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DESCRIPCION

Determinacion de la eficacia de 5-ASA en la prevencion y/o el tratamiento de CRC mediante el andlisis de la
expresion génica

La presente invencion esta dirigida a un método para la determinacion de la eficacia de 5-ASA en la prevencion y/o
el tratamiento de CRC en un mamifero, que comprende el analisis de la inhibicién del mecanismo de 3-catenina y la
activacion de genes onco-supresores independientes en presencia de 5-ASA. Mas detalladamente, esta dirigida a un
método para la determinacion de la eficacia de 5-ASA en la prevencion y/o el tratamiento de CRC en un mamifero
que comprende medir la expresion de al menos un gen implicado en la regulacion del mecanismo de sefalizacion de
B-catenina y de otros genes onco-supresores.

Antecedentes de la técnica

Los farmacos anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs, del inglés “non steroidal anti-inflammatory drugs”) se
caracterizan por una actividad quimiopreventiva bien reconocida contra el cancer colorrectal (CRC, del inglés
“colorectal cancer”)1’2. Dicha actividad ha sido observada en la poblacion general, asi como en pacientes que
exhiben un riesgo aumentado de desarrollar la mencionada enfermedad. Desafortunadamente, la toxicidad sistémica
y gastrointestinal de los NSAIDs limita drasticamente su administracion en el contexto de los protocolos clinicos que
requieren un tratamiento a largo plazo de los pacientes implicados. Tanto los efectos terapéuticos como los efectos
téxicos provocados por estos compuestos dependen enormemente de la inhibicién de las enzimas COX-1 y COX-2
que, a su vez, es responsable de una sintesis reducida de prostaglandinas (PG) que normalmente median en una
serie de funciones bioldgicas. Por lo tanto, es posible establecer que las propiedades farmacolodgicas de los NSAIDs
residen sustancialmente en su capacidad para interferir con dichas funciones. Varios informes indican que la
mesalacina (acido 5-aminosalicilico 6 5-ASA) puede ser una alternativa prometedora para alcanzar una actividad
quimiopreventiva anti-CRC comparable, evitando al mismo tiempo los efectos secundarios inducidos por los
NSAIDs*®. De hecho, a pesar de la similitud quimica con la aspirina, esto es un NSAID paradigmatico, el 5-ASA se
caracteriza por una débil actividad inhibidora de COX, una caracteristica que es claramente importante para la
seguridad clinica de dicho agente terapéutico. Mecanismos no sorprendentemente distintos parecen mediar en el
efecto anti-inflamatorio del 5-ASA vy, entre ellos, un papel importante es probablemente desempefiado por la
inhibicion de factores de transcripcion que promueve la respuesta inmune tal como NFkB y PPARs®. Se ha sefialado
que la eficacia quimiopreventiva del 5-ASA ha sido demostrada exclusivamente, hasta la fecha, en pacientes
afectados por Enfermedades Inflamatorios del Intestino (IBD, del inglés “Inflammatory Bowel Diseases”)
(Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerativa), que se caracterizan por un riesgo incrementado por desarrollar CRC, y
aun debe confirmarse en otras categorias individuales tales como gente sana o pacientes que presenten sindromes
tumorales genéticos. Aunque esto se puede determinar univocamente a través de ensayos clinicos disefiados
especificamente que podrian ayudar a clarificar la posibilidad de quimioprevencién anti-CRC con 5-ASA, una
caracterizacion adecuada de los efectos anti-tumorales que este compuesto ejerce a nivel celular y molecular podria
proporcionar una contribucion fundamental a dichos estudios. Los resultados de esta investigacion, de hecho,
podrian corroborar la racionalidad bioldgica de protocolos clinicos que analizan la eficacia quimiopreventiva del 5-
ASA y que permiten la identificacion de marcadores biolégicos capaces de monitorizar la respuesta farmacolégica al
tratamiento considerado. A este respecto, una cantidad creciente de evidencias indica que la estimulacion con 5-
ASA determina una serie de efectos bioldgicos sobre células de céncer de colon tales como la inhibicion de la
proliferacion, la induccién de apoptosis y el potenciamiento de los puntos clave del ciclo celular y los procesos de
reparacion de ADN""°. De forma interesante, se ha demostrado recientemente que el 5-ASA interfiere con el
mecanismo de sefalizacién de B-catenina inhibiendo la traslocalizaciéon nuclear de (-catenina, necesaria para
permitir la actividad de trascripciéon de esta proteina”. Esta observacién podria, en principio, explicar virtualmente
todos los efectos que el 5-ASA induce sobre células de cancer de colon,g/a que la B-catenina ha sido implicada en el
control molecular de las transiciones de ciclo celular G1/S'%" y G2/M'*"° e indirectamente también de apoptosis. En
esta patente presentamos los resultados de un conjunto de experimentos llevados a cabo sobre la linea celular de
CRC CaCo2 y dirigidos a caracterizar mejor los mecanismos moleculares por los cuales el 5-ASA inhibe el
mecanismo de sefializacion de f-catenina. Los resultados obtenidos demuestran claramente que este efecto esta
mediado, al menos en parte, por la induccion de una proteina llamada py-protocaderina que pertenece a la
superfamilia caderina y que es capaz de secuestrar B-catenina sobre la membrana plasmatica de células de CRC
tratadas con 5-ASA.

