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ABREVIATURAS

5-FU: 5-Fluorouracilo

ABC: ATP-binding cassette

ABCC: Familia C de proteinas ABC

ACG: Adenocarcinoma gastrico

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

ADNg: ADN gendmico

AINE: Antiinflamatorio no esteroideo
ANOVA: Analisis de la varianza

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ARNSsg: ARN guia

ATP: Adenosin trifosfato

BSA: Albumina sérica bovina

CA: Antigeno carbohidratado

Cas9: CRISPR asociated protein 9

CEA: Antigeno carcinoembrionario

CF: Carboxifluoresceina

COl: Capecitabina, Oxaliplatino e Irinotecan
CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DE: Desviacion estandar

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium
ECF: Epirrubicina, cisplatino, 5-FU

ECX: Epirrubicina, cisplatino, capecitabina
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EEM: Error estandar de la media

EGFP: Enhanced green fluorescent protein

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

EOF: Epirrubicina, Oxaliplatino, 5-FU

EOX: Epirrubicina, oxaliplatino, capecitabina

F: Forward Primer para PCR

FBS: Suero bovino fetal

FLOT: 5-FU, Leucovorina, Oxaliplatino y Docetaxel

FOLFOX: Leucovorina calcica, 5-Fluorouracilo y Oxaliplatino
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GIST: Tumores del estroma gastrointestinal

HCC: Carcinoma hepatocelular

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il-etanosulfénico
HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
HGQT: Huella genética de quimiorresistencia tumoral
HPRT1: Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1

ICs0: Concentracion inhibitoria 50

IC75: Concentracion inhibitoria 75

IF: Inmunofluorescencia

IRES: Internal ribosome entry side

KO: Knockout

MDR: Resistencia a multiples farmacos

MOI: Multiplicidad de infeccion

MPR: Mecanismo de farmacorresistencia

MRP: Proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos

NT: No tumoral
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OATP: Polipéptido transportador de aniones organicos
OCT: Transportador de cationes organicos

OMS: Organizacion mundial de la Salud

pb: pares de bases

PBS: Tampon fosfato salino

PG: Pepsindgeno

PGE: Edicion genética programada

R: Reverse Primer para PCR

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay

rpm: Revoluciones por minuto

RT-qPCR: Transcripcion reversa y PCR cuantitativa
shARN: short hairpin ARN

SLC: Proteina transportadora de solutos

SNP: Single nucleotide polymorphism

T: Tumoral

TBS: Tampon Tris salino

TEM: Transicion epitelial-mesenquimal

TGF-B: Factor de crecimiento transformante 8
TKI: Inhibidor de tirosina quinasas

TLDA: Tagman Low-Density Arrays

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

TYMP: Timidina fosforilasa

UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia
VEGFR: Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular
VIM: Vimentina

WT: Wild type
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El cadncer de estdmago es una enfermedad agresiva y de mal prondstico que causa mas de
700.000 muertes cada afio en el mundo, ocupando la quinta posicién en incidencia anual
por tumores malignos. La mayoria de los cdnceres gdstricos diagnosticados son
adenocarcinomas (ACG) originados en las glandulas de la mucosa gastrica. Su alta tasa de
mortalidad se debe, principalmente, a que se diagnostican en estadios avanzados de la
enfermedad cuando la reseccidn quirdrgica ya no es aconsejable. Ademas el tratamiento
farmacoldgico disponible es poco eficaz debido a la alta quimiorresistencia que presenta

el ACG.

Existe una gran variedad de mecanismos de quimiorresistencia en las células tumorales,
que en ocasiones se presentan de forma simultanea en el tumor, pudiendo actuar de
forma sinérgica. La consecuencia es la aparicion del fenotipo de resistencia a multiples
farmacos (MDR, del inglés Multidrug Resistance), que limita las opciones de tratamiento
farmacoldgico y condiciona el prondstico de los pacientes. La identificacion de la huella
genética de quimiorresistencia (HGQT) del ACG podria ayudar a desarrollar estrategias de
guimiosensibilizacion del tumor. La presencia en el ACG de niveles altos de expresion de
la bomba de expulsidon de farmacos MRP4, podria desempefiar un papel relevante en el
desarrollo de la farmacorresistencia de este tipo de tumores y constituir una diana
farmacologica para el desarrollo de estrategias de quimiosensibilizacién. Aunque esta
proteina tiene la capacidad de reconocer como sustratos algunos farmacos, se desconoce
su papel en el transporte de los farmacos antitumorales que se utilizan en el tratamiento

de primera o segunda linea frente al ACG.

Por otro lado, el desarrollo del fenotipo de malignidad del ACG que incluye aspectos
como la proliferacion celular, la progresion del tumor y la falta de respuesta a los agentes
farmacoldgicos esta favorecido por la aparicidn de alteraciones en la expresion de genes

supresores de tumores.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos como objetivo global de esta
Tesis Doctoral la identificacion de la HGQT del cancer gastrico, centrandonos en el papel
del transportoma en la quimiorresistencia del ACG, y en especial la proteina MRP4, como

base para el desarrollo de nuevas terapias quimiosensibilizantes de este tipo de tumor.



Para alcanzar dicho objetivo global, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Identificar los mecanismos determinantes de la falta de respuesta del ACG a

la quimioterapia antitumoral mediante la identificacion de la HGQT.

Objetivo 2: Llevar a cabo la evaluacion preclinica de wuna estrategia de
guimiosensibilizacion del ACG basada en la inhibicion de bombas exportadoras de

farmacos de la familia ABCC.

Objetivo 3: Investigar el papel de la bomba MRP4 en la resistencia del ACG a distintos

farmacos antitumorales utilizados en el tratamiento de este tumor.

Objetivo 4: Desarrollar, mediante edicion gendmica programada (PGE) basada en el
sistema CRISPR/Cas9, sublineas celulares de ACG con silenciamiento de bombas ABC, para
utilizarlos como modelos celulares en el desarrollo de una estrategia de

guimiosensibilizacion por inhibicidon de estos transportadores.

Objetivo 5: Generar modelos celulares de ACG con pérdida de expresion de genes
supresores tumorales, utilizando estrategias basadas en CRISPR/Cas9, para identificar su

papel en la farmacorresistencia del ACG.



2. Introduccion




SOpPOJaN uoIsnasIq

soAnalqo uoI29npoju| £ sejeuarey £ sopeynsay sauoIsnjouo9) elyesbolqig Arewwng ysijbug




2.1. ELESTOMAGO

El estdmago (Figura I-1A) es la parte del tracto digestivo donde tiene lugar la fase gastrica
de la digestidn. Las funciones generales de este 6rgano son i) el almacenamiento y mezcla
del alimento ingerido y la regulacién de su paso al intestino delgado; ii) la digestién
guimica y mecanica del alimento; iii) la proteccién del cuerpo mediante la destrucciéon de
agentes patogenos. Ademas, mediante la secrecién de diferentes hormonas el estdmago
es capaz de controlar diversos procesos fisiolégicos como son la secrecidon gastrica
(gastrina, histamina y somatostatina), el apetito (grelina) y el balance energético (péptido

liberador de gastrina).

Fundus ____ Célula
/ Mucosa
Cardias —
Piloro ‘ -y
elula
= Cuerpo : — Células
Parietal t— ECL
— é —_— 2
Antro pilérico Células D > 1 Célula
d» Principal

Células G —“* Célula
Precursora

Figura I-1. Anatomia e histologia del estdmago. Partes anatomicas del estémago (A). Células que
forman las glandulas principales de la mucosa del fundus y el cuerpo (B).

El cardias y el antro son similares histolégicamente y protegen al eséfago (cardias) o al
duodeno (antro) del acido y de las diferentes enzimas presentes en las secreciones
gastricas. Ambos estan formados principalmente por células mucosas encargadas de
secretar bicarbonato y un moco viscoso que protege las células de la accion del acido
clorhidrico (HCl). Ademas de estas células, el antro pildrico contiene células G secretoras
de gastrina. Por otro lado, la mucosa del fundus y el cuerpo no presenta diferencias a
nivel histoldgico. Ambos estan formados por las llamadas glandulas principales o fundicas

las cuales presentan varios tipos de células (Figura I-1B):
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e Células mucosas: secretoras del moco que actua como capa protectora.
e Células parietales: situadas en la parte mas profunda de la glandula gastrica,
secretan:
o HCI: importante en la destruccién de los microorganismos ingeridos asi
como en la desnaturalizacion de las proteinas.
o El factor intrinseco: este factor forma complejos con la vitamina Bi
favoreciendo su absorcién.
e Células principales: estas células de la glandula gastrica secretan:

o Pepsindgeno: es la proenzima que tras su escision da lugar a la pepsina,
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responsable de la digestidn proteica.

o Lipasa gastrica: se secreta con la pepsina, y constituye, junto con lipasa
lingual, el grupo de lipasas acidas, que no requieren acidos biliares o
colipasas para alcanzar la actividad enzimdatica éptima. Las lipasas acidas
contribuyen al 30 % de la hidrélisis de los triglicéridos durante la digestion
en el adulto.

e Células neuroendocrinas: estas células son responsables de liberar distintas
hormonas, ya sean con funcién paracrina (histamina), endocrina (gastrina), o bien
con ambas funciones (serotonina). Dentro de este grupo de células destacan:

o Células D: secretan somatostatina, hormona inhibidora de la secrecidn
gastrica.

o Células G: estas células se encuentran en la parte mds profunda de la
glandula gastrica y son las encargadas de secretar gastrina, estimuladora
de la secrecion acida del estémago.

o Células ECL (células similares a las enterocromafines): localizadas
principalmente en el cuerpo y en el fundus, secretan histamina, la cual
estimula la secrecion acida del estémago.

e (Células precursoras: células madre encargadas de renovar el epitelio glandular.



2.2 CANCER GASTRICO

El cancer de estdmago es una enfermedad agresiva y de mal prondstico y, pese a que en
las ultimas décadas su incidencia y mortalidad ha sufrido un leve descenso (Sung et al.
2021), sigue ocupando el quinto puesto en el orden de incidencia de los distintos tipos de
cancer, con mas de un milldn de nuevos casos diagnosticados cada afio en todo el mundo,
y se sitla en cuarta posicidon en lo que se refiere al nUmero de muertes debidas al cancer
(GLOBOCAN 2020) (Figura I-2A). La gran mayoria de los tumores gdstricos que se
diagnostican son malignos y, de estos, aproximadamente el 90 % son adenocarcinomas
gastricos (ACG), que se originan en células de la mucosa gastrica. El resto de tumores
gastricos son los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) y, con menor frecuencia,

linfomas y sarcomas (Karimi et al. 2014).
2.2.1. Epidemiologia

La tasa de incidencia del cancer gastrico es mas del doble en hombres que en mujeres
(Ferlay et al. 2010) y aumenta con la edad, situdndose la media del diagndstico entre los
65 y 75 afios. En cuanto su heterogénea distribucion geografica, la mayor prevalencia del
ACG se encuentra en Asia, donde se diagnosticaron en 2020 el 75,3 % de estos tipos de
cancer, seguida de Europa (12,5 %) y América del Sur (6,2 %). En el lado contrario se
encuentran la mayoria de los paises de Africa y América del Norte, donde la incidencia de
este tipo de tumor no supera el 3 %. Los estudios en la poblacién de Estados Unidos han
relevado que la incidencia en los distintos grupos raciales también es diferente, con una
gran diferencia entre la poblacién blanca no latina y el resto de las etnias, llegando a
duplicarse en la poblacidon afroamericana y los asioamericanos (Siegel et al. 2014). En
Espafia, la incidencia del cancer gastrico presenta niveles de incidencia medios (Figura I-
2B). Castilla y Ledn presentan una incidencia superior a la media nacional (Garcia-
Esquinas et al. 2009). Todas estas diferencias sugieren la importancia no solo de la

susceptibilidad genética, sino también de los diversos factores ambientales.
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Figura 1-2. Tumores con mayor incidencia y mortalidad en 2020 segun la OMS. El cancer de
estdmago se sitla en quinta posicidon respecto a incidencia y cuarta respecto en numero de
muertes a nivel mundial (A). En Espaiia se repite el mismo patrén tanto de incidencia como de
mortalidad que en el resto del mundo (B).

2.2.2. Clasificacion

El cdncer gastrico es una enfermedad heterogénea que presenta caracteristicas
epidemioldgicas e histopatoldgicas variadas. Es importante conocer las diferentes
particularidades del cancer puesto que influyen no solo en el pronéstico, sino también en
la respuesta al tratamiento. Como se ha dicho anteriormente, la mayoria de los pacientes
con cancer gastrico sufren ACG, del cual se pueden distinguir diferentes tipos atendiendo

a sus caracteristicas histoldgicas o moleculares.

Los sistemas de clasificacion histolégica mas conocidos son el sistema descrito por Lauren
en 1965 (Lauren 1965), y el promovido por la Organizacién mundial de la Salud (OMS)
(Tabla I-1) (Mihailovici et al. 2002). Segun la clasificacién de Lauren se distinguen dos

subtipos:

ACG de tipo entérico o intestinal: estos tumores son los mas frecuentes y se caracterizan

por presentar un patrén glandular definido. La estructura de las glandulas varia de
tumores bien a pobremente diferenciados, y crecen siguiendo un patrén expansivo no
infiltrativo. Estos tumores aparecen frecuentemente en el antro y se han asociado a

lesiones premalignas, como la gastritis cronica (Gore 1997; Dicken et al. 2005).
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ACG difuso: este tipo de tumores se caracterizan por la presencia de células no cohesivas
e infiltraciones profundas en la pared del estdbmago con poca o nula formacion de
glandulas (Werner et al. 2001). A diferencia de los anteriores la influencia ambiental es
menor y aparecen mas frecuentemente en pacientes jovenes, presentando un peor

prondstico.

En algunos pacientes los tumores pueden presentar caracteristicas de ambos tipos. En

esos casos se clasifican como carcinomas mixtos (Fenoglio-Preiser et al. 2000).

Tabla I-1. Sistemas de clasificacion de los carcinomas gdstricos seguin Lauren y la OMS
(Adaptado de Yakirevich and Resnick 2013).

Lauren Organizaciéon Mundial de la Salud

Tipo intestinal Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma mucinoso

Carcinoma poco cohesivo (incluyendo el
Tipo Difuso carcinoma de células en anillo de sello y
otras variantes)

Tipo mixto, mezcla de glandular

Tipo mixto (papilar/tubular) y poco cohesivo/células
en anillo
Indeterminado Carcinoma indiferenciado

Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma con estroma linfoide
Adenocarcinoma hepatoide
Carcinoma de células escamosas

A diferencia de la clasificacion de Lauren, la OMS ha desarrollado un sistema de
clasificacién basado en el grado de semejanza con el tejido intestinal metaplasico,
distinguiendo principalmente cuatro subtipos: papilar, tubular, mucinoso y de células en

anillo de sello (Tabla I-1) (Fenoglio-Preiser et al. 2000; Werner et al. 2001).

En las ultimas décadas se han propuesto otros sistemas de clasificacion basados en los
avances en gendmica y en analisis de alto rendimiento que permiten diferenciar mejor los
distintos tipos de tumores a nivel molecular y, por tanto, un tratamiento mas
personalizado (Chia and Tan 2016). En la clasificacion molecular del cancer gastrico se
tiene en cuenta la presencia de mutaciones génicas, la inestabilidad cromosdmica, los

cambios transcripcionales y el estatus epigenético.
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2.2.3. Etiologia y patogenia del adenocarcinoma gastrico

Una de las causas de la alta mortalidad de estos tipos de tumores es que suele
diagnosticarse en estadios avanzados debido a que los sintomas iniciales son
inespecificos, y muy similares a los que aparecen en la gastritis cronica. El cancer gastrico
es, ademas, una enfermedad multifactorial resultado de un proceso de varias etapas, y
gue en mas del 90 % de los casos esta relacionado con la infeccion por Helicobacter pylori
(Petryszyn et al. 2020). En el caso del ACG, se ha propuesto un modelo secuencial de su
desarrollo, la denominada “Cascada de Correa”, que describe la secuencia de lesiones
histoldgicas que culminarian con la aparicién del adenocarcinoma. El proceso comenzaria
con el proceso inflamatorio en el antro desencadenado por factores ambientales, siendo
el mas importante la infeccién con H. pylori, esto conllevaria a la evolucion a las distintas
lesiones premalignas, gastritis cronica atrdfica, metaplasia intestinal y displasia v,
finalmente, el cancer (Correa and Piazuelo 2012; Correa et al. 2006). Los diferentes
factores de riesgo que propician el desencadenamiento de esta cascada y resultarian en

el desarrollo de ACG son:

Infeccion por H. pylori

Se consideran dos posibles causas por las que la infeccion por H. pylori favorece la
carcinogénesis: la accion indirecta del H. pylori sobre el epitelio gastrico causando
inflamacién crénica y la accion directa de las bacterias sobre las células epiteliales por
medio de la induccién de mutaciones del ADN vy la activacion de vias de supervivencia

(Chiba et al. 2008).

Dieta

El alto consumo en sal, alimentos ahumados y carne roja esta relacionado con un
aumento en la probabilidad de padecer ACG. Por el contrario, la ingesta de verdura y
fruta fresca se asocia a una proteccion frente a este tipo de cancer debido probablemente

al aporte de vitamina C, folato y carotenoides (Wiseman 2008; Dungal 1961).

12



Uso de farmacos

El uso de estatinas para el tratamiento de la hipercolesterolemia se ha asociado a un
menor riesgo de padecer diversos tipos de cancer, entre ellos el cancer gastrico (Wu et al.
2013). Por otro lado, la ingesta de antiinflamatorios no esteroideos presenta una relacién
inversa con el riesgo de padecer ACG, probablemente porque este tipo de farmacos

pueden tener un efecto protector (Abnet et al. 2009).
Obesidad

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo del ACG, promoviendo la

aparicion de diferentes lesiones premalignas (Chow et al. 1998).

Reflujo gastroesofagico

El riesgo de padecer ACG es de 2 a 4 veces mayor en los pacientes con antecedentes de
reflujo gastroesofagico (Farrow et al. 2000). El reflujo gastroesofagico esta detras del
desarrollo del eséfago de Barret, afeccion que consiste en la modificacién del
revestimiento esofagico a un epitelio tipo intestinal, y que en un bajo porcentaje de casos

deriva en la aparicién de un adenocarcinoma esofagico (Nakanishi et al. 2021).

Factores genéticos

Solo entre el 1 y el 3 % de los canceres gastricos son consecuencia de sindromes
hereditarios (Lynch et al. 2005), siendo la aparicién de diferentes lesiones premalignas de
caracter no hereditario, principalmente, el origen del ACG. Sin embargo, tanto en un caso
como en otro, se han descrito alteraciones genéticas vinculadas a la aparicion de este tipo
de tumor. Dentro de estos cambios genéticos se incluyen: i) silenciamiento de genes
supresores tumorales o activacion de oncogenes; ii) inestabilidad cromosémica e

inestabilidad de microsatélites; y iii) cambios epigenéticos (Yakirevich and Resnick 2013).

Las diferentes alteraciones genéticas propician, ademas, la aparicién de caracteristicas de
malignidad tumoral consecuencia de alteraciones en diversas cascadas de sefializacién
celular, que promueven el aumento de la supervivencia celular, la proliferacién celular

y/o la inhibicién de la apoptosis.
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Entre las vias de sefalizacion mas frecuentemente alteradas en el ACG destacan las vias
de sefializacion del factor nuclear NF-kB y la ruta Wnt/B-catenina, desreguladas en el 70
% de los pacientes de cdncer gdstrico (Ooi et al. 2009; Marin et al. 2020). En el caso de la
ruta del factor nuclear NF-kB, esta via se activa durante la inflamacion producida por la
infeccion por H. pylori, induciendo la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, asi como
la transcripcién de genes con efectos proliferativos y antiapoptdticos, como la ciclina D1,
o las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 o Bcl-X. (Karin and Lin 2002; Karin et al. 2002; Kang
et al. 2008). Por otro lado, la ruta Wnt/B-catenina que también es desregulada debido a la
infeccidn por H. pylori, promueve la movilizacién de la B-catenina desde la membrana
plasmatica hacia el citoplasma y su posterior acumulacién en el nucleo. Por tanto, la
activacion aberrante de la ruta Wnt/B-catenina produce un aumento de la proliferacion
celular, de la angiogénesis, y la inhibicién de la apoptosis, asi como de la activacién de
genes involucrados en la diferenciacion de las células epiteliales gastrointestinales
(Murata-Kamiya et al. 2007), y promueve la aparicion de propiedades de células madre
(Yong et al. 2016). Muchos miembros de esta via de sefalizacidn presentan alteraciones
en su expresion o aparecen mutados en pacientes de cancer gastrico. Este es el caso de
los genes Wnt-1 y Wnt-5 (Mao et al. 2014; Kurayoshi et al. 2006), sobreexpresados en
cancer gastrico, o el gen SOX10 cuya expresion esta disminuida (Tong et al. 2014). Pero,
entre todas las alteraciones de la via, destacan las producidas por la alteracién de la

expresion de APC, CDH1 y CTNNB1:

e APC: APC es un supresor tumoral cuyo impacto en otros tipos tumorales ya ha sido
descrito. Se ha identificado la presencia de mutaciones en este gen entre el 20 y el
40 % de los ACG de tipo intestinal, mientras que en los de tipo difuso la incidencia
de mutaciones no llega al 2% (Tahara 2004). Su inactivacién evita la degradacion
de la B-catenina en el proteasoma, favoreciendo su actividad y acumulacién en el
nucleo, lo que desencadena una proliferacion celular descontrolada, aumento de
la angiogénesis e inhibicidn de la apoptosis.

e CTNNB1: CTNNBI1 es el oncogén que codifica para la B-catenina, y para el que no
existe consenso acerca de su papel en la carcinogénesis en la bibliografia. Por un

lado, algunos autores afirman que este gen estd mutado en alrededor del 30 % de
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los tumores de tipo intestinal y difuso, conduciendo a la acumulacién nuclear de
B-catenina y la activacion constitutiva de la via Wnt/B-catenina (Clements et al.
2002; Park et al. 1999; Ogasawara et al. 2006). Sin embargo, algunos estudios de
la incidencia de mutaciones en este gen reportan una baja frecuencia de estas en
estos tipos de tumores (Candidus et al. 1996; Sasaki et al. 2001).

CDH1: este gen codifica para la proteina E-cadherina, involucrada en la adhesién
celular y en la regulacién de la via de sefializacién Wnt/B-catenina al mantener
anclada a la membrana plasmatica la B-catenina. Cuando CDH1 esta mutado, la B-
catenina es liberada al citoplasma donde se acumula para posteriormente entrar
en el nucleo. Respecto al papel en ACG de esta proteina, no hay acuerdo en la
bibliografia. Mutaciones inactivantes de este gen son comunes sobre todo en el
ACG difuso de tipo hereditario (Corso et al. 2012; Cavallaro and Christofori 2004).
La frecuente inactivacién de CDH1 en el avance del tumor ha llevado a integrarlo
en el grupo de supresores tumorales. Sin embargo, no se ha encontrado

asociacidn entre esta inactivacidon y supervivencia (lIbarrola-Villava et al. 2015).

La ruta de sefalizacion PI3K/AKT/mTOR es una via que participa en procesos de

proliferaciéon, supervivencia y crecimiento celular, movilidad, apoptosis y autofagia, y cuya

alteracion se da en multitud de enfermedades, incluyendo el cancer gastrico. Son muchos

los genes implicados en esta ruta, entre ellos, en cancer gastrico destaca la implicacién de

PTENy PIK3CA:

PTEN: Es un inhibidor de esta ruta de sefializacién, considerado un supresor
tumoral porque su inactivacion induce un aumento de la supervivencia celular,
proliferacién e invasion de las células cancerosas (Hu et al. 2019). La pérdida de
expresion de PTEN generalmente se relaciona con estadios avanzados del tumor y
la resistencia a la quimioterapia (S. Zhang and Yu 2010). Cabe destacar, que la
caida de la expresiéon de PTEN se relaciona con una mayor invasividad en los
tumores de tipo difuso, reflejando el valor diagndstico de PTEN como biomarcador
de malignidad (Rhode et al. 2021).

PIK3CA: este oncogén codifica la subunidad catalitica a de la fosfatidilinositol-4,5-

bisfosfato 3-quinasa (Fruman and Rommel 2014), que se sobreexpresa en muchos

15

3
(g
=
o
o
c
(2]
@
O
=




c
0
o
0
5
S
2
it
=

tumores incluidos los tumores gastricos (Firoozinia et al. 2014; Abe et al. 2013; Li

et al. 2005).

La ruta ERK/MAPK es otra de las vias de sefializacion mas estudiada en cancer. En el caso
del cancer gastrico, son varios estudios los que han demostrado su implicacién en la
migracién celular y la invasividad de las células tumorales (Akter et al. 2015). El 27 % de
los ACG presentan sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) (Kim et al. 2008), el cual activa entre otras, esta cascada de senalizacion. Por otro
lado, entre un 7 % y un 34 % de los ACG presentan sobreexpresion del receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico (HER2), siendo mas frecuente en los tumores de tipo
intestinal (Hofmann et al. 2008). Esta sobreexpresiéon es un evento temprano en el
desarrollo del carcinoma, puesto que se ha descrito un aumento progresivo segin avanza
la displasia (Fassan et al. 2012). También se han identificado mutaciones activantes de
KRAS que causan la activacidn de esta cascada independientemente de la sefalizacién por
EGFR o HER2. Estas mutaciones se han asociado a la infeccidn por H. pylori, y solo estan
presentes en el ACG de tipo intestinal y no suelen aparecer en los ACG difusos (Gong et al.
1999; Yakirevich and Resnick 2013). Por otro lado, el receptor del factor de crecimiento
de hepatocitos (MET) se sobreexpresa en varios tipos de cancer, entre ellos el esofagico y
el gastrico (Jardim et al. 2014). Esta sobreexpresidn esta relacionada con un aumento de
la proliferacién celular y una mayor invasividad del tumor. También se han descrito

mutaciones en este gen, pero aparecen raramente en ACG (Chen et al. 2001).

Distintos miembros de la via de sefalizacion Hedgehog pueden sufrir alteraciones en su
expresiéon debidas a la infeccion por H. pylori. Esta via de sefializacion es importante en el
desarrollo embrionario, la diferenciacién, proliferacion y mantenimiento de la
diferenciacién de algunos tejidos adultos. Debido a que en el tracto gastrointestinal las
células epiteliales estan en continua renovacion, el buen funcionamiento de esta ruta es
esencial. La sobreexpresidon de algunos de sus miembros como son GLI/1 o SHH se ha
correlacionado con un fenotipo mas agresivo, asi como con la aparicion de metastasis
linfoide y un peor prondstico (Yan et al. 2013; Niu et al. 2014). También cabe destacar,
gue la desregulacion de la via de senalizacion de Notch, importante en la regulaciéon

celular, la apoptosis y la diferenciacion y de la via de sefalizacién Hippo, implicada en el
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crecimiento celular y en el mantenimiento de la homeostasis en el tejido gastrointestinal,
esta implicada en la progresion del cancer gastrico (Yeh et al. 2009), y en el inicio y

desarrollo de metastasis (Zhou et al. 2013).

Por otro lado, algunos genes implicados en la regulacion del ciclo celular presentan
alteraciones en su expresidn que derivan en la carcinogénesis, debido, entre otros
factores, a que son capaces de interferir en las vias de sefializacidn comentadas
previamente. Es el caso del factor de transcripciéon TP53, implicado en la regulacion del
ciclo celular, especialmente en respuesta al estrés celular, ya que puede detener la
proliferacion, inducir la reparacién del ADN vy, si es necesario, promover la muerte celular
mediante la activacion de la apoptosis. La pérdida de la expresion de p53 favorece, entre
otras cosas, la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y como
consecuencia aumenta el potencial angiogénico de las células cancerosas (Farhang
Ghahremani et al. 2013). Ademads, la activacion de la ruta PI3K/AKT induce la

supervivencia celular mediante la inactivacién de este supresor tumoral.

También implicado en la regulacion del ciclo celular, se ha identificado recientemente un
nuevo supresor tumoral implicado en la aparicion del cancer gastrico, el dominio de
interaccion rico en AT de la proteina Al (ARID1A) (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2014). La pérdida de expresion de este gen se da en el 11-51,3 % de los tumores
gastricos ( Abe et al. 2012; Wang et al. 2012). Esta proteina es una helicasa cuya
expresion esta disminuida en las fases del ciclo celular S/G2/M, mientras que se
sobreexpresa en la fase GO/G1, lo que apoya el papel de ARID1A en la regulacion de la
proliferacion celular (Qadir et al. 2020). ARID1A regula diferentes procesos celulares
cruciales en la prevencion de la carcinogénesis mediante la regulacion transcripcional de
diversos proto-oncogenes y genes supresores de tumores (Qadir et al. 2021). Asi por
ejemplo, la pérdida de funcion de esta proteina por mutaciones sin sentido, induce la
activacion de la ruta PI3K/AKT promoviendo la carcinogénesis mediante la inhibicién de la
apoptosis, el incremento de la proliferacion celular, la adhesion celular y la diferenciaciéon

(Samartzis et al. 2013; Yang et al. 2019).
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Ademas de las alteraciones genéticas ya comentadas, la inestabilidad gendmica y las
alteraciones epigenéticas parecen tener un papel importante en la aparicién y progresiéon

del cancer gastrico:

e |nestabilidad gendmica: la inestabilidad gendmica se puede manifestar como un

sindrome de inestabilidad cromosémica o de inestabilidad de microsatélites
(Yakirevich and Resnick 2013). Esta ultima es consecuencia de disfunciones en el
sistema de reparacion de errores de apareamiento en el ADN y estan implicadas
las proteinas MLH1, PMS2, MLH2 y MLH6. El ACG con inestabilidad de

microsatélites es mas frecuente en pacientes de edad avanzada con tumores de
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tipo intestinal y localizados en el antro (Tahara 2004; Aarnio et al. 1999). En

cuanto a la inestabilidad cromosdmica, con pérdidas o ganancias cromosdmica,
estas aparecen en etapas tempranas de la carcinogénesis dando lugar a la
aparicién de un patrén aneuploide (Yakirevich and Resnick 2013).

e Alteraciones epigenéticas: el silenciamiento de los genes puede ser consecuencia

de la metilacidon de su promotor. En la progresion de gastritis a ACG aumenta la
frecuencia de metilacidon del promotor en diversos genes, principalmente en las
llamadas islas CpG, microARNs y ARNs no codificantes (Aarnio et al. 1999). Esta
alteracion en la metilacién del ADN contribuye a aumentar la heterogeneidad del
cancer gastrico y se ha propuesto su estudio como biomarcador para su uso en

diagndstico y prondstico (Qu et al. 2013).

Estado socioecondmico

La incidencia de infeccidn con H. pylori es mayor en las clases sociales mas bajas, que se
suma a un menor acceso a alimentos frescos y mayor consumo de alimentos procesados
en este grupo poblacional, lo que incrementa el riesgo de aparicion de este tipo de tumor

(Kelley and Duggan 2003).
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2.2.4. Diagnéstico
Signos y sintomas

Las manifestaciones clinicas que aparecen con frecuencia cuando la enfermedad se
encuentra en estadios avanzados, no son especificas, lo que dificulta el diagndstico y hace
gue, en la mayoria de los casos, este se haga de forma tardia, cuando la reseccién
quirudrgica ya no es una alternativa terapéutica aconsejable (Dicken et al. 2005). Alrededor
de la mitad de los pacientes con ACG sufren dispepsia y en etapas avanzadas hasta un 95
% presentan dolor epigastrico, acompafiado generalmente de otros signos como son
pérdida de peso y anorexia (Gore 1997). Otros sintomas como son nauseas y vomitos asi
como sensacidn de saciedad aparecen en tumores de gran volumen que obstruyen la luz
gastrointestinal o tumores con un alto grado de infiltracion que afecta a la distension del

estdmago (JMarin et al. 2016).

En etapas avanzadas, un examen fisico puede revelar la presencia de masas abdominales
palpables, obstruccion intestinal, hepatomegalia, ascitis, caquexia o edema en las
extremidades inferiores. Las metastasis pueden detectarse examinando los ganglios

linfaticos supraclavicular, axilar izquierdo o periumbilical (Gore 1997; Albert 1995).
Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales pueden utilizarse tanto para el diagndstico precoz como para
el seguimiento del cancer tras el tratamiento. Algunos de estos marcadores son el CEA
(antigeno carcinoembrionario) y el CA19.9 (antigeno carbohidrato 19.9) que pueden estar

elevados, aunque no son especificos de este tipo de tumor (Takahashi et al. 2003).

Se ha sugerido la relacién entre el pepsindgeno |y Il (PGl y PGII) en suero como marcador
de la progresién del ACG. Durante el desarrollo de la gastritis atréfica, la concentracion en
suero de PGI disminuye, mientras que los de PGIl se mantienen, por lo que valores bajos
de PGI/Il se traducen en un mayor riesgo de ACG (Ren et al. 2009; Helget et al. 1992).
También G-17 (gastrina-17), una hormona peptidica sintetizada por las células G del
antro, se ha propuesto como posible marcador de cdncer gastrico. Sin embargo, en

funcion de que la lesidn sea en el cuerpo o en el antro, los valores de G-17 pueden
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aumentar, disminuir o mantenerse normales, por lo que el valor predictivo de este

marcador no estd claro (Leung et al. 2008).

