXCL1 siRNA-mediated gene silencing sensitizes HTOXAR3 resistant cells through
the inhibition of the NF-kB signalling pathway. To confirm the specific role of CXCL8 and CXCLI on
OXA resistance acquisition in HTOXAR3 cells, we transiently silenced their gene expression by using siRNA oli-
gonucleotides. We assessed the cytotoxicity of OXA by MTT assay in control cells (siNTC) and CXCL8 or CXCL1
knockdown cells (siCXCL8 or siCXCLI, respectively). Forty-eight hours after gene silencing, cells were seeded
in 96-well plates and treated for 24 h with doses of OXA ranging 0-100 pM. CXCLS and CXCLI knockdown effi-
ciency was ~90% and ~60% at mRNA level, respectively (insets on Fig. 7a,b). Under these conditions, we found
that CXCL8 and CXCLI gene silencing in HTOXAR3 led to a 35% and a 20% decrease in OXA IC50 value as
compared to siNTC cells, respectively (Fig. 7a,b).
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GeneBank Gene Name Description Fold Change
Accesionn® OXAICURC [ Basal

Top 10 upregulated genes in HTOXARS vs. HT29 at basal level and downregulated alter OXA+CURC treatment in
HTOXARIvs. HT29

NM_198196 D96 €096 molecule 7617941
NM_ 00110454 MIR205HG MIR205 host gene 4.53/9.85
NM_005752 CLEC3A C-type lectin domain lamly 3, membera 188/137.46
NM_001511 CACLY Chemokine [CXC-motd) lgand 1 146/ 242
MM _002089 oxcL2 Chemakine |OC-motil] lgand 2 3.25/1.90
NM_000584 CxCLR Chermokine [(XC motd) lgand & 311/5.10
NR_002918 SNORA4E Smial Incleatar ANA, H/ACA box 48 308/229
THC 2544321 THC 2544321 HSINTLESM Interieukin 3.00/333
ENSTODDDO457321 ENSTOD000457321 Unknowr 2.59/ 1.06
XR_242411 Loc 1092 Uncharactenged LOC101927172 255/268
Top 10 d gulated genes in vs. HT29 at basal level and lated after OXA+CURC in
HTOXARIvs. HT29
NM_032530 TRIMS4 Tripartite motif containng 54 1.34/-7.65%
NM_0O10803%5 AATH Apcplosh-associate tyfoune kinase 376/ -449
NR_024089 LINCOO162 Long Mlergen non-protein codng RNA 162 2.75/-1.51
NN _145894 KLK12 Kalticrerr-related peptidase 12 136/-291
NM_001200 BMIP2 Bong morphogenetic protein 2 122/-262
NM_D14344 Fxl Four joented box 1 207/-193
NM_152597 FSIPL Fibrous sheath mleracting proten 1 2.01/-203
NA_DO5309 GPT Glutame-pyrovate transamanase 1917477
NM_00124 2890 Do Dopa deCarbomylase 1LE7/-588
NM_D0124285¢ PLAUR Plasminogen actvator, urokinase receptor 1.81/-273

Figure 5. Gene expression patterns associated with OXA resistance and Curcumin 4+ OXA synergism.
(a) Hierarchical clustering of genes using pearson correlation as distance and average linkage with leaf order
optimization. Cluster analysis was perfomed with TMEV version 4.8.1 using normalized expression values
(mean subtracted log2 intensities divided by the standard deviation of the log2 intensities for cach gene)

(b) Table showing the top 10 up and down-regulated genes ranked by basal fold change between basal levels
between HTOXAR3 and HT29 with regulation reversed by concomitant treatment.

CXCLS and CXCLI1 have been reported to act as autocrine growth factors through the induction of NF-xB
transcriptional activity'*****. Thus, we investigated NF-x B activation by western blot under CXCL8 and CXCL1
gene silencing conditions. As expected, phosphorylated Ix Bax and Bel-2 and Survivin protein expression levels
were decreased in siCXCL8 and siCXCL1 cells as compared with siNTC cells. We also observed a decrease in Akt
phosphorylation after silencing of both genes (Fig. 7c.d).

