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Resumen

Los sarcomas de partes blandas son un grupo muy heterogéneo de tumores sélidos
gue se caracterizan por tener un origen mesenquimal, de dificil diagndstico y con una
alta tasa de recidiva. Los sarcomas se componen de unas 80 entidades que representan
un 1 por ciento de los casos de cancer, siendo la incidencia estimada de 6 nuevos casos
por 100 000 habitantes y afio. Pese al esfuerzo de buUsqueda de tratamientos
alternativos para estos tumores en las Ultimas décadas, las antraciclinas en monoterapia
0 su combinacion con ifosfamida siguen siendo los tratamientos estandares en primera
linea para sarcomas localmente avanzados o metastasicos. Aunque dichos pacientes
en un primer momento responden a estos tratamientos, en la mayoria de los casos
acaban recidivando. Uno de los mecanismos que limita la eficacia de la quimioterapia
estd en relacion con la multirresistencia a drogas (MDR), y dentro de los mecanismos
relacionados con MDR, la resistencia a farmacos debida a la expresién de bombas de
eflujo es una de las mas relevantes. La sobreexpresion de transportadores ABC como
MRP-1 o P-gp, o el aumento de su actividad puede favorecer la resistencia. Una de las
estrategias de inhibicion de estos transportadores es el uso de inhibidores tirosina
quinasa, que ya han sido descritos como potenciales moduladores de estas bombas en

diversos tumores.

En nuestro estudio, en primer lugar, hemos validado el papel predictivo de MRP-1
en el contexto clinico en pacientes tratados con epirrubicina e ifosfamida del ensayo
ISG-STS 1001. En concreto, tanto la alta expresién como la alta intensidad de MRP-1
por inmunohistoquimica correlacionan con una peor supervivencia libre de recidiva y
supervivencia global en pacientes tratados con epirrubicina e ifosfamida. Con el objetivo
de inhibir MRP-1, varios inhibidores quinasa y tirosina quinasa fueron testados como
potenciales inhibidores de este transportador. Entre los varios inhibidores testados,
nilotinib y avapritinib fueron los que presentaron una mayor actividad inhibitoria sobre
MRP-1. El efecto inhibitorio se debe a una bajada de la actividad y no de la expresién
de estos transportadores tras el tratamiento. Estudios in silico confirmaron que estos
dos inhibidores se unen con alta afinidad al dominio transmembrana de estas bombas
ABC, y en particular a MRP-1. La triple combinacién de doxorrubicina y palifosfamida
con avapritinib o nilotinib 24 horas previa, disminuye la viabilidad celular en mayor
medida que la doble combinacion de quimioterapia, aumentando a su vez la apoptosis
celular. Este efecto se debe a la inhibicion de MRP-1 como se ha demostrado con el
silenciamiento génico de MRP-1. En general, nilotinib y avapritinib sensibilizan las

células de sarcomas al tratamiento con doxorrubicina y palifosfamida a través de la



inhibicion de la actividad de MRP-1 por su posible acoplamiento en el canal

transmembrana de este.

Por otro lado, aunque la supervivencia global de los pacientes con sarcoma
avanzado ha aumentado en los ultimos afios debido sobre todo a la inclusion de nuevos
farmacos en segundas lineas, éstas logran una supervivencia libre de progresién (SLP)
mediana de menos de 5 meses, haciendo por tanto que exista una necesidad no
cubierta en segundas lineas de tratamiento. Eribulina es un agente antimicrotibulo que
ha sido aprobado para su uso en segundas lineas unicamente en liposarcoma. Provoca
una parada irreversible del ciclo celular en G2-M, ademas de producir cambios en el
microambiente tumoral como un aumento de los microvasos viables en el tumor, que
provocan una mayor oxigenacion y una mejor infusiéon de los tratamientos en el tumor.
En lineas de leiomiosarcomas y liposarcomas, la combinacién de eribulina previa a
gemcitabina ha demostrado ser sinérgica. Esta sinergia encontrada in vitro se explica
en parte por la acumulacion de eventos hipodiploides (aumento de la poblacién subG1)
y por la acumulacioén de dafio en el ADN. Ademas, esta combinacion fue testada in vivo
en modelos de PDX de leiomiosarcoma y liposarcoma, encontrando que eribulina en
combinacién con gemcitabina es un esquema viable, capaz de producir un retraso en el
crecimiento tumoral tras un ciclo de tratamiento. Nuestros experimentos indican que la
combinacion es mas efectiva en los modelos de leiomiosarcoma, donde tanto eribulina

como la combinacién producen cambios en la densidad de microvasos.

Ambas aproximaciones terapéuticas, disefiadas y testadas en esta tesis doctoral,
pueden contribuir a mejorar los resultados de farmacos ya aprobados y en uso, para
primera y segundas lineas en sarcomas avanzados. Nuestros experimentos dan
soporte racional para abrir opciones de nuevos ensayos clinicos en sarcomas de partes
blandas para comprobar el potencial valor afadido que vemos en los estudios
preclinicos. Esta tesis enfoca, por lo tanto, en una investigacion traslacional que pueda

aplicarse a corto plazo en los pacientes.
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Abreviaturas
ABC: Transportadores dependientes de ATP (del inglés, ATP Binding Cassette)

ABCBL1: ATP Binding Cassette Subfamilia B Miembro 1
ABCC1: ATP Binding Cassette Subfamilia C Miembro 1
ABCG2: ATP Binding Cassette Subfamilia G Miembro 2
ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATM: Atasia telangiectasia mutada

ATP: Adenosin trifosfato

ATR: ATM y proteina relacionada con Rad-3

Bcl-2: Familia de proteinas B-cell lymphoma 2

BCRP: Proteina de resistencia al cancer de mama (del inglés, Breast Cancer Resistance
Protein)

CDK: Serinaltreonina quinasa

CFDA: 5(6)-diacetato de carboxifluoresceina

Chk1/2: quinasa checkpoint 1 6 2

Cl: indice de combinacién (del inglés, combination index)

DDR: Respuesta de dafio al ADN (del inglés, DNA damage response)
DE: Desviacion estandar

DMSO: Dimetilsulféxido (del inglés, Dimethyl sulfoxide)

DSB: Roturas de doble cadena (del inglés Double-strand break)

DXR: Doxorrubicina

ERI: Eribulina

GCSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos (del inglés, Granulocyte-colony
stimulating factor)

GEM: Gemcitabina

GIST: Tumor del estroma gastrointestinal (del inglés, Gastrointestinal stromal tumor)
GSH: Glutation reducido

GST-m: Glutation S-transferasa pi

H&E: Hematoxilina y eosina

HR: Coeficiente de riesgo (del inglés, Hazard ratio) // Recombinacién homdloga (del inglés,
Homologous recombination)

IP: Yoduro de propidio
IQR: Rango intercuartilico (del inglés, interquartile range)
LMS: Leiomiosarcoma

LPS: Liposarcoma
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MDR: Multirresistencia a farmacos (del inglés, multidrug resistance)

MEK: Proteina quinasa quinasa activada por mitégenos (del inglés, Mitogen-activated proteina
kinase kinase)

MFS: Mixofibrosarcoma

MPNST: Tumor de vaina nerviosa periférico (del inglés, malignant peripheral nerve sheat
tumor)

MRP-1: Proteina de farmacorresistencia multiple 1 (del inglés, Multidrug resistance protein 1)
MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetooxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna
MVD: Densidad de microvasos (del inglés, Microvessels density)

NBD: Dominio de union a nucledétidos (del inglés, Nucleotide binding domain)

ORR: Tasas de respuestas totales (del inglés, overall response rate)
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PBS: Tampon fosfato salino (del inglés, Phosphate buffered saline)

PDX: Xenoinjerto derivado de paciente (del inglés Patient-derived xenograft)

P-gp: Glicoproteina p (del inglés, P-glycoprotein)

g-PCR: Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa.

RECIST: Criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos (del inglés, Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors)

Rho-123: Rodamina 123 (del inglés, Rhodamine 123)

RMS: Rabdomiosarcoma

RT: Radioterapia

SG: Supervivencia global

SiARN: ARN de interferecia pequefio

SLP: Supervivencia libre de progresion

SPB: Sarcomas de partes blandas

SS: Sarcoma sinovial

TBS: Tris buffer salino
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TMA: Microarray tisular (del inglés, Tissue microarray)

UPS: Sarcoma pleomérfico indiferenciado (del inglés, undifferentiated pleomorphic sarcoma)
ULMS: Leiomiosarcoma uterino
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1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial y cuyas
principales caracteristicas son el crecimiento descontrolado de las células y la invasion
de tejidos cercanos. Algo tan complejo como las neoplasias, se puede organizar en
funcion de seis principios que promueven dichas caracteristicas: una sefializacion
proliferativa mantenida en el tiempo, la capacidad de evadir a los supresores de
crecimiento, la adquisicién de resistencia a la muerte celular, una capacidad replicativa
ilimitada, la induccion de angiogénesis y la activacion de la invasion y, por tanto, de la
capacidad de metastatizar (1). Sin embargo, en los ultimos afios otros mecanismos han
tomado el protagonismo como procesos habilitantes para el desarrollo y mantenimiento
del cancer: la inestabilidad genémica y acumulo de mutaciones, la desregulacién del
metabolismo celular, la evasién de la respuesta inmune y la inflamacién asociada al
tumor (Figura 1) (2). Por tanto, el cAncer no se trata de un proceso aislado, sino que es
un proceso que implica diferentes mecanismos celulares en el que tiene una gran
importancia el microambiente del tumor y las distintas células que lo componen: células
madre del cancer pluripotenciales, células endoteliales, pericitos, células inflamatorias
del sistema inmune, células cancerigenas, los fibroblastos asociados y el estroma que

rodea al tumor, entre otras (2).

Serializacion Evasion de los
proliferativa supresores de
mantenida crecimiento

Evasion de la
respuesta
inmune

Desregulacién
del metabolismo
celular

Resistencia Capacidad
a la muerte replicativa
celular ilimitada
Inestabilidad Inflamacion
gendmicay asociada al

mutaciones tumor

Induccion de la Activacion de la
angiogénesis invasion y
metastasis

Figura 1: Caracteristicas y mecanismos del cancer. Adaptada de D. Hanahan y R.A. Weinberg (2011)

En cuanto a la incidencia del cancer, la Agencia Internacional para la Investigacion

del Céancer ha estimado que en 2020 se diagnosticaron 19,3 millones de casos nuevos
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en el mundo y que esta incidencia seguird aumentando hasta los 30,2 millones de casos
nuevos al afio en 2040 (3). En Espafia en 2021, segun REDECAN (Red Espafiola de
Registros de Cancer), se alcanzaran los 276 239 casos. Los mas frecuentemente
diagnosticados son de colon y recto, préstata, mama, pulmén y vejiga urinaria. El cancer
sigue siendo una de las principales causas de muerte en el mundo, alcanzando los 9,9
millones de muertes en 2020, y unos 113 054 casos en Espafia (3). Con una incidencia
mucho mas baja se encuentra un conjunto de tumores considerados raros, dentro de

los cuales se encuentran los denominados sarcomas, con una gran mortalidad asociada.

2. Sarcomas

Los sarcomas son un grupo heterogéneo de neoplasias con un origen mesenquimal
que afecta a nifios, adolescentes y adultos. Representan el 1% de todos los casos de
cancer en adultos con una tasa de incidencia de 5,6 casos por cada 100 000 habitantes
por afio y se diagnostican unos 27 908 nuevos casos por afio en Europa (4). La media
de edad de los pacientes al diagnéstico es de 60 afios. Son uno de los tumores mas
dificiles de diagnosticar debido a varios factores entre los que destaca su clasificacion
en mas de 100 tipos diferentes (teniendo en cuenta subtipos de agresividad intermedia)
que, unido a su baja incidencia, hace que se requieran patélogos expertos para un
correcto diagnéstico. Ademas, los criterios tipicos de malignidad de un cancer epitelial
no son aplicables a los tumores mesenquimales, teniendo que combinar diferentes
aspectos como la morfologia, técnicas inmunohistoquimicas y técnicas de genética
molecular (4-6). Para un manejo adecuado, un paciente con sarcoma debe ser discutido
por equipos expertos multidisciplinares, compuestos por oncélogos clinicos,
radioterapicos, patodlogos, radiélogos, cirujanos y biélogos moleculares, entre otros. De
hecho, se ha demostrado que la supervivencia libre de recidiva de estos pacientes
aumenta cuando cuentan con un abordaje multidisciplinar desde el inicio de la

enfermedad y son tratados en centros de referencia (7).

La etiologia de estos tumores es desconocida, aunque hay ciertos factores que se
han asociado a ellos como: a) radiacién ionizante; b) exposicion a varios agentes
guimicos como benzofenonas; c¢) sindromes genéticos hereditarios como Li Fraumeni,
neurofibromatosis (NF1), sindrome de Gardner o de Werner y d) traumatismos previos

en la zona de apariciéon del sarcoma (8).

Los sarcomas pueden tener su origen en el tejido éseo o en los tejidos blandos como
el masculo, clasificandose asi en sarcomas 0seos o de partes blandas (SPB). Segun la
52 edicion de la clasificacion de la organizacién mundial de la salud, se organizan en 12

grandes subtipos de tumores en funcion de su diferenciacion: adipociticos,
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fibroblasticos/miofibroblasticos, fibrohistociticos, vasculares, periciticos
(perivasculares), del musculo liso, del musculo esquelético, del estroma gastrointestinal,
condro-6seos, de la vaina del nervio periférico, de diferenciacién incierta y sarcomas
desdiferenciados de célula redonda de hueso y tejidos blandos (4, 6, 9). Centrandonos
en los SPB, su localizacion mas comudn es en las extremidades (supone al menos 60%
de los SPB), siendo los liposarcomas el tipo mas frecuente. En cuanto a los sarcomas
viscerales, son un 22% de todos los SPB y los mas frecuentes son los tumores del

estroma gastrointestinal (GIST) y los leiomiosarcomas uterinos (ULMS) (10).

2.1. L-sarcomas: leiomiosarcomay liposarcoma

Dos de los tipos mas frecuentes de sarcomas son los denominados L-sarcomas:
liposarcomas (LPSs) y leiomiosarcomas (LMSs). Su incidencia es de cerca de 1/100

000 al aflo mientras que en los otros sarcomas es de 2/1 000 000 por afio (11).
2.1.1. Leiomiosarcoma

El LMS es una neoplasia mesenquimal maligna compuesta por células con
caracteristicas de linaje de musculo liso, con anormalidades genéticas complejas y
representa el 24% de todos los sarcomas. Los LMS pueden surgir en cualquier parte del
cuerpo siendo sus localizaciones mas comunes extremidades, pared de tronco,
retroperitoneo y visceras. Dentro de estas Ultimas, el Gtero es el mas frecuente asiento
de LMS (12, 13).

Respecto a la histologia, el LMS se compone de fasciculos de células fusiformes
con nucleos alargados e hipercrométicos con abundante citoplasma eosindfilo. La
mayoria de ellos son positivos para actina del musculo liso, desmina y H-caldesmon,
aungue estos marcadores no son especificos de diferenciacion a musculo liso (14). En
comparacion con otros tumores, la carga mutacional es baja en LMS, pero, aun asi, se
han asociado diversos cambios moleculares y citogenéticos complejos como
mutaciones y deleciones en RB1, TP53 y PTEN. Se han descrito tres subtipos
moleculares de LMS en funcion de la expresion de diferentes genes; el primer subtipo
expresa genes asociados a diferenciacion a musculo liso siendo un subtipo
convencional de LMS con un pronéstico mejor que el grupo Il, que auna formas
desdiferenciadas de LMS. El tercer subtipo, en cambio, parece tener preferencia por
una localizacién anatémica concreta, el Gtero, aunque hay uLMS distribuidos en todos

los grupos (Figura 2) (15).
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Figura 2: Apariencia histolégica de los leiomiosarcomas. (A) Hematoxilina-eosina (H&E) de un
leiomiosarcoma. (B) H&E de un leiomiosarcoma uterino (imagen adaptada de Web of Pathology).

2.1.2. Liposarcoma

Los LPS son tumores malignos de diferenciacion adipocitica, siendo también de los
tipos con una mayor incidencia dentro de los SPB (15-20%). Su localizaciéon es en un
24% de los casos en las extremidades y en un 45% en el retroperitoneo. Este tipo de
sarcoma se divide en cuatro subtipos: bien diferenciado, desdiferenciado, mixoide y
pleomérfico. Gracias a la comparacion del comportamiento de estos subtipos y al
estudio de la patologia molecular subyacente, el manejo de estos tumores se ha
adaptado a cada subtipo (16, 17).

El LPS bien diferenciado es uno de los subtipos mas comunes, representando un
45% de todos los LPSs, con picos de incidencia en la sexta y séptima década de la vida.
Suelen encontrarse en las extremidades en el 75% de los casos con una mortalidad
asociada baja y los casos retroperitoneales tienen una capacidad de recidiva mayor v,
por tanto, una mayor tasa de mortalidad (30-40%). Se caracterizan por ser grandes
masas de densidad grasa bien delimitada, lobulada, con regiones de mayor densidad
correspondiente a zonas fibrosas o escleréticas y los genes MDM2 y CDK4 suelen estar

amplificados en estos tumores (16-19) (Figura 3A).

El LPS desdiferenciado (LPS DD) representa un 20% de todos los LPSs, con un pico
de incidencia similar al LPS bien diferenciado. La localizacion principal de este tumor es
el retroperitoneo seguido de las extremidades y, en muchas ocasiones, coexisten en el
tumor un componente adipociticos bien diferenciado, junto con un componente
desdiferenciado. Este Ultimo representa otro tipo de sarcoma, usualmente de alto grado,
aunque puede haber componentes desdiferenciados de bajo grado. El LPS DD tiene un
peor prondstico que los LPS bien diferenciados, especialmente en retroperitoneo (18-
20) (Figura 3B). Molecularmente, la amplificacion de MDM2 es la firma molecular que

ayuda a confirmar el diagnéstico de los LPS DD o bien diferenciados (18).
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Figura 3: Apariencia histolégica de los diferentes subtipos de liposarcomas. (A). Hematoxilina-eosina
de un liposarcoma bien diferenciado. (B). H&E de un liposarcoma desdiferenciado. (C). H&E de un
liposarcoma mixoide. (D). H&E de liposarcoma pleomorfico. Adaptada de Web of Pathology.

El LPS mixoide representa un tercio de los casos dentro de los LPS y a diferencia
de los dos anteriores, puede darse en grupos de edad mas jévenes, teniendo su pico de
incidencia en la tercera-cuarta década de la vida. Su histologia se caracteriza por un
marcado estroma mixoide con una distribucion vascular plexiforme. Se observan células
de tipo lipoblasto en numero variable, siendo generalmente poco frecuentes. En el caso
de liposarcoma mixoide de bajo grado, las células predominantes son monomorfas,
ovales o fusiformes, siendo el ambiente paucicelular. En una transformaciéon a alto
grado, se ven nidos de células redondas u ovales en porcentaje mayor del 5% (Figura
3C). Normalmente se localizan en extremidades (muslo) siendo masas heterogéneas
multinodulares. Su agresividad y prondstico viene dado por la celularidad (a mayor
celularidad, mayor riesgo de metéstasis), la presencia de necrosis, el tamafio tumoral y
la sobrexpresién de p53. La tasa de recidiva local ronda el 15-30% mientras que la
recidiva a distancia es algo mayor (20-40%) (20-23). Este subtipo de LPS tiene una
traslocacion recurrente: [t(12;16)(q13;p11.2) FUS-DDIT3] (24, 25).

El LPS pleomorfico es un 5% de todos los LPS y se da en su mayoria en personas
mayores de 50 afios, siendo su localizacion mas comun las extremidades (60%) aunque
también puede darse en otras localizaciones menos recurrentes como pared de tronco
abdominal y toracico. Histolégicamente, se caracteriza por grandes lipoblastos
multivacuolados o por grandes células pleomérficas gigantes, ricas en lipidos y
vacuolas. Debido a su baja incidencia, son mas desconocidos a nivel molecular, pero
son tumores de alto grado y con una elevada tasa tanto de recidivas locales como de

metastasis a distancia (20, 26) (Figura 3D).
3. Tratamientos en sarcomas de partes blandas
El manejo de los SPBs en la clinica tiene su base en el estadio de la enfermedad: si

es localizada y/o clinicamente resecable o bien si es localmente avanzada o

metastasica.

