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RESUMEN

1. Introduccion

En el sarcoma de Ewing (SE), un tumor que afecta principalmente a nifos vy
adolescentes, la esperanza de vida con los regimenes terapéuticos actuales es muy
corta en pacientes que presentan recaida o metastasis. Estos tumores presentan
fusiones génicas EWS-ETS en el 100% de los casos. Mediante Hibridacion Gendmica
Comparativa en soporte microarray (aCGH), en el grupo de Patologia Molecular de
sarcomas del CIC identificamos como los pacientes de SE con peor supervivencia
presentaban tumores que se caracterizaban por la presencia de ganancias de 1q
(19G). Los perfiles transcripcionales de los tumores 1qG estudiados mostraron una
sobreexpresion del gen PARP1 que desempefia un papel clave en los mecanismos de
reparacion del ADN entre otras funciones (Mackintosh, Orddéfiez et al. 2012 oncogene);
(Mackintosh, Ordofiez et al. patent 2010). En fechas recientes se ha demostrado que
PARP1 juega un papel clave en el perfil transcripcional de otros tumores que también
poseen fusiones ETS y de manera relevante en el SE.

El objetivo de este proyecto es estudiar el valor de PARP1 como diana terapéutica en
SE. Para ello estamos llevando a cabo estudios funcionales in vitro e in vivo y en
muestras tumorales de pacientes para determinar la relevancia de la expresion de
PARP1 en SE. Ademas estamos evaluando la eficacia de la aplicacién de los
inhibidores de PARP (PARPinh) tanto en monoterapia como mediante el uso conjunto
con otros farmacos: agentes que provocan dafos en el DNA (Yondelis); con
inhibidores del proteasoma-ubiquitinizacién (Bortezomib, MLN4924); inhibidores
especificos de HSP90 (17-AAG); y con otros farmacos quimioterapicos actualmente en
uso en el tratamiento de los pacientes de SE (Vincrisitina, Doxorubicina, Ifosfamida,
acido zoledrénico). Interesantemente el acido zoledrénico tiene como diana la proteina
centromérica CenpF, una proteina que estd asociada con el complejo
centrémero/cinetocoro y cuyo gen se encuentra localizado en la regién 1q.

1. Actividades realizadas y objetivos alcanzados.

Se realiz6 un estudio farmacoldgico, testando el efecto antiproliferativo de la aplicacion
de tres diferentes farmacos inhibidores de PARP1 y PARP2 que estan actualmente en
estudios clinicos como (ABT-888 (Veliparib), AZD2281 (Olaparib), BSI-201 (Iniparib)
[7]) en 14 lineas celulares de SE y una linea de rabdomiosarcoma (SJRH). Las lineas
de SE a las 72 horas de tratamiento mostraron una sensibilidad mucho mayor a la
accion del Olaparib que a cualquiera de los otros dos farmacos (Veliparib e,
Iniparib).Se obtuvieron unos valores de inhibicién de la proliferacién (IC50) en el rango
del nanomolar alto y micromolar alto (Fig.1).

Lab-PMS. Centro de Investigacion del Cancer



Memoria anual Fundaciéon Maria Garcia Estrada 28 de febrero de 2013

M olaparib  mveliparib iniparib

Figurat. indice de proliferacién (IC50) de las lineas celulares a las 72 horas de
tratamiento.Todas las lineas fueron mas sensibles al Olaparib que a los otros dos PARPinh
(Veliparib e iniparib)

Consecuentemente, seleccionamos el farmaco Olaparib para realizar los_estudios en
combinacién:

Yondelis (Trabectedina) es un compuesto antitumoral de origen marino que se
encuentra actualmente en ensayos clinicos. Este compuesto, se une al surco menor
del DNA interfiriendo con los procesos de transcripcion y reparacion del DNA y
bloqueando el ciclo celular entre otras funciones. Nosotros comprobamos que las
lineas de SE son muy sensibles a la accion de Yondelis con valores de IC50 en el
rango del nanomolar bajo (26,51-99,9 pM). Estas lineas experimentan
apoptosis/necrosis, en un porcentaje del 40% en el caso de la linea SK-N-MC.
Yondelis provoca un parén a nivel de la fase S y G2/M. La aplicacion simultanea de
Olaparib vs Yondelis (Trabectedina) produce un efecto sinérgico en la mayoria de las
lineas celulares estudiadas (indice de combinacién <1) (Figura 2).
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Fig 2. Sinergismo observado en la linea celular de sarcoma de Ewing SK-N-MC cuando se
aplica la combinacioén de Olaparib vs Yondelis.

Linsitinib. Este farmaco es un inhibidor dual de IGF1-R y del receptor de Insulina (IR).
Linsitinib induce un parén del ciclo celular en GO/G1 y apoptosis/necrosis alrededor del
25% (linea SK-N-MC). La combinacién Olaparib + Linsitinib indujo un efecto sinérgico
en alguna de las lineas estudiadas (STAET 2.1 IC= 0.64).

Acido zoledrénico. Es un bisfosfonato que actia como un potente inhibidor de la
reabsorcion de hueso y que es habitualmente utilizado en el tratamiento del cancer
para tratar las lesiones 6seas inducidas por los tumores sélidos y el mieloma multiple.
Recientemente se ha sefalado que este farmaco tiene como una de sus dianas la
proteina centromérica CenpF/mitosin, una proteina que esta asociada con el complejo
centrémero/cinetocoro y que esta involucrada en la correcta separacion de los
cromosomas durante la mitosis y cuyo gen se encuentra localizado en la regién 1q.
Los valores de IC50 para las 15 lineas estudiadas estan en el rango del uM bajo.
Actualmente estamos llevando a cabo los experimentos de combinacion del olaparib
en combinacion con acido zoledroénico.
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Ademas comprobamos mediante western Blott la expresion de PARP1 en todas las
lineas celulares estudiadas asi como la expresién de otros componentes de los
mecanismos de reparacion del DNA (Fig 3).
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Fig 3. Expresion proteica de PARP1y ERCCT1 en las lineas celulares estudiadas.

En la actualidad estamos analizando los datos de expresion protéica de los
componentes de reparacion del DNA asi como realizando nuevos estudios con arrays
de baja densidad para comprobar el cambio en los niveles de expresion de los
componentes de los mecanismos de reparacion tras la aplicacion de los farmacos

2. Actividades previstas a realizar en el presente afio 2013.

En el afo entrante tenemos previsto completar los estudios de combinacion de
farmacos in vitro y comenzar con los estudios in vivo de combinacién de los farmacos
inhibidores de PARP. Los datos aportados en esta memoria en lo referente a la
combinacion de inhibidores de PARP vs Yondelis fueron presentados a miembros de
la empresa PharmaMar, propietaria del farmaco Yondelis, en fechas recientes. A
principios del mes de abril tenemos previsto firmar un acuerdo de confidencialidad
(MTA) con la empresa PharmaMar para iniciar los estudios in vivo de la combinacion
farmacoldgica de ambos farmacos, previsiblemente a mediados finales del mes de
abril.

3. Publicaciones como consecuencia de la accion.

En todas las publicaciones y presentaciones a congresos que se relacionan a
continuacion se menciona la Fundacion Solérzano como fuente de financiacion.
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