Globally, our results support first, the probable role of CXCL8 and CXCLI chemokines in the OXA resistance
acquisition process through the activation of the Akt/NF-x B pathway and second, their implication in the syn-
ergism and greater efficacy of OXA plus Curcumin treatment in OXA-resistant cells. Accordingly, the expression
levels of CXCL8 and CXCL! could be used as predictive markers of this combination’s effectiveness.

Evaluation of CXCL8 and CXCL1 as predictive markers of OXA plus Curcumin treatment effec-
tiveness. In order to evaluate the potential of CXCL8 and CXCL1 as predictive biomarkers of OXA plus
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Figurc 6. CXCLI, CXCL8 and CXCL2 genc expression and CXCLI and CXCLS secrcted protein levels

after treatment with OXA, Curcumin or both. (a) Bar graphs illustrating relative gene expression levels

(mean + SEM) of the indicated chemokines in non-treated (NT) and after OXA or OXA plus Curcumin
(CURC) treatment at IC50 doses in HT29 and HTOXAR3 cells. Gene expression levels of 3-actin were used as
endogenous control. *p-value < 0.05 relative to NT, *p-value < 0.05; **p-value < 0.01, relative to HT29.

* p-value < 0.05 relative to OXA. (b) Changes in chemokines’ gene expression after treatment with Curcumin

at indicated doses. (c) Graph bars showing levels of secreted chemokines (mean + SEM) measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) in the supernatants of treated cells as indicated. *p-value < 0.05;
**p-value < 0.01; ***p-value < 0.001 relative to NT. ®*p-value < 0.01, **p-value < 0,001 relative to OXA. Results
were obtained from at least 3 independent experiments.

Curcumin treatment response, we analysed gene expression of both chemokines in a panel of 8 FFPE sam-
ples from explant cultures of CRC patients-derived liver metastases, that were treated with OXA or OXA plus
Curcumin or vehicle (DMSO) for 24 h. Response to each treatment was assessed by means of decreasing prolif-
eration and/or apoptosis activation as indicated by ki-67 and cleaved caspase-3 1 histochemistry stain-
ing, respectively’!. The RNA concentrations obtained from these samples ranged (20-75 ng/uL) and under our
gRT-PCR conditions we were unable to detect CXCLS expression. According to our in vitro results, we observed
an increase of CXCLI expression in 6/8 explants treated with OXA that was attenuated by the addition of
Curcumin in 5/6 explants (Fig. 8a,b). We then studied the expression patterns of CXCL I according to “response”
to treatment. To do this, we assigned each case a score according to changes in ki-67 and cleaved caspase 3 stain-
ing after treatments (compared to vehicle). Thus, a scare of 2 meant that ki-67 decreased and cleaved caspase 3
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Figure 7. Effect of CXCL8 and CXCLI siRNA-mediated gene silencing on OXA cytotoxicity and NF-kB
signalling pathway activation in HTOXR3 cells. (a) Dose-response curves for HTOXAR3 cell line, after
CXCL8 and (b) CXCLI gene silencing, treated with 0-100 uM OXA for 24 hours (mean + SEM). Insets show
siRNA-mediated gene silencing efficiency at 48 h post-transfection. IC50 values are indicated as mean (95% CI).
(c) Representative western blot images showing changes in phosphorylated IxBex (p-IxBox Ser32/36),
phosphorylated Akt (p-Akt Ser473), Survivin, Bel-2 and Cyclin D1 protein expression in HTOXAR3 cells under
control (siNTC) and CXCLS (siCXCL8) or (d) CXCLI (siCXCL1) gene silencing. All results were obtained from
at least 3 independent experiments.