3.1. Enfermedad localizada o clinicamente resecable
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Cuando al diagnéstico la enfermedad es localizada y cabe la posibilidad de
resecarla, la cirugia del tumor primario es el tratamiento estandar. Debe hacerse por un
cirujano especializado en esta patologia y los margenes libres de tumor (R0) son pieza
clave para un mejor prondstico de la enfermedad (27). La radioterapia perioperatoria,
preferentemente neoadjuvante, se recomienda en lesiones de alto grado (salvo algunas
superficiales pequefias) y en algunas de bajo grado (28). En ocasiones, si la reseccion
tuvo margenes positivos (R1 o R2), se puede volver a reoperar en un centro de

referencia.

La cirugia puede ir acompafiada en algunos casos de RT y QT complementarias,
gque pueden ser preoperatorias (tratamiento neoadyuvante) o postoperatorias
(tratamiento adyuvante). La quimioterapia perioperatoria puede considerarse estandar
en pacientes de alto riesgo de extremidades y pared de tronco, con histologias no
guimiorresistentes. (29, 30). Referente a la neoadyuvancia, existen estudios que
muestran un beneficio en SG y SLP con esquema de antraciclinas mas ifosfamida en
pacientes con sarcomas localizados grado 2/3 clinicamente resecables o localizados
irresecables. Un ensayo clinico ha estudiado el beneficio de dar QT segun la histologia
tumoral pero el tratamiento estandar con antraciclinas se ha mantenido como el régimen
estandar en neoadyuvancia (31, 32). Con una mediana de seguimiento de 52 meses, la
guimioterapia por histotipo no se asocioé a una mejora en la SLP ni en la SG (33). Por
tanto, la mayoria de los expertos coinciden en la importancia de la neoadyuvancia
cuando son tumores resecables de grado 2/3 pero no se recomienda el uso de
adyuvancia postoperatoria (34). Esta QT neoadyuvante también puede ir acompafada
de RT, que tiene ciertas ventajas como menor complicaciones entorno a la cicatriz y
desventajas como la necesidad de mayores voliumenes de radiacion o posteriores

complicaciones como fibrosis (35) (Figura 4).

3.2. Enfermedad localmente avanzada o metastasica

Para pacientes en los que la cirugia no es posible y desde el diagnostico la
enfermedad esta localmente avanzada o es metastasica, existen dos posibilidades: si
tiene enfermedad pulmonar localizada resecable, se puede llevar a cabo la
metastasectomia junto a QT pre o post operacion y en caso de que no sean resecables
0 existan metastasis extrapulmonares se tratara al paciente con tratamiento sistémico
(11).

El tratamiento sistémico estdndar en primera linea para SPB se basa en
antraciclinas, ya que ningun estudio de combinacion de farmacos ha mostrado una SG

superior que doxorrubicina por si sola (36). En dichos estudios, no se ha demostrado un
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beneficio significativo en supervivencia global, aunque si que lo ha habido en
supervivencia libre de progresion. En uno de los ultimos estudios, no hubo diferencias
significativas en SG entre doxorrubicina por si sola y el grupo de doxorrubicina con
ifosfamida (12,8 vs 14,3 meses; hazard ratio [HR] 0,83 [95,5% CI 0,67-1,03]; p=0,076).
En cuanto a la SLP, fue mayor en el grupo de doxorrubicina e ifosfamida de manera
significativa (7,4 meses [95% CI 6,6-8,3] frente a 4,6 meses [95%CI 0,60-0,90];
p=0,003). En ciertos contextos (intento de alivio rapido de sintomas o intento de
conversion de una lesion a operable) también se utiliza terapia combinada de
antraciclinas con ifosfamida (o con dacarbazina en el caso de los LMS) con mejores
resultados respecto a doxorrubicina en monoterapia (36). Ademas, en los ultimos afos,
la combinacion de doxorrubicina y olaratumab, un anticuerpo monoclonal frente a
PDGRFa habia mostrado muy buenos resultados en un ensayo clinico fase Il en
comparacion con doxorrubicina en monoterapia, aumentando 11,8 meses la SG de los
pacientes con SPB y 2,5 meses la mediana de SLP. Sin embargo, este resultado no se
ha mantenido en el ensayo clinico fase lll entre ambos grupos de tratamiento,

retirandose la aprobacién de dicha combinacion en estos pacientes (37, 38).

Si una primera linea con antraciclinas (con o sin ifosfamida o dacarbazina) no es
capaz de controlar la enfermedad, es decir la enfermedad progresa, se aplica una

segunda linea de tratamiento que se orientara en funcién de la histologia:

e Tratamiento con ifosfamida si el paciente no habia progresado previamente a
dicho farmaco o si habia respondido bien a él.

o Trabectedina se ha establecido como tratamiento en segunda 0 posteriores
lineas, ademas de por su efecto antitumoral, por su toxicidad no acumulativa y
manejable. La trabectedina es mas activa en el subgrupo de los L-sarcomas,
especialmente en LPS mixoide. Ultimamente, su combinacion con radioterapia
ha demostrado igualmente buenos resultados clinicos (39-41). En el ensayo
fase II (NCT02275286, GEIS-37), la combinacion de trabectedina mas
radioterapia mostré una tasa de respuesta global del 72% de acuerdo con
criterios RECIST en pacientes con SPB avanzado o metastasico en primera linea
de tratamiento (41). En una serie retrospectiva de 40 pacientes pretratados de
un centro de referencia en sarcomas, la SLP y la SG fueron de 7,5y 23,5 meses
respectivamente con un indice de modulacion del crecimiento tumoral (marcador
subrogado de eficacia) de 1,42 y de 1,33 en los pacientes en los que ademas
asociaban una SG mas larga (52,1 meses) (42).

e Pazopanib es otro de los farmacos que se han introducido en los ultimos afios

entre las segundas lineas en SPB ya que en un estudio fase Il frente a placebo
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la SLP aument6 significativamente (4,6 vs 1,6 meses) en sarcomas no
adipociticos (no incluye LPS) (43). Una vez aprobado su uso, pazopanib se ha
estudiado recientemente en tumor fibroso solitario (TFS), donde el 51% de los
pacientes del subtipo maligno de esta histologia respondieron al tratamiento (44)
y el 58% de los pacientes de la cohorte de TFS tipico mostraron respuesta segun
los criterios establecidos (45). Ademas, ha mostrado actividad en subtipos
vasculares de SPB como condrosarcoma mixoide extraesquelético,
angiosarcoma y hemangioendotelioma epitelioide (46, 47). Se ha estudiado
también su uso en primera linea en pacientes que no pueden recibir QT
citotoxica, mostrando beneficio clinico en estos pacientes (48).

e Gemcitabina es usado ampliamente en segundas lineas de SPB tanto en
monoterapia como en combinacién con docetaxel (49), aumentado tanto la SLP
como la SG y, ademas, mostrando ambas aproximaciones un incremento del
40% en la SLP en LMS tanto uterinos como no uterinos (50). Esta combinacion,
sin embargo, ha sido testada en primera linea frente a doxorrubicina sin
observarse beneficio alguno, quedando doxorrubicina como tratamiento
estandar en primera linea (51). En Espafia, la combinacién mas utilizada es
gemcitabina mas dacarbazina, que presenté una mejora en la SLP y SG mayor
que dacarbazina por si sola en un ensayo fase Il randomizado en pacientes de
SPB avanzado (52, 53).

e Dacarbazina ha mostrado actividad en SPB no solo en combinacion sino también
en monoterapia. En comparacién con Trabectedina, demostré una menor
eficacia que dicho farmaco en LPS/LMS avanzados, pero el analisis final de SG
no mostré superioridad de trabectedina sino un resultado similar entre ambos
farmacos en dichos subtipos (39, 54).

e Regorafenib ha demostrado actividad antitumoral frente a sarcomas no
adipociticos previamente tratados con antraciclinas y pazopanib, en
comparacion con placebo (SLP de 2,1 meses frente a 1,1 meses) (55, 56)
aunque aun no se ha aprobado por la FDA.

e Eribulina esta aprobada para su uso en LPS en segundas lineas de tratamiento
y en un estudio fase Ill demostr6 ventajas en supervivencia respecto a

dacarbazina en liposarcomas (57).

Ademas de tratamiento sistémico, los pacientes metastasicos o con enfermedad
avanzada, pueden recibir RT para la reduccion de las lesiones o el alivio paliativo de

posibles metastasis 0seas (Figura 4).
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Figura 4: Esquema del manejo clinico de los sarcomas de partes blandas en diferentes estadios de
la enfermedad. EE: enfermedad estable; EP: enfermedad progresiva; QT: quimioterapia; R1: reseccion R1
(con bordes infiltrados); RO: reseccion RO (bordes libres de tumor); RP: reseccién parcial; RT: radioterapia.
Figura creada con BioRender (Biorender.com)

4. Multirresistencia a farmacos

A pesar del esfuerzo realizado en las Ultimas décadas en la busqueda de nuevos
farmacos para primera linea de tratamiento de pacientes con SPB avanzados o
metastasicos, el estdndar de tratamiento para estos tumores sigue siendo doxorrubicina
en monoterapia 0 en combinacion con ifosfamida, o dacarbazina (36). Las cifras de
eficacia en cuanto a respuesta, aun asi, son bajas para la poliquimioterapia,
indicAndonos que puede haber mecanismos de resistencia a drogas que estén limitando

el efecto citotéxico de estos farmacos.

La resistencia a multiples farmacos o multirresistencia a farmacos (MDR, multidrug
resistance, en inglés) es la capacidad que tienen las células cancerosas de resistir a
multiples farmacos quimioterapéuticos con diferentes estructuras, dianas o0 mecanismos
de accion. Esta resistencia puede ser intrinseca, es decir, que en la exposicion del tumor
a dichos farmacos haya células del tumor menos sensibles al tratamiento que otras,
existiendo una heterogeneidad tumoral capaz de repoblar una masa tumoral que sea
resistente a la terapia. La otra opcién es que la multirresistencia sea adquirida, en otras
palabras, el tumor adquiere nuevos mecanismos de resistencia o incrementa la funcién

de los que poseia contra el efecto de la quimioterapia. (58).

La resistencia a farmacos se divide en tres grandes subtipos, con base en diferentes
aspectos: puede ser cinética, ya que tumores con un bajo indice mitético pueden ser

insensibles a la terapia; farmacoldgica, por la localizacién del tumor en sitios anatémicos
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protegidos por sistemas fisiol6gicos de defensa o bioquimica (59). Esta ultima puede
tener su origen en uno o varios de los siguientes procesos: 1) el aumento de eflujo de
las drogas por transportadores de membrana (transportadores ABC, del inglés ATP-
Binding Cassette), 2) una disminucion en la absorcibn de farmacos por los
transportadores de solutos, 3) un metabolismo de la droga mejorado, 4) un bloqueo de
las vias de sefalizacién apoptéticas, 5) cambios en la regulacién génica, 6) mutaciones
en las dianas de los farmacos, o activacion retroalimentada de otras dianas o vias de
sefalizacién y 7) quimiorresistencia inducida por cambios en el microambiente. Uno de
los mecanismos mas estudiados y con mas peso dentro de la MDR es el mediado por
la sobreexpresién de proteinas ABC, siendo P-gp (Glicoproteina p), MRP-1 (Proteina de
farmacorresistencia multiple 1) y BCRP (Proteina de resistencia al cAncer de mama) los
transportadores mas reconocidos, asociados a ella (60). Elucidar los mecanismos
subyacentes a la multirresistencia a farmacos sigue siendo un desafio al que enfrentarse
para mejorar el efecto terapéutico de los farmacos, tanto en monoterapia como en

regimenes de combinacion.

4.1. Transportadores ABC: estructuray transporte

Los transportadores ABC son una superfamilia conservada de proteinas de
membrana que se asocian a la multirresistencia a farmacos. Se han identificado un total
de 48 genes subclasificados en 7 familias de acuerdo con su organizacion estructural y
sus secuencias homologas. Son proteinas con funciones fisiolégicas entre las que
destacan la eliminacion de moléculas enddgenas y xenobidticos a través de las
membranas, detoxificacién, mantenimiento del balance antioxidante y la presentacion
de antigeno. La estructura general de estos transportadores contiene dominios de unién
a nucledtidos (NBD: nucleotide binding domain) y dominios transmembrana (DTM, en
inglés llamados MSD: membrane spanning domain). Los NBDs cuentan con 3 motivos
altamente conservados denominados Walker A, By C, siendo este Ultimo exclusivo de
la superfamilia ABC (61). El modelo de interruptor ATP, del inglés “ATP-switch model”
es el modelo propuesto para explicar el mecanismo de transporte de los sustratos de
estas proteinas, en concreto procedemos a describir el caso de MRP-1. De acuerdo con
el modelo, los dominios de unién a nuclettidos se alternan entre posicion abierta y
cerrada, resultando dicho movimiento en la traslocacion del ligando. El transporte se
inicia con la union del sustrato a los dominios transmembrana en la conformacion abierta
de NBD, lo que incrementa la afinidad y la union de ATP. En la conformacion cerrada,
el dimero NBD tiene unidas dos moléculas de ATP, a los bolsillos Walker A y B,

formando un bolsillo nucleotidico, produciéndose un cambio conformacional en los
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dominios transmembrana que da lugar al comienzo del transporte del sustrato. Se
hidroliza el ATP y el transportador vuelve a su estado basal tras liberar el fosfato

inorganico y la molécula de adenosin difosfato (62) (Figura 5).

Sustrato Adenosin trisfosfato ADP) Adenosin difosfato Pi) Fosfato inorganico

Figura 5: Modelo de transporte de sustratos del transportador MRP-1. Figura creada con Biorender
(Biorender.com).

Las 7 subfamilias de transportadores ABC se clasifican de la A-G. La subfamilia
ABCA consta de 13 miembros, de los cuales son todos exportadores menos ABCA4.
Estan implicados en el trafico de membrana y colesterol, habiendo sido relacionados
recientemente con la resistencia a farmacos (63). La subfamilia B se compone tanto de
transportadores completos (ABCB1,4,5,11) como medios transportadores (ABCB2,3,6-
10), en funcién de los dominios presentes en su estructura, siendo el mas conocido
ABCB1 (gen codificante de P-gp), asociado a progresion tumoral y resistencia a drogas.
La subfamilia C cuenta con 12 miembros con funciones como el transporte de iones,
eflujo de toxinas y receptores de la superficie celular. En general se conoce poco de su
estructuray ABCC1-6 y ABCC10-12 se asocian a MDR. La subfamilia D se compone de
4 miembros, los cuales no estan caracterizados estructuralmente. No existen muchas
evidencias de su relacion con cancer y son medios transportadores. Las subfamilias E
y F se caracterizan por ser proteinas solubles, sumando entre ambas familias 4
miembros. Por ultimo, la subfamilia G se compone de 5 proteinas de las cuales ABCG1
esta implicada en el transporte de colesterol, ABCG2 se relaciona con la MDR, ABCG4
se expresa en el sistema nervioso central y ABCG5 y ABCG8 forman un heterodimero
(64, 65). Los transportadores mas estudiados y aquellos que la literatura relaciona con
mas frecuencia con la MDR son MRP-1/ABCC1, P-gp/ABCB1 y BCRP/ABCG2 (66-68).
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MRP-1 es una proteina de 190 kilodaltons (kDa) que se expresa en diversos
tejidos como pulmén, rifibn, musculo esquelético y cardiaco, testiculo y en tejidos
embrionarios como la placenta (69). Su localizacion en la membrana celular suele ser
basolateral y en cuanto a su estructura, MRP-1 contiene un dominio transmembrana
extra en su N-terminal, compuesto de 5 segmentos, que es requerido para la eficiente
retencion del transportador en la superficie celular. P-gp, en cambio, tiene 170 kDa de
peso molecular, compartiendo con MRP-1 solamente un 15% de identidad de secuencia.
P-gp cuenta con 12 segmentos transmembrana y dos NBDs, localizandose en la parte
apical de las células. Se encuentra altamente expresado en rifion, glandulas adrenales,
higado, pancreas, intestino, pulmon, barrera hematoencefalica y placenta. BCRP es una
proteina mas pequefia, de solamente 72 kDa y compuesta por 6 dominios
transmembrana y 1 NBD, la mitad de la estructura de P-gp. También se localiza
apicalmente y se expresa normalmente en placenta, mama, barrera hematoencefalica,
higado e intestino (70) (Figura 6). En cuanto a los sustratos de estas proteinas, P-gp y
BCRP exportan tanto farmacos sin modificar como conjugados; P-gp en su mayoria
compuestos anfipaticos y lipido-solubles neutros, mientras que BCRP, en cambio,
transporta farmacos cargados positiva y negativamente, hidrofébicos e hidrofilicos.
MRP-1 exporta aniones inorganicos conjugados a glutation (GSH, g-Glu-Cys-Gly) como
leucotrienos o prostaglandinas, acido glucurénico y conjugados sulfatados (61, 71, 72).
Esto tres transportadores tienen una especificidad de droga superpuesta, lo que muestra

la red compleja en la que estdn envuelta los organismos para proteger de agentes
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Figura 6: Estructura de los transportadores ABC en la membrana celular. Los dominios
transmembrana se representan en verde. C: dominio C-terminal; N: dominio N-terminal, NBD: nucleotide
binding domain o dominio de unién a nucleétidos

12



Introduccion

xenobidticos toxicos. Asimismo, son capaces también de transportar sustratos

fluorescentes, caracteristica de gran utilidad a la hora de estudiar estas proteinas (73).

4.2. Transportadores ABC en sarcomas y otros tumores.

Son mudltiples los estudios que muestran la expresion de las bombas ABC en
sarcomas y su valor prondstico. En algunos estudios la expresion de estas bombas se
correlaciona con un alto grado histologico, siendo también esta expresion dependiente
del histotipo (74, 75). En cuanto al transportador P-gp, se ha observado una alta
expresion en tumores como colon rifidn, higado, mama, ovario y sarcomas previa
exposicion al tratamiento quimioterapico. Ademas, en algunos tumores, aungque la
expresion sea baja al diagnéstico, esta aumenta tras la exposicion a quimioterapia. En
osteosarcoma, niveles altos de P-gp correlacionan con una SLP mas corta y la inhibicion
de ABCB1 con un ARN pequefio de interferencia (SiARN) en un sistema de
nanoparticulas o con la tecnologia CRISPR-Cas9 es capaz de revertir la resistencia a
doxorrubicina (76-78). Asi mismo, P-gp se sobreexpresa en células madre tumorales de
osteosarcoma, llevando a este linaje celular a ser mas resistente a la terapia (79). En
cuanto a BCRP, se expresa tumores especialmente del tracto digestivo, endometrio,
pulmoén y melanoma. En general, la alta expresion de ambas proteinas se asocia con un

peor pronostico de la enfermedad (61, 70, 80).

Centrando nuestro interés en MRP-1, son varias las evidencias que asocian
MRP-1 con cancer, en concreto con los SPBs. En SPB pediatricos, MRP-1 fue la
proteina asociada a MDR mas expresada en estos tumores no tratados y, junto con
MDR3, aumentan su expresion tras la exposicion a la quimioterapia (81). En tumores de
la familia de los sarcomas de ewing, se ha observado como la expresiéon de MRP-1, a
de ARN mensajero (ARNm) y a nivel de proteina en membrana se correlacionan con
una peor SG, mientras que P-gp no correlacioné significativamente con supervivencia
en este estudio (82). En otro estudio en GIST (tumores del estroma gastrointestinal), se
analizé la expresién tanto de MRP-1 como de P-gp y la correlacion entre dicha expresion
y la respuesta a imatinib. Los resultados de este estudio han descrito a MRP-1 como la
bomba de eflujo méas frecuente en los GIST no gastricos y aunque imatinib es sustrato
de estas proteinas, los resultados sugirieron que la expresion de estas no afectaba a la
respuesta a imatinib (83). En una cohorte de SPB, la expresion de MRP-1, pero no de
P-gp, tanto a nivel de proteina como de ARNm, ha sido asociada con un peor prondstico
en pacientes de alto riesgo localizados tratados con 3 vs 5 ciclos de epirrubicina e

ifosfamida (84). Por tanto, una estrategia clinica prometedora podria ser utilizar estas
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proteinas como marcador predictivo o de prondéstico, pudiendo ademas utilizarlo como

diana terapéutica para disminuir la resistencia a la QT en sarcomas.