Diversos estudios recientes han propuesto el uso de algunos marcadores serolégicos mas
especificos y sensibles del cdncer gdstrico, como es el caso de diferentes citoquinas con

valor diagndstico y prondstico del ACG (Wu et al. 2019).
Técnicas de diagnostico por imagen

La endoscopia es considerada la técnica mas sensible para el diagndstico en pacientes
sospechosos de padecer ACG (Karpeh and Brennan 1998). Esta técnica permite visualizar
la localizacion del tumor, su extensidn y obtener biopsias para su estudio (Sadowski and
Rabeneck 1997). Hasta el momento se han implementado diferentes técnicas
endoscopicas, siendo la mas prometedora la Narrow Band Imaging, técnica de alta
resolucién que permite observar el patron mucoso con mayor detalle (Pasechnikov et al.

2014; Yao et al. 2008).
2.2.5. Tratamiento

La reseccién quirdrgica es en la mayoria de los casos el tratamiento de eleccién, sin
embargo, en muchas ocasiones, sobre todo en aquellas en las que el tumor ha sido
diagnosticado en estadios avanzados o hay una recaida en la enfermedad lo que se
recomienda es combinar la reseccién con otros tratamientos (Smyth et al. 2016). La
reseccion puede ser total o parcial y suele ir acompafada de extirpacion de los ganglios
linfaticos (Orditura et al. 2014). Cuando el tumor es detectado en etapas tempranas, tras
la reseccidn quirudrgica la probabilidad de cura es superior al 50 %, sin embargo como ya
se ha comentado anteriormente, esto no es lo que suele ocurrir. En los casos en los que el
tumor ha metastatizado alcanzando otros drganos, la intervencion quirdrgica no esta
recomendada y se debe emplear otros tipos de tratamientos para mejorar el prondstico

de los pacientes o de manera paliativa (Figura I-3) (Schauer et al. 2011).
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Figura I-3. Algoritmo de tratamiento de pacientes de cancer gastrico, adaptado de Smyth et al.

2016.

La quimioterapia neoadyuvante ha demostrado su utilidad para mejorar la supervivencia
a 5 afios de los pacientes del 23 al 36 % (Cunningham et al. 2006), por lo que estd
recomendada antes de la reseccidn quirdrgica (Smyth et al. 2016). Sin embargo, los
resultados obtenidos en pacientes con tumores en estadios avanzados no son buenos
puesto que la tasa de respuesta es menor del 40 % y los efectos beneficiosos son a
menudo incompletos o transitorios, lo que se traduce en una supervivencia de 7 a 10
meses en los pacientes tratados en lugar de 3 a 4 meses cuando no reciben tratamiento
(Rivera et al. 2007). La terapia usada mas comunmente es el régimen ECF, llamado asi por
combinar los farmacos epirrubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo (5-FU). Dado que la
capecitabina, profarmaco que es metabolizado en las células y convertido en 5-FU, puede
suministrarse de forma oral mimetizando la infusién continua intravenosa de este
farmaco, en ocasiones sustituye al 5-FU en el tratamiento combinado, en este caso el
régimen quimioterapéutico se denomina ECX (Cunningham et al. 2008). Un estudio en
fase 2/3 ha demostrado que la combinacién FLOT (5-FU, leucovorina, oxaliplatino y
docetaxel) mejora la tasa de supervivencia en los pacientes con tumores localizados tras
la reseccion quirdrgica en comparacién con los tratamientos ECF/ECX (Al-Batran et al.
2019). Estas terapias combinadas, asi como otras que consideran diferentes
combinaciones con compuestos platinados (cisplatino y oxaliplatino), fluoropirimidinas
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(5-FU y capecitabina) y taxanos (docetaxel y paclitaxel) mejoran el prondstico de los
pacientes, pero estan asociadas a una alta toxicidad (Tabla I-2) (Van Cutsem et al. 2006).
No existe un consenso para seleccionar los agentes antitumorales y la decisidén se basa en

cada caso en los resultados de las pruebas clinicas y de imagen realizadas al paciente.

Para aquellos pacientes que no han recibido quimioterapia neoadyuvante esta
recomendado el uso de quimiorradioterapia o quimioterapia adyuvante. Sin embargo, la
radioterapia adyuvante no ha demostrado un efecto aditivo en los casos en los que ya se
ha aplicado quimioterapia neoadyuvante (Smyth et al. 2016). En términos generales, la
radioterapia en ACG puede generar reacciones adversas severas principalmente en el
intestino delgado cuyas células son mas sensibles a la radioterapia. Estas reacciones
pueden ir desde la aparicion de edema, hemorragias y trastornos de electrolitos,
pudiendo llegar a producir la muerte. Por todo ello es necesario desarrollar una
tecnologia mas precisa capaz de delimitar el area de accién, e implementar un plan de
radioterapia que tenga en cuenta los posibles factores que pueden influir en este tipo de
tratamiento, como son los movimientos del diafragma durante la respiracion o los

cambios en el volumen y la movilidad gastrointestinal (Song et al. 2017).

No hay suficientes estudios clinicos en pacientes de edad avanzada que, sin embargo,
representan el mayor porcentaje de poblacién con cancer gastrico. Los tratamientos que
se han estudiado en esta poblacidn son capecitabina + oxaliplatino, FOLFOX (leucovorina,
5-FU y oxaliplatino) y la capecitabina usada como agente Unico, presentando todos estos
estudios resultados muy similares en cuanto a tasa de supervivencia (Xiang et al. 2012;

Lee et al. 2008; Catalano et al. 2013).

Los pacientes con tumores inoperables o bien metastaticos mejoran su tasa de
supervivencia y la calidad de vida al ser tratados con quimioterapia y no solo con
tratamientos paliativos (Glimelius et al. 1997). Sin embargo, en estos casos hay que
considerar las posibles comorbilidades asi como la funcionalidad de todos los érganos
internos. Estos pacientes suelen recibir tratamientos compuestos por dobles
combinaciones de compuestos platinados y fluoropirimidinas, aunque hay meta-analisis
gue han demostrado una mejora significativa al anadir una antraciclina al tratamiento

doble sin que haya grandes diferencias entre usar ECF, ECF, EOF (siendo O oxaliplatino), o
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EOX ( Okines et al. 2009). También se considera como tratamiento de primera linea en
estos casos los combinados que incluyen docetaxel, sin embargo, pese a estar asociados a
una mayor tasa de supervivencia, también presentan mayores efectos téxicos (Van

Cutsem et al. 2006).

En los tumores resistentes a los tratamientos de primera linea o bien en canceres
recurrentes, se usa una segunda linea de quimioterapia que consiste en irinotecan,
taxanos (docetaxel o paclitaxel) usados solos 0 en combinacién con paclitaxel (Smyth et
al. 2016). Los tratamientos dirigidos presentan resultados prometedores. Por un lado, el
anticuerpo monoclonal contra el receptor 2 del factor epidérmico (HER2), trastuzumab,
ha demostrado mejorar la supervivencia en pacientes HER2 positivo aplicado junto con la
quimioterapia habitual (Bang et al. 2010), por lo que se ha propuesto la combinacién de
trastuzumab, 5-FU vy cisplatino como tratamiento de primera linea para este tipo de
pacientes (Bang et al. 2010). Otros anticuerpos monoclonares como cetuximab, dirigidos
al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en combinacion con
guimioterdpicos de primera linea han conseguido en pacientes con cancer gastrico en
estadios avanzados, una tasa de remision del 40 % (Lordick et al. 2010), sin embargo,
otros estudios han demostrado que los anticuerpos monoclonales no presentan
beneficios para los pacientes (Waddell et al. 2013). Por otro lado, anticuerpos contra el
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) como el bevacizumab, o
inhibidores de los receptores tirosina quinasa (TKIs) como el sorafenib, el lapatinib o el
pertuzumab estan en diferentes fases de estudio y se utilizan como farmacos de segunda

linea (Lv et al. 2016; Morishita et al. 2014).

Se ha estudiado la posibilidad de otros tipos de tratamiento como son los inhibidores de
las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPIs), los inhibidores del ciclo y la
inmunoterapia (Kimata et al. 2002; Motwani et al. 2003; de Guillebon et al. 2015), que
solos o en combinacién con tratamientos ya conocidos, constituyen una nueva
aproximacion al tratamiento del cancer gastrico, pero que necesitan de mas
investigacion, principalmente de cara al disefio de tratamientos personalizados que

permitan al paciente obtener los maximos beneficios de su tratamiento farmacolégico.
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Tabla I-2. Farmacos usados en el tratamiento del cancer gastrico Adaptado de Marin et al.

2016.
Principales farmacos: Irinotecan
Cisplatino/Oxaliplatino Trastuzumab
5-FU/Tegafur/capecitabina Ramucirumab
Regimenes: Onartuzumab
S1 (tegafur, gimeracil y oteracil) Pertuzumab
XELOX (capecitabina y oxaliplatino) Sorafenib
FOLFIRI (irinotecan, leucovorina, 5-FU) Lapatinib

FOLFOX4 (oxaliplatino, 5-FU, leucovorina)
ECF (epirrubicina, cisplatino y 5-FU)
DCF(docetaxel, cisplatino y 5-FU)

ECX (epirrubicina, cisplatino y capecitabina)
MacDonald (5-FU, leucovorina, radioterapia)
FLOT (5-FU, leucovorina, oxaliplatino y

docetaxel)

Aunque en las ultimas décadas se han llevado a cabo estudios para el desarrollo de
nuevas terapias curativas del ACG, en la clinica apenas se observan los progresos de estos
tratamientos (Okines et al. 2010; Van Cutsem et al. 2016), ya que, aunque se ha
conseguido aumentar levemente la supervivencia de los pacientes combinando los
diferentes tratamientos disponibles, la mortalidad sigue siendo muy elevada (Anderson et
al. 2015). Esto es debido, en parte al resistoma, entendido como el conjunto de proteinas
expresadas en el tumor que contribuyen a los mecanismos de resistencia farmacoldgica, y
gue aun no ha sido estudiado en profundidad. Por lo cual, la farmacologia moderna, con
el fin de mejorar esta situacién, tiene como objetivos i) el desarrollo de herramientas que
nos permitan predecir la falta de respuesta a la quimioterapia, y ii) la identificacién de los
mecanismos subyacentes que expliquen la refractariedad primaria o adquirida de las
células tumorales a los farmacos antitumorales. Conocer mejor estos dos aspectos
permitiria seleccionar el mejor tratamiento para cada paciente, asi como desarrollar
estrategias novedosas de sensibilizacidon de las células de ACG a la quimioterapia para

superar la resistencia (Marin et al. 2016).
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2.3. MECANISMOS DE FARMACORRESISTENCIA

Cuando el tumor es detectado en etapas tempranas, la tasa de supervivencia a cinco anos
es superior al 90 % (Lazar et al. 2009), sin embargo, cuando se detecta en estadios mas
avanzados, que es lo mas comun, la tasa de supervivencia cae en picado, siendo la media
de supervivencia de los pacientes menor a doce meses, y llegando a sobrevivir 5 afios solo
el 8 % de los pacientes, debido, principalmente, a la presencia de metastasis (Schauer et
al. 2011). Ademas, la quimioterapia disponible, ya sea en terapia neoadyuvante o
adyuvante, o bien cuando se usa como tratamiento paliativo, es poco eficaz. Esto es
debido a que el ACG es muy resistente a los farmacos utilizados habitualmente (Marin et

al. 2016).

Los mecanismos que contribuyen a la quimiorresistencia y refractariedad a los farmacos
antitumorales se pueden clasificar en 7 grupos de mecanismos de resistencia
farmacoldgica (MPR, del inglés “Mechanisms of Pharmacoresistance”) (Marin et al. 2009;
Marin et al. 2020; Marin and Macias 2021). Estos suelen estar presentes de manera
simultanea en el tumor y actuar de forma sinérgica. Como consecuencia, suele aparecer
resistencia cruzada a diferentes farmacos antitumorales, lo que se denomina fenotipo de
resistencia a multiples fdrmacos o MDR, que se traduce en una importante limitacion en
cuanto a las opciones de tratamiento farmacolégico, afectando de manera significativa a
su tasa de éxito. A continuacion, se detalla cdmo cada uno de los diferentes MPR afecta a

la falta de respuesta del ACG a la quimioterapia (Figura I-4).
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Figura I-4. Representacion esquematica de los mecanismos de farmacorresistencia (MPRs)
presentes en la célula tumoral del ACG: reduccién de la concentracion intracelular del farmaco
por una disminucion de la captacién (MPR-1a) o un aumento de la expulsién (MPR-1b);
alteraciones en el metabolismo de los farmacos por una menor activaciéon del profarmaco o un
mayor metabolismo del agente citotdxico (MPR-2); alteraciones en las dianas moleculares (MPR-
3); cambios en el sistema de reparacion del ADN (MPR-4); desregulacion de las rutas implicadas

en la supervivencia celular o en la apoptosis (MPR-5); cambios en el microambiente tumoral
(MPR-6) y transiciéon epitelio-mesenquimal (EMT) (MPR-7). Imagen adaptada de Marin et al. 2020.

2.3.1. Transporte de farmacos (MPR-1)

Este grupo de MPRs incluye los mecanismos implicados en la reduccién de la
concentracion intracelular de farmacos antitumorales, ya sea debido a una disminucién
de la captacion de estos compuestos (MPR-1a), o a una mayor exportacion de estos
(MPR-1b). Su eficacia depende de los cambios de expresién y a la presencia de variantes
genéticas que afectan a las proteinas que constituyen el “transportoma” (Marin et al.

2009; Marin et al. 2012).
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Transportadores de captacion (MPR-1a)

Varios transportadores presentes en la membrana plasmadtica pertenecientes a la
superfamilia de proteinas SLC (“Solute Carriers”) desempenan un papel determinante en
la captacién de farmacos. La mayoria de estas proteinas se expresan débilmente en las
células de ACG (Obuchi et al. 2013; Al-Abdulla et al. 2020), sin embargo hay algunas
excepciones como el transportador de cobre CTR1 (gen SLC31A1) cuya presencia puede
determinar la sensibilidad al cisplatino (Al-Abdulla et al. 2020; Holzer et al. 2006). En
cuanto a la familia de polipéptidos transportadores de aniones organicos “OATPs” (familia
SLCO), se ha detectado en biopsias de ACG una mayor expresién de las isoformas 2B1,
3A1, 4A1 y 5A1 que en el tejido gastrico sano (Zhao et al. 2016). Estos transportadores
son responsables de la captacidn de irinotecan, docetaxel y metotrexato, y por lo tanto su

expresion determina la sensibilidad del ACG a estos farmacos.
Bombas de expulsion de farmacos (MPR-1b)

La superfamilia de transportadores dependientes de ATP (ABC) tiene la capacidad de
expulsar de las células cancerosas una gran variedad de farmacos antitumorales, lo que
reduce su efecto farmacoldgico. Una proteina de esta familia es la bomba de resistencia a
multiples farmacos (MDR1 o glicoproteina P, ABCB1), cuyo papel en la quimiorresistencia
del ACG es controvertido. Por un lado, se ha descrito una expresion de baja a moderada
en biopsias de ACG (Al-Abdulla et al. 2020). Ademas los andlisis de inmunohistoquimica
indican que la presencia de esta proteina es intracelular (de Oliveira et al. 2014), por lo
gue no podria desarrollar su actividad exportadora a través de la membrana plasmatica.
Sin embargo, otros autores han encontrado una expresién elevada de esta bomba en
muestras de ACG recogidas de pacientes que no respondieron a la terapia basada en
compuestos platinados (Zhai et al. 2019), y otros estudios in vitro han descrito una
relacion directa entre la expresion de MDR1 y la resistencia a cisplatino (Mo et al. 2016) y
oxaliplatino (Wu et al. 2018). Por otra parte, MDR1 estd implicada en la resistencia a 5-FU
(Xia et al. 2016) y epirrubicina (Felipe et al. 2018). Ademds, el tratamiento farmacoldgico
del ACG tiene la capacidad de modular la expresion de MDR1 y la sensibilidad a otros
farmacos. Es el caso del sorafenib, el cual puede revertir la resistencia al cisplatino

mediante una reduccion de la expresién de MDR1 (Huang et al. 2015).
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Por otro lado, las proteinas MRP1 (ABCC1), y MRP4 (ABCC4), de la familia ABC presentan
una expresion elevada en ACG (Al-Abdulla et al. 2020). Tanto es asi, que MRP1 se ha
propuesto como marcador de resistencia en este tipo de tumores (Wongsirisin et al.
2018). La expresion de esta bomba es elevada en pacientes y lineas celulares resistentes
al cisplatino (Wongsirisin et al. 2018), y su sobreexpresion esta implicada en la aparicién
de resistencia a la doxorrubicina, la cual se puede reducir mediante el uso de inhibidores
de MRP1 (Xu et al. 2018c). En el caso de MRP4, su expresion también se ha relacionado
con la resistencia al cisplatino (Zhang et al. 2010) y a una menor respuesta a farmacos
como el dasatinib (Furmanski et al. 2013). En cuanto a MRP2 (ABCC2), su expresion en
ACG es baja. Sin embargo, se ha descrito que la presencia de SNPs especificos en el ARNm
modula la expresiéon de esta proteina y afecta a la efectividad del tratamiento
encontrandose en estos casos una mayor resistencia al tratamiento basado en

oxaliplatino y fluoropirimidinas (Al-Abdulla et al. 2020; Li et al. 2016).

También la proteina de resistencia al cancer de mama o BCRP (ABCG2), esta implicada en
la aparicién de quimiorresistencia al cisplatino (Zhang et al. 2017). Su expresion se asocia
a una menor tasa de supervivencia en los pacientes de ACG tratados con terapia basada
en cisplatino (Yu et al. 2017b), asi como como una mayor incidencia de recaidas en
pacientes tratados con 5-FU (Yu et al. 2017a). Estos hallazgos han fomentado el desarrollo
de estrategias para vencer la resistencia a los farmacos mediada por BCRP como es el
caso del uso de ribozimas para disminuir los niveles de ARNm de esta proteina y asi
conseguir una mayor sensibilidad a la terapia (Kowalski et al. 2002). Por ultimo, en cuanto
a las proteinas de Menkes y Wilson (ATP7A y ATP7B, respectivamente), se han llegado a
relacionar con la resistencia en el ACG, sin embargo su papel es controvertido (Chen et al.

2007; Leonhardt et al. 2009).
2.3.2. Metabolismo de farmacos (MPR-2)

Dentro de este grupo se incluyen todos aquellos mecanismos responsables de la
presencia de una baja proporcion de agentes activos en el interior de la célula tumoral,

debido a la inactivacion de farmacos o a la menor activacion de pro-farmacos.
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En el ACG estos procesos suelen ser consecuencia de cambios en la expresion o la
actividad de las enzimas metabdlicas implicadas en la destoxificacion de farmacos. Asi por
ejemplo, dentro del grupo de enzimas del citocromo P450, destaca en ACG el papel de
CYP2A6 en la activacion del profarmaco tegafur a 5-FU (lkeda et al. 2000). La presencia de
variantes genéticas de esta enzima afecta a la sensibilidad de los tumores al 5-FU (Daigo
et al. 2002, Jeong et al. 2017; Yang et al. 2017; Kim et al. 2016). También en relacion a la
activacion del 5-FU, destaca el papel de la enzima timidina fosforilasa (TYMP) implicada
en su biotransformacién al metabolito activo. Su expresion, por tanto, esta directamente
relacionada con la sensibilidad a este farmaco, aunque su papel es aun controvertido
(Noguchi et al. 2003; Sasako et al. 2015). Por otro lado, la sobreexpresion de la
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), enzima implicada en el catabolismo del 5-FU,

reduce la de sensibilidad a este farmaco (Wang et al. 2016).

Las metalotioneinas (MTs) son pequefas proteinas ricas en cisteinas con un papel
importante en los mecanismos de proteccidn contra la toxicidad de muchos xenobidticos.
No existe consenso respecto a su papel en la respuesta a la quimioterapia en pacientes de
ACG. Por un lado, varios estudios describen la existencia de una relacion directa entre su
expresion y la refractariedad al irinotecan y al cisplatino (Chun et al. 2004; Suganuma et
al. 2003), mientras que otros autores afirman que una mayor expresién de MT2A mejora

la respuesta a la quimioterapia (Pan et al. 2016).

Por otro lado, las tres isoenzimas principales de la glutatién-S-transferasa (GST), GSTM
(mu), GSTT (theta) y GSTP (pi) que se expresan de forma generalizada en todo el tracto
gastrointestinal son responsables de la resistencia en ACG a los derivados del platino, al 5-

FU y a la mitomicina C (Okuyama et al. 1994; Geng et al. 2013).

Otras enzimas como son las carboxiesterasas, estan implicadas en la conversién de los
pro-farmacos capecitabina e irinotecan a 5-FU o SN-38, respectivamente (Quinney et al.
2005; Xu et al. 2002). Mientras que las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT), entre las que
destaca UGTI1A1, son cruciales en el metabolismo de fase 2 de una gran variedad de

farmacos, como del irinotecan (Cengiz et al. 2015).
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2.3.3. Dianas farmacolégicas (MPR-3)

Dentro de este grupo se consideran todos aquellos mecanismos que inducen cambios de

expresidon o mutaciones en moléculas diana sobre las que actua el farmaco antitumoral.

En ACG destaca la aparicion del MPR-3 como consecuencia de la caida de expresion de la
topoisomerasa |l, diana de la doxorrubicina y la epirrubicina (Geng et al. 2013), y la
elevada expresion de la timidilato sintasa (TS), enzima implicada en el mecanismo de
accion del 5-FU (Kim et al. 2019b). Por otro lado, los taxanos actuan sobre las
subunidades a y B-tubulina que estabilizan los microtubulos y bloquean la progresion del
ciclo celular. La sobreexpresion de la B-tubulina-Ill (TUBB3) se asocia a la resistencia a la

quimioterapia basada en docetaxel en ACG (Urano et al. 2006).

Los receptores con actividad tirosina quinasa que son dianas de los inhibidores de tirosina
quinasa (TKI) juegan un papel importante en la moderna farmacologia oncoldgica. En el
caso del receptor HER2, se ha correlacionado su baja expresiéon con la aparicion de
resistencia a trastuzumab, un anticuerpo monoclonal que interacciona con el HER2 (Wang
et al. 2019a). Ademas la baja expresion del factor de crecimiento endotelial vascular VEGF
se ha asociado con una peor respuesta a TKls en pacientes con ACG avanzado (Zhao et al.

2018).
2.3.4. Mecanismos de reparacion del DNA (MPR-4)

En este grupo se engloba los mecanismos implicados en la reparacién del dafio en el ADN
inducido por los farmacos antitumorales. El equilibrio dinamico entre el dafio y la
reparacion del ADN depende del tipo de lesion y de la actividad de los mecanismos de
reparacion que preservan la integridad del genoma: la reparaciéon por escision de
nucledtidos, la reparacion por escision de bases, la reparacion de mal apareamiento, la
unién de extremos no homdlogos, y los sistemas de recombinacion homologa. La
activacion aberrante de estos mecanismos puede impedir que las células tumorales
activen la apoptosis inducida por fdrmacos, teniendo un papel fundamental en la

aparicion de la quimiorresistencia.
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En el sistema de reparacion por escisién de nucleétidos, destaca el papel de la proteina
de reparacion por escisiones complementarias cruzadas (ERCC), ERCCI.
Aproximadamente el 70 % de las muestras de pacientes con ACG avanzado son positivas
en la tincién por inmunohistoquimica de ERCC1, lo que se asocia a una menor tasa de
supervivencia en pacientes tratados con la terapia neoadyuvante FOLFOX (Kwon et al.
2007). La expresion elevada de esta proteina también se relaciona de forma inversa con la
respuesta a la quimioterapia basada en el platino (Wei et al. 2014), asi como a una menor
tasa de respuesta en pacientes tratados con irinotecan mas cisplatino (Yamada et al.
2013). En ACG, los cambios de expresion de esta proteina se asocian a miR-122 y miR-
139-5p, cuya induccidn in vitro provoca una caida en los niveles de expresiéon de ERCC1, y
la restauraciéon de la sensibilidad al platino (Song et al. 2019; Ning et al. 2019). También
las diferentes variantes genéticas de ERCC1l pueden influir en la sensibilidad
farmacoldgica del ACG a los agentes que dafian el ADN (Liu et al. 2014; Ma et al. 2015;
Xue et al. 2015). Por otro lado, la expresién de ERCC2 se ha asociado a una menor tasa de
supervivencia en los pacientes con ACG tratados con FOLFOX (Yeh et al. 2020). Lo mismo
ocurre con ERCC4, asociado en este caso con la resistencia al cisplatino, y cuya expresion

podria estar modulada por varios miARNs (Ning et al. 2019; Li et al. 2019).

En cuanto al sistema de reparacion por escision de bases, destaca la proteina de
complemento cruzado de reparacion de rayos X-1 (XRCC1) dada su capacidad de inducir
resistencia al cisplatino mediante el aumento de su expresion (Xu et al. 2014). Ademas
existen variantes genéticas de este gen que se han asociado con la progresién de los

pacientes tratados con oxaliplatino (Zhang et al. 2014).

El sistema de reparacion por mal apareamiento reconoce y repara bases no coincidentes
asi como inserciones y deleciones. Las deficiencias en esta maquinaria de reparacion
pueden favorecer la aparicion de mutaciones genéticas en las células tumorales que
conducen al llamado fenotipo por inestabilidad de microsatélites, presente en el 15-30 %
de los ACG (Young et al. 2016). El fenotipo por inestabilidad de microsatélites se ha
asociado en ACG con la disminucién de la expresiéon de las proteinas reparadoras MLH1,

PMS2 y PMS1 (Yao et al. 2004). Asi, por ejemplo, existe una relacién entre la falta de
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expresion de MLH1 y la quimiorresistencia en pacientes tratados con quimioterapia

neoadyuvante basada en 5-FU (Hashimoto et al. 2019).

Por ultimo, dentro de los sistemas de recombinacién homadloga, el 17 % de los pacientes
de ACG que han recibido quimioterapia adyuvante, presentan una expresién reducida de
las proteinas de reparacion BRCA1l y 2, aunque este resultado aun no se ha podido
relacionar con ningln parametro clinico (HKim et al. 2019a). Sin embargo, ciertos
polimorfismos en BRCA1 se han asociado con una mejor respuesta y elevacién en la tasa
de supervivencia de los pacientes tratados con taxanos y terapias basadas en cisplatino

(HShim et al. 2010).
2.3.5. Cambios en el balance apoptosis/supervivencia celular (MPR-5)

Se incluyen en este grupo procesos que inducen la desregulacion del balance
apoptosis/supervivencia, lo que puede deberse a la potenciaciéon de los mecanismos de

supervivencia (MPR-5a), o bien, a la reduccién de la apoptosis (MPR-5b).
Factores prodpototicos (MPR-5a)

En la apoptosis inducida por farmacos, destaca el papel desempeiiado por el supresor
tumoral p53. La relacidn entre la expresién de esta proteina y la quimiorresistencia es aun
controvertida. Mientras que algunos autores relacionan la caida de su expresion con la
refractariedad del ACG a la terapia neoadyuvante con 5-FU y cisplatino (Yashiro et al.
2009), y a la basada en etopdsido, cisplatino y mitomicina C (Bataille et al. 2003), otros
estudios muestran una mejor respuesta en los tumores que no expresan p53 (Cascinu et
al. 1998). Por otro lado, se ha propuesto a p53 como marcador predictivo de la respuesta
a la quimioterapia en el ACG (Yashiro et al. 2009). Asi por ejemplo, la variante rs1042522
(p.Arg72Pro), no solo estd asociada a un mayor riesgo de padecer ACG (Liu et al. 2012),
sino que ademas su presencia se ha vinculado con una peor respuesta al tratamiento con
5-FU mas paclitaxel (Huang et al. 2008) y al tratamiento basado en cisplatino (Kim et al.
2009). Sin embargo, mutaciones de ganancia de funcion en TP53, dan lugar a una mayor
expresion de HER2, que conlleva a la sobreactivacion de la via de supervivencia mediada
por este factor, y por lo tanto a una peor tasa de supervivencia en pacientes con ACG

(Roman-Rosales et al. 2018; Tahara et al. 2019; Tahara et al. 2016).
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La proteina p16'N*® (CDKN2A) participa en la regulacién del ciclo celular y en la activacién
de la apoptosis. La pérdida de su expresion debido a la hipermetilacion de su promotor
ocurre en aproximadamente la mitad de los ACG (Shim et al. 2000), y se asocia con una
peor respuesta a la terapia adyuvante con 5-FU (Wang et al. 2014a). Sin embargo, algunos
estudios han asociado esa hipermetilacidon del promotor con una mayor supervivencia

(Mitsuno et al. 2007).

La desregulacion de la activacion de la via intrinseca de la apoptosis también esta
implicada en la aparicion de quimiorresistencia en el ACG (Bartchewsky et al. 2010). La
caida de la expresion de proteinas de activacion de la apoptosis aumenta la
guimiorresistencia. En el caso de BAX esta caida se asocia con una menor respuesta en los
pacientes que reciben 5-FU mas cisplatino, COI (capecitabina, oxaliplatino e irinotecan) y
FOLFLOX (Wang et al. 2014b; Jeong et al. 2011; Pietrantonio et al. 2012). Una menor
expresion de BAK implica una peor respuesta a los tratamientos que incluyen docetaxel
(Kubo et al. 2016). Por otro lado, las proteinas pro-apoptdticas de la familia Bcl-2, BH3-
only, activan BAK y BAX, por lo que cambios en su expresion pueden implicar una mayor

quimiorresistencia (Wu et al. 2017; H. Kim et al. 2015; Xu et al. 2018b).

También los elementos que forman parte de la via extrinseca de las apoptosis participan
en la aparicién de quimiorresistencia en el ACG (Qiao and Wong 2009). Este es el caso de
FADD, cuya pérdida de expresion es frecuente en ACG (Yoo et al. 2007) y esta implicada

en la aparicion de resistencia a la doxorrubicina (Pang et al. 2019).
Vias de supervivencia (MPR-5b)

En cuanto a la inhibicion de la apoptosis (MPR-5b), en ACG es comun que las vias NK-KB,
la via Wnt/B-catenina, la via Hedgehog y Notch estén hiperactivadas, lo cual, en todos los
casos, favorece en la aparicion de quimiorresistencia en ACG (Fu et al. 2018; Ooi et al.
2009; Akyala and Peppelenbosch 2018; Yeh et al. 2009). En el caso de la via NK-KB, su
desregulacién induce la activacion de distintos factores antiapoptéticos como la survivina
(BIRC5), BCL-XL y XIAP (Manu et al. 2014). En el caso de la survivina, los niveles elevados
de esta en el suero se han propuesto como un predictor de la respuesta a la terapia DCF

(doxorrubicina, cisplatino y 5-FU) en el ACG avanzado (Bozkaya et al. 2018).
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Como ya se ha comentado, uno de los principales factores que contribuye a la
desregulacion de la via Wnt/B-catenina y a la via Hedgehog es la infeccidon con H. pylori
(Santos et al. 2016; Yoon et al. 2014). Esta es capaz de inducir la acumulacién de B-
catenina en el citoplasma y el nucleo asi como la expresion de diferentes factores de
transcripcion (Santos et al. 2016), y ademas dafia el tejido activando la segunda de estas
vias. Por otro lado, se ha encontrado una expresion elevada del receptor Notch 1 en los
pacientes de ACG que no responden a la terapia neoadyuvante con 5-FU vy cisplatino
(Bauer et al. 2015). Ademas, esta via regula la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2),
enzima que se expresa en la mucosa gastrica durante la inflamacién y la carcinogénesis, y
que estd relacionada con la sensibilidad de las células de ACG a la quimioterapia (Li et al.

2012).

Se ha descrito que la acumulacién de YAP1 y TAZ1, pertenecientes a la via Hippo, esta
asociada a la quimiorresistencia en ACG (Huang et al. 2020) puesto que una alta expresion
de ambas implica una peor respuesta al tratamiento adyuvante (Melucci et al. 2018).
También la respuesta al cisplatino o al trastuzumab es menor debido al aumento de

actividad de las vias PI3K/AKT y JAK/STAT3 (Dai et al. 2020; Diaz-Serrano et al. 2018).
2.3.6. Microambiente tumoral (MPR-6)

Dentro de este grupo se incluyen los cambios en el microambiente de las células
tumorales que reducen la eficacia de los agentes antitumorales. Las células tumorales
interactian con el microambiente que las rodea, el cual esta formado por el estroma
tumoral, los vasos sanguineos, las células inflamatorias reclutadas y otros tipos celulares
asociados. Estos generan factores que afectan a la progresion del tumor alterando

drasticamente la respuesta a la quimioterapia (Russi et al. 2019).

Una de las caracteristicas mas comunes del microambiente tumoral es la hipoxia. Esta se
ha asociado a una mayor resistencia a la quimioterapia en el ACG a través de un
mecanismo que implica la expresion del factor inducible por hipoxia HIF-1. En ACG HIF-1a
induce resistencia a los farmacos platinados al impedir la apoptosis mediante la
desregulacién de la expresion de miR-27a y miR-421 (Danza et al. 2016; Ge et al. 2016) y
el INcARN PVT1 (Zhang et al. 2015). La expresion de HIF-1a se ha asociado a la recaida en
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pacientes de ACG tratados con 5-FU tras la cirugia (Nakamura et al. 2010). La hipoxia
también induce la expresion de la glicoproteina staniocalcina-1 (STC-1), implicada en la

resistencia al cisplatino y a una mayor invasividad del tumor (Wang et al. 2019b).

Otra caracteristica del microambiente tumoral es la presencia de inflamacion. En
condiciones inflamatorias se induce la expresion del receptor nuclear huérfano 4A2, cuya
elevada expresiéon se ha relacionado con la resistencia al 5-FU (Han et al. 2013b). Se ha
descrito que la elevada expresion de diferentes citoquinas tiene un papel relevante en la
aparicion de quimiorresistencia a farmacos como el 5-FU, derivados del platino, y el
tratamiento combinado ECF (Ham et al. 2019; Zhai et al. 2019; Kuai et al. 2012; Ma et al.
2019; Ye et al. 2015; Xu et al. 2018a). Ademas de las citoquinas, componentes de la
familia de factores de necrosis tumoral (TNF), como son APRIL y Fn14 estan implicados en
la aparicion de resistencia al cisplatino y al 5-FU respectivamente (Zhi et al. 2015; Kwon et

al. 2014).