Efecto de la invencion

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion esta representado por un método in vitro o ex vivo para la
determinacion de la eficacia del 5-ASA en la prevencion y/o el tratamiento de CRC en un mamifero, preferiblemente
un humano, posiblemente afectado por CRC, método que comprende medir la inhibicion del mecanismo de B-
catenina y la activacion de genes onco-supresores independientes en presencia del 5-ASA.

Mas detalladamente, esta representado por un método para la determinacién de la eficacia del 5-ASA en la
prevencion y/o el tratamiento de CRC en un mamifero midiendo la expresion de al menos un gen implicado en la
regulacion del mecanismo de sefalizacion de 3-catenina y la expresion de otros genes onco-supresores.
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Segun una realizacién, el método comprende aislar dicho al menos un gen a partir de dicho mamifero y medir su
expresion tanto en presencia como en ausencia de 5-ASA: si la expresion del gen es superior en presencia de 5-
ASA que en ausencia del mismo, el 5-ASA sera por tanto efectivo en la prevencién y/o el tratamiento de CRC en
dicho mamifero.

El gen que se usa para el método segun la presente invencion es p-protocaderina.

La expresion génica puede medirse de acuerdo a los métodos disponibles habitualmente en la técnica, tales como
QRT-PCR e inmunohistoquimica.