increased significantly after treatment; score 1 meant that ki-67 decreased or cleaved caspase 3 increased and
score 0 meant that neither of them was changed according to this criteria. Interestingly, other authors have used
a similar approach before®. As shown in Fig. 8¢, explants p93 and p141 were the only ones with a score = 2
when treated with Curcumin -+ OXA and interestingly, they had the highest CXCLI basal levels as compared to
explants with score 1 or 0. Although these results were obtained in a very few cases, they are in agreement with
those obtained in vitro supporting the idea that those patients whose tumours present high CXCLI levels (basally
or after treatment with OXA-based chemotherapy) would be suitable candidates to be treated with a combination
of Curcumin plus OXA (Fig. 8d). Whether this also applies to CXCLS8, remains to be elucidated. Further clinical
studies are on going in order to investigate these hypotheses.

Discussion

Chemotherapy schedules based on OXA combinations are essential in the clinical management of metastatic
CRC patients. However, resistance phenomena remain one of the principal problems hindering treatment suc-
cess. In previous work we found that the deregulation of the NF-k B signalling pathway could be an important
mechanism of OXA-resistance acquisition in our in vitro models', The role of elevated NF-k B activity in the
resistance of CRC cells to OXA-induced cell death was previously demonstrated® and in agreement with other
studies", results presented here indicate that NF-k B is constitutively active in all the CRC cell lines examined;
however, we found that those cell lines with acquired resistance to OXA exhibited an increased activation of this
pathway as compared to their matched sensitive parental cells, especially the HTOXAR3 resistant model, sug-
gesting a role for NF-x B and its downstream targets in the development of the drug-resistant phenotype. This
fact was reported to be associated with the acquisition of a mesenchymal phenotype along the OXA-resistance
acquisition process''#? and according to this, our exploratory functional enrichment analysis revealed EMT as
one of the top hallmarks in the list of genes that were up-regulated in HTOXAR3 cell line in comparison with
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Figure 8, CXCLI gene expression in explant cultures of patient-derived tissues after treatment with OXA
or OXA + Curcumin. (a) Bar graph illustrating CXCLI expression levels in 8 FFPE samples from explant
cultures of CRC patients-derived liver metastases, that were treated with DMSO (NT), OXA or OXA plus
Curcumin (CURC) for 24 h. (b) Scattergram reporting the expression levels of CXCLI in NT, OXA or OXA
plus Curcumin treated tissue explants. Horizontal lines represent mean values. () Table showing significative
(S) or not significative (NS) changes in ki-67 (green) and cleaved caspase 3 (C3, blue) staining. Score 2 meant
that ki-67 decreased and cleaved caspase increased significantly after the indicated treatment; score 1 meant
that ki-67 decreased or cleaved caspase increased and score 0 meant that neither of them was changed. CXCL1
gene expression changes after NT, OXA or OXA + Curcumin treatment are also shown. (d) Scatter plot showing
CXCLI expression according to score values. Horizontal lines represent mean values. *p-value < 0.05 relative to
NT (Wilcoxon test).

HT29 cells (Supplementary Table S3). Therefore our results could be explained in part by an EMT process in OXA
resistant cells.