Los exosomas provenientes de determinados tipos celulares también contribuyen a la
aparicion de resistencia a farmacos. Es el caso de los exosomas derivados de células
madre mesenquimales, que mediante la induccion de la expresion de bombas ABC o la
inhibicion de la apoptosis inducen resistencia al 5-FU (Ji et al. 2015); o los exosomas
derivados de los macroéfagos asociados al tumor que inducen resistencia al cisplatino

debido a la inhibicidn de la apoptosis y la activacion de la via PI3K/AKT (Zheng et al. 2017).

Las células de ACG pueden prosperar en un microambiente desfavorable aumentando la
tasa de glucdlisis y disminuyendo la actividad mitocondrial (efecto Warburg). Estos

fendmenos se han asociado con la resistencia al 5-FU (Bhattacharya et al. 2014).
2.3.7. Transformaciones fenotipicas (MPR-7)

Este MPR comprende todas aquellas transiciones fenotipicas asociadas a la aparicién de
rasgos mesenquimales y de células madre que dan lugar a una menor respuesta a la

guimioterapia.

En la transicion epitelial-mesenquimal (TEM), la polarizacién y la adhesion de las células

cancerosas se alteran, aumentando de este modo la migracion y la invasividad celular y la
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resistencia a la apoptosis (Xia and Xu 2017). En el ACG la TEM es desencadenado por
diversas procesos intracelulares como es la sobreactivacién de las vias de supervivencia
(MOC-5), y a sefales extracelulares como el HGF, el HIF-1la (MOC-6), y el factor de
crecimiento tumoral B (TGF-B) que desempeiia un papel crucial en la aparicion de la
resistencia al 5-FU (Zhang et al. 2019) y al oxaliplatino (Luo et al. 2019). En cuanto a las
células madres tumorales, estas pueden originarse en la médula ésea o en el propio
estdbmago como consecuencia de la aparicién de mutaciones oncogénicas en las células
progenitoras (Fu et al. 2020). Las células madre tumorales, y las implicadas en la TEM, son
heterogéneas y se dividen en diferentes subgrupos segun el patrén de expresion de
diferentes glicoproteinas de adhesién (CD44, CD24, CD90, CD133, CXCR4 y EpCAM),
enzimas (aldehido deshidrogenasa 1) o factores de transcripcion (SOX2, SNAIL1, STAT3,
TWIST1, ZEB1 Y ZEB2) (Fu et al. 2020). Por ejemplo, la expresién en las células madre
tumorales de CD44 estd asociada a la hiperactivacion de la via de supervivencia Hedgehog
(Yoon et al. 2014) y a la resistencia al 5-FU y al etopdsido (Takaishi et al. 2009), asi como a
una menor tasa de supervivencia en los pacientes tratados con FOLFOX (Yoon et al. 2014).
También la sobreexpresién de otros marcadores de célula madre como son CD133, CD24
o EpCAM estan relacionados con la aparicion de resistencia al 5-FU, taxanos o

antraciclinas (Han et al. 2011).

Tras el tratamiento prolongado con farmacos antitumorales pueden aparecer células
madres tumorales y activarse la TEM. Asi, el tratamiento con oxaliplatino, doxorrubicina y
el trastuzumab puede inducir TEM en las células de ACG tras una exposicion prolongada
(Zheng et al. 2013; Han et al. 2013a), y el tratamiento a largo plazo con 5-FU esta
relacionado con el aumento de la proporcion de células madre tumorales (Ohkuma et al.

2012)
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Muestras humanas

Las muestras de adenocarcinoma gastrico (intestinal, difuso o de tipo mixto) fueron
proporcionadas por los Biobancos del Hospital Universitario de Salamanca y del Instituto
Biosanitario Biodonostia de San Sebastian. Los datos clinicos, quirdrgicos, histoldgicos y
de tratamiento fueron aportados por los diferentes colaboradores del Instituto de

Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL) y de Biodonostia (Tabla MM-1).

Las muestras se tomaron con el consentimiento escrito de los pacientes seglin determina
la legislacidon vigente. Los datos personales fueron tratados con confidencialidad y
seguridad, de acuerdo con la normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 1720/2007). Los
protocolos fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del drea de

Salud de los diferentes hospitales de los que procedian las muestras.
3.1.2. Modelos animales

Para la realizacion del modelo de quimiosensibilizacion por diclofenaco se utilizaron
ratones nude atimicos (Swiss-nu/nu) (Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia). Los
animales tenian libre acceso tanto a la comida (pienso granulado comercial) como a la
bebida, y se mantuvieron en salas en las que las condiciones de temperatura (20°C), luz

(ciclos de luz/oscuridad 12 h/12 h constante) y humedad relativa estaban controladas.

Los animales se manipularon siguiendo las especificaciones de la Comunidad Europea
(Directiva 63/2010/UE) y la normativa espafola vigente para el uso y cuidado de animales
utilizados en experimentaciéon (RD 53/2013). Los protocolos experimentales que se
aplicaron en la realizacién de este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética

para el Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Salamanca.
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Tabla MM-1. Caracteristicas de los pacientes y tumores de ACG.

Cohorte de San Sebastian Cohorte de Salamanca

Pacientes 23 19
Edad, media £ DE 70,3+11,3 73,1+10,3
Rango de Edad 45-84 49-91
Hombres, n (%) 13 (56,5 %) 11 (57,9 %)
Mujeres, n (%) 10 (43,5 %) 8 (42,1 %)
Tipo histolégico
(Clasificacion de Lauren), n (%)
Intestinal 8 (34,8 %) 18 (94,7 %)
Difuso 8 (34,8 %) 1 (5,3 %)
Inclasificable 7 (30,4 %) 0 (0 %)
Localizacion tumoral, n (%)
Cardias 4 (17,4 %) 2 (10,5 %)
Fondo 5 (21,7 %) 0 (0 %)
Cuerpo 8 (34,8 %) 3 (15,8 %)
Antro 6 (26,1 %) 11 (57,9 %)
;- " No disponible 0 (0%) 3 (15,8 %)
% © Tumor primario, n (%)
5 8 T1 0 (0 %) 1 (5,3 %)
g = T2 5 (21,7 %) 1 (5,3 %)
T3 18 (78, 3%) 15 (79,0 %)
T4 0 (0%) 2 (10,4 %)
Estado nédulos linfaticos, n (%)
NX 0 (0%) 1 (5,3 %)
NO 5 (21,7 %) 4 (21,1 %)
N1 6 (26,1 %) 5 (26,3 %)
N2 7 (30,4 %) 6 (31,5 %)
N3 5 (21,7 %) 3 (15,8 %)
Metdstasis a distancia, n (%)
MX 0 (0%) 5 (26,3 %)
MO 21 (91,3 %) 12 (63,2 %)
M1 2 (8,7 %) 2 (10,5 %)
Estadio tumoral, n (%)
| 4 (17,4 %) 2 (10,5 %)
Il 5 (21,7 %) 7 (36,9 %)
11 10 (43,5 %) 3 (15,8 %)
v 4 (17,4 %) 2 (10,5 %)
No disponible 0 (0%) 5 (26,3 %)
Grado de diferenciacion, n (%)
Bien 4 (17,4 %) 10 (52,6 %)
Moderada 7 (30,4 %) 7 (36,9 %)
Pobre 12 (52,2 %) 0 (0%)
No disponible 0 (0%) 2 (10,5 %)
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3.1.3. Lineas celulares

Para la realizacidn de esta Tesis Doctoral se han utilizado las siguientes lineas celulares:

AGS, de ACG humano (CRL-1739): Obtenida de la European Collection of Cell
Cultures, y proporcionada por la casa comercial Sigma Aldrich, Madrid, Espafia.

HEK-293T (CRL-3216): Células embrionarias de rifidn humano proporcionadas por
la casa comercial American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards,

Barcelona).

3.1.4. Bacterias

Para la producciéon de plasmidos se utilizaron bacterias E. coli de la cepa DHb5a,

guimicamente competentes, proporcionadas por el Departamento de Bioquimica y

Biologia Molecular de la Universidad de Salamanca.

Para amplificar algunos vectores se utilizaron bacterias E. coli “One Shot Mach1-T1®”,

quimicamente competentes y de elevada eficacia de transformacion (Life Technologies,

Thermo Fisher Scientific, Barcelona).

3.2. PRODUCTOS

Los productos utilizados en esta Tesis Doctoral se obtuvieron en las siguientes casas

comerciales:

Abbot Laboratorios (Madrid, Espana): isofluorano (Forane®) y pentobarbital
sodico (Nembutal N.R.).

Air Liquide (Valladolid, Espafia): CO2 y N2 liquido.

AppliChem (Madrid, Espafia): acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulféonico
(HEPES), glicina y leche descremada liofilizada.

BD Biosciences (Madrid, Espafia): colageno tipo | de cola de rata y fluido
envolvente FACS Flow para citometria de flujo.

Biomers.net (Ulm, Alemania): “primers”.
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= Bio-Rad (Madrid, Espafia): acrilamida, membranas de nitrocelulosa, persulfato de
amonio, tampdn Tris 0,5 M pH 6,8 y 1,5 M pH 8,8, y tetrametiletilendiamina
(TEMED).

= Biotools B&M Labs (Madrid, Espafia): Mycoplasma Gel Form Kit.

= Condalab (Madrid, Espafia): agar, extracto de levaduras y triptona.

= Dako Diagndsticos (Barcelona, Espafia): medio de montaje para fluorescencia.

* GE Healthcare (Barcelona, Espafia): Reactivos de deteccién ECL (“Enhanced
ChemolLuminiscence”) que incluye los anticuerpos secundarios marcados con
peroxidasa y los reactivos de deteccién 1 y 2, kit “GFX PCR DNA & Gel Band
Purification”, kit “PlasmidPrep Mini Spin”, el kit “illustra RNAspin Mini RNA
Isolation Kit”.

= Menarini Diagnostics (Barcelona, Espaifa): portaobjetos Optiplus™ vy kits de
guimica seca “Spotchem Il Liver-1” y “Spotchem Il Kidney-3”.

= Merck (Barcelona, Espaia): acetato sédico anhidro, acido férmico, cloruro sddico,
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etanol, glicerol, hidroxido sddico, isopropanol, B-mercaptoetanol, metanol,

reactivo de Folin Ciocalteau, tartrato sédico y sulfato de cobre.

=  Millipore (Waters Corporation, Madrid, Espafia): filtros “Steritop™ para la
esterilizaciéon de los medios de cultivo.

= New England Biolabs (Werfen, Barcelona, Espafia): gel “loading dye purple” y
algunas enzimas de restriccion.

= Pfizer: Citarabina.

= Promega Corporation (Madison, Wisconsin, EE.UU.): algunas enzimas de
restriccion.

= Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid, Espafia): agarosa de baja electroendosmosis, de
bajo punto de fusién o para andlisis de rutina.

= Quiagen (lzasa, Barcelona, Espana): kit de extraccion de ADN “DNeasy Blood &
Tissue kit”.

= Selleckchem: atorvastatina, brivanib, dovitinib, flutivatinib, ivosidenib, linitinib,
panobinostat, pemigatinib, pitavastatina, pravastatina, regorafenib.

= Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia): acetaminofeno, dcido glicirricinico, 4cido

etilendiaminotetraacético (EDTA), actinomicina D, albumina sérica bovina
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(fraccion V), ampicilina, azul de bromofenol, azul de Tripan, bicarbonato sddico,
5(6)-carboxifluoresceina diacetato (CF), cis-diaminodicloroplatino Il (cisplatino),
curcumina, D-glucosa, sal sédica de diclofenaco (DICLO), dimetilsulféxido (DMSO),
docetaxel, dodecil sulfato sédico (SDS), doxorrubicina, epirrubicina, etopdsido, 5-
fluorouracilo (5-FU), Fluo-3 acetoximetil éster, furosemida, ibuprofeno, ioduro de
propidio (IP), lapatinib, medio de cultivo “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)-high glucose”, medio F12 Ham (“Nutrient Mixture F-12"), metotrexato,
mezcla de inhibidores de proteasas piruvato sédico, MK-517, mitomicina C,
mitoxantrona, naringina, paclitaxel, polibreno (bromuro de hexadimetrina),
polietilenimina  (PEl), probenecid, 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38),
sulforrodamina B, tripsina de pancreas porcino, Tris (trishidroximetil
aminometano) base (Trizma) o clorhidrato (Tris-HCl), vinblastina, vincristina.
Thermo Fisher Scientific (Madrid, Espana): Accuprime®Pfx ADN polimerasa de alta
fidelidad, polimerasa “AmpliTag Gold”, anticuerpos secundarios fluorescentes
anti-lgG de ratéon, de conejo y de cabra marcados con AlexaFluor® 594 o
AlexaFluor® 488, fluvastatina, gemcitabina, mezcla de antibidticos
(penicilina/estreptomicina), 4,6-diamidino-2-fenilindol  (Dapi), enzimas de
restriccion “FastDigest™”, suplemento de glutamina GlutaMAX, indometacina, kit
comercial para el test de la endonucleasa “GeneArt® Genomic Cleavage
Dectection Kit”, kits comerciales para la transcripcion reversa (RT) “SuperScript®
VILO™ cDNA Synthesis Kit” y “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”,
“LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”, lovastatina, marcadores de
peso molecular de ADN (25, 100 y 500 pb y 1 kb plus), marcador de peso
molecular de proteinas “Page Ruler”, naproxeno, oxaliplatino, proteinasa K, suero
bovino fetal (FBS), SYBR Green | para tefiir ADN en geles de agarosa (“SYBR Safe”),
silimarina, simvastatina, “SYBR Green | PCR Master Mix”, T4 polinucledtido
quinasa, “Tagman® Universal PCR Master Mix” y tarjetas microfluidicas o TLDAs.
VWR Internacional (Barcelona, Espafia): acido acético, acido acético glacial, acido
clorhidrico, acido tricloroacético, carbonato sddico, cloruro calcico, cloruro

potasico, dihidrégeno fosfato potasico, fosfato acido potasico, fosfato disddico,
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indicador universal de pH, medio de montaje Entellan®, sulfato magnésico y
Tween® 20.

= Whatman (Madrid): papel Whatman para la transferencia en Western blot.

Los plasmidos lentivirales pWPI, psPAX2 y PMD2.G fueron cedidos por el Dr. Angel
Herndndez Hernandez del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Salamanca.

El tosilato de sorafenib (Nexavar®) fue proporcionado por el Servicio de Farmacia del

Hospital Universitario de Salamanca.
3.3. MEDIOS INSTRUMENTALES

= Las pesadas se realizaron en balanzas electrénicas digitales Precisa 125 A y
Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid, Espafia). Para pesar los animales se

utilizdé una balanza electrdnica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo Taper, Madrid,
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Espafia).

= El pH se determind utilizando un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison
Instruments, Barcelona, Espaia).

= El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificacion de
agua del Sistema MiliQ Integral 3 (Millipore-Merck, Madrid, Espafia).

= Las incubaciones se llevaron a cabo en un bafio termostatizado LAUDA Ecoline
StarEdition RE106, en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher), y en un
bloque térmico Isotemp (Thermo Fisher).

= Para las centrifugaciones se utilizaron centrifugas refrigeradas 5417R y 5810R
marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania, Espafia), Beckam Avanti J-20, y L8-M
Ultracentrifuge y rotor SW 28 Ti (Beckman Instruments, Madrid, Espafia). También
se utilizaron picofugas Stratagene y Galaxy Ministar (VWR International Eurolab,
Barcelona, Espafia).

= Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotometro Hitachi
U-2000 (Grupo Taper, Madrid, Espafia) y para la determinacion de la viabilidad
celular se utilizo los lectores de ELISA modelo ELx808 de BioTek (lzasa, Barcelona,

Espafia) y Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher). Las determinaciones
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espectrofotométricas de la concentracion de ADN y ARN se realizaron con un
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher, Madrid, Espafia) y se analizaron con el programa
informatico correspondiente.

Para hacer filtraciones a vacio se empled una bomba Millipore XX5522050
(Millipore Ibérica, Madrid, Espafia). La esterilizacion de materiales sélidos y
liquidos, asi como el material de cultivos celulares se llevd a cabo en un autoclave,
modelo Tuttnaver 2340 M (Duerolab, Salamanca, Espaia).

Se utilizd los termocicladores Eppendorf Mastercycle ep gradient (Thermo Fisher,
Madrid, Espafia) y SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems) para llevar a
cabo las PCR analiticas y las RTs. Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real en
tubos de 0,2 ml se realizaron en un equipo ABI PRISM® 7300 Sequence Detection
System y en el equipo QuantStudio3 (Applied Biosystems), de Applied Biosystems
(Thermo Fisher, Madrid Espafia). Para las tarjetas microfluidicas se utilizé el
modelo ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System de la misma compania.
Los reactivos se manejaron dentro de una campana de flujo laminar Euroclone
modelo Aura Mini (Milan, Italia).

La secuenciacion de los fragmentos de ADN se llevd a cabo en el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca utilizando un secuenciador
automadtico capilar ABI PRISM 3100-Genetic Analyzer de Applied Biosystems
(Thermo Fisher, Madrid Espafa). Para la visualizacién de las secuencias y disefio
de estudios de restriccion de los plasmidos se uso el programa Gene Construction
kit 2.5.13 para MacOS X (Textco, New Hampshire, EE.UU.).

La electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa se realizd en un sistema
de geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid,
Espaia), acoplado a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid,
Espana).

Se empled el sistema de electroforesis modelo Mini-Protean Il Cell con fuente de
alimentacion modelo PowerPac 300 para llevar a cabo las electroforesis de
proteinas. La transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se
realizd en un sistema Trans-Blot Cell I, todo procedente de la casa comercial Bio-

Rad (Madrid, Espafia).
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Para la visualizacién de la fluorescencia en los geles de acidos nucleicos y la
luminiscencia de las membranas de western blot se empled un equipo de analisis
de imagen Fujifilm LAS- 4000 (TDI, Madrid, Espafia). La captura de imdagenes se
llevé a cabo con una camara refrigerada del equipo, sin filtros y con una apertura
del diafragma del objetivo de f 0,8 cuando se trataba de quimioluminiscencia, y
con filtro Y515 y diafragma del objetivo f 1,5 para SYBR Green, con luz azul como
fuente de excitacidén. Las imdagenes se analizaron con el programa informatico
MultiGauge v3.0 (Fujifilm).

Las homogeneizaciones de tejidos se realizaron con los homogeneizadores
Polytron Typ PT 10/35 Kinematica GMBH (Lucerna, Suiza) o “Bullet Blender Storm”
de Next Advance (NY, EE.UU.), o con un sonicador tipo bano Ultrasonic Cleaner
400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona, Espafia), en el caso de compuestos poco
solubles.

Para la manipulacidon de los cultivos celulares se utilizd una campana de flujo
laminar modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona, Espaia); las células se mantenian a
37°C en un incubador termostatizado con atmodsfera de CO2 humidificada modelo
Hepa Class 100 (Thermo Fisher, Madrid, Espaia), y se observaban a través de un
microscopio Leitz Fluovert FS (Leitz). Se utilizaron placas de cultivo y frascos Roux
de cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid, Espafia) para el cultivo
de las lineas celulares. Para algunas lineas celulares se utilizaron frascos de cultivo
con colageno a la concentracion de 0,5 mg/ml. La esterilizacion de las soluciones
se hizo mediante filtro Sterivex de 0,2 um (Millipore Ibérica, Madrid, Espafia). Para
contar las células se utilizaron cdmaras Thoma (Duerolab, Salamanca, Espafia).
Para visualizar la fluorescencia se utilizd un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-S
(Nikon, Duerolab, Salamanca, Espafia) o un microscopio confocal modelo TCS SP2
(Leica, Barcelona, Espafia) perteneciente al Centro de Investigacion del Cancer de
Salamanca.

Los cortes histoldgicos en muestras congeladas se realizaron con un criostato

(Leica Biosystems, modelo 1900UV, Barcelona, Espana).
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El cultivo de bacterias se hizo en una estufa termostatizada a 37°C modelo S-20
(Selecta, Barcelona, Espafia). Para el cultivo de bacterias en medio liquido en
agitacién se usé un agitador orbital (Infors HT, Basilea, Suiza).

El andlisis por citometria de flujo de la captaciéon o eflujo de compuestos
fluorescentes se realizé en un citdmetro FACScalibur, de la casa BD Biosciences
(Madrid, Espafia). El programa informatico utilizado para la adquisicién y andlisis
de datos fue el CellQuestPro, de la misma casa comercial.

Se utilizd un sistema cromatografico acoplado a un detector de masas, HPLC-
MS/MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se
compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria
con desgasificador de vacio (modelo G12354A); un inyector de 20 ul de capacidad
(modelo G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud
de onda variable y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 de 30
mm x 2,1 mm, 3,5 um de tamafio de poro termostatizada a 35°C (Agilent
Technologies). El Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) estd
acoplado a una fuente de ionizacién a presion atmosférica (APl) serie 6000
(modelo G1948B). Todo el sistema se controlé desde un ordenador Pentium IV
(modelo HP LP2065) utilizando el software Q-TOF, QQQ, TOF (Agilent
Technologies) que permite, tanto el control del HPLC, como del detector de
masas.

Las determinaciones de parametros bioquimicos indicadores de dano hepatico y
renal en suero se llevaron a cabo mediante los kits de quimica seca “Spotchem I
Liver-1” y “Spotchem Il Kidney-3” compatibles con el analizador automatizado
“Spotchem EZ SP-4430” (Arkray Factory, A. Menarini Diagnostics, Badalona,
Espaiia).

Se contd con pequefio equipamiento, como agitadores magnéticos Selecta
(DuerolLab, Salamanca, Espaia), agitadores Vortex de lka Works (Wilmington,
EE.UU.) y micropipetas Gilson (Prosisa, Salamanca, Espaia).

Las muestras se conservaron en congeladores a -20°C y -80°C marca Revco

(Pacisa), mientras que los viales de almacenamiento de las distintas lineas
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celulares se conservaban en contenedores de N; liquido (Thermo Fisher, Madrid,
Espana).

= El material de vidrio utilizado en Biologia Molecular se trataba mediante calor
seco a 180°C durante un minimo de 4 h en una estufa Memmert modelo 500

(Izasa, Barcelona, Espafia).

3.4. CULTIVOS CELULARES

Los medios de cultivo estériles que se utilizaron para cada linea celular fueron los

siguientes:

e Para las células AGS: F-12 Ham suplementado con 13,8 mM de bicarbonato sddico
y 1 % de Glutamax.
e Para las células HEK-293T: DMEM suplementado con 1 % de GlutaMax.

A todos los medios se les afiadié FBS inactivado al 10% (v/v). La inactivacion del suero se
realizé a 56°C durante 30 minutos. También fueron suplementados con una mezcla de
antibidticos y antimicdticos al 1 % que contenia penicilina (20 U/ml) y estreptomicina

(0,02 mg/ml).

Tanto al recibir las células como al recuperarlas del N; liquido en el que se almacenaban la
descongelacién de los criotubos se hizo en condiciones de esterilidad en bafio maria a
37°C. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 300 xg durante 10 min. El precipitado se
resuspendié en el medio de cultivo correspondiente y se pasé a frascos Roux que se
introdujeron en la estufa a 37°C, en atmdsfera del 5 % de CO; en aire y humedad relativa

del 80 %.

El crecimiento de las células se produjo tras la adhesion a la superficie de la placa. Para la
linea celular HEK-293T se utilizaron frascos de cultivo con coldgeno tipo | a concentracién

de 0,5 mg/ml.

Cuando se llegaba a confluencia del cultivo se realizaba una tripsinizacién (0,25% de
tripsina y 20 mM de EDTA en PBS) y las células se recogian en medio de cultivo. La

viabilidad celular se determinaba mediante el test del azul de Tripan (apartado 3.15.5).
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3.4.1. Cultivo de células para estudios de expresidon génica y estudios de funcionalidad

de proteinas transportadoras

La expresion de los diferentes genes analizados en las distintas lineas celulares con las
que se ha trabajado en esta Tesis Doctoral, asi como la evaluacién de la funcionalidad de
las bombas exportadoras ABC, se determind sembrando las células en placas de 6 pocillos
en un volumen final de 3 ml/pocillo a la densidad celular adecuada en funcion de cada
linea celular. A las 48 h de la siembra las células se recogian y se procesaban para la
obtencion de ARN total (apartado 3.10.1), para la obtencion de proteinas totales
(apartados 3.11.2 y 3.11.3), o bien para los estudios de citometria de flujo (apartado

3.13).
3.4.2. Cultivo de células para estudios de viabilidad celular

Para evaluar el efecto de agentes citostaticos e inhibidores de los transportadores en las
distintas lineas celulares empleadas en esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en
placas de 96 pocillos a una densidad variable en funcién del tipo celular. A las 24 h se
afiadian los agentes citostaticos con o sin inhibidor, y se incubaban durante 72 h, para
posteriormente realizar el test de formazdn o de MTT (apartado 3.15.2) o el test de la

sulforrodamina (apartado 3.15.3).
3.4.3. Edicion genética mediante CRISPR/Cas9

La técnica de edicion genética CRISPR/Cas permite la modificacion de la expresidn génica
mediante el uso de una endonucleasa bacteriana, Cas9, que realiza el corte en el ADN
guiada por una secuencia de ARN capaz de reconocer la secuencia de ADN que queremos
cortar. Una vez realizado el corte por la endonucleasa, por un lado puede darse la
reparacion del ADN por parte de las células, y por tanto la incorporacion de nuevas
mutaciones que puedan interrumpir la correcta transcripcién del gen; o bien, el corte
proporciona la posibilidad de introducir en el genoma un fragmento de interés que

facilitemos a las células.

En esta Tesis Doctoral, hemos utilizado esta técnica con el fin de silenciar de forma

estable genes especificos en la linea celular AGS. Para ello se utilizé el método de
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transfeccidn transitoria con lipidos catiénicos. Este método permite la adquisicidn de las
células del transgén, en este caso Cas9, de manera transitoria, ya que el plasmido
recombinante es extracromosdmico y se pierde durante la division celular. Para ello se
utilizaron los reactivos “Lipofectamine™ LTX Reagent” y “Plus™ Reagent”, y los

plasmidos:

= pCMV-tdTomato-N1, que codifica la proteina fluorescente Tomato en tandem.

= pHL-Cas9, que codifica SpCas9, la endonucleasa Cas9 humanizada de
Streptococcus pyogenes.

= Plasmido pGEM-sgc vacio o bien que contenia un casete con el promotor U6, un
terminador de polimerasa Il y la correspondiente secuencia codificante de un

crRNA que determinara el sitio de corte en la secuencia del gen diana.

Previamente, en nuestro laboratorio se determinaron las condiciones déptimas para
realizar la transfeccion de las células AGS con el lipido catidnico Lipofectamina LTX
eligiéndose la relacion lipidos/ADN con las que se conseguia la mayor eficacia de

transfeccidon y menor toxicidad celular.

Las células se sembraban en placas de 24 pocillos a la densidad celular apropiada (70000
células por pocillo), y a las 24 h eran transfectadas. La cantidad total de ADN plasmidico
gue se utilizaba en cada pocillo fue de 750 ng. Las mezclas de transfeccion se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos, tiempo necesario para que el reactivo plus y el
ADN interaccionen favoreciendo la formacion de liposomas. Posteriormente se anadid la
lipofectamina en proporciéon ADN:LTX 1:3. Los complejos de transfeccidon fueron retirados
alas 24 h, y se aiadié medio nuevo, que contenia puromicina a la concentracion 1 pg/ml.
A las 48 h se determind la eficacia de transfeccién midiendo por citometria de flujo la
fluorescencia en las células transfectadas con el plasmido tdTomato. Al resto de pocillos
transfectados, se les cambié el medio por medio nuevo sin puromicina a las 72 h. Para
comprobar la eficacia del CRISPR, una vez recuperadas las células se recogid ADN
gendmico y se realizd el ensayo de deteccion de escisiones en el genoma o test de la

endonucleasa T7 (apartado 3.8.7).
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3.4.4. Transduccion de células con lentivirus

Para conseguir el silenciamiento de MRP4 en la linea celular AGS, se utilizaron lentivirus
recombinantes. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se transdujeron a las
24 h con los lentivirus recombinantes en presencia de polibreno a MOI 10 (multiplicidad
de infeccidn). Las placas se centrifugaron a 1800 xg durante 90 min a 32°C. A las 16 h se
retird el medio de cultivo y se anadié medio nuevo. Cuatro dias tras la transduccion se
determiné el porcentaje de células fluorescentes que expresaban la EGFP por citometria

de flujo.
3.4.5. Cultivo de células para seleccién de clones

Para la seleccién de clones a partir de una poblacién policlonal después de la
transduccion o la transfeccion se realizé una dilucion limite del cultivo. Para ello se
sembré una célula por pocillo en una placa de 96 pocillos. Se realizé un seguimiento de
los pocillos, descartando aquellos en los que crecian varias colonias. Para la seleccion de
clones de células transducidas con lentivirus recombinantes, se determind la presencia de
una unica poblacion de células fluorescentes que expresaban la EGFP por citometria de

flujo.
3.5. EXPERIMENTOS IN VIVO

Para comprobar la capacidad quimiosensibilizante del diclofenaco se utilizaron ratones
nude atimicos hembra de 8 semanas de edad. Los ratones fueron anestesiados con
isofluorano para la implantacién en ambos flancos mediante inyeccién subcutanea de una
solucién de células AGS (2 x 10°) resuspendidas en una mezcla de 100 pl de medio RPMI
mds 100 pl Matrigel. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de =75 mm?3 (12 dias
post-inyeccion), los animales se dividieron en cuatro grupos, y dos veces por semana se
les administraba, mediante inyeccion intraperitoneal, el tratamiento correspondiente

segun el grupo experimental:
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= Grupo diclofenaco: 20 mg/kg p.c de diclofenaco.

= Grupo sorafenib: 10 mg/kg p.c de sorafenib .

= Grupo sorafenib + diclofenaco: a combinacién de diclofenaco (20 mg/kg) y
sorafenib (10 mg/kg p.c.).

=  Grupo control: Solucidn salina.
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Figura MM-1. Esquema ilustrativo del modelo experimental in vivo realizado para estudiar la

guimiosensibilizacién del ACG al sorafenib.

Del mismo modo, dos veces por semana se realizd el seguimiento del tamafno de los
tumores y el peso de los animales. Para calcular de manera aproximada el volumen de los
tumores se utilizé la siguiente formula:

(Largo-Ancho)?
2

Volumen tumoral =

El periodo experimental concluyd a los 43 dias de tratamiento, cuando los tumores de
mayor tamafio presentaban un volumen de ~1,5 cm? (limite maximo establecido por el
Comité de Bioética de Experimentaciéon Animal). Los animales fueron sacrificados
mediante sobredosis con pentobarbital sédico i.p., y se procedio a la reseccién de los
tumores y una muestra de suero. Los tejidos se colocaron inmediatamente en N; liquido y
las muestras se conservaron a -80°C para posteriormente determinar el contenido de
sorafenib en los tumores (apartado 3.15.6), y la toxicidad hepatica y renal (apartado

3.15.5).
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3.6. CULTIVO DE BACTERIAS

Para el cultivo de bacterias se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

= Medio Luria-Broth (LB): Extracto de levadura 5 g/I, NaCl 10 g/I, NaOH 80 mg/I,

triptona 10 g/l, pH 7,0. Para la elaboracién de placas al medio LB se le afadié 15
g/l de agar.

= Medio SOC: Extracto de levadura 5 g/I, glucosa 20 mM, KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM,
MgS04 10 mM NaCl 10 mM vy triptona 20 g/I; pH 7,0.

3.6.1. Transformacidon de bacterias por choque térmico

Se mezclaron 50 pl de suspensidn bacteriana con 1 pl (10 ng DNA) del plasmido de interés
y se incubd durante 30 min en hielo. Para facilitar la entrada del plasmido, las bacterias
fueron sometidas a un choque térmico, el cudl consistié, en primer lugar en elevar la
temperatura a 42°C durante 2 minutos y en segundo lugar mantener la mezcla en hielo
otros 2 minutos. A continuacion se afiadieron 250 pl de medio SOC sobre dicha mezcla y
se realizé una incubacién en agitacion durante 1 h a 37°C. Posteriormente, la mitad del
volumen se sembré en condiciones de esterilidad por extensién con un asa de vidrio en
una placa con medio LB y agar suplementado con el antibidtico de seleccion ampicilina a
una concentracion de 100 pg/ml. Las placas se incubaron en una estufa a 37°C durante 16
h. En el caso de las bacterias E. coli “One shot Mach®” el procedimiento de
transformacion fue igual a excepcion del choque térmico, que en este caso consistid en
elevar la temperatura durante 30 segundos a 42°C seguido de 2 minutos en los que la

mezcla se mantuvo en hielo.
3.6.2. Seleccidon de colonias y crecimiento en medio liquido

Se seleccionaron colonias aisladas de bacterias que habian crecido en la placa en Ia
ausencia de colonias satélite alrededor. Para su crecimiento en medio liquido, se rasparon
con una punta de pipeta estéril y se inocularon en 6 ml de medio LB suplementado con el

antibidtico de seleccidn. Finalmente, se incubaron 16 h en agitacién a 37°C.
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3.6.3. Purificacion del ADN plasmidico de cultivos de bacterias

Para la extraccién del ADN plasmidico de los cultivos de E. coli de una manera rapida y
eficaz, se utilizo el kit comercial “illustra PlasmidPrep Mini Spin”. Este kit utiliza columnas
de silice que adsorben el ADN y permite su posterior eluciéon. EIl ADN plasmidico
purificado se cuantificé espectrofotométricamente a 260 nm en un NanoDrop.
Posteriormente para comprobar la identidad del clon seleccionado, se realizé un estudio

de restriccion (apartado 3.8.5).
3.7. PRODUCCION DE VECTORES VIRALES

3.7.1. Fundamento

Los lentivirus son retrovirus de ARN lineal monocatenario, cuyo genoma se integra en el
genoma de la célula huésped, y por tanto, permite una expresion estable y de larga
duracion del transgén de interés. Esto hace que los lentivirus sean idéneos para realizar

estudios in vitro de la sobreexpresion o silenciamiento de un gen de interés.