4.3. Estrategias de inhibicion de MRP-1

Para contrarrestar la multirresistencia a farmacos y con el fin de aumentar la
concentracion intracelular de estos, se ha generado diferentes estrategias en los Gltimos
afios que se basan en: 1) el desarrollo de nuevos farmacos que no sean sustratos de
los transportadores ABC; 2) la busqueda de nuevos agentes o farmacos ya existentes
para su combinacién con agentes quimioterdpicos que restauren la sensibilidad celular
(Figura 7); 3) el transporte de los quimioterapicos en complejos lipidicos y 4) el uso de
tecnologia de ARN pequefios de interferencia para inhibir la expresion de estos genes
como anticuerpos monoclonales para inhibir la accién de la proteina (65). En cuanto a
los nuevos agentes para su uso combinado con otros farmacos, durante los ultimos 30
afos, se ha identificado un gran nimero de inhibidores de P-gp y, en menor nimero, de
MRP-1. De hecho, multiples inhibidores de MRP-1 derivan del desarrollo de inhibidores
de P-gp (85). El primero de ellos fue verapamil, que en lineas resistentes a adriamicina,
sin expresion de P-gp, también era capaz de revertir la resistencia ya que estas células
estaban sobreexpresando MRP-1 (86). Otro grupo de inhibidores fueron las 1,4-
dihidropiridinas y derivados de piridinas entre los que destacan nicarpidina, NIK-250 y
PAK-104P, procurando potenciar la inhibicion de MRP-1 y reducir la actividad
blogueante de los canales de Ca*? propia de estos compuestos (87-89). Ademas, el
poder inhibitorio aumentaba en combinacién con el compuesto butionina sulfomixina,
qgue elimina el GSH intracelular (90). Otro inhibidor destacado es Biricodar (VX-710),
inhibidor de amplio espectro ya que es capaz de inhibir las 3 principales proteinas
causantes de la MDR, algo poco comin en estos inhibidores. Es capaz de retener un
90% de mitoxantrone a concentraciones de 2,5 uM en células de leucemia resistentes
a doxorrubicina (91). Biricodar ha sido testado en un ensayo clinico fase I/l en
combinaciéon con doxorrubicina en SPB localmente avanzados o metastasicos
refractarios o resistentes a antraciclinas, mostrando estos, respuestas objetivas o

estabilizacién de la enfermedad (salvo el subgrupo GIST que no mostro respuesta) (92).

Probenecid fue el primer compuesto estandar especifico para MRP-1 que no
deriva del conocimiento de P-gp y fue capaz de acumular daunorrubicina y calcein AM
a concentraciones de 5 mM en células de pulmon resistentes a estos farmacos, ademas
de disminuir la liberacion de GSH (93). Este compuesto ha demostrado, también, ser
capaz de inhibir el transporte de LTC4 (leucotrieno Cs) en células de leucemia a

concentraciones de 10 mM (85, 94). Igualmente, se ha demostrado que concentraciones
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de probenecid en el rango de 0,1 a 0,5 mM pueden revertir la resistencia a vincristina o
daunorubicina en células de leucemia mieloide y carcinoma de pulmén de células
pequenas (95). Este es uno de los compuestos usados como control en mdltiples

comparaciones con otros inhibidores de MRP-1 que se han ido desarrollando a lo largo

de los afios.
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Figura 7: Mecanismo hipotético de los moduladores de transportadores ABC implicados en la MDR.
(A) Sin moduladores, los farmacos quimioterapicos se unen al bolsillo de unién de sustratos del
transportador en los TMDs. (B) El sustrato y la molécula de ATP unidos al transportador provocan un cambio
conformacional y los farmacos son expulsados al espacio extracelular, haciendo que la célula sobreviva
debido a las bajas concentraciones intracelulares de farmaco. (C) Con moduladores, los agentes
quimioterapicos no pueden unirse al bolsillo de unién de farmacos. (D) Los farmacos quimioterapicos se
acumulan en el interior celular causando la muerte celular. Figura adaptada de Wang et al. (2021).

Otros inhibidores mas recientes fueron desarrollados a partir de los sustratos
intrinsecos de MRP-1. MK-571 (Verlukast) es un antagonista del LTC4 que ha sido usado
como un inhibidor estandar de MRP-1 (96). Ha sido testado en combinacién con el
inhibidor de P-gp verapamil para revertir la resistencia a inhibidores de histona
deacetilasa (HDACIs) en células de sarcoma de Ewing y osteosarcoma (97). También
el &cido maslinico o el &cido oleandlico, ambos triterpenos pentaciclicos, se han testado
en monoterapia 0 en combinacion con doxorrubicina, siendo capaces de sensibilizar las

células a la QT, inhibiendo la actividad de MRP-1 pero no su expresion (98). Otro
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inhibidor, esta vez testado en lineas de osteosarcoma, es CBT-1®, una
bisbencilquinolona natural que inhibe ABCB1/ABCC1, que en combinacién con
doxorrubicina revierte la resistencia a esta y a otros agentes quimioterapicos utilizados
en segundas lineas en osteosarcoma como taxotere, etoposido o vinorelbina (99). Aln
con el desarrollo de cientos de moléculas contra estos transportadores, los ensayos
clinicos llevados a cabo hasta el momento con estos compuestos no han tenido
resultados satisfactorios en términos de actividad. Por lo tanto, nuevos inhibidores mas
efectivos de los transportadores ABC son necesarios para incrementar la eficacia de la

QT convencional.

4.4. Inhibidores tirosina quinasa (TKIs) como inhibidores de MRP-1.

Entre la plétora de compuestos que han mostrado actividad inhibitoria sobre las
bombas de eflujo ABC, se encuentran los inhibidores tirosina quinasa (TKls, del inglés
tyrosine kinase inhibitors) y otros inhibidores de quinasas, los cuales han exhibido una
mayor actividad de inhibicion sobre MRP-1 y/o P-gp que otros compuestos como
probenecid, verapamil y MK-571 (85). Las tirosinas quinasas (TKs, del inglés “tyrosine
kinase”) tienen como funcién transferir el grupo y-fosfato del ATP al grupo hidroxilo de
una serina, una treonina o una tirosina de los sustratos proteicos, siendo nodos con gran
importancia dentro de complejas redes de sefalizaciébn. Su desregulacion se ha
relacionado con el desarrollo y la progresion del cancer, de ahi el desarrollo de mltiples
moléculas inhibidoras de su funcién. Las TKs se dividen en receptores o no receptores,
presentando, los receptores, una estructura con un dominio de unién de ligando
extracelular, un dominio transmembrana y una region intracelular con el dominio
catalitico TK (100).

Los TKIs, por su parte, son compuestos capaces de atravesar la membrana
plasmatica debido a su bajo peso molecular y a su naturaleza organica y fueron
disefiados para bloquear los sitios de unién de ATP de las TKs (101). Son farmacos
cuya administracion es oral y estan aprobados por la FDA (del inglés Food and Drug
Administration) como terapia contra el cancer y contra la diabetes, inflamacién y otras
enfermedades. Ademas de su funciéon candnica, se ha descrito que actian como
inhibidores de transportadores ABC, bloqueando la funcién de eflujo de estos
directamente en vez de inhibir su expresion o localizacion. Son mdltiples las evidencias
gue confirman el papel de diferentes TKIs sobre diferentes bombas de eflujo ABC en
tumores solidos, pero pocos los datos cientificos en SPB (102-104). Algunos de los TKIs

gue han sido estudiados en sarcomas son los siguientes:
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Imatinib es un TKI tipo BCR-ABddL utilizado para el tratamiento de algunos
sarcomas como los GIST. (105) Imatinib fue capaz de inhibir el flujo de calcein AM en
células HL60/ADR y, ademas, su combinacion con celecoxib, ambas a concentraciones
de 10 uM, bajaba la expresion de MRP-1 (106, 107).

Nilotinib es un inhibidor de segunda generacion de BCR-ABL mas potente y selectivo
que imatinib. En lineas celulares de sarcoma mostré sinergia con doxorrubicina (al
contrario que imatinib), observandose un incremento de la apoptosis, un descenso
significativo de la proliferacion celular y un incremento de CFDA (sustrato especifico de
MRP-1) de mas de 11 veces respecto a la acumulacion generada por probenecid, en
concentraciones entre 1-10 uM (108). Ademas, un ensayo en fase I/l del Grupo Espafiol
de Investigacién en Sarcomas (GEIS) que testaba la combinacién del inhibidor MRP-
1/P-gp, nilotinib, como co-adyuvante del tratamiento con doxorrubicina mostré que la
combinacién es factible en humanos y que aparentemente no agrega toxicidad
sustancial en comparacion a doxorrubicina en monoterapia (109). Los subtipos de SPB
elegidos fueron LPS retroperitoneal, LMS y condrosarcoma de alto grado metastasico o
irresecable, que recibieron 4 ciclos de 3 semanas de tratamiento donde se administraba
Nilotinib a 400 mg/12 horas del dia 1 al 6 del ciclo y doxorrubicina hasta en tres dosis
diferentes (60, 65 y 70 mg/m?) en el dia 5 de cada ciclo. Se observé una inhibicion
biolégica de la expresion de MRP-1 con el esquema planteado (109). Nilotinib también
es capaz de inhibir la multirresistencia a farmacos, especialmente la mediada por
ABCB1 y ABCG2, en concentraciones entre 2,5y 5 uM (110).

Por otra parte, otros TKIs de desarrollo méas reciente han demostrado capacidad de
bloguear las bombas de eflujo ABC. Entre ellos cabe destacar ripretinib, selumetinib y
avapritinib. Ripretinib (DCC-2618) es un TKI de tipo Il para el que esta aprobado su uso
clinico en el tratamiento de GIST. Ejerce su accion en el bolsillo interruptor (o switch
pocket) del loop de activacion. Inhibe KIT, PDGFR, DDR2, VEGFR2 y TIE2 con un ICsg
por debajo de 10 nM (111). Debido a su efecto inhibitorio en el bolsillo interruptor,
hipotetizamos que puede tener una actividad similar bloqueando las bombas de eflujo
de la MDR, como MRP-1.

Selumetinib (AZD6244) es un inhibidor de las quinasas MEK1/2. Su ICsp, en un panel
de 38 lineas de sarcomas de partes blandas, esta en el rango de 10° - 107 M (112). Se
ha relacionado con la MDR de diferentes formas: desactivando ERK fosforilado, bajando
la expresion endégena de MRP-1, revirtiendo la sobre-regulacién de MRP-1 y MRP-3

inducida por gemcitabina o doxorrubicina e incrementando la acumulacion intracelular
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de doxorrubicina en carcinoma hepatocelular a concentraciones de 10 puM (113). En

SPB, el potencial inhibitorio sobre la actividad de MRP-1 no ha sido testado.

Avapritinib (BLU-285) es un inhibidor selectivo de KIT y PDGFR que es activo en
pacientes GIST con la mutacion D842V (111). Esta disefiado para inhibir la
conformacion activa de la region del loop de activacion. También se ha descrito que
avapritinib es capaz de revertir la multirresistencia por ABCB1 y ABCG2 en algunas

lineas celulares de cancer, en concentraciones entre 0,1y 10 uM (114).

Por tanto, como ya se ha evidenciado en otros tumores, una estrategia bastante
prometedora es el hecho de combinar farmacos utilizados en SPB con inhibidores
tirosina quinasa que ayuden a revertir la resistencia creada por los transportadores ABC

en segundas lineas de tratamiento.

5. Eribulina como nuevo tratamiento en sarcomas

Eribulina (Halaven®; Eisai Co., Tokyo, Japén) es un analogo sintético de
halichondrina B, un compuesto natural extraido de la esponja marina Halichondria
okadai que ha sido aprobado para el tratamiento de cancer de mama metastasico y mas
recientemente para LPS metastasico que haya recibido régimen de antraciclinas con
anterioridad (115, 116). A pesar de que la halinchondrina B tuvo prometedores efectos
antitumorales, su estructura es compleja y las fuentes naturales limitadas por lo que en

1992 se sintetizaron sintéticamente multiples anélogos, entre ellos, eribulina (117).

5.1. Eribulinay su papel como agente antimicrotubulo

Eribulina es un agente antimicrotibulo y su principal mecanismo de accion esta
relacionado con su efecto en la parada del ciclo celular. Por consiguiente, procedemos

a explicar brevemente este proceso celular, su regulaciéon y la subsecuente mitosis.
5.1.1. Ciclo celular y control del dafio en el ADN.

El ciclo celular es el proceso mediante el cual las células crecen y proliferan. Es
un proceso ubicuo y complejo que consta de dos fases: la interfase y la fase M o también
llamada mitosis, al final de la cual se produce la citocinesis o division del contenido
celular. La interfase se divide a su vez en las fases G1, S y G2, cada una de ellas
regulada por ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDK). En la fase G1, la célula
se prepara para sintetizar el ADN, proceso que ocurre en la fase S, donde se dobla el
material genético y, en fase G2, la célula se prepara para entrar en fase M, que es

cuando la célula se dividira en dos células hijas iguales. Ademas, existe otro estadio
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denominado fase GO o quiescente, donde las células no se encuentran en proliferacion,
es decir, no estan ciclando, pero se encuentran potencialmente preparadas para ello
(118, 119).

Las CDK son serinal/treonina quinasas que, junto a las ciclinas, forman unos
heterodimeros que se generan y se destruyen ciclicamente en las distintas fases del
ciclo, siendo los complejos mas importantes el CDK4 o 6 junto a la ciclina D durante la
fase G1, el complejo CDK2/Ciclina E en la transicién G1/S, el complejo CDK2/Ciclina A
durante la fase S, CDK1/Ciclina A durante G2 y finalmente, el complejo CDK1/Ciclina B

durante la mitosis. Son la maquinaria basica que controla el ciclo celular (118).

Ademas, de acuerdo con la definicién de puntos de control (mecanismos de
vigilancia que actlan entre las fases del ciclo celular), podemos dividir los puntos de
control de dafio en el ADN en punto G1/S, Sy G2/M (120). El punto de restriccion R se
da en la fase G1 tardia, se comprueba que el ADN no esté dafiado y puede comenzar
la replicacion. El punto de control de la fase S solamente causa un retraso reversible y
transitorio en la progresién del ciclo, ralentizando asi la replicacién del ADN vy, en ella,

participan las mismas proteinas efectoras que el punto de control G1/S.

En cuanto a la mitosis, se divide en profase, metafase, anafase y telofase
baséandose en el estado fisico y reversible de los cromosomas y el huso mitético. En la
profase, los microtdbulos se organizan formando el huso mitético y la cromatina se
condensa en cromosomas, que en la metafase se uniran a los microttbulos a través de
los cinetocoros para alinearse formando la placa metaféasica. En anafase, las cromatidas
hermanas se separan y en telofase se descondensan, reapareciendo la membrana
nuclear que habia desaparecido en profase y comenzando la citocinesis o divisién de la
célula para dar lugar a dos células hijas (121). Los microtibulos son estructuras
formadas por heterodimeros de a- y B-tubulina, llamados ap-tubulina, dimeros de
tubulina o simplemente tubulina. Se componen de 13 protofilamentos lineares que se
asocian lateralmente en forma de tubo hueco. Su crecimiento se caracteriza por ser
polarizado, con un crecimiento rapido por el extremo positivo con B-tubulina expuesta y
un extremo negativo con a-tubulina expuesta. Los microtibulos presentan una
caracteristica denominada inestabilidad dinamica en la cual los extremos de los
polimeros transitan aleatoriamente entre periodos de crecimiento y de acortamiento,

ocurriendo este hecho principalmente en el extremo positivo de los microtubulos (122).

Estudios recientes han demostrado que las proteinas de dafio en el ADN juegan
un papel importante durante la mitosis. Desde el punto de vista de las neoplasias, el

dafio en el ADN puede ser: causa de la enfermedad, diana para el tratamiento de la
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enfermedad y responsable también de las toxicidades que genera la terapia (123). La
respuesta al dafio en el ADN (o DDR: del inglés DNA damage response) es una
compleja red de vias de sefalizacibn que coordina las reacciones celulares a las
lesiones en el ADN (124).

Cuando se produce una lesion en el ADN, el sistema DDR induce una parada en
el ciclo celular para evitar la replicacion del ADN dafiado y activa la cascada de
sefalizacion para reparar los sitios lesionados. Si el dafio es irreparable, la célula
desencadena sefiales que la llevan a muerte celular programada o apoptosis, pudiendo
dicho sistema también inducir senescencia o parada irreversible del ciclo celular (125).
El dafio en el ADN puede producirse por procesos enddgenos de la propia célula como
pueden ser errores en la replicacion, pérdida o cambio de bases nitrogenadas o por
agentes exdgenos como radiaciones ionizantes o ultravioletas y agentes quimicos como
los tratamientos usados para tratar el cancer (126). Estos agentes, a su vez, pueden
inducir lesiones de cadena sencilla o de doble cadena en el ADN, que se reparan de
diferente manera. Nos centraremos en los mecanismos de reparacion de roturas de
doble cadena (DSBs: del inglés, double-strand breaks). Existen dos vias principales de
reparacion de doble cadena: la recombinacion homdloga (HR, del inglés homologous
recombination) y la reparacion por unién de extremos no homélogos NHEJ (del inglés:

nonhomologous end-joining) (127).

Las dos vias principales de sefalizacion de dafio son las orquestadas por ATM-
Chk2 (ATM: Atasia telangiectasia mutada y Chk2: quinasa checkpoint 2) para la HR y
ATR-Chkl (ATR: ATM y proteina relacionada con Rad-3 y Chk1: quinasa checkpoint 1),
para la via de reparacion NHEJ. Las roturas de doble cadena son detectadas
rapidamente por el complejo MRN (Mrel1-Rad50-NBS1), el cual ayuda al reclutamiento
y la activacion de la quinasa ATM. Dicha proteina activada fosforila a diferentes
sustratos como la histona H2AX en la serina 139 (y-H2AX, utilizado como marcador
epigenético), siendo este un paso esencial ya que sera donde se ensamble el foco de
reparacion de dafio. La histona y-H2AX es reconocida por la proteina mediadora MDC1
(fosforilada por ATM), que permite una mayor acumulacion del complejo MRN y
amplifica la actividad de ATM y la formacion de focos de y-H2AX. MDCL1 interacciona
con la ubiquitina-ligasa RNF8, que recluta a las proteinas 53BP1 y BRCAL. En este
punto, entran en juego las proteinas transductoras y efectoras de la respuesta a dafio.
Si se activa Chk2, se fosforila la fosfatasa Cdc25A, llevandola a degradacion por el
sistema ubiquitina. Esto provoca una acumulacién de CDK2 haciendo que se pare la

replicacion. Si, por otro lado, ATM y Chk2 fosforilan a p53, se produce la transcripcion
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de p21WaCrl que inhibe a los complejos CDK2/Ciclina E y CDK4/Ciclina D,
acumulandose las células en el punto de control de G1/S. (123, 128-130) (Figura 8).
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Proteinas
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Proteinas

MDC1 mediadoras
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transductoras
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efectoras

Reparacién Parada Apoptosis o

ADN . senescencia
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Figura 8: Proteinas implicadas en la reparacion de roturas de doble cadena. El dafio es detectado por
las proteinas sensoras, H2AX, el complejo MRN (Mre11-Rad50-NBS1) y ATM/ATR. La sefial es transmitida
a las proteinas transductoras (ATM/ATR, Chk1/2) a través de las proteinas mediadoras (MDC1, 53BP1 y
BRCAL). Las quinasas transductoras fosforilan a las proteinas efectoras, encargadas de desencadenar la

respuesta adecuada.

La via ATR-Chk1 se activa, mas bien, cuando la replicacién se bloquea por dafio
producido, por ejemplo, por radiacién UV. ATR (ATR: ATM y proteina relacionada con
Rad-3), Rad17-RFC, el complejo 9-1-1 (Rad9 — Rad1 — Hus1) junto con la proteina A de
la replicacion (RPA) y la proteina de interaccién con ATR (ATRIP) se unen y se activan
por la interaccién con TopBP1, fosforilando en varios residuos a Chk1. Este, inhibe a
Cdc25 y estimula Weel para mantener su activacion, provocando una parada en G:

(124, 129, 130).
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5.1.2. Mecanismo de accion principal de eribulina

El principal mecanismo de accion de eribulina se basa en la habilidad de alterar
la polimerizacién de los microtibulos, bloqueando la polimerizacion de mas moléculas
de tubulina mientras que la dinamica de acortamiento de los microtibulos no se ve
afectada, como ocurre con otros agentes antimicrotibulos como los taxanos y los
alcaloides de la vinca (131-133). Eribulina desorganiza el huso mitético llevando a la
célula a una parada del ciclo en fase G2/M (131) (Figura 9). Smith et al. han evidenciado
la capacidad de eribulina para unirse con gran afinidad a las moléculas libres de tubulina
(Kd 0,4 uM), ademés de presentar una enorme afinidad por el extremo positivo de los
microtubulos ya que una sola molécula de eribulina es capaz de inhibir su crecimiento
(134). En concreto, mediante modelaje molecular, se ha estudiado que la union de
eribulina se produce en el bolsillo donde se encuentran los loops H3 y H11 de la
molécula de B-tubulina, de manera diferente a otros agentes antimicrotibulos (135).
Asimismo, en células de osteosarcoma, eribulina suprime la dinamica cinetocoro-
microtubulos siendo este el mecanismo por el cual eribulina bloguea la mitosis (136). Se
ha demostrado, en lineas celulares de préstata y cancer de mama, que el arresto
mitGtico producido por eribulina es irreversible y de prolongarse en el tiempo, acaba
derivando en apoptosis celular, produciéndose primero una acumulacion de eventos
apoptoticos tempranos que acaban derivando en apoptosis tardia (131, 137). Esta
parada mitética se produce tras 12 horas de tratamiento y también 10 horas después de
la retirada del farmaco, a concentraciones en torno a 10 nM (138). El bloqueo irreversible
viene acompafiado de una fosforilacion, y por tanto, inactivacion persistente de Bcl-2,
perdiéndose la viabilidad celular y llevando a las células a apoptosis, via la

fragmentacion de caspasas y de PARP (137, 138).