Similarly to other conventional anticancer drugs***, administration of OXA further potentiates NF-r. B activ-
ity, increasing transcriptional regulation and expression of anti-apoptotic genes'”. Consistent with this, our results
indicate that OXA activates NF-xB in HT29 and HTOXARS3 cell lines through the classical pathway: Ik Ba and
p65 phosphorylation, p65 nuclear translocation and expression of NF-x B-regulated genes, including Bcl-2 and
Survivin. However, in agreement with other authors, we did not observe IxBa degradation after OXA exposure.
It seems that HT29 cells display a NF-xB-dependent inflammatory response with final induction of target genes
expression but at the same time, they are unable to degrade It Ba, probably because of a defective proteasome
system or by low levels of IKK activation®'#**, Importantly, we observed that NF-x B activation occurred very
rapidly after OXA treatment, probably through the activation of death receptors, such as TNFR family®, but it
was significantly sustained after treatment for 24 h only in the parental-sensitive HT29 cell line. This activation
after OXA treatment could be due to the well-known capacity of OXA to induce both oxidative cellular stress and
DNA damage. Differences observed between both cell lines could be explained by the tolerability of HTOXAR3
to this damage; this would be reinforced by the fact that most of the DNA repair genes found to be differentially
expressed in our microarray experiments between sensitive and resistant cells, were overexpressed in the latter
(17/25) while expression of genes encoding for DNA damage response proteins, were down-regulated in this
cell line indicating an adaptation to DNA damage and in consequence contributing to an attenuated NF-xB
activation after OXA treatment (Supplementary Table 54). We also observed a drastic reduction in Cyclin D1
protein levels after OXA treatment. Cyclin D1 regulates the G1 to S phase transition, being synthesized during
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the G1 phase and degraded as the cell enters the S phase®®, As other authors and we have reported, a 24-h OXA
treatment causes S-phase accumulation in HT29 cells***; this effect could explain the Cyclin D1 protein decrease
after this time of OXA treatment. Targeting of NF-x B has been explored extensively as a therapeutic strategy
against cancer and Curcumin has been demonstrated to suppress NF-s B activation and NF-x B-dependent gene
expression®. As expected, we found that Curcumin suppressed constitutive and OX A-induced NF-x B activation
as well as proliferation'*?' and it was able to sensitize CRC cells to OXA treatment. Indeed, the concomitant
treatment of Curcumin and OXA led to a significant suppression of cell proliferation and colony formation as
compared to either treatment alone in LoVo and HT29 cells. The combination was especially efficacious in their
corresponding OXA-resistant derived LoVOXAR3 and HTOXAR3 cells. This observation was also reported by
Howells et al.”®. Drug combination experiments revealed that the concomitant treatment was more synergistic
in the HTOXAR3 cell line than in the HT29 cell line and in fact, this treatment reverted the resistance to OXA in
the former. However, under the same conditions, no synergism was found between the two drugs in the LoVo/
LoVOXAR3 pair. These differences could be partly explained by differences of genetic features between the two
in vitro models, by the fact that the NF-xB pathway was not so evidently hyperactivated in LoVOXAR3 cells or
by the necessity to test specific combination schedules in these cell lines in order to find the most synergistic one
in this model. We found this effect was not associated with an increase in cell death after 24 h treatment which
was in line with other studies™. Taken together, these results are of paramount interest because they suggest that
a suboptimal concentration of OXA could be used in combination with Curcumin leading to similar efficacy but
minimizing toxicity.

‘We then wanted to know whether a specific gene expression pattern in the HTOXAR3 cell line was associated
with the greater efficacy of OXA plus Curcumin. Three NF-x B-transcriptionally regulated CXC-chemokines,
CXCLS, CXCLI and CXCL2, were highly overexpressed as a result of OX A-resistance acquisition in the HTOXAR3
cell line and at the same time were specifically down-regulated after treatment with OXA plus Curcumin in these
cells. These pro-inflammatory chemokines play an important role in regulating CRC progression, angiogene-
sis and metastasis®, processes that have been associated with OXA resistance®. The effect of chemotherapy on
CXCL8**, CXCLI and CXCL2* gene transcription has been described elsewhere. For example, Wilson et al.
showed that OXA treatment induced CXCL8 and CXCL1 gene expression and potentiated NF-xB activation'”.
Similarly, we show that OXA treatment strongly induced CXCL8 and CXCLI gene and protein expression only
in the HT29 OXA-sensitive cells, which was in agreement with results of NF-x B activation after 24 h of treatment
with OXA only in this cell line. Curcumin has been demonstrated to down-regulate the expression of CXCLI and
CXCL8%, interestingly the addition of Curcumin to OXA treatment suppressed these chemokines’ expression
only in the OX A-resistant HTOXAR3 cell line. In summary, this finding suggests the implication of these two
chemokines in the observed greater efficacy and synergism of OXA and Curcumin in the OX A-resistant cells. We
further d trated that overexpression of CXCL8 and CXCL1 is indeed affecting OX A-resistance acquisition
since their gene silencing led to a significant although slight sensitization of HTOXAR3 cells.