Para llevar a cabo distintos experimentos in vitro se han producido lentivirus
recombinantes defectivos de forma que, por un lado, las particulas virales generadas no
tuvieran capacidad replicativa, y por otro, los genes de las proteinas virales se sustituian
por el transgén de interés. Para producir lentivirus se necesita una linea celular especifica
(célula empaquetadora) que se transfecta con tres plasmidos, dos de ellos con secuencias
que codifican las proteinas estructurales de los lentivirus, y un tercer plasmido
recombinante que contenga el ADN de interés flanqueado por las secuencias LTR (“long
terminal repeats”) y por la sefial de empaquetamiento, ademas de por otros elementos
necesarios en cis como el TSS (sitio de inicio de transcripcidn), y el tracto polipurinico
necesario para la sintesis de la segunda cadena. De esta manera, se generaran particulas
lentivirales defectivas que pueden ser purificadas y concentradas a partir de los

sobrenadantes del cultivo celular (Kuroda et al. 2009).
3.7.2. Produccidn de las particulas virales

Se utilizaron las células empaquetadores HEK-293T que se sembraron a subconfluencia en

placas de 10 cm de diametro recubiertas con coldgeno. Se incubaron durante 8 h a 37°C
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en atmoésfera de 5 % de CO; humidificada. A continuacidn, se transfectaron utilizando el

método de la polietilenimina (PEI) con los siguientes plasmidos:

e El vector de transferencia pLVTHM que portaba el shARN de interés. Este ademas
contenia el gen reportero EGFP (“Enhanced Green Fluorescence Protein”), que
permite el seguimiento de la fluorescencia de las células transducida, tanto por
microscopia de fluorescencia como por citometria de flujo, asi como el transgén
de interés, separados entre si por un elemento IRES. De forma paralela, se
realizaba la transfeccion con el plasmido lentiviral pLVTHM-shLuc2, que codifica la
EGFP y que se utilizd para producir virus control.

e El plasmido psPAX2, que codifica proteinas estructurales del virus.

e El vector de expresion pMD2.G, que codifica la glicoproteina G del virus de la

estomatitis vesicular.

Para formar los complejos PEI:ADN se mezclaron 6 pg del plasmido psPAX2, 4,5 pg del
plasmido pMD2.G y 6 pg del plasmido de transferencia, disueltos en 1,2 ml de solucién
salina, con 60 pl de PEI. La mezcla se incubd durante 20 min a temperatura ambiente y se
afadid a la placa de cultivo de células HEK-293T. Para mejorar la eficacia de transfeccidn
se afiadio al cultivo cloroquina a 25 uM, ya que inhibe la degradacion del ADN plasmidico
en los lisosomas y aumenta asi el rendimiento del proceso de produccién de algunos tipos
de virus (Gavrilescu and Van Etten 2007). A las 24 h se retird el medio de cultivo con los

complejos PEI:ADN vy se sustituyé por medio nuevo.

Se recogié el medio de cultivo de las placas a las 48 h, 56 h y 72 h después de Ia
transfeccion. Este se purificd utilizando filtros de 0,45 um de tamafo de poro y se
ultracentrifugéd a 20000 rpm, a 16°C durante 130 min para concentrar las particulas
lentivirales. El precipitado se resuspendié en medio de cultivo RPMI y se incubd a 4°C
durante 4 h. Se realizaron alicuotas de la suspensién viral y se conservd a -80°C hasta su

uso.
3.7.3. Titulacidn por citometria de flujo

El titulo vital se determind infectando las células diana con diluciones seriadas de la

solucion viral. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a la densidad celular
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apropiada. A las 24 h, se prepararon las diluciones crecientes de la solucién viral en medio
de cultivo con polibreno, y se afiadieron a la placa, que se centrifugaba a 1800 xg durante
90 min a 32°C. 16 h después, se retiré el medio de cultivo y se sustituyé por medio nuevo.
Cuatro dias tras la transduccién, se determiné el porcentaje de células EGFP+ por

citometria de flujo. La concentracidn de particulas virales se calculd por la férmula:

) TU\ 10EP50 « 2 « N@ células
Titulo (—) =
ml Vol

donde,

ED>° es el log10 de la dilucién de la suspensidn viral que consiguié traducir el 50 % de las
células; TU: unidades transformantes (particulas virales infectivas) y Vol: volumen del

medio de cultivo (ml).

3.7.4. Determinacion de la multiplicidad de infeccion (MOI) y condiciones de

transduccidén dptimas

La MOI es la relacion entre el nimero de particulas virales y el nUmero de células diana
presentes en el cultivo. Se determind la MOI 6ptima (aquella en la que utilizando la
menor cantidad de particulas virales se consigue una transduccién mas eficiente)
sembrando en placas de 96 pocillos el nimero adecuado de células segun la linea celular.
A las 24 h se infectaron con diferentes MOIs utilizando particulas virales con polibreno. A
los 4 dias tras la transduccion, se determind el numero de células fluorescentes que

expresaban la EGFP por citometria de flujo.

3.8. METODOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.8.1. PCR de alta fidelidad

Para llevar a cabo la PCR de alta fidelidad se utilizd el kit “AccuPrime Pfx SuperMix”. Se
realizé una mezcla del ADN molde con los reactivos suministrados por el kit siguiendo las
instrucciones del proveedor. La mezcla se incubd en un termociclador con las siguientes
condiciones: un ciclo a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 95°C 15 segundos, 58°C 30
segundos y 68°C durante un tiempo variable (1 minuto por cada kilobase del amplicén); y

finalmente un ciclo de extension a 68°C durante 10 minutos. Los productos de PCR se
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visualizaron en un gel de agarosa y se purificaron tal y como se indica en los siguientes

apartados.
3.8.2. Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante

Los geles de agarosa se prepararon mezclando tampdn TAE pH 8,3 (40 mM Tris base, 1m
EDTA y 20 mM &cido acético) con 1-2% de agarosa (p/v), dependiendo del tamario de los
amplicones a analizar. La mezcla se llevd a ebullicion para disolver la agarosa y se aiadio
SYBR Green | para tefiir el ADN. Tras polimerizar, el gel se colocé en la cubeta de
electroforesis con tampon TAE. Las muestras se mezclaron con la solucion de carga,
relacién 1:6 (v/v), antes de depositarlas en los pocillos del gel. Como patréon de tamafios
moleculares de ADN se empled un estandar de 1 kb o 100 pb, segln el caso. El resultado

de la electroforesis se visualizd en un equipo de andlisis de imagen LAS-4000.
3.8.3. Purificacion del ADN contenido en geles de agarosa y reacciones enzimaticas

Tras su visualizacion, en ocasiones los productos de PCR se recuperaron del gel de
agarosa. Para ello, el fragmento del gel que contenia la banda de ADN de interés se corté.
Se uso el kit “illustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification” para extraer y purificar el
ADN siguiendo las instrucciones del proveedor. La agarosa se disolvid calentando la
solucion correspondiente a 60°C durante 15 min, el ADN se purificd en una columna y se

eluyé con tampdn TE o agua, dependiendo de su aplicacién posterior.

El ADN resultante de reacciones enzimdticas se purificaba usando columnas del mismo

kit, aplicando el protocolo correspondiente.
3.8.4. Purificacion del ADN genémico procedente de cultivos celulares

El ADN gendmico de células se purificé con el kit “QlAamp DNA Mini” (Quiagen) siguiendo

las instrucciones del proveedor.
3.8.5. Digestion con enzimas de restriccidn

El ADN se mezclé con el tampdn de reaccidn adecuado para la enzima usada, la enzima de
restriccion (5 U/ug de ADN) y agua ultrapura. Se afiadia albumina bovina sérica al 1% a la

mezcla cuando la casa comercial lo recomendaba. La reacciéon de restriccion se incubd 3 h
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a 37°C para enzimas clasicas o 20 min a 37°C para las enzimas “Fast Digest™”. Los

fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en un gel de agarosa.
3.8.6. Secuenciacion de ADN

La identidad de los pldsmidos clonados y de los productos de PCR, se estudié mediante
secuenciacion de terminacion de la cadena de tipo Sanger en el Servicio de Secuenciacion
de la Universidad de Salamanca. Se envié una mezcla de 500 ng en caso de ser ADN
plasmidico, o bien 100 ng por cada kilobase si era un producto de PCR, con 3,3 pmol de
un “primer” especifico, disueltos en 8 ul de agua ultrapura. El analisis de los
cromatogramas tras la electroforesis capilar se realizd con el programa informatico
FinchTV 1.4 (Geospiza, PerkinElmer, Seattle, EE.UU.) y para la visualizacion de las

secuencias de ADN se uso el programa Gene Construction Kit.
3.8.7. Ensayo de deteccion de escisiones en el genoma o test de la endonucleasa T7

La eficacia del método de silenciamiento CRISPR/Cas9 se comprobd mediante el ensayo
de escisiones en el genoma, también llamado test de la endonucleasa T7. Este ensayo
esta basado en la capacidad de la endonucleasa T7 de detectar y cortar heterodimeros de
ADN (Lowell and Klein 2000). Para ello se siguid el protocolo de kit comercial “GeneArt®
Genomic Cleavage Detection Kit”. Brevemente, extrajo ADN gendmico vy, utilizando la
enzima AmpliTag Gold® y los cebadores especificos para cada gen, se amplificé un
fragmento de ADN que contenia la region en la que se deseaban introducir mutaciones
por CRISPR/Cas9. El producto de PCR se sometid a electroforesis en un gel de agarosa de
bajo punto de fusion y el amplicon se purificd. Posteriormente se llevd a cabo la
desnaturalizacién de las hebras de ADN por calentamiento a 95 °C durante 5 min, seguido
del reanillamiento enfriando progresivamente hasta 25 °C. En este paso pueden darse dos
posibilidades, que el reanillamiento se produzca entre hebras de ADN complementarias, o
bien, que este proceso ocurra entre dos hebras no complementarias fruto de las diversas
mutaciones que pueda haber incorporado el binomio CRISPR/Cas9. En este ultimo caso, la
falta de complementariedad es detectada y cortada por la endonucleasa. Los fragmentos
resultantes se visualizan en un gel de agarosa de alta resolucion. Pueden observarse 3

bandas, una de mayor tamaiio correspondiente al amplicdn sin cortar, y otras dos de
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menor tamafo correspondientes a los productos de corte de la enzima de deteccion

(Figura MM-2).
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Figura MM-2. Esquema del ensayo de deteccidn de escisiones en el genoma llevado a cabo para

determinar si el silenciamiento por el método CRISPR/Cas9 ha resultado eficaz.

3.9. TECNICAS DE CLONACION

3.9.1. Clonacidn de la secuencia codificante de MRP4 en el plasmido de lentivirus pWPI

El plasmido pWPI-MRP4 fue desarrollado en un trabajo previo a esta Tesis Doctoral
(Espinosa-Escudero 2018). Brevemente, la secuencia codificante de la ORF del gen ABCC4
humano fue amplificada a partir del ADN complementario (ADNc) de células AGS
mediante PCR de alta fidelidad (apartado 3.8.1), utilizando una estrategia de clonacién de
la ORF en dos fragmentos en vectores pGEM-T. Posteriormente se afiadieron a los
extremos de las secuencias sitios de corte para las enzimas de restriccion adecuadas, y se
procedio a la restriccion de los fragmentos y su posterior ligacién para la obtencién de la

ORF completa, y su posterior clonacidn en el plasmido lentiviral pWPI-V5.
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3.9.2. Generacion de plasmidos portadores de sh-ARN (short hairpin ARns)

Dos de las secuencias de los sh-ARN frente a MRP4 habian sido previamente publicadas
(sh2-MRP4: (Sassi et al. 2008); y sh4-MRP4: (van de Ven et al. 2008)), mientras que otras
dos fueron disefiadas en el laboratorio (Tabla MM-2). En base a ello, se disefiaron
oligonucleétidos para obtener los sh-ARN de interés con los extremos cohesivos para las
enzimas de restriccion Mlul y Clal. La estrategia a seguir consiste en disefiar cuatro
parejas de oligonucledtidos (F y R), que posteriormente fueron hibridadas con su
complementaria para generar la secuencia completa de cada sh-ARN. Se realizé una
fosforilacion de los extremos mediante una quinasa en presencia de ATP, y
posteriormente se llevd a cabo la ligacidn con el plasmido lentiviral pLVTHM (Addgene) en
los sitios de Clal y Mlul usando una relacion vector:inserto de 1:25 con la enzima ligasa T4

en un tampon adecuado.

Tabla MM-2: Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para clonar los shABCC4 y shLuc2.

sh-ARN Oligos Secuencia (5’ - 3’)

F CGCGTCTGACGCGGAATACTTCGATTCAAGAGATCGAAGTATTCCGCGTCA
hLuc2 GTTTTTGGAAATCG
° R CGATTTCCAAAAACTGACGCGGAATACTTCGATCTCTTGAATCGAAGTATTC
CGCGTCAGACGCG
1 CGCGTGCACAGAAGCCTTCTTTAACATTCAAGAGATGTTAAA
shl- GAAGGCTTCTGTGCTTTTTGGAAAT
MRP4 R1 CGATTTCCAAAAAGCACAGAAGCCTTCTTTAACATCTCTTGAA
TGTTAAAGAAGGCTTCTGTGCA
£ CGCGTCAGTGTTCTTACACTTCCTAAGTTCTCTAGGAAGTGTA
sh2- AGAACACTGTTTTTGGAAAT
MRP4 R2 CGATTTCCAAAAACAGTGTTCTTACACTTCCTAGAGAACTTAG
GAAGTGTAAGAACACTGA
3 CGCGTTACGTCCTTGTTAACTCTTCATTCAAGAGATGAAGAGT
sh3- TAACAAGGACGTATTTTTGGAAAT
MRP4 R3 CGATTTCCAAAAATACGTCCTTGTTAACTCTTCATCTCTTGAA
TGAAGAGTTAACAAGGACGTAA
Fa CGCGTGATGGTGCATGTGCAGGATTTCAAGAGAATCCTGCACATG
sh4- CACCATCTTTTTGGAAAT
MRP4 R4 CGATTTCCAAAAAGATGGTGCATGTGCAGGATTCTCTTGAAATCCT

GCACATGCACCATCA
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A continuacion, se transformaron, por choque térmico, bacterias E. coli DH5a con 2 ul del
producto de ligacién como se describe en el apartado 3.6.1. Las bacterias se sembraron
en placas de LB solidificadas con agar, y suplementadas con ampicilina como antibidtico
de seleccion. Algunas colonias se crecieron en medio LB liquido también suplementado
con el antibidtico, y se extrajo el ADN plasmidico (apartado 3.6.3). La identidad de los
clones seleccionados se confirmd con un estudio de restriccidn utilizando las enzimas
EcoRl y Xbal y, finalmente, mediante secuenciacién usando el oligonucleétido SP6 (5’-
TATTTAGGTGACACTATAG-3’) disponible en el Servicio de secuenciacién de la Universidad

de Salamanca (apartado 3.8.6).

El plasmido control pLVTHM-shLuc2 se habia clonado previamente en el laboratorio

siguiendo la misma estrategia.
3.9.3. Clonacion de las guias para el sistema CRISPR/Cas9

Se disefiaron dos parejas de oligonucledtidos (F y R) para cada gen (apartado 3.14.3) que
fueron hibridadas para la construccion de la guia y posteriormente ligadas al pldsmido
PGEM-sgc en el sitio Bbsl usando una relacidén vector:inserto 1:14. A continuacién, por
choque térmico se transformaron bacterias DH5a con 2 ul del producto de la ligacidén
como se describe en el apartado 3.6.1. Se sembraron en placas con medio LB y agar
suplementado con ampicilina como antibidtico de seleccion. Alguna de las colonias se
crecieron en medio LB liquido suplementado con el antibidtico y se extrajo el ADN
plasmidico (apartado 3.6.3). Se confirmo la identidad de los clones seleccionados con un
estudio de restriccion utilizando las enzimas Bbsl y Pvull, y finalmente, mediante
secuenciacion en el servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca (apartado

3.8.6).

El plasmido pHL-Cas9 que contiene la endonucleasa, y el plasmido control CMV-Tomato

ya habian sido clonados previamente en el laboratorio.
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3.10. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-PCR CUANTITATIVA

3.10.1. Extraccion y cuantificacion del ARN total

Para extraer el ARN total a partir de los homogeneizados de tejido y de los lisados
celulares, se utilizé el kit comercial “Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit”. Siguiendo el
protocolo del proveedor se procesaron un maximo de 5x10°8 células o 30 mg de tejido. El
precipitado obtenido se mezclaba con un tampdn de lisis que inactivaba las ARNasas,
asegurando de esta manera la integridad del ARN durante el proceso de extraccién. A
continuacion se anadia etanol para proporcionar las condiciones adecuadas de retencién
del ARN en la membrana de silice de las columnas sobre las que se aplicaban las
muestras. EI ADN adsorbido en la membrana se eliminaba mediante tratamiento con
DNAsa |, y la purificacion se completaba con varios pasos de lavados y centrifugaciones.
La concentracidén del ARN extraido se cuantificaba espectrofotométricamente a A = 260

nM en el NanoDrop.
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3.10.2. Transcripcion reversa (RT)

Se sintetizo el ADN complementario (ADNc) que servia como molde en la reaccién de PCR
a partir del ARN extraido. Para la retrotranscripcion se usé como molde 2 ug del ARN
total, utilizando el kit comercial “SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit” o el kit “High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”. Estos kits proporcionan la transcriptasa reversa
de un virus de la leucemia murina de Moloney recombinante (rMoMulV) optimizada, el
buffer de reaccién y random primers. Se siguieron las condiciones de incubacion en el

termociclador indicadas por el proveedor.
3.10.3. Realizacion de la PCR cuantitativa (qPCR)

La determinacidn de los niveles de expresion de genes se hizo utilizando una variante de
la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al. 1992) la PCR
cuantitativa a tiempo real (qPCR). La gPCR se llevé a cabo utilizando como sistema de

deteccion SYBR Select Master Green.
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Las condiciones de tiempo y temperatura para la PCR fueron, en todos los casos, las
mismas. Las muestras se incubaron primero 2 min a 50°C, seguidos de 10 min a 95°C, v,

por ultimo, se sometieron a 40 ciclos de 15 s a 95°Cy de 1 min a 60°C.

La abundancia del ADN problema se corrigié por la del normalizador, GAPDH o HPRT,
determinados paralelamente en cada muestra. Las determinaciones se realizaron siempre
por duplicado y se incluyeron blancos de reaccidn, es decir, tubos en los que se sustituyd

el ADNc por agua ultrapura.
3.10.4. Tarjetas microfluidicas

Las tarjetas o placas microfluidicas (“Microfluidic Cards” o “TagMan Low Density Arrays”,
TLDA) son placas multipocillo que permiten realizar hasta 384 reacciones de PCR al mismo
tiempo, ya que cada pocillo de la placa contiene liofilizada la sonda Tagman para el gen
de interés. Las TLDAs utilizadas fueron del formato de 96, asi en cada TLDA se cargaban
dos muestras por duplicado, de manera que para cada muestra se analizaban 93 genes de

interés mas los controles enddégenos ARNr 18S GAPDH, y B-actina.

El uso de TLDAs presenta varias ventajas respecto al uso de la PCR convencional: se usa
un volumen de ADNc, es un método sensible, fiable, mds barato, y ademas es un método
rapido.

Para cargar la TLDA se mezclaba cada uno de los ADNc obtenidos en la reaccion de RT
(100 ng/puerto) con la mezcla de reactivos Tagman Master Mix, y se cargaba la muestra
en cada uno de los 8 puertos de la TLDA. Después se centrifugaba la placa dos veces a 300
xg durante 1 min, finalmente se sellaba y se desencadenaba la reaccién de PCR en el

aparato ABI Prism 7900HT Sequence Detection System.

Para analizar los resultados, se llevo a cabo una cuantificacion relativa como se describe
en el apartado 3.10.5. Para normalizar los valores de Ct de los genes diana se utilizaron

los genes GAPDH y B-actina como controles enddgenos (la media de sus valores de ACt).
3.10.5. Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa se basa en el método de comparacién del ciclo umbral o Ct. Se

utiliza un control endégeno como elemento normalizador, de forma que, la relacién entre
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el Ct del gen diana y el Ct del gen control enddgeno, resulta un valor de Ct normalizado
del gen diana (ACt). Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADN afiadido a la
reaccidon y corregir variaciones en la cantidad de ARN de partida en la muestra. Para
poder llevar a cabo este método y comparar los resultados, es necesario un calibrador,
gue es una muestra que sirve como base para comparar los resultados, a la que se le
otorga el valor 1 de expresion. La expresion del diana, normalizada frente al control

enddgeno, y relativa al calibrador/muestra control, viene dada por:

z-AACt

En otros casos, en lugar de utilizar una muestra como calibrador, se ha estudiado la
expresion relativa de cada gen en relacidn a la expresion del normalizador. En este caso,
la cantidad de diana, normalizada frente al control enddgeno, y relativa al normalizador,

viene dada por:

z-ACt
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3.11. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

3.11.1. Soluciones empleadas

= Tampdn A: 0,2 mM CaCl,, 10 mM Hepes-Tris pH 7,4, 100 mM KNOsz, 10 mM MgCl,
y 250 mM sacarosa.

= Tampon fostato salino (PBS): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM NayHPO,, 1,5

Mm KH2PO4 a pH 7,4.

=  Tampon de migracion: 192 mM L-glicina, 1% SDS y 25 mM Tris.

=  Tampén RIPA: IGEPAL CA-630 1%, desoxicolato sédico 0,5%, SDS 0,1% disuelto en
PBS.

= Tampdn de transferencia: 192 mM L-glicina, 20 % Metanol y 25 mM Tris.

= Tampon Tris salino (TBS): 2,42 g/| Tris base, 8 g/I NaCl; pH 7,6.

= TBS-T: TBS suplementado con 0,1% de Tween-20 (v/v).
= Solucién de carga 4x: 250 mM Tris-HCI base pH 6,8, 9,2% SDS, 10% glicerol, 20% -

mercaptoetanol, 0,08% azul de bromofenol.
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3.11.2. Obtencion de homogenados de cultivos celulares

Para la obtencién de homogeneizados de células se tripsinizaron las células y tras lavarlas
con PBS para eliminar restos de medio y tripsina, se resuspendieron en el volumen
deseado de RIPA mas inhibidor de proteasas al 1%. Posteriormente se incubaba el
homogeneizado 20 min en hielo agitando cada 5 min. Se centrifugd a 20.000 xg durante
20 min a 4 °C. El sobrenadante que contenia el homogeneizado celular se congeld a -80°C.

Posteriormente se determiné la concentracidn de proteinas (apartado 3.15.4).
3.11.3. Obtencion de crudos de membranas de cultivos celulares

Para la obtencion de crudos de membrana las células se tripsinizaron y tras lavarlas con
PBS para eliminar restos de medio y tripsina, se resuspendieron en el tampdén A (0,5

Ill

ml/108 células). Posteriormente se utilizé un potter manual “tight fitting” para disgregar
las células. Los crudos de membrana se separaron del citoplasma ultracentrifugando a
46700 rpm durante 95 min a 16°C. Tras la centrifugacion se recogio el sobrenadante que
contenia las proteinas del citoplasma y el contenido intracelular, y por otro lado, se
resuspendid el precipitado, es decir los crudos de membrana, en tampén A (0,1 ml/108

células).
3.11.4. Procedimiento

3.11.4.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Dependiendo del tamafio molecular de la proteina de interés, se prepararon geles
separadores de poliacrilamida del 5-12% (p/v), en Tris-HCl, utilizando el soporte del
sistema “Mini Protean Il Cell”. Cuando el gen separador polimerizd, se depositd encima el
gel concentrador (4% de poliacrilamida), y se dejé polimerizar a temperatura ambiente

sin retirar el peine.

El homogeneizado de proteinas se mezcld con la solucidn de carga 4x y B-mercaptoetanol
(5%, v/v), y se dejé a temperatura ambiente durante 5 min. Se cargaron por pocillo 20-50
ug de proteinas, y se desencadend la electroforesis vertical en una cubeta con solucién de
migracion a una corriente constante de 15 mA para el gel concentrador, y 30 mA para el

gel separador.
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3.11.4.2. Transferencia

Una vez terminada la electroforesis se llevd a cabo la transferencia de proteinas desde el
gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa en una cubeta con tampdn de
transferencia sometido a una corriente constante de 250 mA, a 4°C en agitacién durante

120 min.

3.11.4.3. Inmunodeteccién

Tras la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, se bloqueé los sitios inespecificos
de unién embebiendo la membrana durante 1 h en agitacién en leche descremada al 5%
(p/v) disuelta en TBS-T. Después la membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico (Tabla MM-3) frente a la proteina de interés en leche descremada al 1-5% a 4°C
durante 16 h. Posteriormente se lavd la membrana 3 veces (15 min cada lavado) con TBS-

T, y se incubd durante 1 h con el anticuerpo secundario correspondiente (1:2000)
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conjugado con la peroxidasa (HRP). Tras otros 3 lavados se reveld la membrana.

3.11.4.4. Revelado

La membrana se incubd brevemente con los reactivos de detecciéon ECL (“Enhanced
ChemiLuminiscence”) y se llevd a cabo el revelado en el equipo de analisis LAS-4.000
durante el tiempo necesario en cada caso para obtener una sefal detectable con el

menor ruido posible.
3.12. DETECCION DE PROTEINAS POR INMUNOFLUORESCENCIA

3.12.1. Soluciones empleadas

=  Tampon fostato salino (PBS): 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 0,5 mM NazHPOg4, 1,5 Mm

KH2PO4 a pH 7,4.
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Tabla MM-3. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteinas humanas.

Antigeno Referencia Espe.ue de Dilucién Casa Comercial
origen
Oryctolagus 1:1000 . .
ARID1A 12354 cuniculus (BSA 5 %) Cell Signaling
BCRP ab3380 Mus musculus 1:500 Abcam
(leche 1 %)
1:1000 Santa Cruz
GAPDH sc-32233 Mus musculus (leche 5 %) Biotechnology
1:1000
MDR1 c219 Mus musculus (leche 5 %) Thermo
MRP1 ALX-801-007 Rattus 1:1000 Enzo Life Sciences
norvegicus (leche 2 %)
1:300 . .
MRP2 ALX-801-016 Mus musculus Enzo Life Sciences
(leche 2 %)
Oryctolagus 1:500 . .
MRP MO031 -Al h
3 0318 cuniculus (leche 5 %) Sigma-Aldric
1:50 . .
MRP3 MO0318 Mus musculus (leche 5 %) Sigma-Aldrich
1:500
MRP4 ab15602 Mus musculus (leche 2 %) Abcam
MRP5 AM319885U-N Rattus 1:50 Acris Antibodies
norvegicus (leche 1 %)
Na*/K*-ATPasa ab2871 Mus musculus 1:100 Abcam
(leche 5 %)
Oryctolagus 1:100
Na*/K*-ATP 7602 A
a/ asa ab76020 cuniculus (leche 5 %) bcam
Oryctolagus 1:100 Santa Cruz
Na*/K*-ATP -2
a/ asa 5¢-28800 cuniculus (leche 5 %) Biotechnology
1:500 Santa Cruz
P53 sc126 Mus musculus (leche 5 %) Biotechnology

3.12.2. Preparacion de las muestras

De los fragmentos de tejido almacenados a -80°C se obtuvieron cortes de 5 um en un

criostato a una temperatura entre -20°C y -15°C. Estos se colocaron en portas, y se

guardaron a -20°C hasta su utilizacidn.

Para el marcaje con inmunofluorescencia las células se sembraron en placas de 24

pocillos sobre cubreobjetos circulares a la densidad dptima segun la linea celular con 500

pl de medio de cultivo por pocillo.
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3.12.3. Inmunodeteccion

La fijacion/permeabilizacién se llevd a cabo incubando durante 1 min con metanol puro
almacenado a -20 °C. Tras tres lavados rdpidos con PBS, las uniones inespecificas se
blogquearon incubando durante 30 min con suero bovino fetal al 5% en PBS. A
continuacion se incubaron las muestras durante 1 h con los anticuerpos primarios
correspondientes (Tabla MM-4) diluidos en FBS a distinta concentracidon segun el
anticuerpo. Seguidamente se realizaron tres lavados de 10 min con PBS, y se llevd a cabo
la incubacién en oscuridad con el anticuerpo secundario adecuado: anti-IgG de ratén o
rata conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa FLuor-594° (dilucién 1:1.000) y con DAPI
para tefiir los nucleos (1:5.000). Después se volvieron a realizar los lavados con PBS, se
afadié medio de montaje, se colocé el cubreobjetos sobre el portaobjetos y se selld con

esmalte de ufias. Para visualizar el marcaje se utilizé un microscopio confocal.

Tabla MM-4. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteinas humanas por
inmunofluorescencia.

Especie de

Antigeno Referencia ! Dilucién Casa Comercial
origen
Rattus 1:40 . .
MRP1 ALX-801-007 norvegicus (FBS 1 %) Enzo Life Sciences
MRP3 ab3375 Mus musculus 1:40 Abcam
(FBS 1 %)
Oryctolagus 1:100 . .
MRP4 NB100-1471 cuniculus (FBS 1 %) Novus Biologicals
MRP5 AM319885U-N Rattus 1:25 Acris Antibodies
norvegicus (PBS)
Na*/K*-ATPasa ab2871 Mus musculus 1:500 Abcam
(FBS 1 %)
. Oryctolagus 1:100
Na*/K*-ATPasa ab76020 cuniculus (FBS 1 %) Abcam
. Oryctolagus 1:100 Santa Cruz
Na'/K'-ATPasa sc-28800 cuniculus (FBS 1 %) Biotechnology

3.13. ESTUDIOS DE TRANSPORTE IN VITRO

El uso de fluorocromos en citometria de flujo nos permite evaluar la funcionalidad de
proteinas transportadoras como las proteinas ABC. En esta Tesis Doctoral utilizamos

sustratos fluorescentes especificos, Fluo-3 para el estudio de la capacidad transportadora
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de MRP1 y MRP3, y CF como sustrato de MRP4 y MRP5. Estos sustratos se acumulan en el
interior celular en funcién de la actividad de las proteinas con capacidad de

transportarlos.
3.13.1. Soluciones utilizadas

= Medio de captacion pH 7,4: CaCl; 1.8 mM, D-glucosa 11 mM, Hepes 50 mM, KCI

5,3 mM, KH2PO4 1 mM, MgS0O4 0,8 mM y NaCl 96 mM.
= Tampon fosfato salino: KCl 5,3 mM, KH,PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM y NayHPO4 0,5

mM.
3.13.2. Experimentos de funcionalidad de las bombas MRPs y selecciéon de clones

Se realizaron experimentos de captacién de sustratos conocidos decada una de las
bombas estudiadas. Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS, y tras una
centrifugacién de 5 minutos se resuspendieron en medio de captacion (Al-Abdulla et al.
2020). Para evaluar el tiempo necesario para la carga de cada sustrato, las células se
incubaron a 37°C con cada compuesto fluorescente (1 uM CF o 2 uM Fluo-3) durante
diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 30 y 45 minutos) antes de afiadir medio de captacion a
4°C para parar el proceso de transporte. En el caso de la seleccion de clones, se realizé la
medida solo a un tiempo éptimo para cada caso. A continuacion, la fluorescencia
intracelular fue medida en el citémetro de flujo utilizando como luz de excitacion la

proporcionada por el laser de 488 nm. Como filtro de emision se utilizo FL1.

En el caso de los estudios de eflujo, asi como en los estudios de inhibicion, la captacion
del sustrato se hizo tanto en presencia como en ausencia de los inhibidores durante el

tiempo escogido.

3.14. ESTUDIOS IN SILICO

3.14.1. Expresion de genes en muestras de pacientes

En esta Tesis Doctoral se realizé un estudio in silico de la expresién de los genes ABCC1 y
ABCC4 en muestras de pacientes disponibles publicamente en la bases de datos TCGA y

“Human Protein Atlas” (www.proteinatlas.org).
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En la base de datos TCGA se recoge un total de 406 casos de adenocarcinoma gastrico. De
estos, seleccionamos para su analisis los datos pareados, es decir aquellos casos que
presentan informacion de la expresion en el tejido tumoral (T) y en el tejido adyacente no

tumoral (NT), y que eran un total de 26 pacientes.

La base de datos “Human Protein Atlas” relaciona la expresion de los diferentes genes
con el tiempo de supervivencia de los pacientes tras el diagndstico, mediante un analisis
Kaplan-Meier. En el caso del cancer de estémago esta herramienta presenta informacion

para 354 pacientes.
3.14.2. Disefio de cebadores

Los cebadores o “primers” especificos para el ADN codificante de cada una de las
proteinas a estudiar en esta Tesis Doctoral, se disefiaron utilizando como referencia la
secuencia del ARNm especifica para cada gen publicada en la base de datos GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) mediante el programa OligoAnalizer 3.1

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated DNA

Technologies, Coralville, EE.UU.). La especificidad de cada uno de ellos se chequed con el

programa BLAST (http://blast.ncbi.nIlm.niih.gov/).