Resultados

Anidlisis RT-PCR cuantitativo en tiempo real de genes que regulan el mecanismo de sefalizacion de B-
catenina en células de adenocarcinoma de colon CaCo2 expuestas a tratamiento con 5-ASA. Experimentos
preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio confirmaron que el tratamiento con 5-ASA inhibe la actividad de
proliferacion de células CaCo2. Para investigar los mecanismos moleculares que subyacen bajo este efecto,
llevamos a cabo un andlisis de microsistemas, usando la metodologia Affimetrix, con el objetivo de determinar los
cambios de transcriptoma determinados sobre células CaCo2 mediante tratamiento con 5-ASA 20 mM durante 96 h.
Los resultados obtenidos revelaron una expresion regulada al alza de una serie de genes onco-supresores,
explicando potencialmente el efecto anti-proliferativo provocado por el 5-ASA, entre los cuales el mas importante
vino representado por p-protocaderina. Este gen codifica para un miembro de la superfamilia caderina y, en base a
informes previos de otros autores, aparece como un inhibidor putativo del mecanismo de sefializacion de p-catenina,
es decir un mecanismo de proliferacion celular mediado por la actividad del factor de transcripcion de B-cateninam’”.
La relevancia de este descubrimiento reside en la observacion de que el mecanismo de sefializacion de la -
catenina estd activado constitutivamente en las CRC. Oftros genes onco-supresores regulados al alza por el
tratamiento con 5-ASA de las células analizadas estaban representados por los factores de transcripcion KLF4 y
CEBPa, implicados previamente en la inhibicion de la proliferacion de células tumorales epiteliales en general y de
células CRC en particular18'2°. Para validar estos datos, se analizaron los niveles de ARNm de los genes
mencionados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), en células CaCo2 tratadas con 5-ASA 20
mM durante 48 y 96 h. Adicionalmente, para caracterizar mejor el efecto funcional ejercido por el tratamiento
investigado sobre el mecanismo de sefializacion de la B-catenina, también incluimos en este analisis otros genes
que codifican para las siguientes proteinas: la propia p-catenina, es decir el componente principal del mecanismo; la
E-caderina, por su capacidad para secuestrar $-catenina sobre las membranas plasmaticas de las células; la Axina
1, debido a su capacidad para promover la actividad del complejo de degradacién de B-catenina; ICAT, responsable
de la inhibicién de la transcripcion de B-catenina en el compartimento nuclear; p21waf'1, implicado previamente en
procesos de arresto de crecimiento y que también ha demostrado ser una diana negativa de la -catenina. La
regulacion al alza de la expresion de ARNm resultd ser 12 veces la correspondiente a la y-protocaderina, 16 veces
la de p21"*' entre 4 y 6 veces la de KLF4 y CEBPa y entre 2 y 3 veces la de Axina 1 e ICAT. En consecuencia, las
variaciones mas destacadas de la expresion se observaron para los genes de p-protocaderina y p21waf'1, lo que
sugiere que el mecanismo de la B-catenina fue realmente inhibido en las condiciones experimentales adoptadas. La
regulacion al alza de estos genes resulté mas pronunciada al final de la estimulacién (96 h). Inversamente, la
expresion de ARNm de la E-caderina y la B-catenina no se vio afectada (Figura 1).

Analisis Western blot de la expresion de proteina p-protocaderina en células CaCo2 tratadas con 5-ASA.
Para confirmar la induccién de p-protocaderina llevamos a cabo un analisis Western blot de transcurso de tiempo
con células CaCo2 sometidas a exposicion a 5-ASA 20 mM durante 96 h. Los resultados de este conjunto de
experimentos evidenciaron que la proteina y-protocaderina fue inducida gradualmente, aunque destacadamente, en
el extracto citoplasmatico de las células analizadas (Figura 2).

Efecto del tratamiento con 5-ASA en niveles endocelulares de B-catenina en células CaCo2. Debido a los
mecanismos de regulacién particulares que controlan el mecanismo de sefalizaciéon de B-catenina, los niveles de
proteina B-catenina observados en los diferentes compartimentos subcelulares representan indicadores fiables de la
extension de su activacion. En base a esta premisa, llevamos a cabo un ensayo de inmunofluorescencia para
determinar la distribucion subcelular de la proteina B-catenina en células CaCo2 sometidas a tratamiento con 5-ASA
20 mM. Los resultados obtenidos, presentados en la Figura 3, proporcionaron una clara demostracion de que, tras
96 h de cultivo, la sefial de B-catenina se localizé en el nucleo y, en menor medida, en el citoplasma de las células
no tratadas, mientras que en las células tratadas con 5-ASA se localizé casi exclusivamente en la membrana
plasmatica. Por consiguiente, este conjunto de experimentos sugirié que el tratamiento con 5-ASA de células CaCo2
interfiere con la traslocalizaciéon celular de la B-catenina a través del secuestro de dicha proteina en la membrana
plasmatica de las células tratadas.