CXCL8 and CXCLI can be secreted and promote positive autocrine and/or paracrine feedback loops through
their binding to the CXC receptors CXCR1 and CXCR2 which in turn activates the NF-xB signalling path-
way'”. We show that this also happened in our model as CXCL8 and CXCL1 gene silencing was associated with
decreased phosphorylation of I Ba and reduced protein levels of Bel-2 and Survivin in HTOXARS3 cells. Under
these conditions we also observed a decrease in Akt phosphorylation, which suggests that at least in part, the
observed NF-x B hyperactivation in the resistant cell line could be a result of an acquired increased activation of
Akt. These results are supported by prior studies indicating that overexpression of CXCLS8 causes phosphoryla-
tion of Akt and NF-xB activation in the HCT116 CRC cell line®. This signalling pathway has been associated
with resistance to OXA in prostate cancer cells'® and treatment with a CXCR2 antagonist such as SCH-527123,
sensitizes cells to OXA in preclinical colon cancer models™. We propose that not only the inhibition of NF-xB
per se, but also the binding of chemokines to receptors that activate this pathway could be useful strategies in
increasing the efficacy of OXA in CRC. Finally, we tried to translate our results to the clinical setting. Facing the
impossibility of finding samples from patients treated with Curcumin, we took advantage of previous work from
our collaborators in which they utilised patient-derived colorectal liver metastases explant cultures treated with
different schedules containing Curcumin®. In order to mimic our in vitro experiments, we chose those explants
that were treated with OXA or OXA + Curcumin. We found that, treatment with OXA also induced the expres-
sion of CXCL1 that was repressed by the addition of Curcumin. Interestingly, the explants with best “response”
to OXA + Curcumin, were those with the highest basal levels of CXCLI, suggesting that this chemokine could be
a good predictive marker for this treatment. These results are not definitive yet they lead us to hypothesize that
i) in some cases, the addition of Curcumin to OXA could lead to a more efficacious treatment, permitting dose
reduction of the latter and avoiding toxicity; ii) combinations of Curcumin + OXA could be an effective treatment
in metastatic CRC patients, including those that had progressed to an OXA-based first line. In this case, we have
to be careful and take into account that those patients developing toxicity to the first-line treatment would not
be candidates to a second-line with OXA and iii) the measurement of CXCL1 (and probably CXCL8) in tumours
(but also in serum) could serve to identify those patients that are more likely to respond to OXA + Curcumin.
Clinical trials such as the one that is being coordinated by the Howells' group in Leicester (NCT01490996; www.
ClinicalTrials.gov) are warranted in order to validate these results and to establish the best conditions to include
this compound in the clinical management of CRC patients.

Materials and Methods

Cell lines. Human tumor-derived colorectal adenocarcinoma HT29, LoVo, and DLD!1 cell lines (American
Type Culture Collection) were used as the parental cells to obtain the oxaliplatin-resistant sublines HTOXAR3,
LoVOXAR3 and DLDOXAR3, respectively as a result of continuous exposure to increasing doses of OXA as
described previously'?. Cell lines were grown as monolayer in RPMI 1640 (Invitrogen, Life Technologies) medium
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(DLD1 and DLDOXAR3) and DMEM (Invitrogen, Life Technologies) medium (HT29 and HTOXAR3) supple-
mented with 10% of heat-inactivated FCS (Reactiva), 400 units/mL penicillin, 40 pg/mL gentamicin, 2 mmol/L
L-glutamine (Sigma), and 10 mmol/L HEPES (Sigma). LoVo and LoVOXARS3 cells were grown in Ham’s F-12
(Invitrogen, Life Technologies) with 20% FCS (Reactiva), 200 units/mL penicillin, and 20 pg/mL gentamicin.
All cell lines were cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. Cells were periodically tested for
Mycoplasma contamination and were authenticated by short tandem repeat profiling.