La apoptosis es un proceso de muerte celular controlada en el que participan
gran variedad de proteinas que se retroalimentan positivamente para amplificar la sefial
y que el proceso se lleve a cabo adecuadamente. Se dan una serie de procesos en la
célula como la condensacioén de la cromatina, la disminucién del tamafo celular, la
fragmentacion nuclear y citoplasmatica y la exposicion al exterior celular de marcadores
como la fosfatidilserina, que ser& reconocida por los fagocitos. Existen dos rutas que
interactlan juntas: la extrinseca o de receptores de muerte, que es inducida por estrés
celular y la intrinseca o mitocondrial regulada por la familia Bcl-2. Ambas convergen en
la fase ejecutora que comienza con el procesamiento de la caspasa-3 (139, 140). Se ha
descrito que el tratamiento con eribulina provoca una apoptosis parcialmente

dependiente de caspasas y siempre tras la parada mitotica irreversible (141, 142).
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5.2. Otros mecanismos de accion de eribulina en el microambiente
tumoral.

Ademas de su efecto citotoxico y como agente antimicrotibulo, eribulina
presenta otras caracteristicas interesantes como terapia contra el cancer debido a sus
funciones que regulan el remodelamiento vascular (143) (Figura 9). In vitro, eribulina
inhibe la angiogénesis dirigida por el endotelio y los pericitos, reduciendo asi el nimero
de redes capilares en co-cultivos de células endoteliales y pericitos (144, 145) e, in vivo
reduce la expresion de genes asociados a la angiogénesis, incluyendo algunos
involucrados con el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), con las vias de
sefializacibon Wnt, Notch y Ephrin asi como genes relacionados con el fenotipo
mesenquimal (146). Es conocido que en el nicho tumoral la vasculatura es anormal,
favoreciendo que se cree un ambiente hipdxico en el que la perfusion es deficiente. Sin
embargo, eribulina incrementa la densidad de microvasos como se ha observado en
modelos de cancer de mama y LMS, causando la remodelacién de la vasculatura del
tumor e incrementando la perfusion tumoral (146, 147). Actlda, por tanto, como un
modulador del microambiente, ya que también incrementa el nimero de células inmunes
CD11b-positivas y de natural killers (143).

Fase G,
. \ G,
Agregados de tubulina -
no productivos

Polimerizacion de
microtibulos

/ Parada ciclo celular

GY/M
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vascular

Eribulina
Regresion
TEM
Despolimerizacion
de microtubulos
@ e ®
Célula cancerigena Célula cancerigena
{epitelial) migratoria

{mesenguimal)
Figura 9: Mecanismos de accion de eribulina. Las flechas verdes indican los procesos potenciados por

eribulina y las rojas los procesos que detiene. TEM: transicion epitelio-mesénquima. Figura creada con
BioRender.com.
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Adicionalmente, eribulina es capaz de revertir la transicion epitelio-mesénquima
(Figura 9) y disminuir la capacidad de las células para migrar, invadir y metastatizar in
vitro en cancer de mama triple negativo (148, 149). En sarcoma de células claras
también se ha demostrado la inhibicion de la proliferacion y diferenciacion del tumor
gracias al efecto de eribulina sobre las células tumorales y la reoxigenacion en los
xenoinjertos tumorales (150). En experimentos in vivo con modelos ortotopicos
derivados de pacientes, se ha visto como eribulina es capaz de reducir el tamafio
tumoral con respecto al inicial, tanto en LPS desdiferenciado como en sarcoma de Ewing
y osteosarcoma, todos ellos resistentes a doxorrubicina (151-153). De igual modo, es
capaz de aumentar la saturacion de oxigeno en tumores de pacientes de cancer de

mama, bajando las concentraciones plasméticas de TGF-p1 (154).

5.3. Eribulina en el contexto clinico.

Tras el ensayo fase 3 randomizado en cancer de mama metastasico
(EMBRACE), en el que los pacientes eran asignados en proporcion 2:1 a eribulina o a
cualquier otro tratamiento disponible, se aprobé eribulina en dicho contexto ya que
mostré una mejora significativa en la SG de estas pacientes previamente tratadas (115).
Posteriormente se ha comparado con capecitabina, no obteniéndose diferencias en
términos de SLP, SG o ORR (del inglés, “overall response rate”, tasa de respuestas
totales) (155). Eribulina se ha probado también en combinacién con gemcitabina frente
a paclitaxel combinado también con gemcitabina en primera linea de tratamiento de
cancer de mama metastasico HER-2 negativo, mostrando ambos grupos resultados
similares en cuanto a SLP, pero menos toxicidad en la combinacién con eribulina (156,
157).

En SPB en un ensayo clinico en fase 3 randomizado, multicéntrico, Schoffski et
al. reportaron que eribulina mostré resultados prometedores aumentando la SG en
comparacion con dacarbazina en LPS y LMS previamente tratados (57). En posteriores
andlisis por subtipo histologico, se observé una mayor SG en pacientes con los tres
subtipos histolégicos de LPS del ensayo, siendo el subtipo pleomérfico el que muestra
una mayor SG (22,2 vs 6,7 meses) (158). En el caso del subgrupo de LMS, tanto la SG
como la SLP era comparable entre los pacientes tratados con eribulina y con
dacarbazina (159). También existe una diferencia dependiendo del sitio anatomico del
tumor primario, siendo eribulina més efectiva en LMS no uterinos (159). Por tanto, esto
llevé a la autorizacibn de su uso solamente para LPS localmente avanzado o
metastasico y no para LMS. Diferentes casos clinicos confirman la efectividad de

eribulina, consiguiendo respuestas parciales y estabilizacion de la enfermedad en LMS
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uterino avanzado y en los diferentes subtipos de LPS con una relativa baja toxicidad
(160).

5.4. El potencial de combinacion de eribulina

Son numerosos los estudios que apoyan combinaciones de eribulina con otros
farmacos citotoxicos debido a sus diversos mecanismos de accion. En modelos
xenoinjertados derivados de pacientes (PDX, del inglés “Patient-derived xenografts”) de
diferentes tumores solidos se han testado diferentes combinaciones de eribulina con
agentes citotéxicos como capecitabina, cisplatino, carboplatino, doxorrubicina y
gemcitabina, mostrando estas combinaciones una sinergia y una mayor actividad

preclinica que los farmacos en monoterapia (161).

Gemcitabina (Gemzar®; Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA) [2'-deoxy-2',
2’-difluorocitidina monohidrocloruro (beta-isémero); dFdC] es un anélogo de
deoxicitidina usado en el tratamiento de un amplio espectro de tumores, incluyendo los
SPB (162). Gemcitabina, en su forma trifosforilada, actia como un sustrato competitivo
de la deoxicitidina trisfofato, incorporandose al ADN durante la replicacion, inhibiendo la
elongacion del ADN y causando una fuerte parada del ciclo en fase G1, incrementando
la muerte celular por apoptosis (163). Gemcitabina, en el escenario metastasico de los
SPB, se administra tanto en monoterapia como en combinacién con docetaxel,
mostrando una especial actividad en LMS (164). Adicionalmente, otros estudios clinicos
han testado la combinaciébn de gemcitabina con otros agentes citotoxicos como
dacarbazina (53), paclitaxel (165), sirolimus (166) y pazopanib (167) mostrando una
actividad sinérgica y confirmando la utilidad de gemcitabina en esta entidad. De hecho,
un ensayo clinico fase Il de gemcitabina y docetaxel en combinacién con el farmaco
antiangiogénico bevacizumab mostr6 resultados prometedores en pacientes con SPB
(49% de respuesta parcial y una SLP de 3 meses en el 76% de los pacientes) pero,
estos resultados no fueron extrapolables a la fase Ill en uLMS metastasico, donde no
mejoro la SLP, SG nila ORR (168, 169). Estos resultados sugieren que el uso de drogas
antiangiogénicas en combinacién con gemcitabina necesita mas investigacion en el
campo de los SPBs. Sin embargo, los tumores desarrollan mecanismos de resistencia
que pueden justificar el limitado efecto terapéutico de gemcitabina y, por tanto, se
requieren urgentemente nuevas estrategias para aumentar la gemcitabina intracelular y
potenciar asi su actividad en SPB (162). En un modelo de PDOX (del inglés, “Patient-
derived orthotopic xenograft”), la combinacion de gemcitabina mas docetaxel no produjo
una respuesta tumoral, mientras que eribulina en monoterapia causa una importante

regresion tumoral (153). Ademas, se ha estudiado la implicacion de la via Wnt/B-
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catenina y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la adquisicion
de la resistencia a gemcitabina. Una activacion de la primera y una inhibicién de la
segunda revertirian estos fenbmenos de resistencia (170, 171). Otra aproximacion
estudiada recientemente es la inhibicion de Chkl en SPBs con deficiencias en p53, ya
que se ha demostrado que esto los hace mas sensibles a farmacos que paran el ciclo
en G1 como es el caso de gemcitabina (172). Una estrategia prometedora es la
combinacién de gemcitabina con drogas antineoplasicas que son capaces de
incrementar la perfusién tumoral y facilitar su acumulacion, liberacién y distribucién
intratumoral. La resistencia a gemcitabina sigue siendo un importante desafio que
superar y la combinacion con eribulina podria ser una opcion por estudiar en dicho

campo.
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Obijetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es la blUsqueda de nuevas
combinaciones farmacologicas, que reviertan la resistencia a la quimioterapia, en el
tratamiento, en primera linea o en lineas consecutivas de sarcomas de partes blandas
avanzados. Para alcanzarlo se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el valor pronéstico y/o predictivo de la bomba de eflujo MRP-1 en
muestras tumorales de pacientes tratados con antraciclinas e ifosfamida.

2. Caracterizar la actividad de diferentes inhibidores de MRP-1 y el efecto de su
combinacion con los agentes quimioterapicos doxorrubicina y palifosfamida en
modelos in vitro de SPB.

3. Estudiar la actividad de la combinacion de eribulina y gemcitabina en modelos in
vitro de leiomiosarcomas y liposarcomas y sus mecanismos moleculares
asociados.

4. Testar la eficacia y la toxicidad de la combinacion de eribulina y gemcitabina en
modelos in vivo de leiomiosarcomas y liposarcoma.
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Materiales y métodos

1. Cultivos celulares

1.1. Lineas celulares
Las lineas celulares utilizadas se describen en la tabla 1. Todas ellas tienen un

crecimiento adherente y su especie de procedencia es Homo sapiens:

Tabla 1: Lineas celulares utilizadas

Linea ) ) ) .
Tipo celular Medio de cultivo Origen
celular
SK-UT-1 Leiomiosarcoma uterino DMEM ATCC (HTB-114™)
CP0024 Leiomiosarcoma RPMI Cultivo primario
93T449 Liposarcoma bien diferenciado RPMI ATCC (CRL-3043™)
9471778 Liposarcoma bien diferenciado RMPI ATCC (CRL-3044™)
SwW872 Liposarcoma L-15 ATCC (HTB-92™)
SW982 Sarcoma sinovial L-15 ATCC (HTB-93™)
Tumo maligno de vaina nerviosa ] o
ICP060 RMPI Cultivo primario

periférica

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA, USA); DMEM: del inglés Dubelcco’s Modified
Eagle Medium; F-10: del inglés F-10 Nutrient Mix (Ham); L-15: del inglés Lelbovitz’s L-15 Medium; RPMI:
del inglés; del inglés Roswell Park Memorial Institute.

1.2. Cultivo y conservacion de las lineas celulares
Las lineas celulares CP0024, 93T449, ICP60 y 94T778 se cultivaron en medio RPMI

(Gibco™, Fisher Scientific SL., Waltham, Massachusetts, USA), suplementado con 10%
de suero fetal bovino (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum (suero fetal bovino), Gibco™),
1% de una soluciéon que contiene 10 000 unidades de penicilina y 10 mg de
estreptomicina/ml (Sigma-Aldrich®, KGaA, Darmstadt, Alemania) y 1% de fungizona a
250 ug/ml (anfotericina B; Sigma-Aldrich®). La linea SK-UT-1 se cultivd en medio DMEM
con glutamina estable (Gibco™) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®), 1% de fungizona a 250 ug/ml (anfotericina
B; Sigma-Aldrich®), 1% de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich®), 0,1% de aminoacidos no
esenciales (MEM: Non-essential Amino Acid Solution 100X, Sigma-Aldrich®) y 0,1% de
solucion HEPES 1M (Sigma-Aldrich®). Todas las lineas nombradas anteriormente
fueron cultivadas en un incubador humidificado a 37°C y en una atmadsfera al 5% CO-,
Las lineas SW872 y SW982 se cultivaron en medio L-15 (Gibco™) suplementado con
10% de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina y 0,1% de solucion HEPES. Estas lineas
celulares se mantuvieron en un incubador humidificado a 37°C en una atmosfera al 0%
CO:s.

Todas las lineas celulares se cultivaron en placas de 10 cm (Falcon®, Corning,
Arizona, USA) y en frasco de Roux de 75 cm? (Nunc™ EasyFlask™ 75 cm?2 Nunclon™

Delta Surface, Fisher Scientific SL) y se subcultivaron en pases 1:2-1:10 cada 3-4 dias
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mediante tratamiento con tripsina/lEDTA 0.05% (Sigma-Aldrich®). Todas las
manipulaciones se hicieron en campana de flujo laminar de Clase Il Bio-II-A (nivel de

seguridad biolégica 2; Telstar, Terrasa (Barcelona), Espafa).

Para su almacenamiento a largo plazo, las células se conservaron en un contenedor
de nitrégeno liquido, en criotubos de 2 ml, en su medio de cultivo normal con 10% de
DMSO, previo paso por un tanque de isopropanol para una congelacion lenta a -80°C.
Para descongelar un vial de células, se sumergié en un bafio con agua a 37°C durante
5 min, se centrifugd el contenido en 10 ml de medio y las células se resuspendieron en

su medio de cultivo habitual.

2. Ensayos celulares

2.1. Ensayos de viabilidad celular
2.1.1. Farmacos utilizados

En la tabla 2 se recogen los diferentes farmacos utilizados y el rango de
concentracion en el que se utilizaron. Fueron disueltos en DMSO para alcanzar la

concentracion stock y almacenados a -20/-80°C para su uso.

Tabla 2: Farmacos utilizados

Farmaco Proveedor Stock Diluciones Peso molecular
(g/mol)
Doxorrubicina Sigma-Aldrich® 10 mM 1010 -10% 579,98
Palifosfamida AdogBioscience 1mM 1010 - 104 221,02
Eribulina Eisai Farmacéutica | 10 mM 101t - 107 729,9
Gemcitabina Sigma-Aldrich® 10 mM 101010 263,2

2.1.2. Compuestos utilizados en lainhibicién de MRP-1y P-gp

En la tabla 3 se recogen los diferentes inhibidores y otros compuestos utilizados
para la inhibicién de las bombas MRP-1 y P-gp y el rango de concentracion en el que

se utilizaron.

Tabla 3: Compuestos testados como inhibidores de MRP-1y P-gp

S Rango de
Compuesto inhibidor Proveedor Stock o
dilucion
Probenecid Sigma-Aldrich® 100 mM 200 pM
MK-571 MedChemExpress 10 mM 1uM
Nilotinib (NVP- ] ]
Sigma-Aldrich® 10 mM 1-10 uM
AMN107-AA)
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Ripretinib (DCC-2618) MedChemExpress 10 mM 5-10 uM
Selumetinib
MedChemExpress 10 mM 5-10 uM
(AZD6244)
Avapritinib (BLU-285) MedChemExpress 10 mM 1-10 uM

2.1.3. Calculo de ICso en lineas celulares

Para la determinacién del ICso (la concentracion a la que un farmaco es capaz de
inhibir un proceso biol6gico concreto en un 50%, en este caso la concentracion de
farmaco a la que se produce un 50% de muerte celular), se sembraron 2 x 103 (SK-UT-
1), 2,5 x 10% (CP0024) y 3 x 10® (93T499, IEC016 y SW872) células en placas de 96
pocillos. Se utilizaron concentraciones de doxorrubicina, palifosfamida, eribulina o
gemcitabina en el rango de 10# a 10! M, segun lo descrito en la literatura, calculando
el ICso de dichos farmacos tras 72 horas de exposicion al tratamiento. La viabilidad
celular se midi6 usando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTS) (Promega; Madison, WI, USA), midiendo
la absorbancia a 490 nm en el lector de placa iMarkTM Microplate Absorbance Reader
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos fueron
analizados con Prism 6.0 (GraphPad; San Diego, CA, USA).

2.1.4. Ensayos de viabilidad celular tras la combinacion de 2 0 mas

farmacos

Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos donde
se sembraron 2 x 103 células de SK-UT-1, 2,5 x 10° de CP0024 o 3 x 10° de 93T499. A
las 24 horas, cuando las células alcanzaron una confluencia del 70%, fueron tratadas
con los siguientes farmacos que, en base a los ICso calculados y con el objetivo de
analizar si concentraciones por debajo del ICso podrian ser efectivas en combinacion

con los TKis, se ha decidido usar dos concentraciones por linea:

- SK-UT-1 fue tratada con 5 0 10 uyM de nilotinib 0 5 0 10 yM avapritinib en
combinacién con:

o 100 nM de doxorrubicina y 20 yM de palifosfamida, estando estas
concentraciones en el rango de sus ICsg, a las que denominaremos altas
concentraciones.

o 50 nM de doxorrubicina y 10 uM de palifosfamida, estando estas
concentraciones por debajo del ICso, a las que denominaremos bajas

concentraciones.
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- CP0024 fue tratada con 5 o 10 yM de nilotinib o0 5 0 10 yM avapritinib en
combinacion con:

o 50 nM de doxorrubicina y 150 uM de palifosfamida, estando estas
concentraciones en el rango de sus ICsg, a las que denominaremos altas
concentraciones.

o 25 nM de doxorrubicina y 75 uM de palifosfamida, estando estas
concentraciones por debajo del ICso, a las que denominaremos bajas

concentraciones.

En el caso de los indices de combinacién de eribulina y gemcitabina, las lineas
celulares CP0024, 93T449, 94T778 y SK-UT-1 fueron tratadas con concentraciones
crecientes de ambos farmacos (0,1; 1 y 10 nM) en proporcion 1:1 y siguiendo diferentes
secuencias (eribulina 24h previo a gemcitabina, gemcitabina 24 horas previo a eribulina

y ambos farmacos de forma concomitante).

En ambos casos, tras 72 horas con los tratamientos farmacolégicos
correspondientes, se midio la viabilidad celular con MTS (Promega; Madison, WI, USA),
midiendo la absorbancia a 490 nm en el lector de placa iMarkTM Microplate Absorbance
Reader (Bio-Rad). Los resultados obtenidos fueron analizados con Prism 6.0
(GraphPad; San Diego, CA, USA).

2.2. Ensayo clonogénico

Para estudiar la capacidad de las células de formar clones individuales, se
sembraron 0,5-1x10° células (SK-UT-1, CP0024 y 93T449) células en placas de 10 cm
por triplicado, tras los correspondientes tratamientos. A los 7 (CP0024), 10 (SK-UT-1) o
12 (93T449) dias se lavaron las placas con PBS 1X y se tifieron con cristal violeta.

Después de lavar las placas, se contaron manualmente.

