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INTRODUCCION

El neuroblastoma es el tumor extracraneal mas frecuente en nifos [1].
Pese a los avances quirurgicos y terapéuticos, los neuroblastomas con
amplificacion del gen MYCN, con delecion de la regién cromosdmica 11q o con
indice de ploidia préximo a diploidia o tetraploidia siguen teniendo muy mal
prondstico [2]. Por tanto, el encontrar dianas terapéuticas eficaces para
cualquiera de estas tres alteraciones genéticas sigue siendo prioritario en la
lucha contra esta enfermedad.

La delecion alélica en 11923.3 se ha descrito como una alteracién
cromosomica muy frecuente en neuroblastomas de alto riesgo,
correlacionandose inversamente con la amplificacion de MYCN [3-5]. Un
posterior analisis mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH) reveld que las
alteraciones cromosomicas en 11q, junto con 3p, 1p y amplificacion de MYCN,
permiten clasificar a los neuroblastomas en diferentes subgrupos [6]. En esta
clasificacion destacan las alteraciones en 11q y amplificacion en MYCN por ser
las mas importantes como factores de mal prondstico y de progresién de la
enfermedad. Estos resultados sugieren que la region cromosomica 11q
contiene genes supresores relevantes para controlar, de manera independiente
a la amplificacion de MYCN, la progresion tumoral del neuroblastoma.
Alternativamente, también se ha descrito en 11q la expresién de proteinas
hibridas con el factor de transcripcion FOXR1, como consecuencia de
pequefas deleciones intersticiales de su gen y la fusiébn con otros genes
préximos en el cromosoma [7].

La hipotesis de genes en 11q implicados en neuroblastoma ha dado pie
a varios estudios relativos a las anomalias genéticas derivadas de la delecién
en esta region cromosdémica. Asi, el estudio del patron de expresion de genes
en neuroblastomas con y sin pérdida de 11q, ha revelado alteraciones en la
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expresion de genes implicados en metabolismo, citoesqueleto y algunos otros
desconocidos [8]. Sin embargo, ninguno de estos genes esta ubicado en 11q.
Ademas, estos resultados no pueden explicar la relevancia de la delecion de
119 en la evolucion de los neuroblastomas. De hecho, las alteraciones en 11q
estan estrechamente correlacionadas con alto riesgo de relapso y metéastasis

[9].

HIPOTESIS DE TRABAJO

La regién 11g23.3 es una regibn muy rica en genes que esta
delecionada en el 33% de todos los neuroblastomas. De entre todos los genes
contenidos en esta regién cromosomica, creemos que el gen de la Ataxia
Telangiectasia Mutado (ATM) es un gen primordial en el evento tumorogénico
de estos neuroblastomas. ATM pertenece a una familia de genes implicados en
la reparacion del DNA y el mantenimiento de la integridad genomica. Al igual
que ATM, los supresores tumorales BRCA1 y BRCA2 son también
estabilizadores de la integridad cromosdmica ya que estan implicados en la
reparacion de roturas de doble cadena en el DNA mediante procesos de
recombinacién homologa [10]. Las polimerasas de poli ADP-ribosa (PARP)
también juegan un papel importante en la reparacién del DNA, pero a diferencia
de ATM y BRCAs, PARP lo hace a través de un mecanismo que implica roturas
de una sola hebra del DNA. Se ha demostrado que, en presencia de
mutaciones inactivantes de BRCA, la inhibicion farmacolégica de PARP induce
muerte celular. Este novedoso mecanismo se ha empleado como terapia en
tumores que tienen mutaciones en BRCA, aumentando también la sensibilidad
a otras terapias causantes de dano al DNA [11]. Creemos que la funcién
reparadora del DNA de los genes ATM y BRCA, cuando es defectuosa, puede
infligir en la célula cancerosa caracteristicas similares, de modo que los
inhibidores de PARP también podrian ser efectivos en neuroblastomas con
alteraciones en 11q. Con todo ello, nuestra hipétesis de trabajo es que los
neuroblastomas con delecion en 11g van a mostrar alta sensibilidad a
quimioterapia y/o radioterapia cuando son previamente tratados con inhibidores
de PARP.

OBJETIVOS

Este proyecto se enmarca como un proyecto traslacional y de medicina
personalizada por explorar el potencial beneficio de farmacos, actualmente
usados en ensayos clinicos de tumores de adultos, en nifos con
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neuroblastoma que cumplan especificamente el tener delecionado la region
cromosomica 11q. El objetivo fundamental de este proyecto de investigacion
es el encontrar las pruebas experimentales suficientes que apoyen la terapia
con inhibidores de PARP en neuroblastomas con delecién en 11q.