Los primers utilizados se disefiaron, en la medida de lo posible, a caballo entre dos exones
codificantes, para asi minimizar los problemas derivados de la contaminacién de las

muestras de ARN con ADN gendmico y transcritos primarios (pre-ARNm).

Las casas comerciales suministraron los primers liofilizados. Antes de su uso se
solubilizaron en agua ultrapura, y se valoraron por espectrofotometria a A = 260 nm en un

Nanodrop.

En la Tabla MM-5 se recogen las secuencias de nucledtidos de los cebadores utilizados
para la cuantificacion relativa de la abundancia de ARNm de las diferentes proteinas

estudiadas en esta Tesis Doctoral.
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Tabla MM-5. “Primers” forward y reverse utilizados para cuantificar los niveles de expresion de
genes humanos por RT-PCR cuantitativa.

Amplicon Numero de
(pb) acceso

Gen Proteina Cebador (5’>3’)

GCGCGAGGTCGGAATGGAT
CCATGGATGATGGCAGCCAAAGTT
CCGCTCTGGGACTGGAATGT
GTGTCATCTGAATGTAGCCTCGGT
TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA
TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA

ABCBI ~ MDR1 j
R
F
R
F
R
CCAAGTTCTGGGACTCCAACCTG F
R
F
R
F
R

198 NM_000927

ABCC1 MRP1 166 NM_004996

ABCC2 MRP2 171 NM_000392

ABCC3 MRP3 160 NM_003786

ATGATGTAGCCACGACAATGGTGC
TGCAAGGGTTCTGGGATAAAGA
CTTTGGCACTTTCCTCAATTAACG

ABCC4 MRP4 141 NM_005845

CGTGAACTGCAGAAGACTAGAGAGAC = §
ABCCS5 MRP5 128 NM_005688 o3
GGCACACGATGGACAGGATGA < ;"_f
o o
GTGGGTTTCTGGCCTGGTCT F @ .2
ABCC6 MRP6 164 NM_001171

ATGCTATTGCCTTGTTGTGCCTCC R

CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT F
ABCG2 BCRP 161 NM_004827

CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA R

CCCTCCAGCTTGCCTGATCTATCT F
ARID1A ARID1A 99 NM_006015
GCTGGAAATCCCTGATGTGCTCA R

Menkes CAAACATCAAAGGCTCCTATCCAGCA F
ATP7A Disease- 104 NM_000052
. ACAATCCATACCAAGAGGGTGGCA R
Associated
Wilson TTGAGCTGACAATCACAGGGATGAC F
ATP7B Disease- 126 NM_000053
. ACTTAACAAGGGCTTTGCTGGTGG R
Associated
GCCTGGCGCAGATCGATTTGAATA F
CD44 CD44 93 NM_000610

CCTCCGTCCGAGAGATGCTGTA R

CAAGCAAGAAGGCACTTGCTACCA F
CDC6 CDC6 128 NM_001254.4

TCCCACAGATGTGTTCCCTCAAGAAA R

GAGTCAGTGAAGGAGTCAGCAGAAGT F
CDH2 N-cadherina 107 NM_001792.5

GGAGGGATGACCCAGTCTCTCTT R
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GAGGAGGCGCCATGTCAGAA

CDKN1A p21 124 NM_000389
ATTAGCGCATCACAGTCGCGG R
GCCCTGTCCTCCAGGTGAAA F
FAS FAS 103 NM_000043
GGCTTTGTCTGTGTACTCCTTCCC R
TGAGCCCGCAGCCTCC F
GAPDH GAPDH 138 NM_002046
TACGACCAAATCCGTTGACTCC R
GCCCTGGCGTCGTGATTAGT F
HPRT1 HPRT1 140 NM_000194
AGCAAGACGTTCAGTCCTGTCCATAA R
GGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTT F
PTEN PTEN 123 NM_000314
AGGTAACGGCTGAGGGAACTCAAA R
CGGCTATAAGGTGGAACGGCA F
POLR2A POLR2A 125 NM_000937.5
AGCGAAAGGTAGACCATGGGAGAAT R
TGCAGACAGGTTTGGCCGT F
SLC22A1 0CT1 187 NM_003057
GCCCGAGCCAACAAATTCTGTGAT R
CCCTTCAGCGCCTGAGACTT F
SLC22A2  OCT2 177 NM_003058
TCACCTGCAAGGCCCATGT R
CATCGTCAGCGAGTTTGACCTTGT F
SLC22A3  OCT3 139 NM_21977
GTAAATGACGATCCTGCCATACCTGTC R
GGAAATTCTTGCCCAACTAAACCCAGA F
SLC31A1 CTR1 277 NM_001859
TCCGCCTCCTAGGTTCAAGTGATT R
TGCAATGGATTGAAGATGTTCTTGGCA F
SLCO1B1 OATP1B1 166 NM_006446
GCAAATTTCCAATTTCAAAGCTTCCGTC R
AGATTGTGTAAAGGAATCTGGGTCACA F
SLCO1B3 OATP1B3 198 NM_019844
AGTGCAAAGCCAATGACTGGAC R
CGCTGCTCAGATAGCGATGGT F
TP53 p53 151 NM_000546.5
TGGTACAGTCAGAGCCAACCTCA R
CTTTGGGCAAAATCCCTCAGACAG F
UGTIA UGT1A 124 NM_000463.3
GTCATCGGGTGACCAAGCAGA R
CGGCAGGTGGACCAGCTAA F

TCTGAAGCATCTCCTCCTGCAATTTCT

72



3.14.3. Disefio de oligonucleétidos para el sistema CRISPR/Cas9

Para la aplicacion del sistema CRISPR/Cas9 es necesaria la generacion de guias capaces de
interaccionar con la endonucleasa Cas9 y que la dirijan a la secuencia especifica del

genoma donde ha de realizar el corte.

Las diferentes guias se formaron mediante la hibridacion de dos oligonucledtidos
disefiados especificamente para cada gen a silenciar, y que tuvieran extremos
compatibles con el pldsmido pGEM-sgc linealizado. Se disefiaron utilizando como
referencia la secuencia del ARNm especifica para cada gen, publicada en la base de datos

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) mediante el programa OligoAnalizer

3.1  (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer)  (Integrated = DNA

Technologies, Coralville, EE.UU.), esta herramienta determina las regiones con PAM

(Protospacer Adjacent Motif) y muestra todas las posibles guias.

Tabla MM-6. Parejas de oligonucledtidos utilizados en la formaciéon de guias para el sistema
CRISPR/Cas9.

Proteina Oligonucleétidos (5’ — 3’)

CACCGGATCAAGACCGCTGTCATT F

ABCC1 MRP1 9
AAACAATGACAGCGGTCTTGATCC R
CACCGGATGATGTAGCCACGACAA F

ABCC3 MRP3 2
AAACTTGTCGTGGCTACATCATCC R
CACCGAAGGTACGATTCCTTAGTGT F

ABCC4 MRP4 15
AAACACACTAAGGAATCGTACCTTC R
CACCGCCCTGCTGGATGACCAAGAT F

AXIN1 AXIN1 2
AAACATCTTGGTCATCCAGCAGGGC R
CACCGTCAATAGATGACCTCCCCAT F

ARID1A ARID1A 5
AAACATGGGGAGGTCATCTATTGAC R
CACCGCTACCTGTTAAAGAATCATC F

PTEN PTEN 6
AAACGATGATTCTTTAACAGGTAGC R
CACCGTCCACTCGGATAAGATGCTG F

TP53 p53 6
AAACCAGCATCTTATCCGAGTGGAC R
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En todos los casos se valord la posible aparicion de “off-targets”, es decir, la modificacion
indeseada de otras secuencias del genoma, y se seleccionaron las guias con mayor
eficacia y especificidad teniendo en cuenta el riesgo de “off-targets” para evitar su
aparicion. Por otro lado, se intentd que el exdn a silenciar fuera comun a todas las
variantes del gen, y que, preferentemente, estuviera delante para asi romper la fase y
evitar que se formara la proteina. En la Tabla MM-6 se recogen las secuencias de

nucledtidos de los cebadores utilizados para la formacién de las guias disefiadas.

Para el chequeo de la eficacia del método mediante el ensayo de deteccidn de escisiones
en el genoma (apartado 3.8.7) y para la validacién por secuenciacién de las poblaciones
monoclonales generadas, se disefiaron, utilizando las mismas herramientas
bioinformaticas indicadas anteriormente, cebadores especificos que flanqueaban la
mutacion producida por el sistema. En la Tabla MM-7 se recogen las secuencias de

nucledtidos de los cebadores utilizados para ello.

Tabla MM-7. “Primers” forward y reverse disefiados para la validacion de la eficacia del sistema
CRISPR/Cas9 por el ensayo de deteccion de escisiones en el genoma y secuenciacion de los loci de
interés mutados en las poblaciones onoclonales generadas.

Proteina Oligonucleétidos (5’ — 3’) Tipo Amplicén (pb)

CTCAGGAGAAAGTTGCAGTGCCAA F
ABCC1 MRP1 395 (153/242)
GCTACCCTCATCCTACTGCTCCA

GACTCCAACCTGTCTGTGCACAC

ABCC3 MRP3 897 (796/131)

GACGCACCACAGCAGGACA

m | X M| =D

GACCTAACACAGAGTCTGGCTGAGAAT
ABCC4 MRP4 542 (318/224)

ATGGAATAGAGCCCTGAAACCACAGAA R
GACCCACCTTTCCTAATCCTTGTCCT F

AXINI  AXIN1 1049 (637/412)
GCTCTCGGAGGTGAGTACAGAAAGT R
GAGACGTGCCATTGCACTCCA F

ARIDIA  ARID1A 567 (320/247)
CAGGCATGAGCCAGAGATGCTTT R
GGCTACGACCCAGTTACCATAGCA F

PTEN PTEN 271 (158/118)
TCCAATACATGGAAGGATGAGAATTTCAAGCA R
CACCATGAGCGCTGCTCAGA F

P53 p53 353 (227/126)
CTTTGCACATCTCATGGGGTTATAGGGA R
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Como en el caso de los cebadores usados para PCR cuantitativa, las casas comerciales
suministraron los primers liofilizados y antes de su uso se solubilizaron en agua ultrapura,

y se valoraron por espectrofotometria a A = 260 nm en un Nanodrop.
3.15. DETERMINACIONES ANALITICAS

3.15.1. Determinacion de la viabilidad celular por el test del azul de Tripan

Este método se basa en que solo las células vivas son capaces de excluir el colorante azul
de Tripan. Para la realizacidon de este test se mezclaron en proporciones iguales una
suspension celular y azul de Tripan al 0,4%. Las células se contaron al microscopio en una

camara Thoma, siendo viables sélo aquellas que no eran azules.
3.15.2. Determinacion de la viabilidad celular por el test de MTT
Soluciones utilizadas:

= Medio de cultivo: el usado respectivamente para cada linea celular.

= Solucién de MTT: 5 mg/ml de MTT en PBS.

= Solucién de lisis: 10% SDS, 10 mM HCl en agua filtrada.

Se cuantifico el numero de células vivas en los ensayos de proliferacién o
guimiosensibilizacion celular utilizando un método colorimétrico, el test de formazan.
Este método se basa en la transformacién del MTT por las deshidrogenasas
mitocondriales metabdlicamente activa, a una sal de tetrazolio de color amarillento, en
formazan, que es insoluble y de color violeta. Los cristales violetas de formazan se
solubilizan con una solucién detergente acida. La cantidad de formazan producido se
cuantifica utilizando un espectrofotémetro y es directamente proporcional al nUmero de

células vivas.

Para llevar a cabo esta técnica, en primer lugar se afiadieron a cada pocillo de la placa 110
ul de 0,5 mg/ml MTT en medio de cultivo. La placa se incubd durante 4 h a 37 °Cy

posteriormente se afiadid 100 pl/pocillo de solucion de lisis.

Tras 16 h de incubacion a 37°C en oscuridad, se determind la intensidad del color del

sobrenadante en un lector de ELISA a una longitud de onda de 595 nm. Como blanco se
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utilizaron pocillos en los que no se habian sembrado células pero si se habian incubado

con los distintos compuestos ensayados y a los que también se habian sometido a la

técnica de MTT.

3.15.3. Determinacidn de la viabilidad celular por el test de la sulforrodamina

Soluciones utilizadas:

Acido acético 1% /p/v) en agua.

Acido tricloroacético (TCA) 5% /p/v) en agua.

PBS.

Sulforrodamina B 0,057 % (p/v) en acido acético 1 %.

Tris 10 mM pH 10.5.

Se cuantificé el numero de células vivas en los ensayos de viabilidad o proliferacién

utilizando un método colorimétrico, el test de la sulforrodamina. Este método se basa

en el aumento de la afinidad de la SRB a los aminoacidos basicos de las proteinas en

condiciones acidas. Se fija a estos proporcionando de esta manera un indice del

contenido de proteina celular que se cuantifica utilizando un espectrofotémetro y es

directamente proporcional al nimero de células vivas.

Para llevar a cabo esta técnica, en primer lugar se lavan las células con PBS y se
fijan durante 1 h a 4° utilizando TCA frio al 10 %. Posteriormente las células se
lavan cuatro veces con agua destilada y se secan durante 90 min a 50 °C.

Para la tincidon las células se incuban 30 min a temperatura ambiente con
sulforrodamina B 0,057 %. Para eliminar el exceso de tincidn, transcurrido ese
tiempo los pocillos se lavan cuatro veces con dacido acético 1 % y se dejan secar
durante 90 min a 50°C.

Para disolver la tincién, se afiadieron a cada pocillo 200 ul de soluciéon base Tris 10
mM y se incubd la placa 16 h a temperatura ambiente.

Tras la incubacién se determind la intensidad del color del sobrenadante en un
lector de ELISA a una longitud de onda de 540 nm. Como blanco se utilizaron

pocillos en los que no se habian sembrado células pero si se habian incubado con
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los distintos compuestos ensayados y a los que también se habian sometido a la

misma técnica.
3.15.4. Valoracion de proteinas totales

Se utilizé una modificaciéon del método de Lowry (Markwell et al. 1978) para medir la
concentracion de proteinas totales. Este método se basa en la reduccion de proteinas con
cobre en medio alcalino y la posterior reduccién del acido fosfomolibdico fosfotingstico
con las  proteinas  tratadas. El producto resultante se  determina

espectrofotométricamente. Como patrdn se utilizé albumina bovina sérica.
3.15.5. Parametros bioquimicos en suero

En los modelos in vivo se determinaros los parametros bioquimicos de dafio hepatico y
renal en suero mediante métodos de quimica seca con el analizador automatico
“Spotchem EZ SP-4430”. Como marcadores de dafio hepatico se midieron: proteinas
totales, albumina, bilirrubina, AST (aspartato aminotransferasa) y ALT (alanina
aminotransferasa). Para la determinacién del dafio renal se midié el acido urico y BUN

(nitrégeno ureico).
3.15.6. Medida de sorafenib por HPLC-MS/MS

De cada tumor homogeneizamos aproximadamente 35 mg, a los que afiadimos 10 ul de
solucion salina por cada mg de tejido tumoral. De este volumen se tomaban 50 ul que se
afiadian a 200 pul de metanol absoluto. El mix se centrifugd a 4°C durante 5 min a maxima
velocidad. Se recogian 100 ul del sobrenadante que se preparaban para el andlisis en el

HPLC-MS-MS.

Una vez procesadas las muestras tumorales, se siguié una modificacion del método
descrito por Sparidans (Sparidans et al. 2009) para la medida de sorafenib por HPLC-
MS/MS.

Para la separacion cromatografica se utilizé una columna Zorbax C18 (30 mm x 2,1 mm;
3,5 um) termostatizada a 35°C, y empleando como fase mévil una mezcla de metanol

agua (70:30), conteniendo ambos constituyentes 5 mM de acetato amodnico y 0,1 % de
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acido férmico a pH 4,6. El flujo de trabajo era de 0,3 ml/min, y en todos los casos el
volumen de inyeccion 1 pl. Para la fuente idnica las condiciones de trabajo fueron:
temperatura de gas (N2) 350°C, flujo del gas 10 ml/min, presion del nebulizador 20 psi, y

voltaje de 2.500V.

En primer lugar, se elaboré una recta patrén de sorafenib con soluciones preparadas en
metanol con concentraciones de 0,3 a 40 uM. La presencia de sorafenib en los tumores se
confirmé utilizando el método de trabajo MRM siguiendo la transicidn especifica del ion

precursor (ion molecular - H+) 465,1 m/z a los iones producto 270 y 252 m/z.
3.16. TRATAMIENTO ESTADISTICO

La expresion de los resultados se ha calculado como la media y la desviacién estandar

(DE) o el error estandar de la media (EEM).

La significacion estadistica de las diferencias al comparar dos medias se ha calculado
usando el test de la t de Student de valores pareados y no pareados segun el caso. Para
las comparaciones entre varios grupos se utilizé el test de comparaciones multiples de

Bonferroni tras un previo analisis de la varianza (ANOVA).
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4. Resultadosy

Discusion |:

Quimiosensibilizacidon Farmacoldégica
del Adenocarcinoma Gastrico
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4.1. ANTECEDENTES

Como ya se ha comentado anteriormente, el tipo mas comun de cancer de estdmago es
el ACG que, ademas de por su alta incidencia, destaca por su elevada mortalidad (Cheng
et al. 2017) y por una pobre respuesta a la quimioterapia antineoplasica disponible en la

actualidad.

En algunos pacientes, la quimioterapia adyuvante o neoadyuvante puede mejorar el
prondstico e incrementar la esperanza de vida. Sin embargo, en la mayoria de los casos,
estos tratamientos que, como ya se ha mencionado detalladamente en Introduccidn,
incluyen como terapia de primera linea combinaciones de farmacos, fundamentalmente
las denominadas ECF, ECX, asi como taxanos, irinotecdn y paclitaxel como tratamientos
de segunda linea, que en ningln caso aumentan significativamente la esperanza de vida
de los pacientes (Takahari 2017). Actualmente, se estd estudiando el uso de TKls como el
sorafenib o el lapatinib para el tratamiento del ACG, pero hasta ahora su uso clinico no se

ha generalizado (Tirino et al. 2018).

El primer objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar la huella genética de
quimiorresistencia (HGQT) del ACG, con el fin de identificar los mecanismos
determinantes en la falta de respuesta de los tumores gastricos a la quimioterapia y
poder asi desarrollar estrategias encaminadas a superar esta grave limitacion del
tratamiento farmacoldgico. Entre los mecanismos mas importantes responsables de la
baja eficacia de los farmacos antitumorales se encuentran aquellos que determinan una
reduccion de su contenido intracelular y que se han clasificado como mecanismos de
resistencia farmacoldgica de tipo 1 (MPR-1) (Marin et al. 2020). Estos pueden deberse a
cambios en la expresion o en la funcion de proteinas transportadoras de membrana, que
provocan una disminucién de la captacidon de los farmacos antitumorales (MPR-1a) o una
mayor exportacion por las células tumorales (MPR-1b). Este ultimo proceso es el
resultado de la sobreexpresion de proteinas ABC, que juegan un papel clave en el
desarrollo del fenotipo MDR en las células de cancer. Aunque su relevancia e interés
prondstico y terapéutico aun no se conoce con exactitud en ACG, su inhibicidn podria ser

una estrategia util para mejorar la eficacia de la quimioterapia, puesto que este bloqueo
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provocaria un aumento en la concentracion intracelular del farmaco. Esto a su vez, podria
aumentar la eficacia de los farmacos a dosis mas bajas, disminuyendo de este modo los
efectos secundarios de la quimioterapia. Los inhibidores de estas bombas o
guimiosensibilizadores ideales para ser utilizados en clinica deben cumplir tres
caracteristicas: ser altamente efectivos, especificos y poco téxicos para el paciente.
Algunos compuestos sintéticos, productos naturales y derivados semisintéticos de estos,
asi como nuevas estrategias basadas en la nanotecnologia y en el uso de acidos nucleicos,
proteinas y péptidos han demostrado ser eficaces in vitro reduciendo la actividad de
diferentes bombas ABC y sensibilizando a distintos farmacos antitumorales a células
derivadas de tumores gastrointestinales (Marin et al. 2018). Basandonos en esto, nos
planteamos como segundo objetivo de esta Tesis Doctoral, llevar a cabo la evaluacion
preclinica de una estrategia de quimiosensibilizacién del ACG basandonos en la inhibicion

de bombas exportadoras de farmacos ABCC.

Tanto en modelos in vitro como in vivo, se han llevado a cabo estudios de sensibilizacion
de ACG por inhibicién de las bombas de expulsion de farmacos o mediante disminucién
de la expresion de estas. En el caso de MRP1 se ha estudiado la posibilidad de reutilizar
farmacos, sustratos o inhibidores de esta bomba, indicados en el tratamiento de otras
patologias para sensibilizar a las células tumorales a la quimioterapia. Este es el caso de la
mifepristona, un farmaco antiprogestageno usado como anticonceptivo y abortivo, y que
ha demostrado en lineas celulares de ACG potenciar la sensibilidad de las células a
vincristina mediante inhibicion de MDR1 y MRP1 (Li et al. 2004). El Rofecoxib, farmaco de
la familia de los AINES usado antiguamente en el tratamiento de la osteoartritis y la
dismenorrea, también ha demostrado su poder quimiosensibilizante en lineas celulares
de cancer gastrico a diferentes farmacos utilizados en el tratamiento del ACG (Zhu et al.
2010). El pantoprazol, un farmaco usado cominmente en el tratamiento del reflujo
gastroesofagico, ha mostrado tanto in vitro como in vivo su capacidad de sensibilizar las
células tumorales a doxorrubicina mediante la disminucion de la expresién de MRP1 vy
MDR1 (Chen et al. 2012). Por otro lado, el uso de shARN para el silenciamiento de la
expresion de diferentes proteinas como son ZNF139 (Li et al. 2014) y la integrina ligada a
quinasa (ILK) (Song et al. 2012) han demostrado su eficacia sensibilizando las células a

cisplatino, oxaliplatino y 5-FU. Por el contrario, estrategias para la sobreexpresiéon del
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factor de transcripcidon AP-2a en lineas celulares de cancer gastrico revierten el fenotipo
MDR aumentando la sensibilidad de las células a vincristina mediante la inhibicién de la
ruta de sefializacion Notch (Lian et al. 2017). Otros farmacos cuya eficacia como
guimiosensibilizadores a través del bloqueo del eflujo mediado por MRP1 ha sido
probada en modelos in vitro son el inmunosupresor everolimus (Ying et al. 2014), el
fitoestrégeno genisteina (W. Huang et al. 2014) o el terpenoide oridonina (He et al. 2017).
Por otro lado, se ha conseguido silenciar la bomba MRP4 en lineas celulares de cancer
gastrico mediante el uso de siARN aumentando de este modo la sensibilidad a su sustrato
5-FU (Zhang et al. 2015). Por dultimo, se ha logrado aumentar la efectividad del
tratamiento con mitoxantrona mediante la inhibicion de la bomba BCRP utilizando
metabolitos fungicos como la triprostatina A (Woehlecke et al. 2003) o el uso de siARN

(Priebsch et al. 2006).

Pese al gran numero de estudios llevados a cabo tanto in vitro como in vivo, a dia de hoy
no hay ensayos clinicos concluyentes que demuestren el efecto de las estrategias

guimiosensibilizantes en ACG.

El conocimiento de las bases moleculares responsables de los mecanismos de resistencia
farmacoldgica es crucial para dilucidar la firma genética que caracteriza al resistoma del
ACG. Su definicion permitira seleccionar biomarcadores para predecir la respuesta al
tratamiento farmacolégico e identificar los puntos débiles del tumor de forma
personalizada y dinamica, asi como proponer nuevas dianas sobre las que actuar en el

tumor para superar la quimiorresistencia.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. Identificacidn de la huella genética de quimiorresistencia del ACG

Para obtener una primera aproximacién que diese una visidon general de la HGQT del ACG
utilizamos una mezcla de cDNAs de 23 muestras pareadas de tejido tumoral (T) y tejido
adyacente no tumoral (NT) de una coleccién de biopsias obtenidas de pacientes con este
tipo de tumor procedentes del biobanco del Instituto Biosanitario Biodonostia de San
Sebastian, cuya informacidn clinica se resume en la Tabla MM-1 del apartado Materiales y
Métodos. Analizamos la expresion de un panel de 87 genes de quimiorresistencia
utilizando tarjetas microfluidicas o TLDAs (Figura 1), que han sido disefiadas por nuestro
grupo para estudiar el fenotipo MDR de otros tumores gastrointestinales (Martinez-

Becerra et al. 2012b; Martinez-Becerra et al. 2012a).

Los resultados revelaron una expresion baja (ACt > 8) (respecto a la doble normalizacion
con GAPDH vy B-actina) en el tejido tumoral de la mayoria de los genes de la familia SLC
gue codifican para proteinas implicadas en la captacion de farmacos (MPR-1a). Solo los
genes SLC22A3, SLCO2B1, SLCO4A1, SLC31A1 que codifican las proteinas OCT3, OATP2B1,
OATP4A1 y CTR1 respectivamente, asi como los transportadores de nucledtidos SLC28A2
(CNT2), SLC28A3 (CNT3) y SLC29A1 (ENT1) presentaron una expresion entre moderada
(ACt entre 5y 8) y alta (ACt < 5) en ACG.

En cuanto a los genes que codifican bombas exportadoras de farmacos (MPR-1b),
encontramos una expresiéon moderada (ACt entre 5 y 8) o alta (ACt < 5) en el tejido
tumoral para la mayoria de ellas, destacando sobre el resto la de MRP3, MRP4, MRP5 y
las proteinas de Menkes y Wilson (genes ABCC3, ABCC4, ABCC5, ATP7A y ATP7B,
respectivamente), siendo la de MDR1 (ABCB1), MRP1 (ABCC1) y BCRP (ABCG2) algo
inferior (Figura 1). La expresién de MRP2 (ABCC2) y MRP6 (ABCC6) fue baja (ACt > 8). Por
otro lado, para la proteina MRP7 (gen ABCC10), una de las ultimas proteinas descritas de
esta familia, y de la que apenas hay informacion sobre su actividad transportadora
(Hopper et al. 2001), detectamos una expresion moderada. Alguna de las proteinas de la

familia ABCA, presentaban una expresion moderada (ACt entre 5 y 8) (Figura 1), y
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también observamos que los niveles de ARNm de MVP, ATP7A, y ATP7B eran los mas
elevados (ACt < 5).

El andlisis de la expresion de los genes implicados en el metabolismo de los farmacos
(MPR-2), mostrd una expresion muy baja de las enzimas del citocromo P450 (CYP) como
la 1A1, 1A2 y 3A4 (Figura 1). En cambio, encontramos niveles de expresién elevados (ACt
< 5) de dihidropirimidina deshidrogenasa (DPYD), GSTo. (GSTA1) y GSTPm (GSTP1).
Finalmente, la timidina fosforilasa (TYMP), enzima implicada en la activacion metabdlica

del 5-FU (Parker and Cheng 1990), presentd una expresion moderada.

Entre los genes que codifican dianas moleculares de farmacos (MPR-3), encontramos
altos niveles de expresion de los genes que codifican para las DNA topoisomerasas 1y 2A

(Figura 1), asi como para la enzima timidilato sintasa (TYMS).

La mayoria de los genes implicados en los procesos de reparacién del ADN (MPR-4)
presentaban una expresion entre moderada (ACt entre 5y 8) y alta (ACt < 5), destacando
MSH2, y ERCC1. Resultados similares se encontraron para aquellos genes que controlan el
balance entre apoptosis (MPR-5a) y supervivencia (MPR-5b). Asi, la expresion de los
factores pro-apoptoticos (MPR-5a) fue en la mayoria de los casos elevada (ACt < 5), al
igual que la expresion de genes antiapoptoticos (MPR-5b), como BIRC2, BIRC3 y BIRC5 o c-
MYC. Ademads, genes clave de las vias PI3K/AKT y NF-xB, como AKT y NFKBI1, se
encontraron muy expresados en el tejido no tumoral, y los niveles de ARNm se mantenian

elevados en las muestras de ACG que fueron analizadas.

Dada la importancia de los mecanismos de quimiorresistencia de tipo 1 en la
refractariedad de los tumores gastrointestinales a los farmacos antineoplasicos,
decidimos centrar el estudio en el papel del transportoma en la quimiorresistencia del
ACG. Por ello, tras seleccionar, en base a los resultados de la TLDA y su relacién con los
farmacos utilizados en clinica, los principales genes que pudieran estar implicados en el
MPR-1 en ACG, determinamos por RT-qPCR convencional su expresion en cada una de las
muestras de los pacientes de la cohorte de San Sebastian, y se analizo su relacidén con el

estadio del tumor, la localizacion en el estdmago y el grado de diferenciacion.
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Figura 1. Heatmap de la expresion de genes involucrados en mecanismos de resistencia
farmacolégica (MPR) en mezclas de ADNc procedentes de muestras pareadas (n=23) de tejido
tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) de pacientes con adenocarcinoma gastrico (ACG).
Los niveles de ARNm se determinaron por RT-qPCR mediante tarjetas microfluidicas o TLDAs y se
expresan como ACt, que es la diferencia entre el Ct del gen diana y el de los normalizadores
GAPDH y ACTB.
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Los resultados obtenidos confirmaron la informacién extraida de las TLDA. En cuanto al
MPR-1a, encontramos que la expresion de los transportadores de cationes organicos
OCT1y OCT2 era baja (< 10 % de la de GAPDH) o muy baja (< 1 % de la de GAPDH) (Figura
2A y 2B), mientras que el OCT3 fue el que presentd mayor expresion, siendo moderada
(entre el 10 y 100 % de la de GAPDH) y similar en el tejido tumoral y no tumoral (Figura
2C). Respecto a su expresion dependiendo del estadio o la localizaciéon del tumor, solo en
el caso de OCT2 observamos una ligera tendencia a una mayor expresion en los pacientes
en estadio IV (Figura 3B), que no alcanzd significacion estadistica. Sin embargo,
encontramos cambios significativos al comparar la expresion de los OCTs con el grado de
diferenciacién del tumor (Figura 3A-3C). Aquellos pacientes con tumores poco
diferenciados presentaron una expresion mayor de OCT1 que aquellos bien diferenciados
(Figura 3A). Por otro lado, la expresién de OCT3 fue mayor en los casos con una

diferenciacién moderada con respecto a los que mostraba baja diferenciacion (Figura 3C).

En cuanto a los polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATP), encontramos
una expresion baja del OATP1B1 (SLCO1B1) (Figura 2D y 4A), un transportador expresado
casi exclusivamente en hepatocitos (Niemi et al. 2011). En cambio, resulté llamativo el
aumento de expresiéon de OATP1B3 (SLCO1B3) en el tejido tumoral con respecto al no

tumoral (Figura 2E), lo que no ocurria en los tumores localizados en el cardias (Figura 4B).

Dentro de los genes englobados en el MPR-1a, también analizamos la expresion del
transportador de cobre CTR1, que resulté ser moderada tanto en el tejido tumoral como
en el adyacente no tumoral (Figura 2F), independientemente del estadio tumoral y del
grado de diferenciacidon, con un aumento progresivo de expresion desde la zona mas

proximal a la mas distal del estémago (Figura 4C).