Analisis de co-inmunoprecipitacion de la interaccion proteica de p-protocaderina / B-catenina. La hipotesis
que surge de nuestros datos implicaria directamente que la p-protocaderina, como otras proteinas que pertenecen a
la superfamilia caderina, es capaz de unirse a B-catenina en la membrana plasmatica. Para verificar esta interaccion
llevamos a cabo experimentos de co-inmunoprecipitacion en los que se inmunoprecipitd B-catenina de lisatos de
células CaCo2 tratadas con 5-ASA 20 mM durante 96 h usando un anticuerpo especifico y el inmunoprecipitado se
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analizado posteriormente mediante Western blot llevado a cabo con un anticuerpo distinto capaz de detectar p-
protocaderina. Usando este procedimiento fuimos capaces de demostrar la presencia de dos bandas de u-
protocaderina inmunorreactiva, de 93 y 110 kDa respectivamente, interaccionando con la B-catenina en las células
CaCo2 tratadas con 5-ASA (Figura 4). De forma interesante, la forma de 110 kDa adscrita previamente a una
version glicosilada de la proteina natural de 93 kDa por otros autores, fue observada de forma exclusiva en el
inmunoprecipitado de (-catenina, mientras que resulté indetectable en las muestras de control (Figura 4). Este
descubrimiento sugirié6 que la forma de 110 kDa de la p-protocaderina podria ser una versién modificada post-
traduccional de la proteina natural que se caracteriza por una actividad de union preferencial a la 3-catenina.

Anilisis de efectos biolégicos promovidos por el tratamiento con 5-ASA de la linea de células de
adenocarcinoma de colon HT29. Estos descubrimientos también fueron confirmados en otra linea de células de
adenocarcinoma, denominada HT29, en las mismas condiciones experimentales. Como se muestra en la Figura 5,
un tratamiento de 96 h de células HT29 con 5-ASA 20 mM dio como resultado, respectivamente, una induccion x3 y
x5 de expresion de ARNm de p-protocaderina y p2'l‘”"’f'1 mediante QRT-PCR. Por consiguiente, estos experimentos
indicaron que, aunque con variaciones menos pronunciadas de los efectos detectados, las células HT29 exhiben
una respuesta a 5-ASA que es sustancialmente comparable a la observada en células CaCo2.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Analisis QRT-PCR de genes que pertenecen al mecanismo de sefializacion de la B-catenina en células
CaCo2 tratadas con 5-ASA. Las células en las condiciones experimentales descritas en Resultados fueron
analizadas mediante QRT-PCR para estimar la expresién de ARNm de genes que pertenecen al mecanismo de
sefializacion de la B-catenina, todos estimados en el eje y. También se muestra el efecto determinado por el
tratamiento con 5-ASA sobre la expresion de ARNm de genes onco-supresores KLF4 y CEBTPa.

Figura 2. Resultados de un analisis Western blot de transcurso de tiempo que evalla la expresion de la proteina p-
protocaderina en células CaCo2 tratadas con 5-ASA. Este andlisis se llevd a cabo sobre extractos citoplasméaticos
de células estudiadas, a intervalos de 24 h después del tratamiento con 5-ASA. Las muestras celulares analizadas
se indican en la parte superior. Se consiguio la normalizaciéon de la cantidad de proteina cargada en cada banda
usando un anticuerpo de pan-actina capaz de detectar actina citoplasmatica o nuclear.

Figura 3. Analisis de inmunofluorescencia de proteina de B-catenina sobre células CaCo2 expuestas a tratamiento
de 5-ASA. Se estimularon células con 5-ASA tal como se explica en los Resultados y posteriormente se tifieron con
un anticuerpo primario anti-B-catenina y un anticuerpo secundario conjugado FITC (fluorescencia verde). También se
analizaron células de control no tratadas (CONT.). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (fluorescencia azul).
También se muestran imagenes fusionadas de las dos sefiales de fluorescencia analizadas.

Figura 4. Anadlisis de co-inmunoprecipitacion de la interaccion proteica de y-protocaderina / 3-catenina. Esta figura
muestra los resultados del analisis de co-inmunoprecipitacion que demuestra la existencia de un complejo proteico
de p-protocaderina / B-catenina en células CaCo2 tratadas con 5-ASA. Se llevé a cabo el andlisis Western blot de la
expresion de p-protocaderina en lisatos celulares de células CaCo2 de control, no tratadas, y de células CaCo2
tratadas con 5-ASA (Entrada, panel izquierdo), inmunoprecipitados obtenidos de las mismas células usando IgG de
control normal (panel del medio) e inmunoprecipitados obtenidos de las mismas células usando un anticuerpo anti-p-
catenina (panel derecho). IP, inmunoprecipitacion; WB, Western blot; Ab, anticuerpo.