3. Silenciamiento transitorio con ARN de interferencia
El ensayo de silenciamiento transitorio de ABCC1 se realiz6 en las lineas celulares

SK-UT-1y CP0024. Se utilizaron pools para el silenciamiento del gen para ABCC1 (ON-
TARGETplus SMARTpool ABCC1 siRNA (L-007308-00-0005)) y un control negativo del
silenciamiento (ON-TARGETplus Non-Targeting Control Pool (D-001810-10-05)) (GE
Healthcare, Dharmacon, Inc., Colorado, USA). Las transfecciones se llevaron a cabo
utilizando lipofectamina (Lipofectamine™, RNAIMAX transfection reagent (Invitrogen™,
Fisher Scientific SL), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y con medio bajo
de FBS (Opti-MEM™, Gibco™). Todos los siRNAs fueron utilizados a concentraciones
de 15 nM. Se comprobd el silenciamiento génico a 24, 48 y 72 horas de la transfeccion.
Las células fueron sometidas a los diferentes tratamientos tras 24 horas de

silenciamiento.
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4. Ensayos con ARN

4.1. Extraccién y cuantificacion de ARN
Las células fueron recogidas y centrifugadas en un tubo de 1,5 ml y se resuspendi6

en 1 ml de Trizol® (Invitrogen™, Fisher Scientific SL). Tras 5 minutos (min) de incubacion
a temperatura ambiente, se afadieron 200 pl de cloroformo (Merck; Whitehouse Station,
NJ, USA) y se homogeneizd la muestra. Tras 2 min de incubacién a temperatura
ambiente, los tubos fueron centrifugados a 4°C 12 000 rpm (13 523 g) durante 15 min.
En este punto, se pudieron distinguir 3 fases de acuerdo con las particulas que

constituyen las células:

i) una fase superior acuosa de ARN
i) una fase intermedia blanca de ADN
i) una fase roja inferior de proteinas

Las fases superiores de ARN se transfirieron a nuevos tubos a los que se les afiadio
500 pl de isopropanol (Panreac AppliChem, ITW Reagents). Tras ello, las muestras
fueron incubadas en hielo 10 min y nuevamente centrifugadas a 4°C 12 000 rpm (13
523 g) durante 10 min. Se elimino el sobrenadante y se resuspendieron las muestras en
700 pl de etanol estéril (Panreac AppliChem, ITW Reagents) al 70% en agua DEPC
(agua tratada con dietilpirocarbonato; (Ambion®-LifeTechnologies-Invitrogen; Paisley,
UK).

La purificacién del ARN se llevd a cabo con el kit de extraccion PureLink RNA Mini
KIT (Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afadieron los 700 pl
de etanol ya resuspendidos a la columnay se centrifug6 a 12 000 g (11 304 rpm) durante
15 segundos (s). Se descart6 el eluido y se afiadieron 700 ul de Wash Buffer | a la
columna, centrifugando nuevamente a 12000 g (11 304 rpm) durante 15 s. Se descart6
el eluido y se afiadieron 500 ul de Wash Buffer Il, centrifugando la columna a 12 000 g
(11 304 rpm) durante 15 s, eliminando el eluido y volviendo a centrifugar la columna
vacia durante 1 min a 12 000 g (11 304 rpm). Este ultimo paso se repitié dos veces. Por
altimo, se eluyé el ARN en 60 pl de agua DEPC, centrifugando la columna a 15 000 rpm
(21 130 g) durante 2 min.

Para la cuantificacion del ARN, las muestras se midieron en el espectofotbmetro
NANOdrop (NanoDrop One C, Fisher Scientific SL) y las ratios 260nm/280nm y
260nm/230nm fueron analizados y se buscé que sus valores estuvieran entre 1,8-2.

4.2. Transcripcion reversa a ADNc (RT-PCR)

La retrotranscripcién de ARN a ADNc (ADN complementario) se llevé a cabo con el

kit High Capacity cDNA Reverse Trancription Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
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Scientific SL). Se anadio por reaccion: 3 yl de 10X RT Buffer, 1,2 ul de dNTPs Mix 100
mM, 3 ul de 10X RT Random Primers, 0,75 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase
(50 U/ul), 6 ul de ARN normalizado a 40 ng/pl y hasta 30 ul de H>O. Las muestras fueron
homogeneizadas y la reaccion se llevé a cabo en el termociclador Thermal Cycler xp
(Bioer) donde fueron sometidas a 25°C 10 min (unién de los cebadores al azar),
seguidos de 120 min a 37°C (sintesis del cDNA) y 5 min a 85°C (inactivacion de la

enzima). Una vez finalizada la reaccion se guardé el ADNc a -20°C hasta su uso.

4.3. PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)
La deteccion de cambios en la expresidbn génica se realiz6 mediante PCR

cuantitativa a tiempo real (qQPCR) con ADNc procedente de la retrotranscripcion reversa
como material genético de partida (RT-gPCR). En placas de 384 pocillos (MicroAmp®
Optical 384-Well Reaction plate with barcode; Applied Biosystems — Life Technologies),
se cargaron 2 pl de ADNc y un mix que contiene 2,5 ul de H,O DEPC, 5ul de TagMan™
Universal PCR Master Mix 4304437 (Applied Biosystems — Life Technologies) y 0,5 pl
de sonda TagMan™ Gene Expression Assay (Applied Biosystems — Life Technologies).

Las distintas sondas utilizadas se describen en la tabla 4.

Tabla 4: Sondas TagMan™ utilizadas

GEN Nombre del gen Referencia
ABCB1 ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 Hs01067802_m1
ABCC1 ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1 Hs00219905 m1l
ABCG2 ATP Binding Cassette Subfamily G Member 2 Hs01053790_m1

B2M Beta-2-Microglobulin Hs99999907_m1
GAPDH Glyceraldehide 3-phosphate dehydrogenase Hs03929097 g1

La placa se centrifug6é durante 1 min a 3 000 rpm (845 g) para eliminar posibles
burbujas. La qPCR se realizé en el termociclador ABI Prism 7900HT (Applied
Biosystems). El programa de PCR consistié en un primer paso de 2 min a 50°C y 10 min
a 95°C para activar la polimerasa, 40 ciclos de 15 s a 95°C para la amplificacién de la
sefial y 1 min a 60°C para recoger los datos de fluorescencia. El analisis se llevo a cabo
mediante los softwares SDS y RQ Manager (Applied Byosistems). Se han evaluado los
Ct del gen endégeno (B2M o GAPDH) y de los genes problema. Se utilizé la férmula
para 22¢=2(Ct (gen problema)- Ct (B2M/GAPDH)) para normalizar la expresion del gen
problema con el gen endégeno y a posteriori se relativizé este valor con el nivel

enddgeno mas bajo o el control. Cada reaccion se hizo por triplicado y se realizaron al
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menos 3 experimentos independientes para cada gen analizado. Se introdujo una

muestra de control negativo (sin ADNc) en cada experimento.

5. Ensayos con proteinas

5.1. Extraccion de proteinas
Para la extraccion de proteinas, se utilizé una solucion de lisis constituida por buffer

RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay buffer) junto a un cocktail de inhibidores de
proteasas, fosfatasas y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich®) en
proporcion 1:100. El buffer RIPA estd compuesto de 1M Tris-HCI pH 8 (PanReac
AppliChem, ITW Reagents), 0,5M EDTA (acido etilendiaminotetraacético, Thermo
Fisher Scientific SL), Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich®), desoxicolato de sodio 10%
(Sigma-Aldrich®), SDS 10% (dodecilsulfato sédico, Sigma-Aldrich®) y 3M NaCl (cloruro
de sodio, Thermo Fisher Scientific SL).

Se afiadieron 100-200 L de la solucién de lisis a los botones celulares, se incubaron
en hielo 20 min y los restos de debris celular se centrifugaron 15 min a 15000 rpm (21130

g) a 4°C. El sobrenadante (extracto proteico) se guardo a -20°C.

5.2. Cuantificacién de proteinas
Los extractos proteicos fueron cuantificados usando el método de Bradford (Bio-

Rad). La recta de calibrado de la cuantificacion se realizé con el Quick Start Bovine
Serum Albumin Standard Set (Bio-Rad) afiadiendo 2 pl de cada uno de los 7 puntos de
concentracion estandar (de 2 pg/ml a 0,125 ug/ml) a 198 pl del reactivo colorante de
Bradford en una placa de 96 pocillos Microtiter Fondo PL B/U No Estéril (Deltalab,
Barcelona, Espafa). Dejamos desarrollar la reaccion durante 5 min en oscuridad y
medimos la absorbancia a 595 nm en el espectrofotobmetro iMarkTM Microplate
Absorbance Reader (Bio-Rad). Extrapolamos las concentraciones de nuestras muestras
de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer y ajustamos la concentracion de nuestras
muestras a 20-30 ug/pL con H.O DEPC.

5.3. Electroforesis y Western-blot
Se utilizé buffer de carga Laemmli 5X a concentracion final 1X para una

concentracion de proteinas de 20 pg. Este buffer fue preparado en un volumen final de
20 ml (5X) con 2 g de SDS, 5 ml de B-mercaptoetanol, 10 ml de glicerol, 5 mg de azul
de bromofenol y 6 ml de 1M Tris-Hcl pH 6,8. Todos los reactivos utilizados fueron de
Sigma-Aldrich®. Las muestras se desnaturalizaron 5 min a 95°C en el termobloque

Thermomixer C (Eppendorf, Fisher Scientific).

La electroforesis se realizO en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con sodio-dodecil-sulfato (SDS-PAGE). Se prepararon los geles de

acrilamida (running) siguiendo la siguiente tabla segun el peso molecular de la proteina
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a estudiar en cada caso. Para las proteinas grandes (>100 kDa) se utilizaron geles al
6% de acrilamida, para proteinas medianas (37-100 kDa) geles al 8-10% de acrilamida
y para proteinas pequefias (<37 kDa) geles al 15% de acrilamida. En todos los casos,
los geles preparados eran de 1,5 mm de grosor. Los geles de running se prepararon

segun la siguiente receta:

Tabla 5: Receta de los geles running de electroforesis

6% 8% 10% 12% 15%

H>0 53 4,6 4 3,3 2,2
Acrilamida 30% 2 2,7 3,3 4 5
Tris HCI pH 8,8 25 2,5 25 2,5 25

SDS 10% (ul) 100 100 100 100 100

APS 10% (pl) 100 100 100 100 100
TEMED (pl) 8 6 4 4 4

Los geles de stacking fueron preparados al 4% de acrilamida siguiendo la receta que

contindia:

Tabla 6: Receta de los geles stacking de electroforesis

H20 3,62
Acrilamida 30% 0,65
Tris HCI pH 6,8 0,625

SDS 10% (pl) 50
APS 10% (ul) 50
TEMED () 5

Seguidamente, se cargaron las muestras desnaturalizadas en los geles de
acrilamida. Como marcador de peso molecular se utilizé 5 pl de Precision Plus Protein™
Dual Color Standard (Bio-Rad), que esta compuesto por una mezcla de 10 proteinas
recombinantes (10-250kDa), 8 de ellas tefiidas en azul y 2 en rosa (25 y 75 kDa). Se
utilizé como buffer de electroforesis Tris, Glycine, SDS Buffer 10X (Bio-Rad) diluido a
1X en 900 ml de H,O destilada. Se corrio la electroforesis a 90 V durante
aproximadamente 90-120 min. Tras la electroforesis, las muestras se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare Membranas de nitrocelulosa Amersham™
Protran™ NC) para proteinas medianas y pequefias y a membranas de PVDF
(Immobilon-P PVDF Membrane, Millipore, Merck) para proteinas grandes. Estas ultimas

deben ser activadas previamente. Se sumergen durante 1 min en metanol (Methanol,
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HPLC for Gradient >Anlalysis, Fisher Chemical), equilibradas durante 2 min en H,O
milliQ y en buffer de transferencia (100 ml de transfer buffer 10X (Tris/Glycine Buffer
10X (Bio-Rad)), 800 ml de H.O milliQ y 200 ml de metanol). En los cassettes de Western-
blot, se colocaron del polo negativo al polo positivo: esponja, 3 papeles Whatman (GE
Healthcare, Life Technologies), el gel de acrilamida, la membrana de PVDF o
nitrocelulosa, 3 papeles Whatman y esponja. La transferencia se corrié durante 120-180
min a 200 mA y 4°C o a 30 V a 4°C durante toda la noche para proteinas de alto peso

molecular.

5.4. Bloqueo, incubacion con anticuerpos primarios y secundarios, y
revelado
Las membranas fueron bloqueadas con una solucion al 5% de BSA (Albumin (BSA)

Fraction V (pH 7.0) (Panreac AppliChem)) en TBS-T (1X TBS, 0.01% Tween® 20 (Bio-
Rad)) durante 1 h, para eliminar uniones inespecificas. El 1X TBS se preparo a partir de
20X TBS (60 g Tris Ultrapure (Panreac Applichem), 60 g NaCl (Panreac Applichem), 4
g KCI (Panreac Applichem)) para 1 L pH 8). Tras el blogueo, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente a 4°C durante toda la noche en
agitacion (Tabla 7).

Tabla 7: Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Proveedor Especie Bilucion
WB IF
a-tubulina (DM1A) Sigma-Aldrich® Monoclonal raton 1:1 000
B-actina (A2103) Sigma-Aldrich® Policlonal conejo 1:1 000
p-H2A.X (Ser139) (9718) Cell Signalling Monoclonal raton 1:750 1:100
Caspasa-clivada-3 (9662) Cell Signalling Policlonal conejo 1:500
PARP-1clivada (51-66396R) | BD Biosciences | Monoclonal raton 1:750
p21 [EPR362] ab109520 Abcam Monoclonal conejo | 1:1 000

WB: Western-blot; IF: Inmunofluorescencia

Seguidamente, las membranas fueron lavadas con TBS-T dos veces durante 15 min
mas un lavado de 10 min. Tras esto, fueron incubadas con el anticuerpo secundario
durante 1 h a temperatura ambiente. Si el anticuerpo primario fue de conejo, se usoé el
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab6721) (Abcam, Cambridge, Reino Unido) v si el
anticuerpo primario fue de ratén, se us6 Rabbit Anti-Mouse Peroxidase 1gG (a9004)
(Sigma-Aldrich®), ambos a dilucion 1:10000.

Tras la incubacion con el anticuerpo secundario, se volvieron a realizar tres lavados
con TBS-T (dos de 15 min y uno de 10 min), haciéndose un lavado final de 5 min con

TBS 1X. Las membranas fueron reveladas en el equipo ChemiDoc Imaging System (Bio-
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Rad) y para el revelado se utiliz6 el reactivo Amersham™ ECL™ Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare, Life Sciences) o, en su defecto, si la sefial obtenida
fue débil, se uso Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad).

5.5. Cuantificacion de bandas de Western-blot
Para cuantificar las bandas de proteinas se usé el programa Image Lab de Bio-Rad.

Se seleccion6 cada banda de forma individual, se resté el fondo inespecifico a cada una
y se normalizd con respecto al valor de la banda de la proteina a-tubulina o B-actina de

la misma membrana, siendo uno de estos el control de carga.

6. Inmunofluorescencia
Para las inmunofluorescencias se sembraron las células en placas de 10 mm?,

donde se habian introducido previamente cubreobjetos circulares estériles de 1 cm por
pocillo. Al dia siguiente, se lavaron las células con PBS y se pasé cada cristal a un
pocillo de placa de 24 pocillos, donde se llevé a cabo el resto del protocolo. Se fijaron
las células con una solucién de paraformaldehido en H,O al 3% durante 30 min a
temperatura ambiente. Después se lavaron las células con una solucion de glicina 200
mM durante 15 min a temperatura ambiente y seguidamente se permeabilizaron las
células con Tritén X-100 (Sigma-Aldrich®) al 0,5% durante 30 min a temperatura
ambiente. Las células se bloguearon con una solucién de PBS 2X al 1% de BSA durante
30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
diluido en solucién de blogueo a una dilucién apropiada durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, se hicieron 4 lavados con PBS 1X 5 min y se incub6 con el anticuerpo
secundario correspondiente diluido en solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion y en oscuridad. Posteriormente, tras lavar de nuevo 4 veces con
PBS 1X, se tifieron los nucleos con DAPI (ThermoFisher Scientific, Life Technologies)
diluido en PBS (dilucion 1:1000) durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Finalmente, tras lavar de nuevo con PBS 4 veces y una ultima vez con agua destilada,
se montaron los cristales en los portaobjetos con solucion ProLong Gold (Life
Technologies). Los portaobjetos se guardaron a 4°C hasta su andlisis. Las imagenes se
obtuvieron con el microscopio confocal Leica TCS-SP2-AOBS y se analizaron con el
software LCS Lite y Fiji Software (173).
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7. Citometria de flujo

7.1. Ensayo de actividad de MRP-1 con el sustrato fluorescente CFDA
Para medir la actividad de la bomba de efluo MRP-1, se usé el compuesto

fluorescente 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (CFDA) (Sigma-Aldrich®) como sustrato
tipico de MRP-1. Se sembraron, en placa de 6 pocillos, 150 x 10° células de SK-UT-1y
CP0024 0 200 x 102 células de SW872, SW982 e ICP060 por pocillo en 2 ml de medio
de cultivo completo.

Tras 24 horas y con una confluencia del 60-70%, se elimin6 el medio y se incubaron
las células con 0,5 pM de CFDA en sus respectivos medios sin FBS durante 30 min a
37°C en oscuridad. Se eliminé el medio con CFDA y se lavaron las células al menos tres
veces con PBS estéril 1X a 37°C. Seguidamente, las células fueron tratadas con el
vehiculo (DMSO), con probenecid 200 uM y MK-571 1 uM (controles positivos de
inhibicion de MRP-1) o con los diferentes inhibidores y TKIls (nilotinib, ripretinib,

selumetinib y avapritinib tanto a 10 como 5 uM).

Tras 90 min de incubacion con las drogas, se preparé nuevo CFDA a 0,5 uM en
medio sin suero y se incubd uno de los pocillos que sirvi6 como control positivo del
experimento durante 30 min. Tras 2 h con los inhibidores o0 30 min con CFDA para el
grupo control, las células fueron lavadas dos veces con PBS estéril 1X a 37°C y
tripsinizadas con 300 pl de 0,05% Tripsina-EDTA, rojo fenol (Gibco™). Se paré la
reaccion afladiendo 1 ml de medio completo y la suspension de células se pasoé a tubos

de citometria.

Los tubos fueron centrifugados a 1600 rpm (515 g) durante 5 min a temperatura
ambiente en la centrifuga 5810R (Eppendorf, Fisher Scientific) y el sobrenadante fue
descartado. Se resuspendié el botén celular en 300 pl de PBS 1X y se analizd
inmediatamente la fluorescencia intracelular de CFDA por citometria de flujo (detectado
con excitacion a 488 nm y emisién a 530 nm) en el citdmetro analizador Canto Il (Becton
Dickinson, Nueva Jersey, USA). El andlisis de los resultados se realizé con el software
BD FACSDiva™ (Becton Dickinson).

7.2. Ensayo de actividad de P-gp con el sustrato fluorescente Rodamina 123
Para medir la actividad de la bomba de eflujo P-gp, se uso6 el compuesto fluorescente

rodamina 123 (del inglés, Rhodamine 123 (Rho-123) (Sigma-Aldrich®)) como sustrato
tipico de P-gp. Se sembraron, en placa de 6 pocillos, 150 x 10® células de SK-UT-1y
CP0024 0 200 x 103 células de SW872, SW982 e ICP060 por pocillo en 2 ml de medio

de cultivo completo.
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Tras 24 h y con una confluencia del 60-70%, se elimin6 el medio y se incubaron las
células con 0,5 uM de Rho-123 en sus respectivos medios completos durante 30 min a
37°C en oscuridad. Se elimind el medio con Rho-123 y se lavaron las células con PBS
estéril 1X a 37°C. Seguidamente, las células fueron tratadas con el vehiculo (DMSO) o
con los diferentes inhibidores y TKIs (nilotinib, ripretinib, selumetinib y avapritinib tanto

a 10 como 5 pM).

Tras 90 min de incubacion con las drogas, se prepard nueva Rho-123 a 0,5 uyM en
medio completo y se incub6 durante 30 min uno de los pocillos que sirvié como control
positivo del experimento. Tras 2 h con los inhibidores o 30 min con Rho-123 para el
grupo control, las células fueron lavadas con PBS estéril 1X a 37°C y tripsinizadas con
300 pl de 0,05% Tripsina-EDTA, rojo fenol (Gibco™). Se par¢ la reaccion afiadiendo 1

ml de medio completo y la suspensién de células se pasé a tubos de citometria.

Los tubos fueron centrifugados a 1600 rpm (515 g) durante 5 min a temperatura
ambiente en la centrifuga 5810R (Eppendorf, Fisher Scientific) y el sobrenadante fue
descartado. Se resuspendié el botén celular en 300 ul de PBS 1X y se analiz6
inmediatamente la fluorescencia intracelular de rodamina 123 por citometria de flujo
(detectado con excitacién a 488 nm y emision a 530 nm) en el citbmetro analizador
Canto Il (Becton Dickinson). El analisis de los resultados se realizé con el software BD
FACSDiva™ (Becton Dickinson).