A continuacién, evaluamos los niveles de expresion de los genes de la superfamilia de
proteinas ABC que codifican para las principales bombas exportadoras de farmacos,
pertenecientes al MPR-1b. MDR1 y MRP2 fueron las que mostraron menor expresion en
ACG (Figuras 5A y 5C) que disminuia progresivamente cuanto mas distal era la localizacion
del tumor en el estémago (Figura 6A y 6C). La expresién de MRP1, MRP3, MRP4 y MRP5
fue moderada o alta, siendo mayor en el tejido adyacente no tumoral que en el tejido

tumoral en todos los casos (Figuras 5B y 5D-5F). No encontramos cambios destacados en
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los niveles de expresion de MRP1, MRP3 y MRP4 en funcion del estadio ni del grado de
diferenciacién, con una mayor expresion de MRP1 en tumores de cardias (Figuras 6B, 7Ay
7B). La localizacion del tumor no condiciond la expresion de MRP4, pero observamos que
su expresion aumentaba en tumores no diferenciados (Figura 7B). En cuanto a los niveles
de ARNm de BCRP, estos presentaron una tendencia a disminuir con el desarrollo tumoral
(Figura 8A), aunque fueron muy variables en las diferentes muestras analizadas (Figura

5G).
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Figura 2. Niveles de expresion relativa de OCT1 (A), OCT2 (B), OCT3 (C), OATP1B1 (D), OATP1B3 (E)
y CTR1 (F) en muestras de pacientes de adenocarcinoma gastrico. Los valores se representan
como media * DE (cuadrados) y datos individuales (circulos) de muestras pareadas (n=23) de
tejido tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) determinadas por RT-gPCR y expresadas
como porcentaje de expresion de GAPDH. *, p < 0,05, al comparar tejido tumoral y no tumoral.
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Figura 3. Niveles de expresion relativa de OCT1 (A), OCT2 (B) y OCT3 (C), en muestras de pacientes
de adenocarcinoma gastrico. Los diagramas de caja muestran la relacién de la expresion de cada

gen con el estadio del tumor, su |

ocalizacién en el estdmago y el grado de diferenciacidn,

clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada

cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y

superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartilico (IQR) del primer y tercer cuartil,

respectivamente. Los circulos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados

valores atipicos. Los valores se muestran como media = EEM.
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Figura 4. Niveles de expresion relativa de OATP1B1 (A), OATP1B3 (B) y CTR1 (C) en muestras de
pacientes de adenocarcinoma gastrico. Los diagramas de caja muestran la relacion de la expresion
de cada gen con el estadio del tumor, su localizacidn en el estdmago y el grado de diferenciacidn,
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartilico (IQR) del primer y tercer cuartil,
respectivamente. Los circulos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados
valores atipicos. Los valores se muestran como media + EEM.
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Figura 5. Niveles de expresién relativa de MDR1 (A), MRP1 (B), MRP2 (C), MRP3 (D), MRP4 (E),
MRP5S (F), BCRP (G) ATP7A (H) y ATP7B (I) en muestras de pacientes de adenocarcinoma gastrico.
Los valores se representan como media + DE (cuadrados) y datos individuales (circulos) de
muestras pareadas (n=23) de tejido tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) determinadas
por RT-gPCR y expresadas como porcentaje de expresion de GAPDH. *, p < 0,05, al comparar
tejido tumoral y no tumoral.
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Figura 6. Niveles de expresién relativa de MDR1 (A), MRP1 (EB) y MRP2 (C) en muestras de
pacientes de adenocarcinoma gastrico. Los diagramas de caja muestran la relacidn de la expresion
de cada gen con el estadio del tumor, su localizacidn en el estdmago vy el grado de diferenciacion,
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartilico (IQR) del primer y tercer cuartil,
respectivamente. Los circulos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados
valores atipicos. Los valores se muestran como media + EEM.
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Figura 7. Niveles de expresion relativa de MRP3 (A), MRP4 (B) y MRP2 (C) en muestras de
pacientes de adenocarcinoma gastrico. Los diagramas de caja muestran la relacion de la expresion

de cada gen con el estadio del tumor, su localizacidn en el estdmago y el grado de diferenciacidn,

clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada

cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y

superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartilico (IQR) del primer y tercer cuartil,

respectivamente. Los circulos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados

valores atipicos. Los valores se muestran como media + EEM.
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Figura 8. Niveles de expresion relativa de BCRP (A), ATP7A (B) y ATP7B (C) en muestras de
pacientes de adenocarcinoma gastrico. Los diagramas de caja muestran la relacion de la expresion
de cada gen con el estadio del tumor, su localizacidn en el estdmago y el grado de diferenciacidn,
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartilico (IQR) del primer y tercer cuartil,
respectivamente. Los circulos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados
valores atipicos. Los valores se muestran como media + EEM.
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En las muestras de ACG analizadas, la expresion del transportador de cobre ATP7A fue
baja, mientras que la de ATP7B fue moderada (Figuras 5H y 5I). Sin embargo, no se
encontrd una clara asociacion entre la expresion de estas y la localizacién tumoral, ni con

el grado de diferenciacion (Figuras 8B y 8C).

Los niveles de expresion moderados o elevados de varios genes del MPR-1b en las
muestras de pacientes con ACG y su conocida relacion con el transporte de los farmacos
utilizados en este tipo de tumor sugieren un papel destacado de este MPR en la
guimiorresistencia del ACG. Sin embargo, los niveles de ARNm a veces no se
correlacionan con los niveles de la proteina y su localizacidn en la membrana plasmatica,
donde llevan a cabo la funcién de extrusion de farmacos. Por ello, el siguiente paso fue
realizar un estudio por IF en muestras de ACG para investigar la localizacién subcelular de
aquellas proteinas que presentaban niveles mas elevados de ARNm: MRP1, MRP3, MRP4
y MRP5. La Figura 9 muestra imagenes representativas obtenidas mediante microscopia
confocal en las que se observaba un marcaje intenso de MRP1 y MRP4, mientras que el
de MRP3 fue débil y el de MRP5, moderado. En el caso de las dos primeras, se apreciaba
una clara colocalizacién con el marcador de membrana plasmatica Na*/K* ATPasa. Sin
embargo, MRP5 mostré una localizacion fundamentalmente intracelular en las células

tumorales (Figuras 9D-9F y 9J-9K).

Utilizando la base de datos TCGA-STAD analizamos la expresion de MRP1 y MRP4 en 26
muestras pareadas de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de pacientes de
cancer gastrico. A diferencia de los datos encontrados en la serie de San Sebastian
incluida en nuestro estudio, encontramos que la expresiéon de MRP1 y MRP4 era
ligeramente superior en el tejido tumoral que en el no tumoral (Figuras 10A y 10B). Esta

diferencia podria deberse a los distintos métodos de analisis utilizados en ambos casos.
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Figura 9. Localizacion por inmunofluorescencia de MRP1 (A-C), MRP3 (D—F), MRP4 (G—I) y MRP5
(J-L) en cortes de tejido de adenocarcinoma gastrico. Las criosecciones se han marcado en verde
con anticuerpos anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-MRP4 (G), anti-MRP5 (J), y en rojo con
anticuerpo anti-Na*/K*-ATPasa (B, E, H, K). El nicleo se ha marcado en azul con DAPI.
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Figura 10. Niveles de expresion de MRP1 (A) y MRP4 (B) en muestras de pacientes con cancer
gastrico. Los valores se indican como media + DE (cuadrados) y datos individuales (circulos) de
muestras pareadas (n=26) de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral, determinados por
secuenciacion del ARN (RNA-seq) y expresados como RPKM (reads per kilobase per million
mapped), se obtuvieron de la base de datos TCGA. *, p < 0,05, al comparar tejido tumoral y no
tumoral. Andlisis Kaplan-Meier de la relacion entre los niveles de expresion de MRP1 (C) o MRP4
(D) y el tiempo de supervivencia tras el diagndstico en 354 pacientes con adenocarcinoma gastrico
de datos procedentes del “Human Protein Atlas”.

Por otro lado, utilizando la herramienta on-line “Human Protein Atlas” analizamos la
relacion existente entre la expresion de estas proteinas y la tasa de supervivencia de los
pacientes. Esta herramienta no nos permite separar los datos de los pacientes con
adenocarcinoma del resto de pacientes con otros tipos de tumores gastricos. Sin
embargo, teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes con céncer gastrico
padecen ACG, la informacién proporcionada por este sitio web puede considerarse una
vision bastante aproximada a lo que ocurre en los pacientes de ACG. En total se

analizaron 354 pacientes sometidos a diversos regimenes farmacoldgicos, en los que

97

=

A
1]
n
c
-
[
Q.
o
(7}
<

b2

7]
0
c
@,
o
5




observamos una tendencia a una supervivencia mayor en aquellos pacientes cuyos

tumores expresaban niveles mas bajos de MRP1 y MRP4 (Figura 10Cy 10D).

El papel de las bombas ABC en la quimiorresistencia antitumoral esta ampliamente
estudiado para muchos tipos de tumores, aunque su contribucion al fenotipo MDR en el
caso del ACG no se conoce con exactitud. Por esta razon decidimos profundizar en el
papel de las proteinas ABC en la quimiorresistencia del ACG, para lo que era necesario
desarrollar diferentes modelos experimentales que nos permitieran evaluar su papel

tanto en ensayos in vitro como in vivo.
4.2.2. Caracterizacion del transportoma de una linea celular de ACG

Para estudiar en un modelo in vitro el papel del transportoma en la quimiorresistencia del
ACG, elegimos la linea celular AGS, derivada de ACG. Estas células adherentes derivan de
un ACG de una mujer de raza caucasica de 54 afos que no habia recibido tratamiento

farmacoldgico antitumoral previo a la extirpacion del tumor (Barranco et al. 1983).

En primer lugar, analizamos por RT-gPCR la expresion de las bombas MDR1, MRP1-MRP5
y BCRP en esta linea celular. Los niveles de ARNm de MRP1 y MRP3 fueron los mas
elevados; MRP4 y MRP5 mostraron niveles de ARNm moderados (Figura 11A), mientras

gue los niveles de expresion de MDR1, MRP2 y BCRP fueron muy bajos (Figura 11A).

El analisis de los niveles de estas proteinas por Western blot mostro que MRP1 se
encontraba principalmente en la fraccidn citosélica, aunque habia una pequefa fraccién
localizada en la membrana plasmatica (Figura 11B). Sin embargo MRP3 no se detectd en
ninguno de los dos compartimentos celulares a pesar de su elevada expresién a nivel de
ARNm, lo que podria deberse a que los anticuerpos disponibles para MRP3 no son
capaces de detectar la proteina por Western blot (Figura 11B). MRP4 estaba presente en
ambos compartimentos en cantidad elevada, mientras que MRP5 solo se detectaba en la

fraccidn citosdlica (Figura 11B).
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Figura 11. (A) Niveles de expresion relativa de MDR1, MRP1-5 y BCRP en células AGS. Los valores
se muestran como media + DE de las medidas determinadas por RT-qPCR de dos cultivos de
células AGS llevadas a cabo por duplicado y expresada como porcentaje respecto HPRT1. (B)
Imagen representativa de la deteccion por Western blot de MRP1, MRP3, MRP4 y MRP5 en
células AGS. Las células se procesaron para obtener crudos de membrana (CM) y lisados celulares

(L) y se cargaron 50 ug de proteina por calle. Como control de carga se utilizaron GAPDH y Na*/K*-
ATPasa.

Para validar estos resultados realizamos un ensayo de IF. MRP1, tal y como sugerian los
resultados de Western blot, se localizaba tanto intracelularmente como en la membrana
plasmatica (Figuras 12A-12C). Para MRP3 detectamos una seial débil tanto en el interior
celular como en la membrana plasmatica (Figuras 12D-12F). MRP4 se colocalizé en la
membrana con la Na*/K* ATPasa, mientras que el marcaje para MRP5 se observd
Unicamente intracelularmente (Figuras 12G-12L). Los resultados de IF confirmaron los

resultados obtenidos por Western blot.
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Figura 12. Localizacién por inmunofluorescencia de MRP1 (A—C), MRP3 (D—F), MRP4 (G-I) y MRP5
(J-L) en células AGS. Se ha marcado en verde con anticuerpos anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-
MRP4 (G), anti-MRP5 (J), y en rojo con anticuerpo anti-Na*/K*-ATPasa (B, E, H, K). El nicleo se ha
marcado en azul con DAPI.
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La IF realizada en las células AGS concuerda con lo observado previamente en el estudio
por IF de las muestras de pacientes con ACG. En ambos casos la expresion de membrana
mas elevada fue la de MRP4, seguida de MRP1, que también estaba presente
intracelularmente. Para MRP3, tanto en las células como en las muestras de pacientes
observamos un marcaje apenas perceptible en ambos compartimentos celulares y, por
ultimo, MRP5 que presentaba un marcaje moderado y difuso en las muestras de tumores,

se presentaba en las células AGS de la misma manera.

A continuacién, para estudiar la actividad de MRP1 y MRP4 en la linea celular AGS
realizamos estudios de transporte por citometria de flujo. Se midié la acumulacién celular
de sustratos fluorescentes para evaluar la capacidad de las células para expulsar a través
de las bombas ABC los distintos sustratos ensayados. Para estudiar la actividad de MRP1
usamos Fluo-3, un compuesto fluorescente sustrato de esta bomba (Keppler et al. 1999),
mientras que para evaluar la actividad de MRP4 usamos carboxifluoresceina (CF) (Luna-
Tortos et al. 2010). La Figura 13 muestra, la evolucion temporal del contenido en las
células de cada uno de los sustratos fluorescentes al incubar las células con 2 uM Fluo-3
(Figura 13A) o 1 uM CF (Figura 13C), respectivamente. En ambos casos la carga del
compuesto fluorescente alcanzé una meseta tras los 30 minutos, por lo que fue el tiempo
escogido para los estudios posteriores de eflujo. Cémo inhibidores utilizamos el AINE
diclofenaco y el farmaco uricosurico probenecid, capaces de inhibir tanto in vitro (El-
Sheikh et al. 2007; Gollapudi et al. 1997) como in vivo (El-Sheikh et al. 2007) las MRPs.
Observamos una relacién directa entre la concentracién del inhibidor y el contenido
celular del sustrato fluorescente en las células (Figuras 13B y 13D). Para inhibir la funcién
de MRP1 fueron suficientes bajas concentraciones de ambos inhibidores; sin embargo,
solo el probenecid a la concentracién mas alta ensayada (500 uM) fue capaz de inhibir de
forma significativa la actividad de MRP4. Estos resultados demostraron que las bombas

MRP1 y MRP4 eran funcionales en las células AGS.
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Figura 13. Evolucion temporal del contenido del sustrato de MRP1, Fluo-3 (A), y el sustrato de
MRP3, MRP4 y MRPS5, carboxifluoresceina (CF) (C). Efecto de los inhibidores de MRPs diclofenaco
y probenecid en la acumulacién celular de Fluo-3 (B) y carboxifluoresceina (D). Las células se
incubaron a 37°C con 2 uM de Fluo-3 acetoximetil éster o 1 uM de carboxifluoresceina diacetato
durante el tiempo indicado, en presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de los
inhibidores y se determiné la intensidad de fluorescencia (Unidades arbitrarias de fluorescencia,
UAF) media por citometria de flujo. Los valores representan la media + DE de 9 determinaciones
realizadas en 3 cultivos diferentes. *, p<0,05, comparado con el Control.
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4.2.3. Quimiosensibilizacion in vitro de células de ACG a farmacos antitumorales

En base a los resultados descritos anteriormente, pudimos concluir que las células AGS
son un buen modelo para ensayar in vitro la capacidad de compuestos inhibidores de
MRPs para sensibilizar las células a distintos agentes quimioterapicos que ya se usan para
el tratamiento de otras patologias, lo que puede favorecer que este método de

guimiosensibilizacion pueda ser llevado a la clinica de manera mas rapida.

Como prueba de concepto elegimos como farmaco sensibilizante el diclofenaco. En
primer lugar quisimos seleccionar una concentracion del farmaco no tdxica para las
células. Para ello, incubamos las células durante 72 horas con diferentes concentraciones
de diclofenaco. Se seleccioné para los siguientes experimentos la concentracion de 50
UM, que no mostré efectos significativos sobre la viabilidad celular (Figura 14A). A
continuacion, estudiamos la capacidad del diclofenaco de sensibilizar las células a
diferentes farmacos antitumorales. Como muestra la Figura 14, la quimiosensibilizacién
mas marcada se dio en las células tratadas con sorafenib (Figura 14B), farmaco utilizado
en el tratamiento paliativo de pacientes en los estadios mas avanzados de ACG (Cheng et
al. 2017). Esta quimiosensibilizaciéon también se observd en células tratadas con una
concentracién subtdxica de probenecid (Figura 15A y 15B). El diclofenaco también
aumentdé de forma significativa la sensibilidad de las células al docetaxel (Figura 14D), vy,
en menor medida, a la doxorrubicina y al etopdsido (Figura 14D-14F). Sin embargo, no

tuvo ningun efecto sensibilizante al cisplatino, al 5-FU o al SN-38 (Figura 14C, 14G y 14H).
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Figura 14. Efecto citostatico en células AGS del inhibidor diclofenaco solo (A) o en combinacién
con los farmacos sorafenib (B), cisplatino (C), docetaxel (D), doxorrubicina (E), etopédsido (F), 5-
fluorouracilo (G) o SN-38 (H). Las células AGS se incubaron durante 72 horas solo con los farmacos
(Control) o en combinacién con 50 uM diclofenaco y se determind la viabilidad por el test de MTT.
Los valores se expresan como porcentaje de la viabilidad de células no tratadas (media + EES)
medido en 9 experimentos hechos en al menos 3 cultivos celulares diferentes. }, p<0,05
comparado con células sin tratar. *, p<0,05 comparado con el Control.
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Figura 15. Efecto citostatico en células AGS del inhibidor probenecid solo (A) o en combinacién
con sorafenib (B). Las células se incubaron durante 72 horas solo con sorafenib (Control) o en
combinacion con 500 uM probenecid y se determind la viabilidad por el test de MTT. Los valores
se expresan como porcentaje de células no tratadas (media £ EES) medido en 9 experimentos
hechos en al menos tres cultivos celulares diferentes. §, p<0,05 comparado con células sin tratar.
*, p<0,05 comparado con el Control.

4.2.4. Quimiosensibilizacion in vivo de células de ACG al sorafenib

Para completar los estudios de sensibilizaciéon del ACG por inhibidores de MRPs,
evaluamos in vivo su efecto sobre la actividad antitumoral del sorafenib, farmaco
seleccionado para esta etapa por ser el que mejores resultados mostré en los

experimentos in vitro.

Se realizaron implantes subcutdneos de células AGS en ratones nude inmunodeprimidos.
Cuando el tumor alcanzé un volumen adecuado, se dividieron los animales en cuatro
grupos experimentales: “Control”, que recibieron por via i.p. solo solucién salina;
“Diclofenaco”, a los que se administré 20 mg/kg p.c. de diclofenaco dos dias por semana;
“Sorafenib”, tratados dos veces por semana con sorafenib 10 mg/kg p.c.; y “Sorafenib +
Diclofenaco” a los que se le suministré dos veces por semana la combinacién de ambos

(20 mg/kg diclofenaco y 10 mg/kg p.c. sorafenib).

Observamos que la administracién del diclofenaco y del sorafenib, individualmente,
tenian un efecto similar sobre el crecimiento del tumor que la administracién del vehiculo
(Figura 16A). Por el contrario, en el grupo tratado con ambos compuestos en combinacion
observamos una inhibicidn significativa del crecimiento tumoral a partir de los 10 dias de

tratamiento (Figura 16A).
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Figura 16. Evolucion temporal del crecimiento de los tumores derivados de células AGS
implantadas subcutdaneamente en ratones inmunodeficientes nu/nu tratados (i.p.) con sorafenib
(10 mg/kg p.c.,), diclofenaco (20 mg/kg p.c.,), o la combinacion de ambos (A) dos veces a la
semana. El tratamiento comenzé cuando los tumores alcanzaron el volumen de 75 mm?3. Imagen
(B) y peso (C) de los tumores extraidos a los ratones tras ser sacrificados al final del periodo
experimental (43 dias). Los valores muestran la media + EEM (n = 8 por grupo). *, p<0,05
comparado con el grupo control. T, p<0,05 comparado con el grupo tratado Unicamente con
sorafenib.

Al final del tratamiento analizamos tanto el tamafio (Figura 16B) como el peso (Figura
16C) de los tumores. Observamos que el tamafio de los tumores era inferior en los
animales que recibieron diclofenaco junto al sorafenib. El peso de los tumores fue
ligeramente menor en los animales tratados con sorafenib comparado con el grupo
“Control”, pero fue significativamente menor en los animales tratados con la combinacion

con diclofenaco (Figura 16C). Ademas, encontramos una mayor acumulacion del
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sorafenib en los tumores de los animales que recibieron la terapia combinada respecto a

la encontrada en los extraidos de animales tratados Unicamente con este farmaco (Figura

17).
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Figura 17. Contenido de sorafenib al finalizar el periodo experimental, de los tumores extraidos
de los ratones tratados con sorafenib solo, o la combinacion de este con diclofenaco medido por
HPLC-MS/MS. Los valores muestran la media + EEM (n = 8 por grupo). *, p<0,05 comparado con el
grupo tratado Unicamente con sorafenib.

Los perfiles bioquimicos del suero de los animales de todos los grupos experimentales

a

(Tabla 1) no mostraron ninguna sefal de toxicidad hepdatica o renal.
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Tabla 1. Perfiles bioquimicos en sangre de la funcidon hepatica y renal de los ratones
inmunodeprimidos.

Grupo Proteina Albumina Bilirrubina  AST ALT BUN AU CRE

Experimental (g/dl) (mg/dl) (mg/dl) (1u/L) (IU/L) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

Control  3,7%0,2 1,7#0,1 0,3+0,1 100+23  45+8 23+2 1,2+04 0,610,1
Diclofenaco 3,8+0,3 1,5%0,3 0,6+0,3 90+29 30411 23+2 1,6%0,6 0,610,1
Sorafenib  4,1+0,3 1,610,1 0,7+0,2 160+35 28+9 30+2 2,2+1,0 0,70,

Sorafenib+
4,2+0,6 1,6+0,3 0,5+0,2 101430 35+#11 31+4 2,6%0,3 0,710,1
diclofenaco

Los valores son la media + DE de 4 animales por grupo. p > 0,05, comparado con el grupo Control
mediante el test de Bonferroni de comparaciones multiples. AST, aspartato-aminotransferasa;
ALT, alanina-aminotransferasa; AU, acido urico; BUN, nitrégeno ureico en sangre; CRE, creatinina.
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4.3. DISCUSION

El cancer gastrico es una enfermedad comun, situada en quinta posicidén en el orden de
frecuencia de los tipos de cancer a nivel mundial (Sung et al. 2021), con un limitado
numero de opciones terapéuticas y con un prondstico funesto. La supervivencia media a
cinco afios de los pacientes diagnosticados en estadio 3 no supera el 35 % y en aquellos
diagnosticados en estadio 4 es solo del 5,5 % (Institute 2017), En la gran mayoria de los
pacientes con cancer gastrico el tumor es un ACG, originado en las glandulas de la mucosa
gastrica, representando el 90 % de todos los tumores malignos primarios que se
encuentran en el estdmago. La terapia curativa de eleccidn es la reseccidn quirdrgica, que
frecuentemente implica una gastrectomia total o subtotal acompafiada de
linfadenectomia, pero aun en los casos de pacientes que han sido operados la tasa de
supervivencia a 5 afios no supera el 30 %. Una de las razones para el mal prondstico del
ACG es que cuando aparecen los primeros sintomas con frecuencia el tumor se encuentra
en estado muy avanzado, y en la mayoria de los pacientes diagnosticados existe invasion
de los ganglios linfaticos perigastricos o metdstasis a distancia. Ademas, debido a la
resistencia del ACG a los farmacos utilizados habitualmente, la quimioterapia es poco
eficaz, tanto cuando se utiliza de forma paliativa en pacientes con ACG en los que la
cirugia no es aconsejable, como en aquellos en los que se utiliza como neoadyuvante o
adyuvante. Esta escasa respuesta del ACG a la quimioterapia no es el resultado de un
proceso simple, sino que generalmente se debe a la combinacién de varios mecanismos

de farmacorresistencia (MPR).

En esta Tesis Doctoral hemos caracterizado la HGQT, definida por los elementos que
condicionan la sensibilidad a los agentes antitumorales y la importancia que cada uno
tiene en el fenotipo MDR. La HGQT puede ser de gran utilidad para guiar la seleccion
individualizada de los pacientes hacia el tratamiento con mayores posibilidades de éxito
asi como identificar dianas moleculares sobre las que actuar en el desarrollo de nuevas

estrategias de superacion de la quimiorresistencia.

Aunque hemos encontrado evidencias del papel en la quimiorresistencia de genes

implicados en todos los mecanismos de farmacorresistencia, hemos centrado el estudio
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en el conjunto de genes relacionados con el transporte de farmacos cuyos cambios de
expresion pueden determinar la respuesta a los tratamientos antitumorales, también
conocido como transportoma (Martin-Richard et al. 2013), ya que en las células
tumorales se ha descrito el aumento de exportacidon de los agentes antitumorales a través
de la membrana plasmatica, y la menor captacion de los mismos, como la causa

predominante de aparicion del fenotipo MDR (Li et al. 2016).

Entre los transportadores implicados en la captacidon de farmacos destaca la expresion de
moderada de CTR1y ENT1, relacionadas con la captacidn de los derivados del platino y los
andlogos de pirimidina respectivamente (Holzer et al. 2006; Takechi et al. 2001). Es
probable que su nivel de expresiéon sea suficiente para alcanzar una concentracion
efectiva de estos compuestos en las células tumorales, ya que la ausencia de diferencias
de tumor con el tejido no tumoral sugiere que el MPR-1a no desempefia un papel

predominante en heterogeneidad de respuesta del ACG a los farmacos de primera linea.

En cuanto al MPR-1b, la expresidon de baja a moderada de ABCB1, ABCC2 y ABCG2 en las
muestras de pacientes y en la linea celular AGS, sugiere que estas bombas juegan un
papel minoritario en el fenotipo MDR de este tipo de cancer. Por el contrario, MRP1,
MRP3, MRP4 y MRP5 que se expresan de una manera mas notable en ACG, y podrian
estar implicadas en dicha quimiorresistencia. También, la bomba MRP7 presenta una
expresion moderada. Este es un transportador poco conocido que podria participar en la
guimiorresistencia en ACG dada su capacidad de transportar antraciclinas, camptotecinas,
etopdsido y gemcitabina (Hopper-Borge et al. 2009), taxanos y alcaloides de la Vinca
(Hopper-Borge et al. 2004). Ademas, tampoco podemos descartar la contribucidn a la
guimiorresistencia de otras bombas que no son de la familia ABC, cuya expresiéon se ha
asociado con la falta de respuesta a derivados de platino, como son las proteinas de
Menkes (Chen et al. 2007) y Wilson (Ohbu et al. 2003; Leonhardt et al. 2009) (codificadas
por los genes ATP7A y ATP7B, respectivamente), concretamente, en el caso del ACG, hay
estudios que relacionan altos niveles de expresién de ATP7A con la resistencia al
oxaliplatino (Chen et al. 2007). Ademas la proteina VAULT1 codificada por el gen MVP,
principal componente de la macroestructura celular ribonucleoproteica Vault (Tanaka et

al. 2009), se ha propuesto como marcador de una menor respuesta a la quimioterapia y
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una menor supervivencia global (Siva et al. 2001) probablemente relacionada con su
capacidad de secuestrar los farmacos quimioterapicos en vesiculas citoplasmaticas (Han

et al. 2012).

Por otro lado, la mayoria de las proteinas de la familia ABCA presentan una expresion
moderada. La funcién principal de esta familia de transportadores esta relacionada con la
homeostasis de lipidos, aunque en muchos casos el mecanismo de accion de estas
bombas es desconocido (Briz et al. 2019) y no hay informacién de su papel en ACG. De los
genes de esta familia que hemos estudiado, solo se ha descrito un papel en la aparicion
de quimiorresistencia para ABCA2 y ABCA3. Asi, se ha relacionado la sobreexpresion de
ABCA2, con el desarrollo de resistencia a mitoxantrona (Boonstra et al. 2004), mientras
que ABCA3 puede estar relacionada con la resistencia a antraciclinas (Steinbach et al.

2006), cisplatino, paclitaxel (Overbeck et al. 2013) y daunorrubicina (Chapuy et al. 2008).

Aunque en el desarrollo de este trabajo de investigacion nos hemos centrado en el MPR-
1, cabe destacar que dentro del MPR-2, encontramos una elevada expresién de la
dihidropirimidina deshidrogenasa y GSTPmt (MPR-2). La primera de ellas es capaz de
inactivar mas del 80 % del 5-FU administrado (Diasio and Harris 1989), por lo que se ha
propuesto como biomarcador para predecir la respuesta a los derivados del 5-FU vy el
prondstico de los pacientes con ACG (Shen et al. 2015; Wang et al. 2016). Algunos
estudios han revelado que su sobreexpresion podria tener un papel relevante en la
guimiorresistencia intrinseca y adquirida del ACG al 5-FU, el cisplatino y a la mitomicina C
(Geng et al. 2013; Goto et al. 1999; Okuyama et al. 1994). La baja expresién de las
enzimas CYP, implicadas en la inactivacion de algunos farmacos antitumorales (Kivisto et
al. 1995; Patterson and Murray 2002; Kawashiro et al. 1998; Crommentuyn et al. 1998),
sugiere que no estan asociadas a la aparicion de quimiorresistencia en ACG. Dentro del
MPR-3, hemos encontrado una expresion elevada de las topoisomerasa 1 y 2A, estas
proteinas son dianas de farmacos de segunda linea usados en el ACG como el irinotecan,
la doxorrubicina y la epirrubicina (Orditura et al. 2014). La expresién de la topoisomerasa
2A se ha asociado previamente con la quimiorresistencia del cancer gastrico (Downing
2000). Dentro de este grupo de MPR también destaca la expresiéon de la enzima timidilato

sintasa (TYMS), cuya sobreexpresion esta relacionada con un peor prondstico de los
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pacientes tratados con capecitabina (Kim et al. 2019), y EGFR, cuya sobreexpresion se ha
descrito en cancer gastrico (Kim et al. 2008). Por ultimo, dentro de los MPR-4 y 5, la
expresiéon de moderada a alta de alguno de los genes que componen estos grupos podria
estar asociada con la quimiorresistencia del ACG. En el MPR-4 destacan MSH2 que
contribuye a la resistencia al cisplatino (Clodfelter et al. 2005), y ERCC1, que se ha
relacionado con la resistencia a derivados de platino (Lord et al. 2002; De Dosso et al.
2013; Lee et al. 2005) y al irinotecan (Tsuburaya et al. 2016). En cuanto al MPR-5a3, la baja
expresion de la mayoria de los genes que componen este grupo de MPR sugiere que
probablemente no desempefien un papel importante en la quimiorresistencia del ACG. Al
contrario que los genes del MPR-5b, que presentan una elevada expresién como es el
caso de los genes que codifican proteinas antiapoptéticas como las IAP, la survivina, y el
oncogén MYC que codifica c-MYC, cuya expresidn esta relacionada con la resistencia al

cisplatino en pacientes de ACG (Zhang et al. 2012; Yang et al. 2014).

Dentro de las bombas de la familia ABCC estudiadas, nuestros resultados sugieren que las
proteinas MDR1, MRP2 y BCRP no tienen un papel relevante en la farmacorresistencia del
ACG, lo que contrastaba con los elevados niveles de expresion observados en la
membrana plasmatica de las células tumorales de MRP1 y MRP4, lo que las convierte en
interesantes dianas para ser inhibidas como estrategia de sensibilizacion de las células de
ACG a farmacos antitumorales que sean expulsados a través de estas bombas. Ademas,
estudios in silico, demostraron, sobre todo en el caso de MRP4, como una baja expresion
de esta proteina estd claramente relacionada con una mayor probabilidad de
supervivencia de los pacientes, lo que indica la posible relevancia de esta proteina en la

guimiorresistencia de este tipo de tumores.

MRP1 transporta una amplia variedad de farmacos antitumorales, como antraciclinas
(doxorrubicina, epirrubicina), colchicina, alcaloides de la Vinca (vincristina), taxanos vy
epipodofilotoxinas (etopdsido) (Hipfner et al. 1999), mientras que MRP4 esta relacionada
con la resistencia al 5-FU y la doxorrubicina, y algunos estudios han mostrado su
capacidad para transportar TKls, como el dasatinib (Furmanski et al. 2013) o el sorafenib,

para el que experimentos preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio han
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mostrado la capacidad de esta bomba de reducir la respuesta de las células tumorales a

este TKI (Perez-Silva 2019).

Para estudiar una posible estrategia de sensibilizacion de las células, escogimos como
inhibidor de las bombas el AINE diclofenaco. El uso de AINES se ha asociado previamente
con un menor riesgo de desarrollar cancer gastrico (Huang et al. 2017). Ademas, estudios
previos han demostrado la capacidad de los AINES para incrementar la sensibilidad a
algunas antraciclinas. Sin embargo, no se ha encontrado efecto en otros tratamientos
basados en 5-FU vy cisplatino (Duffy et al. 1998). Por otro lado se ha demostrado
previamente que algunos AINES como el diclofenaco tienen potentes efectos inhibitorios
sobre los transportadores de la familia ABC (El-Sheikh et al. 2007; Pandey et al. 2019).
También seleccionamos una bateria de farmacos entre los que se consideraron sustratos
de MRP1 (doxorrubicina y etopdsido), sustratos de MRP4 (doxorrubicina, 5-FU y
sorafenib), y farmacos de primera y segunda linea empleados en el tratamiento del
cancer gastrico o que se encuentran en estudio (SN-38, 5-FU, cisplatino, docetaxel y

sorafenib).

Nuestros resultados mostraron un aumento de la sensibilidad de las células AGS a
sorafenib, doxorrubicina, docetaxel y etopdsido en presencia de diclofenaco. Por ejemplo,
en el caso del etopdsido, la sensibilidad observada coincide con estudios previos llevados
a cabo in vitro donde se han asociado los niveles de expresion de MRP1 con una menor

sensibilidad de las células de ACG a este farmaco (Obuchi et al. 2013).

El resultado mas relevante que hemos encontrado ha sido la capacidad del inhibidor
diclofenaco para sensibilizar células derivadas de ACG al sorafenib. Por el momento, en
ensayos clinicos llevados a cabo en pacientes de cancer gastrico con este TKI, solo se han
obtenido resultados modestos que no han justificado implementar fases mas avanzadas
de estudio (Martin-Richard et al. 2013). Uno de los principales problemas de estos
estudios es que combinan el sorafenib con otros agentes quimioterdpicos, lo que
aumenta la aparicidon de efectos secundarios. En el caso de la combinacién que sugieren
nuestros resultados de tratar de administrar sorafenib con un inhibidor no téxico de
MRPs como es el caso del diclofenaco, los efectos secundarios se ven reducidos tal y

como demuestran los perfiles bioquimicos de toxicidad renal y hepatica llevados a cabo

112



en el estudio in vivo, donde ademas queda de manifiesto la capacidad de este
tratamiento combinado para reducir el crecimiento tumoral. Este hallazgo resulta de
enorme interés y podria tener un impacto significativo en la lucha en la practica clinica

contra la escasa respuesta del ACG a los tratamientos quimioterapicos disponibles.
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5. Conclusiones




116

SOPOIdN uoisnasiqg

soA_IqO uol29Nposu| £ sojeuale £ sopejnsay sauoisnjouo9) eyelbolqig




CONCLUSION PRIMERA:

La expulsién activa de los farmacos de las células tumorales a través de proteinas
exportadoras de la superfamilia ABC constituye una de las principales causas del fenotipo
MDR propio del ACG. Entre estas bombas, MRP1 y MRP4 son las que presentan una
expresion mas elevada en la membrana plasmatica de las células de ACG, por lo que son
potenciales dianas para el desarrollo de estrategias sensibilizantes para mejorar la

eficacia del tratamiento farmacolégico contra el cancer gastrico.