Los objetivos especificos del proyecto son:

1. Comprobar in vitro la eficacia de olaparib en neuroblastomas de alto riesgo

que tienen delecion en 11q.
i) Anadlisis del tratamiento con olaparib en cultivos de lineas celulares
establecidas.
ii) Analisis del tratamiento con olaparib en cultivos primarios procedentes
de aspirados medulares de pacientes.
a) Cariotipado molecular de pacientes con neuroblastoma para
detectar la delecién cromosdémica en 11q.
b) Establecimiento de cultivos primarios a partir de los aspirados
medulares.

2. Analisis por inmunotransferencia de la expresién de ATM y otros marcadores
relevantes (DNA-PK, TP53, TP73, etc) en las lineas celulares y cultivos
primarios de pacientes.

3. Andlisis mediante citometria de flujo de la muerte celular controlada
(apoptosis) y efectos sobre el ciclo celular inducidos por olaparib.

4. Estudio in vivo de la eficacia de los inhibidores de PARP xenografts de las
lineas celulares y cultivos primarios de neuroblastoma en ratones SCID
inmunodeprimidos.

RESULTADOS GENERADOS DURANTE 2013

Durante el primer afio hemos realizado el objetivo 1 del proyecto. En la
actualidad hay 6 farmacos inhibidores de PARP que estan siendo estudiados
en ensayos clinicos de canceres de mama con mutaciones en BRCA1 o
BRCA2 (ABT-888, AG014699, AZD2281 (olaparib), BSI-201, CEP-8983/CEP-
9722, MK-4827). Hemos decidido emplear olaparib en nuestro proyecto de
neuroblastoma por ser tanto un inhibidor de PARP1 como de PARP2, asi como
por tener una gran capacidad de inhibicion (IC50= 5 nM PARP1; IC50= 1 nM
PARP2). Durante los primeros meses del afo hemos contactado con la
companfnia farmacéutica Astra Zeneca y les hemos presentado nuestro
razonamiento cientifico para obtener de ellos olaparib.

Hemos obtenido 8 lineas celulares de neuroblastoma, 4 de ellas con
delecién en 11g (NGP, NBL-S, IMR-5, SK-N-AS, NLF, SK-N-BE(2), SH-SY5Y,
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LA-N-1). También hemos generado 4 cultivos primarios procedentes de
pacientes con neuroblastoma, 2 de ellos con delecion en 11q (PACA, 840, 901,
MOD). Hemos expandido cada uno de estos linajes celulares y los hemos
preservado por congelacion con objeto de poder disponer de ellos en el futuro.

En una primera fase del estudio in vitro tuvimos que poner a punto las
condiciones y duracion del tratamiento con olaparib. Cada linea celular se
crecio en 4 condiciones distintas y cada condicion en triplicado: un control
tratado solo con sulféxido de dimetilo (DMSO, disolvente del olaparib y de la
tomozolamida), un cultivo tratado con olaparib (1, 3 y 10 yM), un cultivo tratado
con temozolomida (TMZ, 100 uM) y un cultivo tratado con olaparib y TMZ a las
dosis indicadas. El grado de proliferacién celular se determind con la reaccién
colorimétrica XTT (Roche) durante 3-5 dias, tiempo variable que dependid
segun el grado de tolerancia de cada linea celular a las condiciones del
tratamiento. De las tres concentraciones de olaparib estudiadas, los resultados
mas significativos se obtuvieron con 10 yM y se muestran a continuacion en el
presente informe.

Hemos realizado el cariotipo molecular de los cuatro tumores cuyos
cultivos primarios hemos establecido. Esto nos ha permitido confirmar la
delecién de 11q en 2 de los 4 casos (PACA y 840) asi como identificar las
alteraciones segmentarias que los acompafian y el indice de ploidia,
caracteristicas que pudieran resultar importantes en la evaluacién final de los
resultados.
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Figura 1. Olaparib inhibe la proliferacion de lineas celulares con delecién cromosémica en
11q. El doble tratamiento con olaparib (Ola) y temozolomida (TMZ) produjo una fuerte inhibicion
de la proliferacion celular de las lineas celulares con delecién en 11q (lineas moradas de las
graficas enmarcadas en la izquierda).