Samples from explant cultures of patient-derived tissues. FFPE explant cultures were a gift of Dr.
Lynne Howells (University of Leicester). Procedures for their obtaining, culture, treatment and response evalu-
ation are described in*’. These samples were obtained from tumours from patients undergoing surgical resec-
tion for colorectal liver metastases at University Hospitals of Leicester NHS Trust. Ethical approval for this fully
anonymised, excess tissue study was granted by Leicestershire, Northamptonshire and Rutland Ethics Committee
(REC reference 09/H0402/45). Additionally, the Clinical Research Ethical Committee from Hospital Germans
“Trias i Pujol provided approval for the study.

Drugs. OXA and Curcumin (Sigma) were prepared in water and in absolute ethanol respectively at a con-
centration of 10 mM and stored at —20°C. Further dilutions of each drug were made in culture medium to final
concentrations before use.

Western blot analysis. Cells were homogenized in RIPA plus buffer [Phosphate Buffered Saline (PBS);
NP-40 1%; Na deoxycholate 0.5%; SDS 0.1%; EDTA 1 mM; NaF 50mM; NaVO; 5mM] containing a cocktail
of EDTA-free protease inhibitors (Roche). Protein concentration was determined by the Bradford method by
using the DC"" Protein Assay (Bio-Rad) and bovine serum albumin as a standard. Fifty micrograms of protein
were loaded and subjected to electrophoresis in 10% SDS-PAGE gels (Invitrogen, Life Technologies) and trans-
ferred onto PYDF membranes (Bio-Rad). After 1h of blocking (LICOR Biosciences) membranes were incubated
overnight at 4 °C using specific primary antibodies against phospho-p65 Ser536 (Merck-Millipore, 1:2000), p65
(Cell Signaling, 1:1000), phospho-IkBa Ser32/36 (Cell Signaling 1:1000), IxBox (Abcam, 1:1000) Bcl-2 (Abcam,
1:1000), Cyclin D1 (Abcam, 1:1000), Survivin (Abcam, 1:1000), phospho-Akt (Cell Signaling, 1:1000) and Akt
(Cell Signaling, 1:1000). Mouse monoclonal anti-a-tubulin antibody (Sigma Aldrich, 1:20000) was used as inter-
nal and cytoplasmatic control. Anti-Msh2 antibody (Calbiochem, 1:5300) was used as nuclear protein control.
Membranes were incubated with IRDye rabbit and mouse secondary antibodies (1:10000) (LICOR Biosciences)
for 50 minutes protected from the light. Membranes were scanned by using an Odyssey Imaging System and ana-
lyzed with Odyssey v2.0 software (LICOR Biosciences).

Preparation of nuclear extracts. The nuclear extracts were prepared according to Schreiber et al®.
Briefly, cells were washed with cold PBS and suspended in 0.4 ml hypotonic lysis buffer containing protease inhib-
itors and 0.5% Nonidet P-40 for 30 minutes. The homogenate was centrifuged, and supernatant containing the
cytoplasmic extracts was stored frozen at — 80 °C. The nuclear pellet was washed twice with lysis buffer and then
resuspended in 50 pl ice-cold nuclear extraction buffer. After 30 minutes of intermittent mixing, the extract was
centrifuged, and supernatants containing nuclear extracts were secured. The protein content was measured by the
Bradford method by using the DC"" Protein Assay (Bio-Rad).