CONCLUSION SEGUNDA:

La administracion de farmacos de uso comun, que son capaces de inhibir a las bombas
MRP, como el diclofenaco, podria ser una aproximacidén terapéutica eficaz para el
tratamiento del ACG, al potenciar el efecto de farmacos inhibidores de receptores con
actividad tirosina quinasa como el sorafenib, que no se utilizan actualmente por su poca

eficacia frente al cancer gastrico.
CONCLUSION TERCERA:

Utilizando un modelo de sobreexpresion de MRP4 en células embrionarias de rifidon
humano HEK-293T, se ha podido demostrar que esta bomba es capaz de expulsar
farmacos antitumorales como el metotrexato y el panobinostat y otros farmacos
utilizados en el tratamiento de primera y segunda linea del ACG, como el 5-fluorouracilo,
antraciclinas y derivados del irinotecan. Esto, junto con los elevados niveles de expresion
de MRP4 que hemos encontrado en las muestras obtenidas de pacientes con cancer

gastrico, sugiere un papel importante de esta bomba en la quimiorresistencia del ACG.
CONCLUSION CUARTA:

Utilizando la tecnologia de edicion gendmica programada basada en el sistema
CRISPR/Cas9 se han generado modelos in vitro por anulacidn de la expresion de proteinas
MRPs en células AGS derivadas de cancer gastrico. Estos modelos constituyen una
herramienta util para evaluar el papel de cada una de las bombas de manera individual

evitando las interferencias de la actividad de otras MRPs.
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CONCLUSION QUINTA:

Utilizando células AGS con expresidon enddégena de MRP4, pero en las que se habian
silenciado de forma permanente tanto MRP1 como MRP3, mediante CRISPR-Cas9, se ha
demostrado que la curcumina, un polifenol de origen natural, y la indometacina, un
antiinflamatorio no esteroideo, son eficaces inhibidores de la actividad de MRP4. Como
consecuencia, la curcumina y la indometacina pueden sensibilizar las células AGS al efecto

citostatico de farmacos antitumorales que son expulsados por esta bomba.
CONCLUSION SEXTA:

El estudio de la relacion entre el silenciamiento de supresores tumorales mediante
CRISPR-Cas9, los cambios que se producen en el resistoma y su impacto en la
guimiorresistencia ha revelado que la pérdida de expresion de TP53 y PTEN, pero no la de
ARID1A, reduce la respuesta de las células de ACG a farmacos antitumorales utilizados en
el tratamiento del cancer gastrico, lo que no se debe a cambios en la expresidén de
proteinas ABC pero si de los genes UGT1A, implicado en el metabolismo de farmacos, y

CD44, relacionado con un fenotipo de mayor malignidad.
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Abbreviations

5-FU: 5-Fluorouracil

ABC: ATP-binding cassete transporter

ATP: adenosine triphosphate

Cas9: CRISPR asociated protein 9

cDNA: complementary DNA

CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DNA: Deoxyribonucleic Acid

EGFP: enhanced green fluorescent protein

GAC: gastric adenocarcinoma

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HPRT1: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1
ICs0: Inhibitory concentration 50

IC75: Inhibitory concentration 50

IF: immunofluorescence

KO: Knockout

MDR: multidrug resistance

MPR: Mechanism of pharmacoresistance

mRNA: messenger ribonucleic acid

MRP: multidrug resistance-associated protein
NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drugs

NT: Non-tumor

PGE: programmed genome editing

RNA: Ribonucleic acid
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RT-qPCR: Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
sgRNA: single guide RNA

T: Tumor

TKI: Tyrosin kinase inhibitor

TLDA: Tagman Low-Density Arrays

VIM: vimentin

WT: Wild type
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AIMS

Gastric cancer is an aggressive disease with a poor prognosis that causes more than
700.000 deaths worldwide each year. The majority of gastric tumors diagnosed are gastric
adenocarcinomas (GAC). These have a high mortality rate mainly because they are
diagnosed in advanced stages of the disease when surgical resection is no longer feasible.
In addition, the available antitumor chemotherapy is not very effective due to the high

resistance of this type of tumor.

A wide variety of mechanisms of pharmacoresistance in tumor cells are known, which
sometimes occur simultaneously in the tumor and can act in a synergistic manner. The
consequence is the appearance of the multidrug resistance (MDR) phenotype, which
limits drug treatment options and conditions the prognosis of patients. The identification
of the Gene Expression Signature of Chemoresistance in GAC could be the key to
understanding the mechanisms responsible for the lack of response to chemotherapy and
to develop, based on this knowledge, strategies for tumor chemosensitization. Different
studies have demonstrated the presence in GAC of high expression levels of the drug
efflux pump MRP4, which could play a relevant role in the development of drug
resistance in this type of tumor, and constitutes a new pharmacological target for the
development of chemosensitization strategies. However, although this protein has the
capacity to transport some antitumor drugs, its role in the transport of drugs used in first-

or second-line treatment against GAC is not well understood.

On the other hand, the development of GAC is favored by the appearance of alterations
in the expression of tumor suppressor genes involved in cell cycle regulation, which, in

some types of tumors, have been implicated in the appearance of the MDR phenotype.

Taking into account this background, the overall objective of this Doctoral Thesis is to
identify the Gene Expression Signature of Chemoresistance of GAC, as a basis for the
development of new chemosensitizing therapies for this type of tumor, as well as to

investigate the role of the membrane transporter protein MRP4 in GAC chemoresistance.
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To achieve this general objective, the following partial objectives were defined:

Aim 1: To identify the determinant mechanisms of GAC unresponsiveness to antitumor

chemotherapy by characterizing the Gene Expression Signature of Chemoresistance.

Aim 2: To evaluate in an in vivo model a GAC a chemosensitization strategy based on the

inhibition of drug export pumps of the ABCC family.

Aim 3: To investigate the role of MRP4 in the resistance of GAC to different antitumor

drugs used in the treatment of this tumor.

Aim 4: To develop, by programmed genome editing (PGE) based on the CRISPR/Cas9
system, GAC cell lines with permanent silencing of ABC pumps, for the evaluation of

chemosensitization strategies based on the use of ABC pump inhibitors.

Aim 5: To generate cellular models of GAC with loss of tumor suppressor gene expression,
using CRISPR/Cas9-based strategies, for the study of their role in the development of GAC

pharmacoresistance.
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INTRODUCTION

GASTRIC CANCER

Gastric cancer is an aggressive disease with a poor prognosis and, despite a slight
decrease in incidence and mortality in recent decades (Sung et al. 2021), it still ranks fifth
in the order of incidence of the different types of cancer, with more than one million new
cases diagnosed worldwide each year, and is in fourth position in terms of the number of
deaths due to cancer (GLOBOCAN 2020). The majority of gastric tumors diagnosed are
malignant, and of these, approximately 90% are gastric adenocarcinomas (GAC), which

originate in gastric mucosal cells.
Etiology and pathogenesis

One of the causes of the high GAC-induced mortality rate is that these cancers are usually
diagnosed in advanced stages because the initial symptoms are non-specific, and very
similar to those that appear in chronic gastritis. Gastric cancer is also a multifactorial
disease resulting from a multistage process, and in more than 90% of cases is related to
Helicobacter pylori infection (Petryszyn et al. 2020). The different risk factors that would
result in the development of GAC are: H. pylori infection, diet, pharmacological
treatment, obesity, gastroesophageal reflux, genetic factors and the socioeconomic

status.
Diagnosis

The clinical manifestations that frequently appear when the disease is in advanced stages
are not specific, which makes diagnosis difficult and, in the majority of cases, it is made
late, when surgical resection is no longer a feasible therapeutic alternative (Dicken et al.
2005). On the other hand, tumor markers can be used both for early diagnosis and for
cancer follow-up after treatment. Some of these markers are CEA (carcinoembryonic
antigen) and CA19.9 (carbohydrate antigen 19.9) which may be elevated, although they

are not specific for this type of tumor (Takahashi et al. 2003).
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Treatment

Neoadjuvant chemotherapy has proven useful in improving 5-year survival of patients by
23-36% (Cunningham et al. 2006), and is therefore recommended prior to surgical
resection (Smyth et al. 2016). The most used therapy is the ECF regimen, it combines the
drugs epirubicin, cisplatin and 5-fluorouracil (5-FU). A phase 2/3 study has shown that the
FLOT combination (5-FU, leucovorin, oxaliplatin, and docetaxel) improves survival rate in
patients with localized tumors after surgical resection compared to ECF/ECX treatments
(Al-Batran et al. 2019). These combination therapies, as well as others considering
different combinations with platinum compounds (cisplatin and oxaliplatin),
fluoropyrimidines (5-FU and capecitabine) and taxanes (docetaxel and paclitaxel) improve
patient prognosis, but are associated with high toxicity (Van Cutsem et al. 2006). For
those patients who have not received neoadjuvant chemotherapy, the use of
chemoradiotherapy or adjuvant chemotherapy is also recommended. On the other hand,
patients with inoperable or metastatic tumors improve their survival rate and quality of
life when treated with chemotherapy and not only with palliative treatments (Glimelius et

al. 1997).

In tumors resistant to first-line treatments or in recurrent cancers, a second line of
chemotherapy consisting on irinotecan, taxanes (docetaxel or paclitaxel) either alone or
in combination with paclitaxel is currently used (Smyth et al. 2016). Targeted therapies
also show promising results. These is the case of the monoclonal antibody against
epidermal factor receptor 2 (HER2), trastuzumab or the monoclonal antibody cetuximab.
Receptor tyrosine kinase inhibitors (TKls) such as sorafenib, lapatinib or pertuzumab are

in different phases of study and are also used as second-line drugs.
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DRUG RESISTANCE MECHANISMS

GAC is highly resistant to commonly used drugs (Marin et al. 2016). The mechanisms that
contribute to chemoresistance and refractoriness to antitumor drugs can be classified
into 7 groups of Mechanisms of Pharmacoresistance (MPR) (Figure 1-1) (Marin et al. 2009;
Marin et al. 2020; Marin and Macias 2021). These are often present simultaneously in the
tumor and act in a synergistic manner. As a consequence, cross-resistance to different
antitumor drugs often occurs, called multidrug resistance phenotype or MDR, which
results in a major limitation in terms of drug treatment options, significantly affecting

their success rate.

MPR-6
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Figure I-1. Schematic representation of the mechanisms of drug resistance (MPRs) present in the
GAC tumor cell: reduction of intracellular drug concentration by decreased uptake (MPR-1a) or
increased expulsion (MPR-1b); alterations in drug metabolism by decreased activation of the
prodrug or increased metabolism of the cytotoxic agent (MPR-2); alterations in molecular targets
(MPR-3); changes in the DNA repair system (MPR-4); dysregulation of pathways involved in cell
survival or apoptosis (MPR-5); changes in the tumor microenvironment (MPR-6) and epithelial-
mesenchymal transition (EMT) (MPR-7). Image adapted from (Marin et al. 2020).
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Mechanism of Pharmacoresistance Type 1 (MPR-1): This group of MPRs includes
the mechanisms involved in the reduction of the intracellular concentration of
antitumor drugs, either due to a decrease in the uptake of these compounds
(MPR-1a), or to their increased export (MPR-1b). Their efficacy depends on
changes in expression and the presence of genetic variants that affect the proteins

that constitute the "transportome" (Marin et al. 2009; Marin et al. 2012).

Mechanism of Pharmacoresistance Type 2 (MPR-2): This group includes all those
mechanisms responsible of the presence of a low proportion of active agents
inside the tumor cell, due to inactivation of drugs or reduced activation of pro-

drugs.

Mechanism of Pharmacoresistance Type 3 (MPR-3): This group includes all those
mechanisms that induce changes in expression or mutations in target molecules

on which the antitumor drug acts.

Mechanism of Pharmacoresistance Type 4 (MPR-4): This group encompasses the

mechanisms involved in the repair of DNA damage induced by antitumor drugs.

Mechanism of Pharmacoresistance Type 5 (MPR-5): This group includes
processes that induce the deregulation of the apoptosis/survival balance, which
may be due to the potentiation of survival mechanisms (MPR-5a) or to the

reduction of apoptosis (MPR-5b).

Mechanism of Pharmacoresistance Type 6 (MPR-6): This group includes changes

in the tumor cell microenvironment that reduce the efficacy of antitumor agents.

Mechanism of Pharmacoresistance Type 7 (MPR-7): This MPR comprises all those
phenotypic transitions associated with the appearance of mesenchymal and stem

cell features that result in a reduced response to chemotherapy.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Owing to intrinsic and acquired chemoresistance, the response of gastric adenocarcinoma (GAC) to che-
Chemotherapy motherapy is very poor. Here we have investigated the role of transportome in reducing the intracellular content
Diclofenac of anticancer drugs and conferring multidrug resistance (MDR) phenotype. Tumors specimens and paired ad-
I;’([)‘;latf‘:;f resistance jacent tissue were analyzed to determine the MDR signature by TaqMan Low-Density Arrays and single-gene

qPCR. Strategies of sensitization were evaluated in vitro using the GAC-derived cell line AGS and in vivo using a
subcutaneous xenograft model in immunodeficient nude mice. Several transporters involved in drug uptake and
export, which are present in healthy stomach, were highly expressed in GAC. In contrast, the cancer-type
OATP1B3 was almost exclusively expressed in tumor tissue. The transportome profile varied depending on
tumor anatomical location, differentiation, and stage. Immunofluorescence analysis revealed high MRP1 and
MRP4 expression at the plasma membrane of tumor cells as well as AGS cells in culture, in which MRP inhibition
resulted in selective sensitization to cytotoxic MRP substrates, such as sorafenib, docetaxel, etoposide, and
doxorubicin. In mice with subcutaneous tumors formed by AGS cells, sorafenib alone failed to prevent tumor
growth. In contrast, this drug induced a marked inhibitory effect when it was co-administered with diclofenac. In
conclusion, MRP1 and MRP4 play an important role in the lack of response of GAC to drugs that are transported
by these export pumps. Moreover, agents, such as sorafenib, considered at present useless to treat GAC, may
become active antitumor drugs when co-administered with non-toxic MRP inhibitors, such as diclofenac.

Stomach cancer

but the aggressiveness of this procedure markedly reduces the like-
lihood of a successful outcome after surgery [4]. In some patients,

1. Introduction

Gastric adenocarcinoma (GAC), the most common malignant tumor
of the stomach, is characterized by its high incidence and mortality [1].
One important factor contributing to its poor prognosis [2] is that GAC
is frequently diagnosed when the tumor is already in an advanced stage,
and the therapeutic options are minimal. In the early stages of the
disease, radical surgical resection is a potentially curative option [3],

conventional drugs used as neoadjuvant or adjuvant chemotherapy can
improve prognosis and increase overall survival. First-line treatments
include combinations of 5-fluorouracil (5-FU) or its prodrug capecita-
bine, anthracyclines (doxorubicin or epirubicin) and platinum com-
pounds (cisplatin or oxaliplatin). Other drugs approved for second-line
therapy are taxanes, irinotecan and mitomycin C, which have not
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solute carrier protein; T, tumor; TCGA, The Cancer Genome Atlas; TKI, tyrosine kinase inhibitor; TLDA, Tagman Low Density Array
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significantly improved patient survival [5]. Although inhibitors of re-
ceptors with tyrosine kinase activity (TKIs), such as apatinib, lapatinib,
regorafenib, sunitinib and sorafenib, and monoclonal antibodies have
been useful in the treatment of several tumors, these have shown only
modest success in patients with GAC [6,7].

The failure of the pharmacological treatment in GAC is accounted
for by the existence of intrinsic and acquired “mechanisms of che-
moresistance” (MOCs) [8], which confer tumor cells a strong multidrug
resistance (MDR) phenotype [9]. MOCs were initially classified into five
groups [8,10], which have been later updated to seven types [11].
MOC-1 includes processes leading to a reduction in intracellular con-
centrations of antitumor drugs [12], due to impaired drug uptake
(MOC-1a) or enhanced drug export (MOC-1b), which can be the con-
sequence of changes in the expression of proteins belonging to the
“transportome” [9] or the presence of genetic variants with gain- or
loss-of-function repercussions [13].

The main transporters responsible for the uptake of drugs (MOC-1a)
used in the treatment of GAC are the organic cation transporters (OCTs)
accounting for the tumor uptake of anthracyclines (OCT1 and OCTN1),
platinum derivatives (OCT1, OCT2, OCT3, and OCTN1), irinotecan and
TKIs such as sorafenib (OCT1) [14]. Other important transporters are
organic anion transporters able to transport irinotecan (OATP2B1),
docetaxel (OATP1B1 and OATP1B3), and some TKIs such as regor-
afenib, sunitinib and sorafenib (OATP1B1 and OATP1B3). The copper
transporter CTR1, which transports cisplatin, and the nucleoside
transporters CNTs and ENTs, which transport 5-FU, may also be re-
levant in GAC [14]. Regarding MOC-1a, in lung and colon cancer and
cell lines derived from these tumors, Nagai et al. [15] have identified a
novel cancer-type variant of the SLCO1B3 mRNA (OATP1B3), which
has its own transcription initiation site and is not found in non-tumor
tissue. Whether this variant is expressed in GAC and plays a role in the
MDR phenotype of this cancer is still unknown.

The overexpression of drug export pumps (MOC-1b) in tumors is a
major factor contributing to the failure of chemotherapy [16]. ATP-
binding cassette (ABC) pumps potentially involved in the MDR phe-
notype of GAC are MDR1 (ABCBI1 gene), the first member of the B
subfamily, which transports anthracyclines, mitomycin C and doc-
etaxel; members belonging to the C subfamily of multidrug resistance-
associated proteins (MRPs), which export anthracyclines, platinum
derivatives, 5-FU, mitomycin C, taxanes, camptothecins, and TKIs; and
BCRP (ABCG2 gene), which mediates the efflux of anthracyclines, 5-FU,
camptothecins, and TKIs. In addition, the P-type ATPases ATP7A and
ATP7B can extrude platinum derivatives [17].

Although the role of transportome in the “resistome” - defined as the
set of expressed proteins accounting for MOCs - has been reported [9],
its relevance in the lack of response of patients with GAC to antitumor
drugs is poorly understood. The critical clinical relevance of this pro-
blem justifies the interest in advancing the knowledge of MOCs in GAC,
which is required to develop novel strategies to improve the effective-
ness of anticancer drugs, for instance, increasing their concentration in
cancer cells either by enhancing drug uptake or inhibiting drug export
via ABC transporters. Despite the fact that many chemosensitizing
agents have shown promising ability to overcome the MDR phenotype
in cancer cells in vitro, most of them have not achieved clinical approval
due to their reduced efficacy in the in vivo setting or their adverse side
effects [18-20]. Non-toxic inhibitors of ABC transporters include a wide
variety of natural compounds, but also widely used drugs such as non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), including diclofenac, pro-
benecid and indomethacin, which are potent inhibitors of several iso-
forms of MRPs [21,22].

Thus, in the present study, the role of transportome in the MDR
phenotype and whether pharmacological manipulation of essential
transporters can sensitize GAC cancer cells to chemotherapy have been
investigated.
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Table 1
Information on patients and gastric adenocarcinoma tumors.

Donostia Cohort Salamanca Cohort

Patients 23 19

Age, mean * SD 70.3 = 11.3 73.1 = 10.3

Age, range 45-84 49-91

Male, n (%) 13 (56.5%) 11 (57.9%)
Female, n (%) 10 (43.5%) 8 (42.1%)
Histologic type (Lauren classification), n (%)

Intestinal 8 (34.8%) 18 (94.7%)
Diffuse 8 (34.8%) 1 (5.3%)
Unclassifiable 7 (30.4%) 0 (0%)
Tumor location, n (%)

Cardia 4 (17.4%) 2 (10.5%)
Fundus 5 (21.7%) 0 (0%)
Body 8 (34.8%) 3 (15.8%)
Antrum 6 (26.1%) 11 (57.9%)
Not available 0 (0%) 3 (15.8%)
Depth of tumor invasion, n (%)

T1 0 (0%) 1 (5.3%)
T2 5 (21.7%) 1 (5.3%)
T3 18 (78.3%) 15 (79.0%)
T4 0 (0%) (10.4%)
Lymph node status, n (%)

NX 0 (0%) 1 (5.3%)
NO 5 (21.7%) 4 (21.1%)
N1 6 (26.1%) 5 (26.3%)
N2 7 (30.4%) 6 (31.5%)
N3 5 (21.7%) 3 (15.8%)
Distant metastasis, n (%)

MX 0 (0%) 5 (26.3%)
MO 21 (91.3%) 12 (63.2%)
M1 2 (8.7%) 2 (10.5%)
Tumor stage, n (%)

1 4 (17.4%) 2 (10.5%)
I 5 (21.7%) 7 (36.9%)
11 10 (43.5%) 3 (15.8%)
v 4 (17.4%) 2 (10.5%)
Not available 0 (0%) 5 (26.3%)
Differentiation grade, n (%)

Well 4 (17.4%) 10 (52.6%)
Medium 7 (30.4%) 7 (36.9%)
Poor 12 (52.2%) 0 (0%)
Not available 0 (0%) 2 (10.5%)

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

5-FU, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (CF), cis-diamineplatinum
(I) dichloride (cisplatin), diclofenac, docetaxel, doxorubicin, etoposide,
Fluo-3 acetoxymethyl ester, probenecid, propidium iodide and 7-ethyl-
10-hydroxy-camptothecin (SN-38) were purchased from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Sorafenib tosylate was obtained from Selleckchem
(Deltaclon, Madrid, Spain). The purity of all these compounds was
=95%.

2.2. Cultured cells

The AGS cell line derived from human GAC was obtained from the
European Collection of Authenticated Cell Cultures (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). The cells were cultured with Nutrient Mixture F-12
Ham medium (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) supplemented with
13.8 mM sodium bicarbonate, 1% Glutamax, 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin solution, all supplied
by Thermo Fisher (Madrid, Spain). Cell cultures were tested by PCR to
ensure the absence of mycoplasma contamination throughout the ex-
periments by using the Mycoplasma Gel Form Kit (Biotools B&M Labs,
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Fig. 1. Heatmap of the expression of genes involved in mechanisms of chemoresistance (MOC) determined by RT-qPCR using TLDA in two pooled samples of cDNA
derived from specimens (n = 23) of surgically removed human gastric adenocarcinomas (T) and paired adjacent non-tumor tissue (NT). Expression levels are
represented as ACt, which is the difference between the Ct of the target gene and that of the double normalizers GAPDH and ACTB.

Madrid, Spain).
2.3. Tumor samples

Specimens of GAC tumors (T) and adjacent non-tumor tissue (NT)
were collected after partial gastrectomy at Salamanca and Donostia
University Hospitals and donated for this project by the Tumor
Biobanks of both Hospitals. The Ethical Committees for Clinical
Research of both institutions approved the research protocols, and all
patients signed written consents for the use of their samples for bio-
medical research. The declaration of Helsinki was followed to collect
patient samples. Patient and tumor information is included in Table 1.

2.4. Determination of mRNA levels

Total RNA was extracted from tissue samples and cells using RNA
mini-spin columns treated with RNase-free DNase [ (GE Healthcare,
Madrid, Spain) and used for cDNA synthesis using random primers and
reverse transcriptase included in the SuperScript VILO cDNA Synthesis
kit (Invitrogen, Thermo Fisher, Madrid, Spain) or the High Capacity
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Madrid,
Spain). Quantitative PCR (qPCR) was performed using AmpliTaq Gold
polymerase and SYBR® Green I detection kit (Applied Biosystems,
Thermo Fisher, Madrid, Spain) in an ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Madrid, Spain)
for single-tube assays or using Tagman Low Density Arrays (TLDAs) in
an ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Madrid, Spain). Sequences of gene-specific primers, spanning exon-
exon junctions in the target mRNA, used for single-tube qPCR and genes
included in the TLDAs, are available upon request. In all cases the
following thermal conditions were used: a single cycle of 95°C for
10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15s and 60 °C for 60s. The

mRNA abundance was normalized based on HPRT1 or GAPDH content
in AGS cells and tissues, respectively, and double normalization based
on GAPDH and ACTB was used when TLDA analysis was carried out.
Determination of 18S rRNA was used as a quality control check among
samples.

2.5. Immunoblotting and immunofluorescence assays

For immunoblotting assays, cell lysates were prepared in radio-
immunoprecipitation assay (RIPA) buffer and crude of membrane pre-
parations were obtained as reported [23]. Immunoblotting analyses
were carried out in 7.5% SDS-PAGE, loading 50 ug of protein per lane,
and transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Madrid,
Spain). Na*/K*-ATPase was used as a membrane loading control.
GAPDH was used as a normalizer for cell lysate load. Primary anti-
bodies against MRP1 (1:1000) (clone MRPrl, ALX-801-007, Enzo Life
Sciences, Palex Medical, Barcelona, Spain), MRP3 (1:500) (clone
MO0318, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), MRP4 (1:500) (clone M4I-10,
ab15602, Abcam, Cambridge, UK), MRP5 (1:50) (clone M5L.10,
AM31988SU-N, Acris Antibodies, OriGene Technologies, Herford,
Germany), Na*/K*-ATPase (1:100) (clone H-300, sc-28800, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany; EP1845Y ab76020 or M8-
P1-A3 ab2872 both from Abcam, Cambridge, UK) and GAPDH (1:1000)
(clone 6C5, sc-32233, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Ger-
many), were diluted in PBS-Tween milk 1% (MRP5), 2% (MRP1,
MRP4), 5% (MRP3, Na* /K *-ATPase, GAPDH). Anti-rabbit IgG, anti-rat
IgG and anti-mouse IgG HRP-linked secondary antibodies (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) were diluted 1:2000. Bands of
immunoreactive proteins were visualized using enhanced chemilumi-
nescence ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany), and
quantified using ImageJ software (NIH, US).

Immunofluorescent staining was performed as previously described
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[24], on 5-um tumor cryosections air-dried or in cells grown on round
coverslips placed on 24-well plates. Both were fixed with ice-cold me-
thanol and blocked with 5% FBS in PBS for 30 min. Primary antibodies
against MRP1 (1:40) (clone MRPrl), MRP3 (1:40) (clone M3II-9),
MRP4 (1:100) (NB100-1471, Novus Biologicals, Bio-Techne R&D Sys-
tems, Madrid, Spain), MRP5 (1:25) (clone M51.10), and Na*/K* AT-
Pase (1:100) (clone H-300, EP1845Y or M8-P1-A3) diluted in 1% fetal
bovine serum in PBS were used. Appropriate secondary antibodies
conjugated with Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-594 (1:1000, Mole-
cular Probes, Thermo Fisher, Madrid, Spain) were used. Nuclei were
counterstained with DAPI (Molecular Probes, Thermo Fisher, Madrid,
Spain). Confocal laser-scanning immunofluorescence microscopy was
performed using a Leica TCS SP5 apparatus (Leica, Barcelona, Spain).

Differentiation

2.6. ABC-mediated transport assay

The activity of MRPs in AGS cells was measured by a modification of
a previously described assay [24]. The cells in suspension were in-
cubated for the indicated time at 37 °C in 100 pl of “uptake” medium
(96 mM NaCl, 5.3 mM KCl, 1.1 mM KH,PO,4, 0.8 mM MgSO,, 1.8 mM
CaCl,, 11 mM glucose, and 50 mM HEPES, pH 7.40) containing one of
the following fluorescent substrates: 2 uM Fluo-3 acetoxymethyl ester
(for MRP1 and MRP2) and 1M CF (for MRP3, MRP4 and MRP5). In
some conditions, the MRP inhibitors probenecid and diclofenac were
also added to the cells with the fluorescent substrates. This loading
period was finished by dilution with 900 pl of ice-cold uptake medium
and the intracellular fluorescence was determined using a FACSCalibur
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flow cytometer (BD Biosciences, Madrid, Spain). Dead cells were
identified by staining with propidium iodide (5ug/ml) and excluded
from data analysis.

2.7. In vitro cytostatic effect

To determine cytostatic activity 5 X 10° cell/well were plated onto
96-well plates. After 24 h, the cells were treated with different con-
centrations of the compound to be tested, alone or in combination with
the MRP inhibitor, for the indicated time period. Cell viability was
determined 72h after exposure of cells to the drugs by the formazan
test by using thiazolyl blue tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) as a reagent.

Differentiation

2.8. In vivo antitumor activity

Chemosensitizing ability of diclofenac was investigated in vivo using
the mouse xenograft model. Eight weeks old female immunodeficient
nude mice (Swiss nu/nu) (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain)
were housed in sterile micro-isolator cages under controlled conditions
of temperature (20 °C), humidity and light/dark cycle (12h/12h), and
fed on standard rodent chow (Panlab, Madrid, Spain) and water ad li-
bitum. Methods were performed in accordance with the relevant
guidelines and regulations and all protocols were approved by the
University of Salamanca Ethical Committee for Laboratory Animals.
AGS cells (2 x 10°) were suspended in 100ul RPMI medium with
100 ul Matrigel (BD Biosciences Madrid, Spain), and subcutaneously
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B Fig. 4. Relative SLCO1B3 mRNA levels in ad-
jacent non-tumor tissue (NT) and gastric adeno-
carcinomas (GAC) at a different stage (A). Values
were extracted from The Cancer Genome Atlas.
Discrimination by RT-qPCR between the ex-
pression of liver-type (LT) and cancer-type (CT)
SLCO1B3 mRNA isoforms in a series of 19 paired
NT and GAC specimens (T) collected at the
Salamanca University Hospital (B). Values ex-
pressed as a percentage of GAPDH expression are
mean + SEM. *, p < 0.05 as compared with
NT tissue. FPKM, Fragments per kilobase mil-
lion.
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injected into the flanks of anesthetized nude mice. When the tumors
reached =75 mm?® volume (12 days after injection), the animals were
randomly divided into four groups. They received (i.p.) twice a week
either: i) the vehicle alone (sterile saline); ii) sorafenib (10 mg/kg b.w.);
iii) diclofenac (20 mg/kg b.w.); or iv) the combination of sorafenib
(10 mg/kg b.w.) and diclofenac (20 mg/kg b.w.). Owing to its low so-
lubility in saline solution, drugs were administered as a suspension. The
doses of sorafenib [23] and diclofenac [25] were selected based on
previous studies. Tumor size was measured twice per week with a
sliding caliper to calculate the approximate volume using the formula
(length x width?)/2. After 43 days of treatment, the animals were an-
esthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg b.w., i.p.) and their
tumors were resected and weighed. Tissue samples were placed im-
mediately in liquid nitrogen and stored at —80 °C until used for sor-
afenib content determination. This was measured by HPLC-MS/MS
(6410 Triple Quad LC/MS; Agilent Technologies, Santa Clara, CA), as
previously reported [23].

2.9. Statistical analysis

Results were statistically analyzed using Microsoft Excel (version
15.32) and GraphPad (Prism5). Bonferroni method of multiple-range
testing and paired or unpaired Student t-test were used as appropriate
as post hoc procedures to calculate the statistical significance of dif-
ferences among groups. Linear regression analysis was carried out by
the Least Squares method. Differences were considered significant
when p < 0.05.

3. Results
3.1. Gene expression signature of chemoresistance in GAC

To get an overview of the resistome in these tumors, the expression
of one hundred genes in pooled samples obtained from 23 different
biopsies of GAC (T) and adjacent non-tumor (NT) tissues was de-
termined (Fig. 1). The result revealed low expression of drug uptake
transporters (MOC-1a). Only SLC22A3, SLCO2B1, SLCO4A1, SLC31A1
and the nucleoside transporters SLC28A2 and SLC29A1 showed low or
moderate expression in GAC. A moderate expression of several drug
export pumps (MOC-1b) was also found. Among genes involved in drug
metabolism (MOC-2), moderate (GSTP1 and TYMP) and high (GSTA1)
expression levels were found. Moderate expression of several drug
targets (MOC-3), such as TOP1, TOP2A, EGFR and thymidylate synthase
(TYMS), the target of 5-FU, was seen. Moderate to high expression le-
vels of several genes involved in DNA repair (MOC-4) and survival

LT CT

LT CT

pathways (MOC-5) were found.
3.2. Gene expression of transporters involved in drug uptake

The expression of transporters involved in the uptake of antitumor
drugs used in the treatment of GAC was re-evaluated using single-gene
gPCR in T and NT samples. The results confirmed the information ob-
tained by TLDA analysis (Fig. 1). Thus, the expression of OCTs was low
(SLC22A1 and SLC22A2) (Fig. 2A and B), or moderate (SLC22A3)
(Fig. 2C) with no significant differences between T and NT tissues.

The transporter of organic anions OATP1B1 (SLCO1B1) was barely
expressed in GAC (Fig. 3A), whereas OATP1B3 (SLCO1B3) was mod-
erately expressed (Fig. 3B). In this study, primers used for qPCR de-
tected all SLCO1B3 mRNA variants. SLCO1B3 expression showed in-
tragastric regional differences but was not associated with the degree of
GAC differentiation. In our cohort, a trend to higher SLCOIB3 mRNA
expression in the more advanced stage was observed, however in-
formation publicly available at the TCGA-STAD project of the NIH, al-
though confirmed high OATP1B3 expression in GAC and the absence in
NT, showed no relationship between tumor stage and SLCO1B3 ex-
pression levels (Fig. 4A). Analysis of a different set of 19 paired speci-
mens from the Salamanca Biobank using primers able to discriminate
between liver- and cancer-type OATP1B3 mRNA variants revealed
negligible expression of the liver-type in both T and NT. In contrast,
almost all synthesized SLCO1B3 mRNA in T was the cancer-type variant
(Fig. 4B).