El tratamiento de las lineas celulares y cultivos primarios con s6lo TMZ
(lineas verdes, Figuras 1 y 2), no produjo inhibicion significativa de la
proliferacion. Esta resistencia a TMZ puede explicarse por tratarse de cultivos
procedentes de pacientes previamente tratados con TMZ u otras drogas que
afectan a la integridad del DNA, de modo que los tumores han desarrollado
mecanismos robustos de reparaciéon del DNA. Sin embargo, el tratamiento
concomitante de olaparib y TMZ resulté en una fuerte inhibicion de la
prolifeacion de las lineas celulares con delecion en 11q (comparar las lineas
moradas vs. lineas azules control de la Figura 1, graficas de la izquierda) pero
apenas produjo cambios en la proliferacion de las lineas celulares sin delecién
(Figura 1, graficas de la derecha). De igual modo, el cultivo primario PACA con
delecién en 11q mostrd alta sensibilidad al doble tratamiento (Figura 2, gréafica
de la izquierda) pero los cultivos primarios sin delecion se mostraron
resistentes (Figura 2, graficas de la derecha). Estos resultados apoyan nuestra
hipotesis sobre la eficacia del tratamiento con olaparib y agentes que dafan el
DNA. El tratamiento exclusivo con olaparib resulté parcialmente inhibitorio en la
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linea NBL-S y en el cultivo primario PACA. Una posibilidad es que estas células
expresan elevados niveles de transportadores multidroga, frecuentemente
sobreexpresados en tumores agresivos. Alternativamente, también pueden
tener niveles altos de expresion de PARP, haciéndoles mas insensibles a la
concentracion usada de olaparib.

Aunque la mayoria de los cultivos celulares se comportaron segun la
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Figura 2. Olaparib inhibe la proliferacion de cultivos primarios de pacientes con delecion
cromosomica en 11q. El doble tratamiento con olaparib (Ola) y temozolomida (TMZ) produjo
una fuerte inhibicidon de la proliferacion celular del cultivo con delecién en 11q (grafica de la
izquierda), pero no de los cultivos sin delecion en 11q (graficas de la derecha).

hipotesis prevista, la linea SK-N-AS y el cultivo primario 840 mostraron
resistencia parcial al tratamiento con olaparib y TMZ, pese a tener delecion de
11q (Figura 3, graficas de la izquierda). Este es un resultado en cierta medida
previsible, ya que es frecuente en cancer que las rutas de muerte celular estén
alteradas. Es decir, el motivo por el que estas células no se mueren con el
tratamiento es porque su maquinaria de sefalizacion de muerte esta dafada.
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Figura 3. Cultivos parcialmente resistentes pese a tener delecion en 11q.

Con objeto de identificar las alteraciones en la ruta de apoptosis que
hacen que estos cultivos no respondan adecuadamente al tratamiento, hemos
iniciado un estudio de expresion de genes mediante microarrays y su posterior
confirmacion mediante inmunotransferencia (objetivo 2). Los resultados
preliminares sugieren que la insensibilidad al tratamiento con olaparib y TMZ es
posiblemente debido a la pérdida de expresion de TP73, un gen supresor de
tumores localizado en el cromosoma 1p. Por ejemplo, la linea celula NBL-S no
expresa ATM por tener delecién de 11q, pero si expresa TP73 (Figura 4),
permitiendo la apoptosis en presencia de olaparib y TMZ (Figura 1). Sin
embargo, la linea celular SK-N-AS no expresa ni ATM ni TP73 (Figura 4), no
pudiendo activar la ruta de apoptosis en presencia de los dos farmacos (Figura
3). La pérdida de heterozigosidad de 1p y la delecién de 1p son eventos
genéticos que ocurren frecuentemente en neuroblastomas y que también
puede acontecer junto con la delecion de 11q, dando lugar a su insensibilidad
al doble tratamiento.
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Figura 4. Niveles de expresion comparados de ATM y TP73 en varias lineas celulares, Esta
comparacion se generd con la plataforma bioinformatica R2.

CONCLUSION

Las lineas celulares y cultivos primarios con delecion en 11q son
sensibles a olaparib en presencia de temozolomida si no tienen dafnada la ruta
de apoptosis, es decir, si expresan TP73. TP73 se encuentra localizado en la
region cromosoémica 1p, frecuentemente delecionado o con pérdida de
heterozigosidad en neuroblastomas. Por tanto, nuestra hipotesis actual de
trabajo es que los neuroblastomas de alto riesgo con delecién en 11q van a ser
sensibles a la terapia conjunta de inhibidores de PARP y radioterapia o agentes
alquilantes del DNA si no tienen delecionado 1p (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de terapia con inhibidores de PARP en neuroblastomas
con delecion de 11q pero sin delecion de 1p. La apoptosis de la

OBJETIVOS PARA 2014

Durante el segundo afio nos proponemos realizar los objetivos 2y 3 y
empezar con el objetivo 4, centrado en los experimentos in vivo con xenografts
en ratones inmunodeprimidos. También queremos estudiar la funcién vy
requerimientos de TP73 en neuroblastomas sensibles a olaparib. Por ejemplo,
la dependencia o no de otras proteinas implicadas en la reparacion del DNA y
de la apoptosis como DNA-PK, Chk1 y Chk2. Este estudio es altamente
relevante para delimitar cuales son los requerimientos genéticos de cada tumor
que le otorgaria sensibilidad o no a la terapia en estudio. De este modo,
conociendo las caracteristicas genéticas del tumor podriamos pronosticar si
esta terapia seria la adecuada.
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