Cell viability Assay. The cytotoxicity of OXA, Curcumin and combination of both was assessed by the 3-(4,
5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test (Roche Diagnostics). Cells were seeded
in 96-well microtiter plates (Nunc) at a density of 1,500 (HT29 and HTOXAR3), 3,000 cells/well (LoVo and
LoVOXAR3) and 4,000 cells/well (DLD1 and DLDOXAR3). Cells were treated with different drug concentrations
for 24 h. Subsequently, the drug was removed and fresh media was added to each well. Cells were allowed to grow
for 72h. MTT was then added and doses for each fraction of survival (ranging from 10% to 90% of cell viability)
were determined in each cell line by the median-effect line method. The maximum concentration of absolute
ethanol (Curcumin vehicle) used was 0,3% which did not affect cell proliferation in our experiments.

Analysis of combined drug effects. Cell viability was assessed by MTT assay, as described above, and
data were analyzed by Chou and Talalay method®. The analysis of combined drug effects was performed in each
experiment with serial dilution of both drugs administered at doses that typically correspond to 1/8, 1/4, 1/2,
518, 3/4,7/8, 1, 1.5 and 3 of the individual IC50 values. Fractional survival was then calculated by dividing the
number of cells in drug-treated plates by the number of cells in control plates. Data was subsequently analyzed
by the method of Chou and Talalay. For each level of cytotoxicity, a parameter called combination index (CI) was
then calculated according to the following equation: Cif= D1/(Df)1 + D2/(Df)2 + «-D1-D2/(Df)1.(Df)2; where
(D1) and (D2) are the concentrations of the combination required to produce survival f; (D)1 and (Df)2 are the
concentrations of the individual drugs required to produce f, and o = | or 0 depending on whether the drugs are
assumed to be mutually nonexclusive or mutually exclusive, respectively, in their action. For Curcumin and OXA
combination we considered an o = 1 since they have a mutually exclusive mechanism of action. According tot
this method, synergism is indicated by CI< 1, antagonism by a CI > 1, and additivity by CI= 1.

Colony-formation assay. Colony-formation assays were also performed to evaluate the cytotoxicity of
OXA, Curcumin and their combination. Briefly, cells were plated in 6-well plates at a density of 300 cells/well
(HT29 and HTOXAR3) or 500 cells/well (LoVo and LoVOXAR3) and allowed to attach. The next day, different
dilutions of the corresponding drugs were added for 24 h. After exposure, cells were washed in PBS and cultured
in free media until colonies were formed (10 days). Cells were subsequently washed, fixed with a Methanol/acetic
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acid (3:1) solution for 10 min and stained with a solution of crystal violet (0,5%) for 10 min. After staining, cells
were thoroughly washed with PBS. Colonies were counted manually.

Gene silencing. Interfering RNA (siRNA) was used to generate specific knockdowns of CXCL8 and CXCL!
in the HTOXARS3 cell line. Cells were seeded at 60% confluence in serum and antibiotic-free OptiMem medium
(Invitrogen, Life Technologies) in 6-well plates. CXCL8 and CXCL! were transiently silenced by using a pool of 4
different siRNAs (Smartpool On-target plus: CXCL8 siRNA, #1-004756; CXCL! siRNA, L-003898 ;Dhamacon,
GE, respectively). As a transfection agent we used Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, Life Technologies}
according to the manufacturer’s instructions. A silencer negative transcription control (Cat No. AM4611;
Ambion) was introduced in each experiment. Following 24 h of transfection, medium was replaced with full
DMEM medium supplemented with serum and antibiotic. Validation of CXCL8 and CXCL1 knockdown was
assessed by qRT-PCR. In fine-tuning experiments, non-transfected cells (Mock) were introduced to ensure that
transfection had minimal effects on gene expression, proliferation and cell viability.

Quantitative RT-PCR. Gene expression experiments were performed as described in previous work'%,
Retrotranscription was performed with MMLYV reverse transcriptase (Invitrogen, Life Technologies) in accord-
ance to the manufacturer’s instructions. Then, 2 pL of each RT reaction was amplified in a LightCycler® 480 PCR
system (Roche), using the KAPA SYBR Fast Master Mix (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA), Primer pairs
used are listed in Supplementary Table S1. The PCR product size generated with these primers was 155bp for
CXCLS, 104bp for CXCL1 and 113 bp for CXCL2. Relative gene expression quantification was calculated accord-
ing to the comparative Ct method as described elsewhere using 3-Actin (Applied Biosystems) as endogenous
control. In all experiments, only triplicates with a Ct value lower than 0.20 SD were accepted. In addition, for each
sample analyzed, a retrotranscriptase minus control was run in the same plate to ensure absence of genomic DNA
contamination.