The copper transporter 1 (CTR1, SLC31A1 gene) showed high ex-
pression in both NT and T (Fig. 3C), regardless of tumor stage and
degree of differentiation, with a trend to higher expression from prox-
imal to the distal location in the stomach.

3.3. Gene expression of transporters involved in drug efflux

In GAC, the expression of ABCB1 (Fig. 5A) and ABCC2 (Fig. 5C) was
lower than that of ABCC1I (Fig. 5B), ABCC3 (Fig. 6A), ABCC4 (Fig. 6B),
and ABCC5 (Fig. 6C), which were highly expressed in NT and T. No
relationship between ABCC1 and ABCC3 mRNA and GAC stage was
found. However, ABCC4 expression was higher in less differentiated
tumors. ABCC3, ABCC4 and ABCC5 expression was not affected by
tumor location. ABCG2, which showed a moderate expression in NT
stomach, showed variable levels of mRNA in GAC (Fig. 7A), whereas
those of ATP7A, which was highly expressed in NT tissue, were slightly
decreased (Fig. 7B) and those of ATP7B increased (Fig. 7C) in T versus
NT. No clear association with tumor location or degree of differentia-
tion was seen. Export pumps that showed higher mRNA levels and
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Fig. 5. Relative mRNA levels of ABCBI (A), ABCC1
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could be potentially involved in the transport of drugs used in the
treatment of GAC were selected for further analysis of immuno-
fluorescence in T (Fig. 8). The staining was marked for MRP1 (ABCC1)
and MRP4 (ABCC4), and mild for MRP3 (ABCC3) and MRP5 (ABCC5).
Co-localization with Na*/K*-ATPase at the plasma membrane was
particularly intense for MRP4. Interestingly, in the in silico study of the
TCGA database on 26 paired samples of T and NT tissue, we have found
a similar high expression of ABCCI and ABCC4 in GAC and NT (data not
shown). When the relationship between ABCCI and ABCC4 expression
with the probability of survival in 354 patients with GAC (TCGA-STAD
project) was analyzed using the Human Protein Atlas online tool (www.
proteinatlas.org), a trend to more prolonged survival in patients with
GAC tumors expressing low levels of ABCC1 and ABCC4 was observed

w M P
Differentiation

(data not shown).

3.4. Effect of inhibition of MRP transporters on cell sensitivity to
chemotherapy

AGS cells were used as an in vitro model to evaluate the role of ABC
transporters in GAC chemoresistance, because mRNA levels of ABCC1,
ABCC3, ABCC4 and ABCC5 were in the order of those found in GAC,
whereas ABCBI, ABCC2 and ABCG2 expression was negligible
(Fig. 9B). Western blot (Fig. 9C) analysis permitted to detect MRP1 and
MRP4 in cell lysates and in crude membranes. The presence of MRP5
was clearly seen in cell lysate, while this protein was scarcely detected
in crude membranes. MRP3 could not be detected by several antibodies
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Fig. 6. Relative mRNA levels of ABCC3 (A), ABCC4
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assayed for immunoblotting (data not shown). However, a weak in-
tracellular signal of MRP3 and at the plasma membrane was detected by
immunofluorescence (Fig. 9A), which could be due to the low affinity of
the available primary antibody. The results of immunofluorescence
analysis for the rest of MRPs are in agreement with data obtained by
western blot. Functional studies showed the ability of AGS cells to take
up fluorescent substrates suitable for determining in this cellular model
the activity of MRP1 (Fluo-3) and MRP4 (CF). The efflux of these
compounds from previously loaded AGS cells was reduced by MRP
inhibitors, such as diclofenac and probenecid (Fig. 9D and E). After
selecting a non-toxic concentration of diclofenac (50 uM) and probe-
necid (500 uM), their ability to sensitize AGS cells to the cytotoxic effect
of antitumor drugs exported by MRPs expressed in AGS cells was

w M P
Differentiation

assayed (Fig. 10). Diclofenac markedly increased the response of AGS
cells to sorafenib and docetaxel. The effect was milder for doxorubicin
and etoposide and absent for cisplatin, 5-FU and SN-38 (Fig. 10B-H).
The dependence on MRP inhibition of enhanced sensitivity to sorafenib
was confirmed by using a non-toxic concentration of probenecid instead
of diclofenac (Fig. 10J-K).

3.5. Diclofenac sensitized GAC tumors to sorafenib in vivo

The subcutaneous xenograft model in immunodeficient mice was
used to evaluate the effect of inhibiting MRPs on the antitumor activity
of sorafenib in vivo. The growth of implanted tumors derived from AGS
cells was similar regardless of mice received the vehicle, diclofenac or
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10000 = ABCGZ A 10000 1 ATP7A B 10000 1 ATP7B c Fig. 7. Relative mRNA levels of ABCG2 (A), ATP7A
(B) and ATP7B (C) in samples (n = 23) obtained
from surgically resected gastric adenocarcinomas
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sorafenib alone. In contrast, a marked tumor suppression effect was
observed in the group of mice treated with sorafenib plus diclofenac
(Fig. 11A). At the end of treatment, both tumor size (Fig. 11B) and
weight (Fig. 11C) were lower in the group of mice that received com-
bined chemotherapy. These findings were consistent with the ob-
servation that sorafenib accumulation was significantly higher in tu-
mors resected from mice that had received sorafenib plus diclofenac in
comparison with mice treated only with sorafenib (Fig. 11D). Bio-
chemical profiles analyzed in the serum of these animals in all experi-
mental groups did not reveal any sign of hepatic or renal toxicity (data
not shown).

w M P
Differentiation

4. Discussion

In search of novel targets for chemosensitizing strategies, we have
characterized the transcriptomic signature of GAC chemoresistance.
Although evidence for the role of genes involved in MOC-2 to MOC-5
has been found, in the present study, we have focused our investigation
on genes involved in determining intracellular drug concentrations. The
most relevant finding was that the cells derived from GAC become
sensitive to certain anticancer drugs in the presence of MRP inhibitors
diclofenac and probenecid. Nevertheless, other interesting observations
are described by the present study.

Regarding primary transporters involved in drug uptake, OATP1B3
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Fig. 8. Representative images of immunofluorescence localization of MRP1 (A-C), MRP3 (D-F), MRP4 (G-I) and MRP5 (J-L) in gastric adenocarcinoma.
Cryosections were stained with anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-MRP4 (G), anti-MRP5 (J) (green) and anti- Na* /K" -ATPase (B, E, H, K) (red) antibodies. Nuclei

were stained with DAPI (blue).

upregulation in GAC was remarkable, which has also been reported in
other types of cancer, such as colon, breast and prostate [26]. This
observation was mainly due to the appearance of a cancer-type
SLCOI1B3 mRNA variant. Although its functional significance is still
controversial [15,27], its absence in the healthy stomach is an attrac-
tive characteristic that supports the possibility of using this variant as a
biomarker for GAC, as has been already suggested for colorectal cancer
[28]. Also involved in MOC-1a, the high expression of CTR1, which
plays a significant role in cisplatin uptake, suggested that the cause of
the poor response of GAC to platinum derivatives [29] is not due to the
lack of uptake through CTRI.

Regarding MOC-1b, the low or moderate expression of ABCBI,
ABCC2, and ABCG2 in GAC specimens and AGS cells indicates that
these pumps play a minor role in the MDR of this cancer. In contrast,
MRP1, MRP3, MRP4 and MRP5 were markedly expressed in GAC, and
hence, they might be potentially involved in the chemoresistance of this
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cancer. Moreover, the contribution to GAC chemoresistance of other
non-ABC pumps that have been associated with a less critical role in the
lack of response to platinum-derived drugs, such as ATP7A [30] and
ATP7B [31,32], cannot be ruled out.

Several compounds have shown promising properties in vitro over-
coming MDR phenotype by blocking drug efflux from tumor cells, but
most of them have not achieved clinical approval due to their reduced
efficacy or their dangerous side effects in vivo. In the present study, we
have evaluated the possibility of using already licensed drugs, which
could simplify the translation of chemosensitizers to actual clinical
practice. In this sense, some NSAIDs, including diclofenac and probe-
necid, are known to inhibit MRP-mediated transport both in vitro
[21,22] and in vivo [21]. On the other hand, NSAIDs have been already
studied to evaluate their ability to increase the sensitivity to antitumor
drugs, such as doxorubicin, daunorubicin and epirubicin, but had
shown no effect in other treatments such as those based on 5-FU and
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Fig. 9. Representative images of AGS cells after immunofluorescence detected by confocal microscopy of MRP1, MRP3, MRP4 and MRP5 stained with anti-MRP
(green) and anti-Na™* /K™ ATPase (red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (blue) (A). Relative mRNA levels of ABCB1, ABCC1-5 and ABCG2 in AGS cells.
Values are mean + SEM of measurements of two AGS cultures performed in duplicate by RT-qPCR and expressed as a percentage of HPRT1 expression in each
sample (B). Representative image of one of the five immunoblotting analyses carried out to detect MRP1, MRP4 and MRP5 in AGS cells. Cells were collected to obtain
the cell lysates (L) and crude of membranes (M). Proteins (50 pg/lane) were separated by 7.5% SDS-PAGE. GAPDH and Na* /K *-ATPase were used as normalizers
(C). Effect of the MRP inhibitors diclofenac and probenecid on the uptake of Fluo-3 (D) and carboxyfluorescein (E). Cells were incubated with 2 uM Fluo-3 acet-
oxymethyl ester or 1 uM carboxyfluorescein diacetate, with or without the indicated concentrations of inhibitor, at 37 °C for 30 min and the mean fluorescence
intensity (Arbitrary Units of Fluorescence, AUF) was determined by flow cytometry. Values are expressed as mean *+ S.D. from 9 assays per data point carried out in

3 different cultures. *, p < 0.05, as compared with Control.

cisplatin [33]. Diclofenac, an NSAID of choice in the clinical treatment
of inflammation, has an inhibitory effect on ABC transporters, including
MRP1, MRP2, MRP4 and BCRP [21,34]. The present study showed that
diclofenac increased the sensitivity of GAC cells to doxorubicin, doc-
etaxel, and etoposide. Moreover, we also found a marked sensitization
to sorafenib, a TKI previously used in the treatment of advanced GAC
[35]. Of note, diclofenac increased the response of GAC to sorafenib
both in vitro and in vivo using non-toxic doses of the sensitizing agent,
which is of great importance for the potential translation to clinical
treatment of GAC. Interestingly, the use of NSAIDs has also been as-
sociated with a lower risk of developing gastric cancer [36].
Regarding the pumps involved in the mechanism of action of the
sensitizing strategy, the results obtained in the present study suggested
that enhanced sensitivity to anticancer drugs was mainly due to in-
hibition of MRP1 and MRP4. Although high levels of mRNA of both
MRP3 and MRP5, were found in GAC, and MRP3 has been associated
with enhanced resistance to sorafenib in other tumors expressing high
levels of this pump (e.g., hepatocellular carcinoma [37]), the absence or
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weak expression of these proteins at the plasma membrane of cancer
cells suggested a low relevance of these pumps in the MDR phenotype
of GAC, and hence in its chemosensitization.

MRP1 is known to export anthracyclines (doxorubicin, epirubicin),
colchicine, Vinca alkaloids (vincristine), taxanes and epipodophyllo-
toxins (etoposide) [38]. In GAC cells, MRP1 expression has been in-
versely correlated with their sensitivity to etoposide [39]. On the other
hand, in the healthy stomach, MRP4 participates in the transport of oral
TKIs, such as dasatinib [40]. MRP4 up-regulation in other tumors, such
as hepatocellular carcinoma and cholangiocarcinoma, has been de-
scribed as a shared feature of their resistome profile [41]. Moreover,
MRP4 expression is increased (> 10-fold) in liver cancer cells when
their chemoresistance is induced by incubation with cisplatin [41,42].
In preliminary experiments, we have found evidence for enhanced re-
sistance to sorafenib of cells with induced MRP4 overexpression [43].
Thus, both MRP1 and MRP4 are candidates to be involved in diclo-
fenac-induced enhanced sensitivity to sorafenib.

In sum, our results indicate that export pumps of the MRP family
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Fig. 10. Cytostatic effect on AGS cells of diclofenac alone (A) or in combination with sorafenib (B), cisplatin (C), docetaxel (D), doxorubicin (E), etoposide (F), 5-
fluorouracil (G), or SN-38 (H). AGS cells were cultured with these drugs alone (Control) or in combination with 50 uM diclofenac for 72 h. Viability of AGS cells after
incubation with probenecid alone (I) or in combination with sorafenib at the indicated concentrations of both drugs (J and K) for 72 h. The MTT-formazan test was
used to measured cell viability. Values are expressed as percentages of untreated cells (mean + SEM) measured in 9 separate plates from 3 different cultures. %,
p < 0.05, as compared with untreated cells; *, p < 0.05, as compared with cells receiving sorafenib, diclofenac or probenecid alone (Control); f, p < 0.05, on

comparing cells treated with 500 uM vs. 1000 uM probenecid.

play an essential role in the lack of response of GAC to chemotherapy.
Moreover, sorafenib and other TKIs, at present considered useless to
treat GAC, may become active antitumor agents when co-administered
with diclofenac. These findings might have a significant impact on
clinical practice in the foreseeable future because owing to the poor
prognosis of GAC and the lack of response to available chemotherapy,
the conclusion of the present study, which requires confirmation by
further clinical investigation, constitutes a funded hope to make a
dramatic change in the outcome of these patients by the simple addition
of a safe drug like diclofenac to their pharmacological treatment.

Declaration of Competing Interest
The authors declare that they have no known competing financial

interests or personal relationships that could have appeared to influ-
ence the work reported in this paper.

12

Acknowledgments

Part of the results included in the present study was based on data
generated by the TCGA Research Network (https://www.cancer.gov/
tcga).

This study was supported by the Carlos III Institute of Health, Spain
(PI16/00598 and PI19/00819) co-financed by European Regional
Development Fund); Ministry of Science and Innovation, Spain
(SAF2016-75197-R); “Asociacién Espanola Contra el Cancer”, Spain
(AECC-Tumores Raros-2017,/2020); and “Centro Internacional sobre el
Envejecimiento”, Spain (OLD-HEPAMARKER, 0348_CIE_ 6_E), co-fi-
nanced with European Union ERDF funds and the COST action EURO-
CHOLANGIO-NET (0C-2018-1-22912) funded by the European Union.

RAA was supported by a pre-doctoral contract funded by the “Junta
de Castilla y Leén, Fondo Social Europeo” (EDU/828/2014). LPS has
been funded by the “Instituto de Salud Carlos III” and the “Fondo Social
Europeo”, Spain (FI17/00149). EL was supported by a post-doctoral
contract by the University of Salamanca (2018) Spain.


https://www.cancer.gov/tcga
https://www.cancer.gov/tcga

R. Al-Abdulla, et al.

300 1 o control
A Diclofenac
250 { A Sorafenib

@ Sorafenib + Diclofenac

E
é200-
o
£
o 150 -
>
S
£ 100 -
R *t
50 -
0 +—+—r—rrrr—r—rrrrrrrrreeree
0 7 14 21 28 35 42
Day
~ 100 -
o
g l
Q 80 -
>
5 . [
®
5 - *F
H
S .
g 20
3
[=4
0 T T -
Control Diclofenac Sorafenib Sorafenib +
Diclofenac

Biochemical Pharmacology 171 (2020) 113682

o 8 8 Bha s b
A G 8@ a
A & o 9 @ ® 9 p <
. s > . »w a2
1om

100 - T D
- 80 -
E
52 60 - [
2%
55 ]
s =
o
(7} 20

0 T

Sorafenib Sorafenib

+Diclofenac

Fig. 11. Effect of diclofenac on sorafenib-induced tumor growth inhibition in xenograft tumors derived from AGS cells subcutaneously implanted in immunodeficient
mice. Time-course of tumor growth in nude mice bearing subcutaneously implanted AGS cells treated (i.p.) with sorafenib (10 mg/kg b.w., twice a week), diclofenac
(20 mg/kg b.w., twice a week) or both in combination (A). Treatments started when the tumors reached =75 mm? volume. Image of tumors resected from mice at the
end of the experimental period (43 days), when the animals were sacrificed (B), the tumors were weighed (C) and their sorafenib content was measured by HPLC-MS/
MS (D). Values are expressed as mean + S.D. (n = 8 per group). * p < 0.05, as compared with the group that received saline (Control). ¥, p < 0.05, as compared

with the group treated with sorafenib alone.

Ethics approval and consent to participate

The Ethical Committees for Clinical Research of Salamanca and
Donostia University Hospitals approved the research protocols, and all
patients signed written consents for the use of their samples for bio-
medical research.

In experiments with mice, the methods were performed in ac-
cordance with the relevant guidelines and regulations and all protocols
were approved by the University of Salamanca Ethical Committee for
Laboratory Animals.

Consent for publication

Not applicable.

Availability of data and material

The datasets generated and/or analyzed during the current study
are available from the corresponding author on reasonable request.

Authors’ contributions

Study concept and design: OB, LB, JJGM.

Experimental studies: RAA, LPS, EL, EH, OB.

Data acquisition: RAA, LPS, EL, RIRM, EH, MA, NS, OB.
Statistical analysis: RAA, LPS.

Interpretation of data: EL, EH, OB, RAA, LPS, RIRM, JJGM.
Obtained funding: OB, RIRM, LB, JJGM.

Drafting of the manuscript: RAA, OB, JJGM.

13

References

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]
[6]

[71

[8]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

F. Bray, J. Ferlay, I. Soerjomataram, R.L. Siegel, L.A. Torre, A. Jemal, Global cancer
statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries, CA Cancer J. Clin. 68 (6) (2018) 394-424.

Z. Song, Y. Wu, J. Yang, D. Yang, X. Fang, Progress in the treatment of advanced
gastric cancer, Tumour Biol. 39 (7) (2017), https://doi.org/10.1177/
1010428317714626.

P.H. Green, K.M. O'Toole, D. Slonim, T. Wang, A. Weg, Increasing incidence and
excellent survival of patients with early gastric cancer: experience in a United States
medical center, Am. J. Med. 85 (5) (1988) 658-661.

B.J. Dicken, D.L. Bigam, C. Cass, J.R. Mackey, A.A. Joy, S.M. Hamilton, Gastric
adenocarcinoma: review and considerations for future directions, Ann. Surg. 241
(1) (2005) 27-39.

D. Takahari, Second-line chemotherapy for patients with advanced gastric cancer,
Gastric Cancer 20 (3) (2017) 395-406.

D.C. Lazar, S. Taban, M. Cornianu, A. Faur, A. Goldis, New advances in targeted
gastric cancer treatment, World J. Gastroenterol. 22 (30) (2016) 6776-6799.

G. Tirino, L. Pompella, A. Petrillo, M.M. Laterza, A. Pappalardo, M. Caterino,

M. Orditura, F. Ciardiello, G. Galizia, F. De Vita, What's new in gastric cancer: the
therapeutic implications of molecular classifications and future perspectives, Int. J.
Mol. Sci. 19 (9) (2018).

J.J. Marin, R. Al-Abdulla, E. Lozano, O. Briz, L. Bujanda, J.M. Banales, R.I. Macias,
Mechanisms of resistance to chemotherapy in gastric cancer, Anticancer Agents
Med. Chem. 16 (3) (2016) 318-334.

J.J. Marin, M.R. Romero, P. Martinez-Becerra, E. Herraez, O. Briz, Overview of the
molecular bases of resistance to chemotherapy in liver and gastrointestinal tu-
mours, Curr. Mol. Med. 9 (9) (2009) 1108-1129.

J.J. Marin, M.R. Romero, O. Briz, Molecular bases of liver cancer refractoriness to
pharmacological treatment, Curr. Med. Chem. 17 (8) (2010) 709-740.

J.J.G. Marin, O. Briz, E. Herraez, E. Lozano, M. Asensio, S. Di Giacomo,

M.R. Romero, L.M. Osorio-Padilla, A.I. Santos-Llamas, M.A. Serrano, C. Armengol,
T. Efferth, R.I.R. Macias, Molecular bases of the poor response of liver cancer to
chemotherapy, Clin. Res. Hepatol. Gastroenterol. 42 (3) (2018) 182-192.

J.J. Marin, M.J. Monte, A.G. Blazquez, R.I. Macias, M.A. Serrano, O. Briz, The role
of reduced intracellular concentrations of active drugs in the lack of response to
anticancer chemotherapy, Acta Pharmacol. Sin. 35 (1) (2014) 1-10.

J.J. Marin, O. Briz, M.J. Monte, A.G. Blazquez, R.I. Macias, Genetic variants in
genes involved in mechanisms of chemoresistance to anticancer drugs, Curr. Cancer
Drug Targets 12 (4) (2012) 402-438.

R. Al-Abdulla, L. Perez-Silva, L. Abete, M.R. Romero, O. Briz, J.J.G. Marin,
Unraveling 'The Cancer Genome Atlas' information on the role of SLC transporters


http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0005
https://doi.org/10.1177/1010428317714626
https://doi.org/10.1177/1010428317714626
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0070

R. Al-Abdulla, et al.

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

in anticancer drug uptake, Expert Rev. Clin. Pharmacol. 12 (4) (2019) 329-341.
M. Nagai, T. Furihata, S. Matsumoto, S. Ishii, S. Motohashi, I. Yoshino, M. Ugajin,
A. Miyajima, S. Matsumoto, K. Chiba, Identification of a new organic anion trans-
porting polypeptide 1B3 mRNA isoform primarily expressed in human cancerous
tissues and cells, Biochem. Biophys. Res. Commun. 418 (4) (2012) 818-823.

O. Briz, L. Perez-Silva, R. Al-Abdulla, L. Abete, M. Reviejo, M.R. Romero,

J.J.G. Marin, What “The Cancer Genome Atlas” database tells us about the role of
ATP-binding cassette (ABC) proteins in chemoresistance to anticancer drugs, Expert
Opin. Drug Metab. Toxicol. 15 (7) (2019) 577-593.

R. Safaei, Role of copper transporters in the uptake and efflux of platinum con-
taining drugs, Cancer Lett. 234 (1) (2006) 34-39.

E. Mizukoshi, H. Nakagawa, M. Kitahara, T. Yamashita, K. Arai, H. Sunagozaka,
N. lida, K. Fushimi, S. Kaneko, Phase I trial of multidrug resistance-associated
protein 3-derived peptide in patients with hepatocellular carcinoma, Cancer Lett.
369 (1) (2015) 242-249.

LE. Kuppens, E.O. Witteveen, R.C. Jewell, S.A. Radema, E.M. Paul, S.G. Mangum,
J.H. Beijnen, E.E. Voest, J.H. Schellens, A phase I, randomized, open-label, parallel-
cohort, dose-finding study of elacridar (GF120918) and oral topotecan in cancer
patients, Clin. Cancer Res. 13 (11) (2007) 3276-3285.

R. O'Connor, M. O'Leary, J. Ballot, C.D. Collins, P. Kinsella, D.E. Mager, R.D. Arnold,
L. O'Driscoll, A. Larkin, S. Kennedy, D. Fennelly, M. Clynes, J. Crown, A phase I
clinical and pharmacokinetic study of the multi-drug resistance protein-1 (MRP-1)
inhibitor sulindac, in combination with epirubicin in patients with advanced
cancer, Cancer Chemother. Pharmacol. 59 (1) (2007) 79-87.

A.A. El-Sheikh, J.J. van den Heuvel, J.B. Koenderink, F.G. Russel, Interaction of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs with multidrug resistance protein (MRP) 2/
ABCC2- and MRP4/ABCC4-mediated methotrexate transport, J. Pharmacol. Exp.
Ther. 320 (1) (2007) 229-235.

S. Gollapudi, C.H. Kim, B.N. Tran, S. Sangha, S. Gupta, Probenecid reverses mul-
tidrug resistance in multidrug resistance-associated protein-overexpressing HL60/
AR and H69/AR cells but not in P-glycoprotein-overexpressing HL60/Tax and
P388/ADR cells, Cancer Chemother. Pharmacol. 40 (2) (1997) 150-158.

R. Al-Abdulla, E. Lozano, R.I.R. Macias, M.J. Monte, O. Briz, C.J. O'Rourke,

M.A. Serrano, J.M. Banales, M.A. Avila, M.L. Martinez-Chantar, A. Geier,

J.B. Andersen, J.J.G. Marin, Epigenetic events involved in organic cation trans-
porter 1-dependent impaired response of hepatocellular carcinoma to sorafenib, Br.
J. Pharmacol. 176 (6) (2019) 787-800.

E. Lozano, M.J. Monte, O. Briz, A. Hernandez-Hernandez, J.M. Banales, J.J. Marin,
R.I. Macias, Enhanced antitumour drug delivery to cholangiocarcinoma through the
apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT), J. Control. Release 216
(2015) 93-102.

B.L. Valle, T. D'Souza, K.G. Becker, W.H. Wood 3rd, Y. Zhang, R.P. Wersto,

P.J. Morin, Non-steroidal anti-inflammatory drugs decrease E2F1 expression and
inhibit cell growth in ovarian cancer cells, PLoS One 8 (4) (2013) e61836.

M. Svoboda, J. Riha, K. Wlcek, W. Jaeger, T. Thalhammer, Organic anion trans-
porting polypeptides (OATPs): regulation of expression and function, Curr. Drug
Metab. 12 (2) (2011) 139-153.

N. Thakkar, K. Kim, E.R. Jang, S. Han, K. Kim, D. Kim, N. Merchant, A.C. Lockhart,
W. Lee, A cancer-specific variant of the SLCO1B3 gene encodes a novel human
organic anion transporting polypeptide 1B3 (OATP1B3) localized mainly in the
cytoplasm of colon and pancreatic cancer cells, Mol. Pharm. 10 (1) (2013) 406-416.
H. Morio, Y. Sun, M. Harada, H. Ide, O. Shimozato, X. Zhou, K. Higashi, R. Yuki,
N. Yamaguchi, J.P. Hofbauer, C. Guttmann-Gruber, N. Anzai, H. Akita, K. Chiba,
T. Furihata, Cancer-type OATP1B3 mRNA in extracellular vesicles as a promising
candidate for a serum-based colorectal cancer biomarker, Biol. Pharm. Bull. 41 (3)

14

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Biochemical Pharmacology 171 (2020) 113682

(2018) 445-449.

A.D. Wagner, N.L. Syn, M. Moehler, W. Grothe, W.P. Yong, B.C. Tai, J. Ho,

S. Unverzagt, Chemotherapy for advanced gastric cancer, Cochrane Database Syst.
Rev. 8 (2017) CD004064.

C.C. Chen, L.T. Chen, T.C. Tsou, W.Y. Pan, C.C. Kuo, J.F. Liu, S.C. Yeh, F.Y. Tsai,
H.P. Hsieh, J.Y. Chang, Combined modalities of resistance in an oxaliplatin-re-
sistant human gastric cancer cell line with enhanced sensitivity to 5-fluorouracil, Br.
J. Cancer 97 (3) (2007) 334-344.

M. Ohbu, K. Ogawa, S. Konno, A. Kanzaki, K. Terada, T. Sugiyama, Y. Takebayashi,
Copper-transporting P-type adenosine triphosphatase (ATP7B) is expressed in
human gastric carcinoma, Cancer Lett. 189 (1) (2003) 33-38.

K. Leonhardt, R. Gebhardt, J. Mossner, S. Lutsenko, D. Huster, Functional interac-
tions of Cu-ATPase ATP7B with cisplatin and the role of ATP7B in the resistance of
cells to the drug, J. Biol. Chem. 284 (12) (2009) 7793-7802.

C.P. Duffy, C.J. Elliott, R.A. O'Connor, M.M. Heenan, S. Coyle, .M. Cleary,

K. Kavanagh, S. Verhaegen, C.M. O'Loughlin, R. NicAmhlaoibh, M. Clynes,
Enhancement of chemotherapeutic drug toxicity to human tumour cells in vitro by a
subset of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), Eur. J. Cancer 34 (8)
(1998) 1250-1259.

S.K. Pandey, S. Yadav, Y. Goel, M.K. Temre, V.K. Singh, S.M. Singh, Molecular
docking of anti-inflammatory drug diclofenac with metabolic targets: potential
applications in cancer therapeutics, J. Theor. Biol. 465 (2019) 117-125.

R. Cheng, H. Yong, Y. Xia, Q. Xie, G. Gao, X. Zhou, Chemotherapy regimen based on
sorafenib combined with 5-FU on HIF-1alpha and VEGF expression and survival in
advanced gastric cancer patients, Oncol. Lett. 13 (4) (2017) 2703-2707.

X.Z. Huang, Y. Chen, J. Wu, X. Zhang, C.C. Wu, C.Y. Zhang, S.S. Sun, W.J. Chen,
Aspirin and non-steroidal anti-inflammatory drugs use reduce gastric cancer risk: a
dose-response meta-analysis, Oncotarget 8 (3) (2017) 4781-4795.

T. Tomonari, S. Takeishi, T. Taniguchi, T. Tanaka, H. Tanaka, S. Fujimoto,

T. Kimura, K. Okamoto, H. Miyamoto, N. Muguruma, T. Takayama, MRP3 as a
novel resistance factor for sorafenib in hepatocellular carcinoma, Oncotarget 7 (6)
(2016) 7207-7215.

D.R. Hipfner, R.G. Deeley, S.P. Cole, Structural, mechanistic and clinical aspects of
MRP1, Biochim. Biophys. Acta 1461 (2) (1999) 359-376.

W. Obuchi, S. Ohtsuki, Y. Uchida, K. Ohmine, T. Yamori, T. Terasaki, Identification
of transporters associated with Etoposide sensitivity of stomach cancer cell lines
and methotrexate sensitivity of breast cancer cell lines by quantitative targeted
absolute proteomics, Mol. Pharmacol. 83 (2) (2013) 490-500.

B.D. Furmanski, S. Hu, K.I. Fujita, L. Li, A.A. Gibson, L.J. Janke, R.T. Williams,
J.D. Schuetz, A. Sparreboom, S.D. Baker, Contribution of ABCC4-mediated gastric
transport to the absorption and efficacy of dasatinib, Clin. Cancer Res. 19 (16)
(2013) 4359-4370.

P. Martinez-Becerra, J. Vaquero, M.R. Romero, E. Lozano, C. Anadon, R.I. Macias,
M.A. Serrano, N. Grane-Boladeras, L. Munoz-Bellvis, L. Alvarez, B. Sangro,

M. Pastor-Anglada, J.J. Marin, No correlation between the expression of FXR and
genes involved in multidrug resistance phenotype of primary liver tumors, Mol.
Pharm. 9 (6) (2012) 1693-1704.

T. Wakamatsu, Y. Nakahashi, D. Hachimine, T. Seki, K. Okazaki, The combination
of glycyrrhizin and lamivudine can reverse the cisplatin resistance in hepatocellular
carcinoma cells through inhibition of multidrug resistance-associated proteins, Int.
J. Oncol. 31 (6) (2007) 1465-1472.

L. Perez-Silva, R. Al-Abdulla, R.A. Espinosa-Escudero, E. Lozano, E. Herraez,
R.I.R. Macias, N. Segues, M. Abad, O. Briz, L. Bujanda, J.J.G. Marin, Papel de las
proteinas exportadoras de farmacos ABCC4 y ABCC5 en la quimiorresistencia del
cancer gastrico, Gastroenterol. Hepatol. 42 (2019) 201.


http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(19)30381-8/h0215

CONCLUSIONS

First conclusion:

The active expulsion of drugs from tumor cells via ABC superfamily export proteins
constitutes one of the main causes of the MDR phenotype characteristic of ACG. Among
these pumps, MRP1 and MRP4 are the most highly expressed in the plasma membrane of
GAC cells, making them potential targets for the development of sensitizing strategies to

improve the efficacy of drug treatment against gastric cancer.
Second conclusion:

The administration of commonly used drugs, which are able to inhibit MRP pumps, such
as diclofenac, could be an effective therapeutic approach for the treatment of GAC by
enhancing the effect of tyrosine kinase inhibitor drugs such as sorafenib, which are not

currently used due to their poor efficacy against gastric cancer
Third conclusion:

Using a model of MRP4 overexpression in human embryonic kidney, HEK-293T cells, it has
been possible to demonstrate that this pump is able to expel antitumor drugs such as
methotrexate and panobinostat and other drugs used in the first and second-line
treatment of GAC, such as 5-fluorouracil, anthracyclines and irinotecan derivatives. This,
together with the high levels of MRP4 expression that we have found in samples obtained
from patients with gastric cancer, suggests an important role of this pump in GAC

chemoresistance.
Fourth conclusion:

Using CRISPR/Cas9-based programmed genomic editing technology, in vitro models have
been generated by knockdown of MRPs protein expression in gastric cancer-derived AGS
cells. These models constitute a useful tool to evaluate the role of each of the pumps

individually while avoiding interference from the activity of other MRPs.
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Fifth conclusion:

Using AGS cells with endogenous expression of MRP4, but permanently silenced both,
MRP1 and MRP3 by CRISPR-Cas9, curcumin, a naturally polyphenol, and indomethacin, a
non-steroidal anti-inflammatory drug, have been shown to be effective inhibitors of
MRP4 activity. As a consequence, curcumin and indomethacin may sensitize AGS cells to

the cytostatic effect of antitumor drugs substrates of this pump.

Sixth conclusion:

The study of the relationship between tumor suppressor silencing by CRISPR-Cas9, the
changes occurring in the resistome and their impact on chemoresistance has revealed
that loss of TP53 and PTEN expression, but not ARID1A, reduces the response of GAC cells
to antitumor drugs used in the treatment of gastric cancer, which is not due to changes in
the expression of ABC proteins but of the genes UGT1A, involved in drug metabolism, and

CD44, related to a phenotype of increased malignancy.
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