Figura 5. Efectos biologicos determinados mediante tratamiento con 5-ASA sobre la linea celular de
adenocarcinoma de colon HT29. Se analizaron las variaciones de expresion de ARNm de gen que pertenece al
mecanismo de sefalizacion de la B-catenina en células HT29 usando la reaccion QRT-PCR en las condiciones
experimentales descritas en los Resultados y en la Figura 1.

Ejemplo 1.
Analisis de la expresion génica mediante PCR Cuantitativa en Tiempo Real (QRT-PCR).

Se extrajo el ARN total de suspensiones celulares y tejidos congelados mediante el kit de purificaciéon de ARN total
de Qiagen segun recomienda el fabricante (Qiagen, Valencia, CA). La integridad y la concentracion se verificaron
usando la técnica de Bio-Analyzer (Applied Biosystem, Foster City, CA). Se transcribieron a la inversa 100 ng de
ARN total usando el kit de High Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se llevé a cabo una QRT-PCR con un sistema de deteccién de secuencia ABlI PRISM 7900 (Applied
Biosystems) para cuantificar los niveles relativos de ARNm en las muestras. Los cebadores y las sondas para
amplificacion de ARNm de p-protocaderina, E-caderina, B-catenina, Axina-1, Inhibidor de B-Catenina y TCF-4
(ICAT), p21‘"af'1, KLF4, CEBPa vy gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron disefiados por Applied
Biosystems. Cada muestra de ADNc se analizé por triplicado en un volumen de reaccion de 50 uL usando Tagman
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Se comenzé con el termociclado con una desnaturalizacion inicial a
50°C durante 2 minutos y 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos térmicos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto
a 60°C. La evaluacion de sefiales de QRT-PCR se llevd a cabo usando el método de cuantificacion relativa AACt.
Este procedimiento calcula los cambios relativos en la expresion génica del gen diana normalizada respecto al
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control enddégeno (GAPDH) y comparada con una muestra de calibracion. Los valores obtenidos se expresaron en
términos de cantidad relativa (RQ, del inglés “relative quantity”) de variacion de nivel de ARNm.

Ejemplo 2.
Analisis de expresion de p-protocaderina mediante ensayo inmunohistoquimico.

Se cortaron secciones de muestra (4 um) de bloques de parafina y se desparafinaron usando métodos estandares.
Resumidamente, la desparafinacién se llevd a cabo con xilol; a continuacion las secciones fueron rehidratadas
usando etanol graduado hasta agua y se trataron con una disolucion de metanol-perdxido de hidrogeno (6%)
durante 15 minutos. Entonces se lavaron las secciones tres veces con PBS (tampén de fosfato) y se incubaron con
un anticuerpo primario anti-y-protocaderina (anti-mucdhl de conejo, Sigma Prestige HPA009173) a temperatura
ambiente. El anticuerpo se detectd afiadiendo un anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado, un complejo de
estreptavidina-peroxidasa y 3,3’-diaminobenzidina usada como cromdgeno. A continuacion las laminas fueron
contratefidas con hematoxilina.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro o ex vivo para la determinacion de la eficacia de acido 5-aminosalicilico (5-ASA) en la
prevencion y/o el tratamiento de cancer colorrectal en un mamifero, que comprende medir la inhibicion del
mecanismo de la B-catenina en presencia de 5-ASA, que se caracteriza por que comprende la mediciéon de la
expresion de y-protocaderina.

2.- El método segun la reivindicaciéon 1, que ademas comprende medir la expresion de los genes KLF4 y CEBPa.

3.- El método segun la reivindicacion 1, que comprende aislar y-protocaderina a partir de dicho mamifero y medir su
expresion tanto en presencia como en ausencia de 5-ASA.

4.- El método segun la reivindicacion 1, que se caracteriza por que la expresién de p-protocaderina se mide
mediante QRT-PCR e inmunohistoquimica.

5.- El método segun la reivindicacién 1, que se caracteriza por que dicho mamifero es un humano.

6.- El método segun la reivindicacion 1, que se caracteriza por que dicho mamifero padece cancer colorrectal.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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