7.3. Ensayo de acumulacion de doxorrubicina intracelular
Con este ensayo, se midieron los niveles de doxorrubicina intracelular por citometria

de flujo. Se sembraron 35 x 103 células en placas de 24 pocillos por duplicado para cada
condicion experimental. Cuando las células presentaron una confluencia del 60-70% en
fase de crecimiento exponencial (24 h aproximadamente) fueron tratadas con los
inhibidores correspondientes (nilotinib, ripretinib, selumetinib, avapritinib) a 5y 10 uM,
el vehiculo (DMSO) o con medio (control). 24 h después se afiadi, a las diferentes
condiciones, a excepcion del control, doxorrubicina a 500 nM — 1 uM. Al finalizar las 48
h de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS, tripsinizadas con 0,05% Tripsina-
EDTA, rojo fenol (Gibco™) y tras afiadir medio completo, se recogieron en tubos de
citometria. Se centrifugaron los tubos a 1600 rpm (515 g) durante 5 min a temperatura
ambiente y se descarto el sobrenadante. Se resuspendieron los botones celulares en
300 pl de PBS 1Xy se analizaron los niveles de doxorrubicina intracelular en el citbmetro
analizador Canto Il (Becton Dickinson). La doxorrubicina presenta una excitacion a 488
nm y emision a 580nm. El andlisis de los resultados se realiz6 con el software BD
FACSDiva™ (Becton Dickinson).
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7.4. Ensayo Anexina V — Yoduro de propidio
Para detectar apoptosis celular tras los tratamientos con las diferentes drogas e

inhibidores, se us6 el kit de deteccion de apoptosis Anexina V — FITC (Immunostep,
Salamanca, Espafia). El marcaje simultdneo con Anexina V FITC y yoduro de propidio
(IP) permite la discriminacion de células intactas (Anexina-FITC negativo, IP negativo),
células en apoptosis temprana (Anexina-FITC positivo, IP negativo) y células en
apoptosis tardia (Anexina-FITC positivo, IP positivo) y células necréticas (Anexina-FITC

negativo, IP positivo).

Se prepard un control negativo no tratando las células, que se utilizé para definir el
nivel basal de células apoptéticas, necréticas o muertas. Tras el tratamiento
correspondiente, se recogieron las células y se lavaron con PBS estéril 1X. En este
punto, se tomaron 50-100 pl de células de todas las condiciones para tener un control
positivo que se marco solamente con Anexina-FITC y otro con IP solamente, para
comprobar que los marcajes se han realizado de manera correcta. Se centrifugd 5 min
a 1500 rpm (211 g).

Se prepar6é tampdn de unién con Anexina V y tras aspirar el sobrenadante de los
pellets celulares, se afiadié 200 pl a cada tubo y se resuspendieron las células. Se
incubaron 10-15 min en oscuridad a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadi6 1
ml de tampon de unién a cada tubo y se centrifugd nuevamente 5 min a 1500 rpm. Se
preparé una nueva solucion de tampon de unién esta vez con IP y tras aspirar el
sobrenadante, se resuspendieron en 100 pl de dicho tampdn. Se incubaron las células
5 min en oscuridad y se pasaron directamente por el citbmetro analizador Canto Il
(Becton Dickinson). El analisis de los resultados se realiz6 con el software BD
FACSDiva™ (Becton Dickinson).

7.5. Estudio del ciclo celular por citometria de flujo
Tras el tratamiento con los farmacos correspondientes, las células se tripsinizaron

con 0,05% Tripsina-EDTA, rojo fenol (Gibco™). Se centrifugaron las células 5 min a
1500 rpm (211 g), para lavarlas seguidamente con PBS 1X y centrifugar de nuevo. Se
afiadieron 500 pl de etanol al 70% (diluido en PBS 1X) y se incubaron 30 min a 4°C.
Tras la incubacion, se centrifugaron los tubos a 1800 rpm (304 g) durante 10 min. Se
preparé una mezcla de IP (Sigma-Aldrich®) a concentracion 1mg/ml y RNaseA (Qiagen®)
a concentracion 50 mg/ml en 500 pl de PBS que se afadio6 a los botones celulares tras
aspirar el sobrenadante. Se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion
horizontal y en oscuridad. Se midié en el citbmetro analizador Canto Il (Becton

Dickinson). Los datos fueron analizados con el software FlowJo_V10 (Ashland, Oregon).
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8. Ensayos in vivo
Todos los ratones se mantuvieron de acuerdo con las normas establecidas en el

animalario del IBiS (basadas en lo estipulado en el Real Decreto 53/2013) y se
sacrificaron mediante inhalacion de CO: cuando se detectd cualquier signo importante
de enfermedad, con el fin de evitar el sufrimiento del animal. EI comité ético del Hospital
Universitario Virgen del Rocio/Virgen Macarena aprobd los procedimientos (Cédigo
16/05/2017/061).

8.1. Generacién de modelos de xenoinjertos derivados de pacientes (PDX).
Para generar cada uno de los modelos de xenoinjertos derivados de pacientes

(PDX), se partié de una muestra tumoral (biopsia escisional o tru-cut) de pacientes con
LMS/LPS, previa obtencién del consentimiento informado para la utilizacion de la

muestra por el Biobanco del Hospital Universitario Virgen del Rocio.

La muestra fue implantada en un raton atimico de la especie Nude-Foxnl (Charles
River Laboratories) hasta alcanzar un crecimiento adecuado, tras el que se sacrificé al
ratén y se pasé a sucesivos ratones hasta establecer el modelo, guardando muestras

del raton para su posterior caracterizacion y reimplantes.

Para los experimentos, se utilizaron hembras de 6-8 semanas de ratones atimicos
de la especie Nude-Foxnl (Charles River Laboratories). Los ratones fueron
anestesiados con 100 pl de una mezcla de los anestésicos diazepam (Roche) y
ketamina (Pfizer) en una proporcién 1:3 administrados por inyeccién intraperitoneal.
Subcutdneamente, en el flanco derecho de la pata derecha del ratén, se implantaron las
muestras tumorales de un volumen aproximado de 10 mm?3. Se colocaron en una placa
térmica a 37°C durante 1 h hasta que se recuperaron del procedimiento. Tras ello, se
esperé unas 3-7 semanas hasta que los tumores alcanzaron un volumen minimo de 150

mm? para comenzar el tratamiento correspondiente.

8.2. Tratamientos de los modelos xenoinjertados
Los ratones fueron randomizados segun su tamafio tumoral a los siguientes 4 grupos

de tratamiento:

- Grupo control, recibiendo suero fisiolégico intraperitoneal con aguja insulina U-
100 (0,3 mm (29 G) x 12,7 mm) (BD Microfine; Beckton Dickinson and Company,
USA).

- Grupo eribulina en monoterapia, recibiendo dosis de 1,6 mg/kg intravenosa por
cualquiera de las dos venas laterales de la cola con jeringas con aguja interior
estéril (0,40 mm (27G) x 10 mm) (BD Microfine).
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- Grupo gemcitabina en monoterapia, recibiendo dosis de 120 mg/kg
intraperitoneal con aguja insulina U-100 (0,3 mm (29 G) x 12,7 mm) (BD
Microfine).

- Grupo de combinacién de eribulina y gemcitabina, recibiendo dosis de 1,6 mg/kg
de eribulina intravenosa por las venas laterales de la cola y 120mg/kg de

Gemcitabina intraperitoneal con las gujas anteriormente referenciadas.

Para el tratamiento intravenoso por cola, los ratones fueron inmovilizados en un

retenedor para ratones de 35g (90x30mm, ref.: LE5016; Letica Scientific Instruments)

Los ratones fueron tratados con un solo ciclo de tratamiento que consistié en dos
dosis, una en dia 0y otra en el dia 7 de cada ciclo de 21 dias de tratamiento. Los tumores
fueron medidos y los ratones pesados 3 veces por semana. Tras 21 dias, los ratones
fueron sacrificados, si previamente no habian llegado al volumen méaximo tumoral (1500
mm?3). En una segunda aproximacion experimental, tras el ciclo de tratamiento, se
mantuvieron los ratones hasta que alcanzaron el volumen tumoral méaximo. Los ratones
se sacrificaron en cdmara de CO,, de acuerdo con las normas éticas del tratamiento

animal.

8.3. Necropsias
Una vez sacrificados los animales, se realiz6 la necropsia completa (a excepcion del

cerebro) y se recogieron muestras tanto del tumor como de higado, pulmén, bazo y
rifones para realizar el correspondiente analisis histoldgico y molecular. Las muestras
tumorales se dividieron en 2 partes, una para histologia incluida en casete (Endo
plasticware), y otra para analisis de ARN/ADN. Las muestras para histologia se fijaron
en formol (Thermo Fisher Scientific) al 4% durante 24 h. Por otro lado, los trozos de
tumor destinados para andlisis de ARN/ADN se congelaron de inmediato en criotubos

en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C.

9. Técnicas inmunohistoquimicas sobre las muestras de PDX
Tras 24 h de fijacion en formol (Epredia™ Formal-Fixx™, Thermo Fisher Scientific)

y una vez depositadas las muestras en la retorta de la del procesador automatico de
tejidos LEICA ASP300, se seleccioné el siguiente programa con los sucesivos pasos:
dos pasos de formol 30 min, dos pasos de etanol 70% 30 min, dos pasos de etanol 96%
45 min, dos pasos de etanol 100% 40 min, dos pasos de xilol 30 min y 3 pasos de
parafina 1 h. Una vez las muestras salen del procesador, se procedié a elaborar los
blogues de parafina en el Histocore Arcadia H, de Leica. Este protocolo fue llevado a

cabo por el servicio de histologia del IBiS.
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La tincion de CD31 en las muestras tumorales fue realizada por el Biobanco del
Hospital Universitario Virgen del Rocio. Se cortaron secciones de tejido de 5 micras de
los bloques de parafina, se calentaron 20 min a 65°C y la inmunohistoquimica se realizé
de manera automatica usando el equipo BOND RXm instrument (Leica Biosystems).
Tanto el anticuerpo primario (CD31, (PECAM-1) (D8V9E) XP®, Cell Signalling, a una
dilucién 1/90) como el secundario conjugado a HRP (Visualization reagent, Agilent)
fueron aplicados durante 1 h respectivamente. Los cortes se montaron en DPX (BDH
Laboratories, Poole, UK). La recuperacion del antigeno se realizdé con solucion EDTA
(pH 8,0).

Para las tinciones hematoxilina-eosina se realizaron secciones de 4 micras en
portaobjetos, que se desparafinaron en xilol, se rehidrataron en una serie de alcoholes
crecientes y se tifieron con hematoxilina y eosina (Agilent Dako). Posteriormente, se
deshidrataron en alcoholes crecientes, xilol y finalmente se montaron en DPX. Todo el
proceso se realiz6é de forma automatizada utilizando el instrumento CoverStainer (Dako

Agilent). Los portaobjetos tefiidos se visualizaron mediante un microscopio optico.

El andlisis de la densidad de microvasos fue llevada a cabo por un patélogo. Se
analizaron hasta 5 campos diferentes por muestra (20x/22 (0,95 mm?/campo), buscando
las zonas consideradas como “hot-spots”, zonas con alta densidad vascular en el tumor
y evitando las zonas de necrosis tumoral. Dentro de estos campos se contabilizaron
todos los vasos (maduros e inmaduros) positivos para CD31. La densidad de

microvasos se expresé como n° de vasos por HPF.

10. Datos demograficos e histopatolégicos de los pacientes reclutados en el
ensayo fase Il ISG-STS 1001.
Las muestras usadas en el estudio traslacional fueron coleccionadas

prospectivamente en el ensayo ISG-STS 1001 (numero de ensayo clinico
NCT01710176, y numero EUDRACT 2010-023484-17) (31). En este ensayo, los
pacientes fueron asignados aleatoriamente para recibir tres ciclos de quimioterapia
neoadyuvante estandar (epirrubicina 60mg/m?/dia en los dias 1 y 2 del ciclo mas
ifosfamida 3g/m?/dia, en los dias 1, 2 y 3) programados cada 3 semanas (brazo
estandar) o tres ciclos de quimioterapia neoadyuvante adaptada a la histologia (brazo

experimental) que consistio en:

e trabectedina (1,3mg/m?/dia) cada 3 semanas para LPS mixoide de alto
grado;

e gemcitabina (1800mg/m?/dia) mas dacarbazina (500mg/m?/dia) cada 14 dias
para LMS;
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e altas dosis de ifosfamida (14g/m?) en infusién continua mediante bomba
portatil cada 28 dias para sarcoma sinovial;

e etopdsido (150mg/m?/dia) mas ifosfamida (3g/m?/dia), ambos del dia 1 al 3
del ciclo cada 21 dias para MPNST (tumor de vaina nerviosa periférico, del
inglés malignant peripheral nerve sheath tumor)

e gemcitabina (900mg/m?/dia) los dias 1 y 8 mas docetaxel (75mg/m?/dia) el
dia 8 para UPS.

Los pacientes diagnosticados con mixofiborosarcoma, LPS pleomorfico,
rabdomiosarcoma pleomorfico y sarcoma de células fusiformes no clasificables no
fueron aleatorizados, sino que fueron registrados y tratados con la QT estandar
(denominado brazo de registro). Del mismo modo, los casos que se podian asignar a
los brazos de gemcitabina o trabectedina, y para los que se consideraba necesaria la
RT preoperatoria, se asignaron solo para el registro con QT estandar. A los pacientes
se les realiz6 seguimiento cada 3 meses durante los 3 primeros afios con imagenes de
térax y cada 6 meses el cuarto y quinto afio y a partir de entonces anualmente. Se
recomendo imagen por resonancia magnética (RMN) durante los 5 primeros afios cada
6 meses, pasando a control anual a partir del quinto afio. Eran obligatorios tanto la
revision patolégica central como la radioldgica. Los pacientes reclutados en el ensayo
consintieron participar en el estudio traslacional aqui presentado, firmando un formulario
de consentimiento informado. Los procedimientos se realizaron de acuerdo con las
directrices establecidas por el Comité de Etica de los hospitales, asi como en

conformidad con la Declaracion de Helsinki.

11. Construccioén de los microarrays tisulares (TMA) e inmunohistoquimicas
relacionadas.
La valoracion de MRP-1 fue realizada en todos los casos que entraron en el estudio

para los cuales habia material adecuado disponible. Las areas tumorales elegidas para
los microarrays tisulares (TMAS) fueron seleccionadas por patélogos sin acceso a los
resultados del estudio clinico. La construccién del TMA se realiz6 utilizando un arrayer
de tejidos automatizado (Minicore Excilone; Elancourt, Francia). Las muestras para los
TMAs fueron de 1,0 mm de didmetro y se obtuvieron de los bloques de parafina de tumor
de cada paciente incluido post-tratamiento. Posteriormente, se cortaron secciones de 4
pMm y se tifieron con hematoxilina y eosina o con el anticuerpo monoclonal contra MRP-
1: QCRL-1 (Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Tanto la expresion como
la intensidad de MRP-1 por inmunohistoquimica fue en primer lugar evaluada por los
patélogos clasificandolas en varios niveles para posteriormente agruparla para la

realizacion de los analisis. La expresion MRP-1 fue agrupada como baja (<25% de
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células positivas) y como la alta extension (>25% de células positivas), mientras que la
intensidad de la inmunohistoquimica fue clasificada en 5 subtipos que posteriormente
fueron agrupados como intensidad negativa/débil (0, + o ++) o intensidad fuerte (+++ o
++++). El tejido de rifidn fue utilizado como control positivo de la inmunohistoquimica,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Dos patélogos con gran experiencia en
sarcomas fueron los responsables de revisar la expresion de proteina MRP-1, cegados
a los datos clinicos. Cada pato6logo revisé independientemente todos los nucleos de
TMA.

12. Andlisis estadisticos basados en los resultados de los TMAs
Los datos clinicos y demogréficos se expresaron en términos de frecuencia y

porcentaje para las variables categoricas, y para las cuantitativas como mediana y rango
intercuartilico. La mediana de seguimiento fue evaluada usando el método "Kaplan-
Meier reverso" para SG (174). La SG fue medida desde la entrada del paciente en el
ensayo hasta su muerte. La supervivencia de los pacientes que no experimentaron el
evento considerado durante el seguimiento fue censurada en el momento del dltimo
seguimiento. La SLP se calculé desde la entrada del paciente al ensayo hasta la
progresion o la muerte, segun lo que sucedié en primer lugar. Para la SLP, los pacientes
gue no experimentaron progresion o muerte, durante el periodo de seguimiento, fueron
censurados en el momento del Gltimo seguimiento. Las funciones de supervivencia se
estimaron mediante el método de Kaplan-Meier y se compararon mediante la prueba de
rango logaritmico (log rank test). El analisis explorativo de subgrupos basado en
histotipo fue realizado estimando la regresién de Cox (Cox’s regression hazard ratio) y
los intervalos de confianza asociados, y representando dichos datos en un diagrama de
tipo bosque (forest-plot). Se realiz6 un andlisis prondstico de la SG y la SLP analizando
los posibles factores clinicos sugeridos por el andlisis de regresion de Cox. El coeficiente
kappa de Cohen (k) se calcul6 para evaluar la concordancia entre los andlisis de ambos
patélogos. A menos que se especifique lo contrario, los intervalos de confianza fueron
de dos colas y calculados considerando un nivel de confianza de 0,95. Las pruebas
realizadas se consideraron estadisticamente significativas donde los valores de p fueron

<0,05. El andlisis estadistico se realizo utilizando R 3.5.2 R Core Team (2020).

13. Estudio in-silico de docking molecular
Para estudiar la afinidad de cada uno de los inhibidores con las bombas de eflujo P-

gp, MRP-1 y BCRP, se realiz6 una prediccion in silico de la energia de afinidad de las
moléculas nilotinib, avapritinib (BLU-285), ripretinib, MK-571, selumetinib y probenecid
sobre las 3 proteinas. El estudio in-silico fue realizado por el grupo de Medicina

computacional de sistemas liderado por el Dr. Joaquin Dopazo Blazquez.
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13.1. Docking molecular proteina-ligando
Las 3 proteinas de la familia ABC estudiadas tienen una estructura similar: se

componen de un dominio ATPasa intracelular muy conservado a nivel de secuencia, y
un dominio transmembrana, que es el encargado del reconocimiento y el transporte del
sustrato (175, 176). Para BCRP y P-gp, existen humerosos cristales de alta resolucion
de la proteina completa, algunos de los cuales han sido co-cristalizados con otros
inhibidores. En el caso de MRP-1, a pesar de que no existen cristales completos en
humano, si que existen estructuras cristalizadas de proteinas homélogas con alta
identidad de secuencia, lo cual hace del modelado por homologia una aproximacion

factible.

Con el objetivo de reducir posibles artefactos en el célculo de la energia de afinidad,
el andlisis se realizé6 de forma redundante para cada caso utilizando proteinas
cristalizadas en diferentes condiciones. Asi pues, para BCRP, se utilizaron las
estructuras con identificador PDB (177) 5nj3, 6eti, 6feq, 6ffc, 6hij, 6vxh, 6vxi y 6vxj, y
para P-gp, las estructuras 5och, 6cOv, 6fnl, 6fn4 y 6gex. Dado que actualmente no
existen estructuras completas para MRP-1, en este caso se utilizaron estructuras
modeladas por homologia mediante swiss-model (178), utilizando las referencias 6pzc,
5ko2, 6uy0, 6bhu, 5koy, 4lsg, 6ujr, 3g5u, 5uja, 6bhu, 5uja, 5ko2, 5uj9, 6pzb, 6pzi, 6uy0,
5uj9, 5kpd, 3g5u, 5kpi, 5kpi, 4lsg y 5kpd. En todos los casos, se eliminaron los
heteroatomos co-cristalizados y se utilizé6 autodock tools v1.5.7 (179) para preparar las

estructuras y los ligandos.

Para realizar el docking se utilizé Autodock Vina v1.1.2 (180) con una exhaustividad
de 500 (exhaustiveness=500). Con el objetivo de reducir el espacio de blsqueda, el
analisis se restringio al canal transmembrana. En los casos en los que, adicionalmente,
se realizd un docking flexible, se marcaron como residuos flexibles todos aquellos
situados a menos de 5°A de la pose de menor energia del inhibidor en el modelo rigido

correspondiente y se establecié una exhaustividad de 100.

13.2. Estimacion de la afinidad de unidn proteina-ligando
Con el objetivo de mejorar las predicciones obtenidas en el docking molecular, se

utilizd KDeep (181), herramienta que utiliza redes neuronales convolucionales 3D para
predecir la afinidad de unidon de un complejo proteina-ligando previamente posicionado
en la conformacién de interaccion (co-cristalizados o posicionados mediante docking)

para predecir la afinidad de union.

Para cada par proteina-ligando, se utilizd la estructura con menor energia de
interaccion calculada en el punto 13.1. Por un lado, la proteina sin el ligando se

transform6 al formato PDB utilizando openbabel (182). Por otro lado, se realizé una
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correccion manual de la estructura del ligando y se realizdé una minimizacion de energia
mediante el programa Avogadro (183). Tanto la proteina como el ligando se

hidrogenaron acorde a un pH de 7.4.