ELISA assay. Culture supernatants were collected 24 h post-treatment with OXA, Curcumin or their com-
bination. CXCL8 and CXCL! secretion was measured with the IL-8 OptEIA ELISA Set (Becton Dickinson) and
the RayBio Human GRO-alpha ELISA kit (RayBiotech), respectively; following the manufacturer’s instructions.

Propidium iodide test. OXA and Curcumin-induced cell death was measured by using Propidium lodide
(PI). After 24, 48 and 72h of treatment with OXA, Curcumin or the combination of both, cells were harvested
with Accutase (ref. A11105-01, Invitrogen) and resuspended in cold PBS with a PI concentration of 3 pM. The P1
fluorescence was determined on a FACSCanto [1 flow cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry System).

Immunofluorescence analysis. Subcellular localization of p63 (NF-xB) was detected by immunofluores-
cence, as described in previous work™,

Microarray gene expression profiling. We used Agilent HumanV2 Microarrays for global gene expres-
sion profiling. 100 ng of total RNA was used as input for reverse transcription. cRNA was then fluorescently
tagged with Cy3-CTP nucleotide by in vitro transcription using the low input quick Amp Labeling kit followed
by hybridization, washing, scanning and image extraction using commercial software; all steps were performed
strictly following the manufacturer’s instructions (Agilent, Palo Alto, CA). Subsequent data pre-processing and
analysis was as follows: raw data intensities were background corrected using normexp, and log2intensity dis-
tributions were made comparable between samples using quantile normalization. Differential gene expression
was assessed by fitting to an empirical Bayesian linear model. Statistical significance in differential gene expres-
sion was determined by setting a false discovery rate applying the Benjamini and Yekutiely method for multi-
ple testing adjustment correction. For analysis we used the Limma package and the R statistical programming
environment®',

‘We analyzed total RNA obtained from 3 biological replicates of 3 conditions: basal without treatment, OXA
individual treatment and OXA plus Curcumin in 2 cell lines (HT29 and HTOXAR3). Data are publicly available
and can be accessed with the GSE76092 identifier in the GEO database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

To look for differentially expressed genes following desired patterns of gene expression we first applied a
dual filter applying as cut-off an absolute fold change |FC| > 1.2 and a q-value< 0.05 on each specific compar-
ison. Then the intersection between lists was computed and Venn diagrams where plotted using Venny 2.02
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html)

Functional enrichment analysis. To explore relevant enrichment in gene ontology categories within the
genes found in the intersection between significantly regulated gene list, we used GOrilla web server tool®#*,
For independent confirmation we also used the GSEA® gene set investigation tool (http://software.broadin-
stitute.org/gsea/msigdb/annotate.jsp) and computed significant overlaps with GO ‘C5" molecular function
‘MF’ gene sets as well as the “H’ gene set collection (hallmarks, a collection of 50 sets representing specific well
defined biological states or processes identified by extracting coherent representatives from gene set overlaps
in the version available November 20 2015 http://www.broadinstitute.org/cancer/software/gsea/wiki/index.php/
MSigDB_v5.0_Release_Notes)

Statistical analysis. Data are presented as mean -+ SEM of at least 3 independent experiments and the statis-
tical analysis was performed with Graphpad Prism V.4 software. Statistical differences between 1C50 were deter-
mined by graphic representation of dose-response curves and subsequent non-linear regression analysis and
F-test. Comparisons among different experimental conditions were carried out through the T-student or two-way
ANOVA test followed by Bonferroni post-test. Values of p < 0.05 were considered significant.
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