14. Anélisis estadistico
Para realizar el analisis estadistico de todos los experimentos fueron utilizados tanto

el programa GraphPad Prism como el programa SPSS. Se utilizé la prueba estadistica
T-student para muestras no pareadas. Valores de p inferiores a 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos y se representaron segun la siguiente
clasificacion: p<0,05 (*), p<0,01 (**), y p<0,001 (***). Ademas, se utilizo la prueba Log-
rank (Mantel-Cox) para el andlisis de supervivencia en el experimento de PDX y la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para la evaluacién de la inhibicion del

crecimiento tumoral.
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Capitulo I: Estudio de la inhibicibn de MRP-1 en combinacion con
guimioterapicos como estrategia de para revertir la resistencia a farmacos
en sarcomas de partes blandas.

1. Valor pronoéstico/predictivo de MRP-1 en pacientes tratados con
antraciclinas e ifosfamida
En primer lugar, quisimos estudiar el papel de MRP-1 en un contexto clinico de

pacientes tratados con el régimen estandar de quimioterapia: antraciclinas mas
ifosfamida. Un total de 264 pacientes reclutados en el ensayo ISG-STS 1001 fueron
incluidos en este estudio traslacional. De ellos, 175 fueron asignados aleatoriamente al
brazo de tratamiento estandar (n=88) o al brazo experimental (n=87), mientras que 89
de ellos se registraron y se trataron con QT estandar (brazo registro). La edad media al
diagnostico fue 53 afios, con una predominancia masculina de un 62% contra un 38%
de mujeres. Los subtipos més frecuentes fueron sarcoma pleomorfico indiferenciado
(UPS, 28%), LPS mixoide de alto grado (21%) y sarcoma sinovial (16%) (Tabla 8).

La expresién de MRP-1 fue alta en un 43% de las muestras tumorales de pacientes
(112/264), baja en el 44% (119/264) y no evaluable en el 13% de los pacientes (33/264).
La intensidad de la expresion de MRP-1 fue fuerte en el 31% de los casos (81/264),
baja-negativa en el 56% de los tumores (150/264) y no evaluable en el 13% de los casos
(33/264). En la tabla 8 se muestra toda la informacién detallada y en la figura 10 se
muestran ejemplos de la inmunodeteccion de MRP-1 en las muestras tumorales. La alta
expresion de MRP-1 fue observada en un 62% de los sarcomas sinoviales (26/42), en
un 52% de los mixofibrosarcomas (17/33) y en un 46% de los UPS (34/74) y de forma
similar, la alta intensidad se observé en un 45% de los sarcomas sinoviales (19/42), un
46% de los mixofibrosarcomas (15/33) y un 32% de los UPS (24/74). La informacion
adicional sobre la expresion de MRP-1 se muestra en la tabla 9. El nivel de concordancia
entre ambos patélogos fue excelente tanto para la evaluacion de la expresion de MRP-
1 (x=0,83 (95% ClI, 0,71-0,95; p<0,001)) como para la evaluacion de la intensidad (k=
0,90 (95% Cl, 0,86-0,95; p<0,001)).

A

Figura 10: Expresién proteinica de MRP-1 en las muestras tumorales de los pacientes. (A) Ejemplo
de inmunotincion de MRP-1 negativa (B) Ejemplo de inmunotincién positiva de MRP-1. (C) Detalle de la
tincion de MRP-1 (citoplasmica y de membrana) a 20X.
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Tabla 8: Datos demograficos de los pacientes pertenecientes al ensayo ISG-STS 1001.

. . Pacientes con
Pacientes con  Pacientes con

Todos los i X . : quimioterapia
pacientes quimioterapia  quimioterapia - basada en
_ estandar Registro - :
(n=264) (n=88) (n=89) histologia
(n=87)
Edad media (afios) 53 48 56 50
Género
- Hombre 163 (62%) 53 (60%) 57 (64%) 53 (61%)
- Mujer 101 (38%) 35 (40%) 32 (36%) 34 (39%)
Mediana de tamafio (cm) 10.8 10.1 12.2 9.7
Localizacion
- Miembros inferiores 179 (68%) 63 (72%) 58 (65%) 58 (67%)
- Pelvis 30 (11%) 8 (9%) 10 (11%) 12 (14%)
- Miembros superiores 24 (9%) 6 (7%) 12 (14%) 6 (7%)
- Cintura escapular 22 (8%) 8 (9%) 7 (8%) 7 (8%)
- Pared toracica 5 (2%) 1 (1%) 1 (1%) 3 (3%)
- Pared abdominal 2 (1%) 1 (1%) 0 (0%) 1 (1%)
- Paravertebral 2 (1%) 1 (1%) 1 (1%) 0 (0%)
Histologia revisada
- UPS
o . . 74 (28%) 21 (24%) 20 (22%) 33 (38%)
) g';i ?&?ﬁﬁoﬂl TEETE RS 55 (21%) 24 (27%) 13 (14%) 18 (21%)
- Mixofibrosarcoma 42 (16%) 22 (25%) 0 (0%) 20 (23%)
-LMS 33 (12%) 0 (0%) 33 (37%) 0 (0%)
_MPNST 25 (9%) 10 (12%) 6 (7%) 9 (10%)
- LPS pleomérfico 16 (6%) 9 (10%) 0 (0%) 7 (8%)
- Células fusiformes no (v, & (@i, o ([l Ui
clasif 5 (2%) 1 (1%) 4 (5%) 0 (0%)
- RMé pleomoérfico i) iy L i)
Expresion MRP-1**
-0-4% 105 (40%) 38 (43%) 40 (45%) 27 (31%)
-5-25% 14 (4%) 4 (5%) 5 (6%) 5 (5%)
- 26 - 49% 25 (10%) 9 (10%) 6 (7%) 10 (12%)
- 50 - 100% 87 (33%) 29 (33%) 25 (28%) 33 (38%)
- No evaluable 33 (13%) 8 (9%) 13 (14%) 12 (14%)
Intensidad MRP-1**
- Nula 105 (40%) 38 (43%) 40 (45%) 27 (31%)
- Débil 36 (14%) 12 (14%) 9 (10%) 15 (17%)
- Levemente fuerte 9 (3%) 2 (2%) 3 (4%) 4 (5%)
- Moderado fuerte 15 (6%) 6 (7%) 3 (4%) 6 (7%)
- Fuerte 66 (25%) 22 (25%) 21 (23%) 23 (26%)
- No evaluable 33 (13%) 8 (9%) 13 (14%) 12 (14%)
Mediana de seguimiento (afios) 4,45 (95CI: 4,09 — 4,75)

*Componente celular > 5%; **Areas de alto grado de las muestras tumorales; UPS: Sarcoma pleomorfico
indiferenciado; LPS: Liposarcoma; LMS: Leiomiosarcoma; MPNST: Tumor maligno de vaina nerviosa periférica,;
RMS: Rabdomiosarcoma.

En el analisis univariante, la alta expresion de MRP-1 correlaciond significativamente
con una peor SLP [HR 2,71 (95% CI, 1,31-5,62), p=0,007] en los pacientes asignados
aleatoriamente al brazo estandar de quimioterapia. En cuanto a la SG, se observo una
tendencia en el mismo grupo de pacientes [HR=2,75 (95% CI, 0,97-7,81)] p=0,058
(Figura 11A,C).
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Tabla 9: Distribucion de la expresion de MRP-1 por subtipo histolégico.

Expresion MRP-1 ‘ ‘ Intensidad MRP-1

Baja Alta NE Negativa/ | Positiva NE
débil
Randomizado (n=54) | 20 37%) | 2/ . | 7 azw)|l| 26 (48%) 21 !
(50%) 39%) | (13%)
Registro (n=20) 11 (55%) | 7 (35%) | 2 (10%) |}| 15 (75%) 3 (15%) (15% )
0 Randomizado (n=42) | 25 (60%) | .22 = | 5@2%) |l 30 71%) | 7 @7y | .2
2= (28%) (12%)
STy
=
o= , 3
24 Registro (n=13) 9(69%) | 1(8%) | 3(23%) 8 (62%) 2 (15%) (23%)
Randomizado (n=42) | 11 (26%) | ,.2° . | 512%)|l| 18 (43%) 19 5
(62%) (45%) | (12%)

Registro (n=0) - - - - - -

Randomizado (n=19) | 9 (47%) | 8 (42%) | 2 (11%) ||| 11 58%) | 6 (31%) (112% )
Registro (n=6) 5(83%) | 1(17%) 0 5(83%) | 1(17%) | O
Randomizado (n=16) | 8 (50%) | 7 (44%) | 1 (6%) ||| 11 69%) | 4 (25%) (6%/0)
Registro (n=0) - - - - - -
Randomizado (n=0) - - - - - -
Registro (n=33) 1133%) | = | 5asw|l| 13 Gow) 15 5
(52%) 46%) | (15%)
= Randomizado (n=2) | 1(50%) | 1 (50%) 0 2 (100%) 0 0
[
o
3 3
2 Registro (n=17) 9(53%) | 5(20%) | 3(18%)|If 11(64%) | 3(18%) | 00
: 81 20 57 20
= 0 0
5 Randomizado (n=175) | 74 (42%) (46%) (12%) 98 (56%) (32%) (12%)
S ©
)
[
= Registro (n=89) 45 (50%) | ot 13 52 (59%) 24 13

(35%) | (15%) (26%) | (15%)

* Incluye sarcoma de células fusiformes no clasificable, liposarcoma y rabdomiosarcoma pleomarficos; Baja:
(£ 25% células positivas) y Alta (>25% células positivas). El grupo randomizado se compone de los grupos
de tratamiento estandar y tratamiento adaptado a la histologia; Registro: tratamiento estandar. LMS:
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Leiomiosarcoma; MFS: Mixofibrosarcoma; MPNST: Tumor de vaina nerviosa periférico; RC MLPS:
Liposarcoma mixoide de células redondas; SS: Sarcoma sinovial; UPS: Sarcoma pleomorfico
indiferenciado. NE: No evaluable.

Del mismo modo, la intensidad de MRP-1 se relacioné de manera significativa tanto
con la SLP [HR=2,04 (95% ClI, 1,03-4,06)], p=0,042 como con la SG [HR=2,92 (95% ClI,

1,11-7,67)], p=0,030 en el mismo subgrupo de pacientes asignados aleatoriamente al
régimen estandar de dosis completas de antraciclinas mas ifosfamida (Figura 11B,D).

A HR=2,71(95% Cl, 1,31-5,62, p=0,007) B HR=2,04 (95% Cl, 1,03-4,06, p=0,042)
1,0 1,0
- 0,8 — o 08 —
(1%} [1%]
B =
= 06 = 06 —
a o
3 3 L
o 04 o 04
a o
0,2 0,2
0,0 — 0,0 —
I I I I I I I I
0 2 4 6 0 2 4 6
Anos ARos
Sujetos en riesgo Sujetos en riesgo
Negativa 42 35 18 3 Negativa 52 41 22 5
Positiva 38 21 13 3 Positiva 28 15 9 1
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Figura 11: Andlisis de supervivencia en el brazo estandar de tratamiento. (A) SLP de acuerdo con
la expresion de MRP-1, estando la expresion agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25%
células positivas). (B) SLP de acuerdo con la intensidad de inmunotincién de MRP-1, agrupada como
intensidad negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ o ++++). (C) SG de acuerdo con la expresion
de MRP-1, estando la expresion agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25% células
positivas). (D) SG de acuerdo con la intensidad de inmunotincién de MRP-1, agrupada como intensidad
negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ 0 ++++).
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A HR=1,33 (95% Cl, 0,70-2,55, p=0,384) B HR=1,58 (95% Cl, 0,84-2,97, p=0,158)
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C HR=1,19 (95% Cl, 0,54-2,59, p=0,665) D HR=1,30(95% Cl, 0,60-2,83, p=0,511)
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Figura 12: Andlisis de supervivencia en el brazo experimental de tratamiento. (A) SLP de acuerdo con
la expresion de MRP-1, estando la expresion agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25%
células positivas). (B) SLP de acuerdo con la intensidad de inmunotincion de MRP-1, agrupada como
intensidad negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ 0 ++++). (C) SG de acuerdo con la expresion de
MRP-1, estando la expresidon agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25% células
positivas). (D) SG de acuerdo con la intensidad de inmunotincion de MRP-1, agrupada como intensidad
negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ 0 ++++).

A diferencia de dichos pacientes, no se observé ninguna relevancia pronéstica ni
predictiva en los pacientes asignados aleatoriamente al brazo de tratamiento
experimental, tanto con la expresion como con la intensidad de MRP-1 (Figura 12). De
la misma manera, no se vieron diferencias significativas en la expresion o intensidad de
MRP-1 en el grupo de pacientes registrados tratados con quimioterapia estandar (Figura
13). En este conjunto de pacientes, el subtipo mas representado fue mixofibrosarcoma
(37%) para el cual la expresion de MRP-1 no mostré una fiabilidad consistente (Figura
14). Ningun paciente con mixofibrosarcoma fue incluido en ninguno de los brazos
randomizados.
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Figura 13: Andlisis de supervivencia en la cohorte de pacientes de registro. (A) SLP de acuerdo con
la expresion de MRP-1, estando la expresion agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25%
células positivas). (B) SLP de acuerdo con la intensidad de inmunotincion de MRP-1, agrupada como
intensidad negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ 0 ++++). (C) SG de acuerdo con la expresion de
MRP-1, estando la expresion agrupada como baja (£25% células positivas) vs. alta (>25% células
positivas). (D) SG de acuerdo con la intensidad de inmunotinciéon de MRP-1, agrupada como intensidad

negativa/débil (0, + o ++) o intensidad alta (+++ 0 ++++).
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Figura 14: Grafico de arbol por subgrupos histologicos. (A) SLP) de acuerdo con la expresion de MRP-
1 en el brazo estandar de tratamiento. (B) SG de acuerdo con la expresién de MRP-1 en el brazo estandar
de tratamiento. (C) SLP de acuerdo con la expresion de MRP-1 en el brazo experimental de tratamiento.
(D) SG de acuerdo con la expresion de MRP-1 en el brazo experimental de tratamiento. (E) SLP de acuerdo
con la expresién de MRPL1 en la cohorte de registro de pacientes. (F) SG de acuerdo con la expresion de
MRP-1 en la cohorte de registro de pacientes. La expresion de MRP-1 se agrup6 en baja (< 25% de células
positivas) versus alta (>25% de células positivas). LPS: Liposarcoma; MPNST: Tumor de vaina nerviosa
periférica; UPS: Sarcoma pleomérfico indiferenciado.

En la serie total, las variables como el estado del paciente segun la escala ECOG,
el género, la edad, el tamafio y la localizacion tumoral no tuvieron influencia sobre el
prondstico, mientras que la respuesta RECIST de los pacientes al tratamiento si tuvo

una influencia pronéstica tanto en la SLP como en la SG (Tabla S1).

La alta intensidad de expresion de MRP-1 fue el Unico factor predictivo/prondstico
independiente asociado a la SLP [HR=1,78 (95% ClI, 1,11-2,83)], p=0,016 en el analisis
multivariante, mostrando también una tendencia para la SG [HR=1,78 (95% CI, 0,97-
3,25)], p=0,062 (Tabla 10).

Tabla 10: Andlisis multivariante de factores afectando a la supervivencia libre de progresién y la
supervivencia global.

SLP SG
:\;l]geg_slldad positiva de (1,11i7;83) 0,016 (01917,_7??25) 0,062
ECOG~1 (0,81(5?27,35) 0,246 (0,813'?;23) 0,152
Tamafio tumoral (0,9155?1(),01) 0,397 (0,92?1(301) 0,990
Edad (01907’?19,01) 0,373 (01907'?3 02) 0,634
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2. Expresion de ABCB1, ABCCly ABCG2 en un panel de lineas de sarcomas
de partes blandas.
La expresion de MRP-1 fue caracterizada en un panel de 5 lineas celulares de SPB:

SK-UT-1, CP0024, SW872, SW982 e ICP60. Estudiamos la expresion génica, en niveles
de ARN mensajero (ARNm) de dichas bombas: ABCC1, el gen que codifica la proteina
MRP-1, se expreso en todas las lineas celulares testadas, siendo SK-UT-1 y CP0024
las que expresaron niveles méas altos del dicho gen: 0,030 + 0,009 y 0,023 + 0,005,
respectivamente, en comparacion a las otras lineas celulares utilizadas. Por otro lado,
mostraron una menor expresion de ABCB1 (2,137E + 5,263E" y 3,575E + 2,582E"
% respectivamente) o ABCG2 (3,725E%* + 4.592E% y 1,072E% + 2,553E7%), en
comparacion con SW872, SW982 e ICP060 (Figura 15).

0,041 BN ABCB1
E I ABCC1
[n'd -
X 0,03 T B ABCG2
: |
©
(7]
e 0,024 'I'
>
£
5 0,014
i M
(9\]
0,00 —— . . . il
N N o
o K S 2 ©

Figura 15: Expresion de las bombas de eflujo ABCB1, ABCC1 y ABCG2 en un panel de lineas de
sarcomas de partes blandas. La expresion génica relativa fue determinada con el método 2-4¢t,

3. Estudio de la inhibicién en la actividad de eflujo de MRP-1y P-gp por los
farmacos seleccionados.
Una vez caracterizadas las lineas celulares en cuanto a la expresion de los

transportadores ABC, se evalu6 el efecto de diferentes compuestos e inhibidores de
tirosina quinasa sobre la actividad de las bombas de eflujo, utilizando las sustancias
fluorescentes CFDA y Rho-123 como sustratos de MRP-1 o P-gp, respectivamente. En
el panel de lineas celulares de SPB utilizado, observamos que nilotinib y avapritinib
fueron capaces de reducir el eflujo de CFDA, aumentando consecuentemente su
concentracion intracelular. En la linea celular SK-UT-1, la fluorescencia intracelular de
CFDA fue 10,08 £ 6,85 veces (p = 0,003) y 4,54 + 3,15 veces (p=0,007) superior, en

comparacion con el control tratado con DMSO, cuando las células se trataron con 10 o
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5 uM de nilotinib, respectivamente. En la misma linea celular, la retencion de CFDA fue
9,69 + 3,84 veces (p <0,001) y 7,82 + 4,12 veces (p <0,001) mayor con respecto al
tratamiento con DMSO, cuando las células se trataron con avapritinib 10 y 5 uM,
respectivamente (Figura 16A,C). También se obtuvieron resultados similares en la linea
celular de LMS CP0024: el aumento de la fluorescencia intracelular de CFDA fue de
6,29 + 1,82 veces (p <0,001) y 3,23 + 1,13 (p = 0,001) mayor en comparacion con el
tratamiento con DMSO, con nilotinib 10 y 5 uM, respectivamente y 6,00 + 0,47 veces (p
<0,001) y 5,32 £+ 1,58 veces mayor (p <0,001) con avapritinib 10 y 5 uM (Figura 16B,D).
El inhibidor de MRP-1 probenecid, que se utiliz6 como control positivo, indujo un
aumento del CFDA intracelular de 1,24 + 0,32 veces (p = 0,04) en SK-UT-1y 1,77 £ 0,42
(p = 0,002) veces en CP0024, en relacién con las células tratadas con DMSO. MK-571,
también utilizado como control positivo, produjo un aumento de 1,38 + 0,33 (p=0,006) y
1,62 + 0,22 (p<0,001) veces, respectivamente en SK-UT-1 y CP0024.

Los efectos de ripretinib y selumetinib en las lineas celulares SK-UT-1 y CP0024
también se muestran en la tabla 11 y la figura 16A-B. Por otro lado, el eflujo de Rho-123
no fue alterado significativamente por ninguna de las moléculas utilizadas en ambas
lineas celulares (Tabla 11). En la linea celular SK-UT-1, la acumulacion intracelular de
Rho-123, en comparacién con las células tratadas con DMSO, fue 0,96 + 0,07 con
probenecid 200 pM (p=0,179); 0,92 + 0,004 con MK-571 1 uM (p<0,001); 1,18 + 0,17
(p=0,015) y 1,15 £ 0,11 (p=0,005), con nilotinib 10 y 5 uM respectivamente; 0,92 + 0,01
y 0,95 £ 0,07 con 10 y 5 uM de ripretinib (p<0,001;p<0,001); 0,99 + 0,06 (p=0,486) y
0,83 + 0,08 (p<0,001) con selumetinib 10 y 5 puM, respectivamente; y 0,94 + 0,09
(p=0,056) y 1,07 £ 0,12 (p=0,085) con avapritinib 10 y 5 uM, respectivamente (Figura
16A). En la linea celular CP0024 fue 0,88 + 0,02 con probenecid 200 uM (p=0,018); 0,77
+ 0,02 con MK-571 1 uM (p<0,001); 1,09 + 0,06 (p=0,010) y 1,07 + 0,09 (p=0,106) con
nilotinib 10 y 5 uM, respectivamente; 1,05 £ 0,27 (p=0,661) y 1,13 £ 0,15 (p=0,079) con
ripretinib 10 y 5 uM, respectivamente; 0,93 + 0,02 (p<0,001) y 0,91 + 0,1 (p=0,056) con
selumetinib 10 y 5 uM, respectivamente; y 0,99 + 0,05 (p=0,464) y 1,03 + 0,19 (p=0,690)
con avapritinib 10 y 5 uM, respectivamente (Figura 16B). Cuando se aplicé una
puntuacion al efecto inhibidor de MRP-1 de estos farmacos, avapritinib y nilotinib fueron
los inhibidores mas eficaces de esta bomba de eflujo, con una media de 6,62 y 5,18
veces mas retencion de CFDA que el control en el panel de lineas celulares utilizado
(Tabla 11). La puntuacion de inhibicion de MRP-1 se obtuvo después de calcular la
media de retencion de CFDA de todas las lineas celulares para cada inhibidor. Asi pues,

el valor mas alto denota una mayor actividad inhibitoria sobre MRP-1.
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Figura 16: Efecto inhibitorio de los farmacos seleccionados en la actividad de eflujo de MRP-1y P-
gp en las lineas celulares SK-UT-1y CP0024. (A) Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en lalinea
celular SK-UT-1. Las células se trataron con vehiculo (DMSO), probenecid 200 uM, MK-571 1 pM, nilotinib
10 y 5y uM, ripretinib 10 y 5 uM, selumetinib 10 y 5 uM y avapritinib 10 y 5 pM (media + DE). (B)
Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en la linea celular CP0024. Las células se trataron con los
mismos compuestos y concentraciones que en A (media + DE). (C) Gréfico de citometria de flujo que
muestra CFDA intracelular (panel izquierdo) y Rho-123 (panel derecho) cuando SK-UT-1 se tratd con
nilotinib 10 puM o avapritinib 10 pM en comparacion con DMSO (grafico gris). (D) Gréfico de citometria de
flujo que muestra CFDA intracelular (panel izquierdo) y Rho-123 (panel derecho) cuando se trat6 CP0024
con nilotinib 10 pM o avapritinib 10 uM en comparacion con DMSO (grafico gris). Test t de Student para
datos no pareados: * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005. CFDA: diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina; DE:
Desviacién estandar; Rho-123: rodamina-123.

Tabla 11: Efecto inhibitorio de los farmacos seleccionados en la actividad de eflujo de MRP-1y P-
gp. La actividad de eflujo de MRP-1 y P-gp se analizé midiendo la fluorescencia intracelular de CFDA y
rodamina-123 en SK-UT-1, CP0024, SW872, SW982 e ICP060. La concentracion de farmacos se expreso
en uM. El valor representado es la media de la fluorescencia de 3 experimentos diferentes en comparacion
con las células control con DMSO y la desviacion estandar asociada (media + DE). Las diferencias
estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados y se consideraron
significativas cuando p <0,05. La puntuacidon de inhibicion de MRP-1 se obtuvo después de calcular la media
de retencion de CFDA de todas las lineas celulares para cada inhibidor, dividida por la retencion de CFDA
obtenida de DMSO, siendo el valor mas alto el inhibidor de MRP-1 mas activo. DE: Desviacién estandar.
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El efecto de nilotinib y avapritinib en la acumulacion intracelular de CFDA fue similar
en ICP060, SW872 y SW982 (Figura 17 — Tabla 11), sin embargo se observé un efecto
de los inhibidores sobre la fluorescencia intracelular de Rho-123 excepcionalmente en
la linea SW872. Tanto nilotinib como avapritinib fueron capaces de retener CFDA
intracelular de manera mas eficiente en comparacién con los otros inhibidores probados.
En la linea celular SW982, la retencion intracelular de CFDA fue 6,70 + 3,21 veces
(p=0,004)y 3,69 + 1,57 veces (p=0,040) superior, en comparacién con las células control
tratadas con DMSO, cuando se utilizaron concentraciones de nilotinib de 10 y 5 uM,
respectivamente. En la misma linea celular, la retencion de CFDA fue 11,71 + 4,58 veces
(p=0,020) y 7,07 + 3,70 veces (p=0,050) mayor, en comparacion con el tratamiento con
DMSO, cuando las células se trataron con avapritinib 10 y 5 puM, respectivamente.
También se obtuvieron resultados similares en la linea celular ICP0O60: el aumento en la
retencién intracelular de CFDA fue de 8,61 + 2,73 veces (p=0,008) y 5,59 + 1,19
(p=0,003) veces mayor en comparacion con el tratamiento con DMSO, con 10y 5 uM
de nilotinib, respectivamente, y 7,13 + 4,17 veces y 7,53 + 0,6 veces (p=0,050) superior
con avapritinib 10 y 5 uM. El inhibidor de MRP-1 probenecid, que se utiliz6 como control
positivo, indujo un aumento del CFDA intracelular de 2,84 + 0,83 veces (p=0,01) en
SW982y 3,64 + 1,51 veces (p=0,01) en ICP060 en relacion con las células tratadas con
DMSO. Por el contrario, los otros inhibidores utilizados no mostraron un efecto inhibitorio
claro sobre MRP-1 y, ademas, el eflujo de Rho-123 no fue practicamente alterado por
ninguna de las moléculas probadas en las lineas celulares SW982 e ICP060. Sin
embargo, en SW872 no pudimos ver diferencias tan significativas en términos de
fluorescencia intracelular de CFDA o Rho-123 con los inhibidores y el control con DMSO
(Figura 17, Tabla 11). Por tanto, gracias a la fluorescencia intracelular de CFDA, se
observé que la actividad de la bomba de eflujo MRP-1 se ve alterada por los inhibidores

tirosina quinasa nilotinib y avapritinib en todas las lineas celulares de estudio.
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Figura 17: Efecto inhibidor de los farmacos seleccionados en la actividad de eflujo de MRP-1y P-gp
en lineas celulares SW872, SW982 e ICP060. (A) Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en la linea
celular SW872. Las células se trataron con vehiculo (DMSO), probenecid 200 pM, MK-571 1 uM, nilotinib
10y 5y uM, ripretinib 10 y 5 pM, selumetinib 10 y 5 pM y avapritinib 10 y 5 pM. (media + DE) (B) Grafico
de citometria de flujo que muestra CFDA intracelular (panel izquierdo) y Rho-123 (panel derecho) cuando
SW872 se tratd con nilotinib 10 uM o avapritinib 10 uM en comparacion con DMSO (gréfico gris). (C)
Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en la linea celular SW982. Las células se trataron con los
mismos compuestos y concentraciones que en A. (media + DE). (D) Gréfico de citometria de flujo que
muestra CFDA intracelular (panel izquierdo) y Rho-123 (panel derecho) cuando SW982 se trat6 con nilotinib
10 pM o avapritinib 10 uM en comparacion con DMSO (grafico gris). (E) Fluorescencia intracelular de
CFDA/Rho-123 en la linea celular ICP060. Las células se trataron con los mismos compuestos y
concentraciones que en A y C. (media + DE). (F) Gréafico de citometria de flujo que muestra CFDA
intracelular (panel izquierdo) y Rho-123 (panel derecho) cuando ICP0O60 se traté con nilotinib 10 uM o
avapritinib 10 uM en comparaciéon con DMSO (grafico gris). Test t de Student para datos no pareados: * p
<0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005. CFDA: diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina; DE: Desviacion estandar
Rho-123: rodamina-123.
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4. Estudio de laretencién de doxorrubicina tras el tratamiento con los

inhibidores seleccionados en SPB.
La doxorrubicina posee una caracteristica singular de autofluorescencia que permite

determinar, mediante citometria de flujo, la cantidad de dicho compuesto que es capaz
de retener las células. La retencion de doxorrubicina se determin6 en SK-UT-1, CP0024,
SW892 e ICP060, eliminando asi SW872, linea celular donde los inhibidores no
mostraban un efecto evidente. Se trataron las células con los inhibidores 24 h antes de
la adicion de la doxorrubicina y tras otras 24 h se midi6é la autofluorescencia de la
doxorrubicina por citometria de flujo. En la linea celular SK-UT-1, avapritinib fue capaz
de aumentar la acumulacion de doxorrubicina intracelular tras 48 h de tratamiento: 1,49
+ 0,07 veces (p<0,001) con avapritinib 10 uM y 1,43 + 0,06 veces (p <0,001) con 5 uM
avapritinib (Figura 18A). El efecto de avapritinib sobre la acumulacion intracelular de
doxorrubicina no fue significativo en CP0024 (Figura 18B), ni con 10 pM ni con 5 pM,
aunque se observo una tendencia con esta ultima (1,13 + 0,16 veces). Por otro lado,
nilotinib fue capaz de aumentar la acumulacion de doxorrubicina en las lineas celulares
SK-UT-1y CP0024: 1,25 + 0,10 veces (p=0,015) con nilotinib 10 uM y 1,30 £ 0,1 veces
(p=0,006) con 5 uM nilotinib en células SK-UT-1 y 1,19 + 0,04 veces (p=0,022) con
nilotinib 10 pM y 1,04 + 0,01 veces (p=0,036) con nilotinib 5 uM en CP0024 (Figura 18A-
B). En SW982 e ICP060, se observé el mismo efecto que en la linea celular CP0024:
avapritinib fue incapaz de aumentar la concentracion intracelular de doxorrubicina, ni a
10 ni 5 yM (para SW982 1,03 + 0,07 con el tratamiento de avapritinib 10 uM y 1,07 +
0,06 veces con avapritinib 5 uM; para ICP060 0,09 + 0,02 con avapritinib 10 yM y 1,01
+ 0,05 con 5 pM) (Figura 18C-D). Por el contrario, nilotinib, tanto a 10 como 5 uM d
concentracion fue capaz de aumentar la concentracion intracelular de doxorrubicina,
siendo este aumento en SW892 de 1,44 + 0,08 veces (p=0,006) y 1,37 £ 0,12 veces
(p=0,039) con 10 y 5 uM de nilotinib respectivamente. En ICP060 se produjo un aumento
de 1,21 £ 0,05 (p=0,02) veces con nilotinib 10 uM y se observé una tendencia al tratar
con 5 uM (1,13 + 0,05 veces (p=0,08)) (Figura 18C-D). Por consiguiente, de los farmacos
seleccionados, solamente avapritinib en alguna de las lineas y nilotinib mostraron
actividad sobre la retencién de doxorrubicina en el interior celular, haciéndolos los mas

adecuados para continuar en el estudio.
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Figura 18. Acumulacion intracelular de doxorrubicina tras el tratamiento con los farmacos
seleccionados. (A) Fluorescencia intracelular media de doxorrubicina en la linea celular SK-UT-1 tras el
tratamiento durante 48 horas con vehiculo (DMSO), nilotinib 10 y 5 pM, ripretinib 10 y 5 pM, selumetinib 10
y 5 uM y avapritinib 10 y 5 pM. (B) Fluorescencia intracelular media de doxorrubicina en la linea celular
CPO0024 tras el tratamiento durante 48 horas con vehiculo (DMSO), nilotinib 10 y 5 pM, ripretinib 10y 5 puM,
selumetinib 10 y 5 uM y avapritinib 10 y 5 pM. (C) Fluorescencia intracelular media de doxorrubicina en la
linea celular SW982 tras el tratamiento durante 48 horas con los mismos compuesto que en Ay B. (D)
Fluorescencia intracelular media de doxorrubicina en la linea celular ICP0O60 tras el tratamiento durante 48
horas con los mismos compuesto que en A y B. El valor representado media de la fluorescencia de
doxorrubicina de 3 experimentos diferentes en comparacién con las células control con DMSO vy la
desviacion estandar asociada (media + DE). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba
t de Student para datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DXR: Doxorrubicina.
DE: Desviacion estandar

5. Estudio de la expresion de las bombas de eflujo tras el tratamiento con
inhibidores tirosina quinasa.
Para finalizar la caracterizacion del efecto de los inhibidores sobre los

transportadores ABC, quisimos comprobar si los dos inhibidores tirosina quinasa con
mayor actividad alteraban los niveles de expresion génicos de dichas bombas. Si
comparamos Vvalores relativos a las células tratadas con el vehiculo DMSO en la linea
celular CP0024, la expresion de ABCC1 decrece tanto con el tratamiento con nilotinib
como con avapritinib tras 48 h de exposicién a ambos. Esto ocurre tanto a 5 uM (0,82 +
0,05 (p=0,002) con nilotinib y 0,92 + 0,02 (p=0,008) con avapritinib) como 10 uM de
concentracion (0,82 + 0,06 (p=0,008) con nilotinib y 0,75 + 0,07 (p=0,002) con
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avapritinib. Esta disminucion en los niveles de ABCC1 parece depender de la dosis en
el caso de nilotinib, no siendo asi tras el tratamiento con avapritinib. No obstante, ABCB1
y ABCG2 se comportan de similar manera y contrariamente a ABCC1: ambas aumentan
sus niveles tras el tratamiento con nilotinib o avapritinib con respecto al control tratado
con DMSO, siendo en este caso, con una marcada dependencia de la dosis de TKls
utilizada. ABCB1 incrementa su expresion a 4,03 + 0,6 (p<0,001) y a 1,64 = 0,33
(p=0,041) tras el tratamiento con 10 y 5 uM de nilotinib. Con avapritinib esta subida no
es tan acusada alcanzando, aun asi, niveles de expresion de 2,46 + 0,19 (p<0,001) y
1,92 + 0,36 (p=0,010) con 10 y 5 uM de avapritinib. El aumento de ABCG2 Unicamente
alcanzo significancia estadistica tras el tratamiento con 10 uM de nilotinib (2,03 + 0,2;
p=0,002) (Figura 19).
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Figura 19: Expresion génicarelativa de los transportadores ABC tras el tratamiento con inhibidores
tirosina quinasa en la linea celular CP0024. Se representa la cuantificacion relativa al control (DMSO) de
los niveles de expresién de ARNm de los transportadores ABC: ABCB1 (izquierda), ABCC1 (centro) y
ABCG?2 (derecha). El valor representado es la media de 3 experimentos y la desviacion estandar de la
media asociada (media + SEM). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student
para datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05.

En la linea celular SK-UT-1, ABCC1 mantiene el mismo patrén de expresion que
en CP0024 ya que los niveles de expresion de ARN mensajero descienden tanto con
nilotinib (0,84 + 0,04 (p=0,001) y 0,93 + 0,02 (p=0,020) con 10 y 5 uM, respectivamente)
como con avapritinib (0,77 + 0,1 (p=0,040) y 0,94 £+ 0,06 (p=0,267) con 10 y 5 pM
respectivamente). No obstante, la expresion de ABCB1 y ABCG2 si varia en relacion
con CP0024. ABCB1 disminuye también tras el tratamiento con ambos inhibidores
tirosina quinasa: con nilotinib, los valores de expresién con respecto al control
disminuyen, pasando a ser 0,42 £ 0,06 (p=0,001) con 10 uM y 0,78 £ 0,22 (p=0,272) con
5 uM; con avapritinib se observé también una disminucién a 0,55 + 0,14 (p=0,030) y
0,26 + 0,13 (p=0,005) con 10 y 5 uM respectivamente. ABCG2, sin embargo, no se vio

afectado por el tratamiento con nilotinib, pero si se produjo una disminucién con
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avapritinib (0,70 + 0,22 (p<0,001) y 0,57 %= 0,09 (p=0,003)) con 10 y 5 uM

correspondientemente (Figura 20).
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Figura 20: Expresién génicarelativa de los transportadores ABC tras el tratamiento con inhibidores
tirosina quinasa en la linea celular SK-UT-1. Se representa la cuantificacion relativa al control (DMSO)
de los niveles de expresién de ARNm de los transportadores ABC: ABCBL1 (izquierda), ABCCL1 (centro) y
ABCG2 (derecha). El valor representado es la media de 3 experimentos y la desviacion estdndar de la
media asociada (media + SEM). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student
para datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05.

6. Anélisis in silico de los moduladores de MRP-1
Para complementar el estudio de las moléculas inhibidoras de las bombas de eflujo

ABC, se realiz6 un estudio in silico de docking o acoplamiento molecular, que mide la
energia de afinidad de cada una de las moléculas testadas con la estructura
tridimensional de los transportadores P-gp, MRP-1 y BCRP. Cuanto menor sea la
energia de afinidad entre una molécula y el transportador, mayor es su potencial de
interaccion. En los resultados obtenidos se observé que todas las moléculas mostraban
la menor energia de afinidad para BCRP y la mayor para MRP-1, aunque la energia de
afinidad no era elevada en ninguno de los casos estudiados. Dichos resultados se
muestran en la tabla 12. Para nuestra bomba de interés, MRP-1, los resultados de
acoplamiento in silico mostraron que nilotinib (-10,54 kcal/mol) y avapritinib (-9,70
kcal/mol) fueron los dos inhibidores con una media de energia de unién mas baja para
MRP-1, en comparacion con ripretinib (-9,41 kcal/mol), probenecid (-6,91 kcal/mol), MK-
571 (-8,57 kcal/mol) y selumetinib (-7,50 kcal/mol). Estos valores corresponden a las
energias de afinidad media del mejor acoplamiento entre las estructuras modeladas de
MRP-1 utilizadas. Se observo también que nilotinib y avapritinib fueron los inhibidores
gue mostraron una menor energia de afinidad para cada una de las bombas estudiadas
(Tabla 12). El acoplamiento de avapritinib y nilotinib a la proteina MRP-1, asi como los
residuos de aminoacidos que participan en la union TKI-proteina se representan en la
Figura 21. En el caso de avapritinib (Figura 21A), son los modelos 7 y 3 aquellos que
muestras una menor afinidad (-10,5) (Figura 21B-C), interaccionando en este ultimo la
asparagina 100 (Asn100) de MRP-1 mediante un puente de hidrégeno con la molécula

de avapritinib (Figura 21B). Para nilotinib, son los modelos 1 y 16 aquellos con una
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menor energia de afinidad (-11,7 y -11,8, respectivamente) (Figura 21E-F), en este
altimo produciéndose una interaccion mediante puente de hidrégeno con la treonina

1256 (Thr1256).

A B

Figura 21: Acoplamiento de avapritinib y nilotinib a la proteina MRP-1. (A) Acoplamiento de avapritinib
a MRP-1. (B) Representacion bidimensional del sitio de unién de acoplamiento de avapritinib en el modelo
7 (5uj9.1.A). (C) Representacion bidimensional del sitio de unién de acoplamiento de avapritinib en el
modelo 3 (5uj9.1.A). (D) Acoplamiento de nilotinib a MRP-1. (E) Representacion bidimensional del sitio de
unién de acoplamiento de nilotinib en el modelo 16 (5k02.1.A). (F) Representacion bidimensional del sitio
de unién de acoplamiento de nilotinib en el modelo 1 (6uy0.1.A). La linea verde entre el farmaco y MRP-1
representa los enlaces de hidrogeno.

Tabla 12: Energia de afinidad media de los farmacos testados frente a los transportadores ABC.
Cada valor corresponde a la energia de afinidad media de las poses con menor energia del docking rigido
para cada una de las estructuras utilizadas para ese transportador (Listado completo en Tabla S2).

BCRP P-gp MRP-1

Nilotinib -14,26 -11,5 -10,54
Avapritinib -11,23 -10,42 -9,71
Ripretinib -10,61 -9,98 -9,41
MK-571 -9,85 -9,22 -8,57
Selumetinib -8,46 -7,58 -7,50
Probenecid -7,32 -7,28 -6,91

Con el objetivo de mejorar las predicciones obtenidas se utiliz6 la herramienta
KDeep para predecir la afinidad de unién del complejo proteina-ligando. Previamente,
se posicionan tanto proteina como ligando en la conformacién de interaccién (co-
cristalizados o posicionados mediante docking) para predecir la afinidad de union. Los

resultados de KDeep nos mostraron una mayor afinidad de nilotinib frente a avapritinib
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en los tres transportadores, siendo la mayor frente a BCRP y la menor frente a MRP-1
(Tabla 13).

Tabla 13: Prediccién de la afinidad de unién de avapritinib y nilotinib con los transportadores ABC
calculado con KDeep.

Transportador pKd (- Eficiencia
ABC Ligando LogKd) AG (kcal/mol) ligando

(kcal/mol)

Avapritinib 7,32 -9,88 -0,27

BCRP Nilotinib 7,53 -10,17 -0,26

P Avapritinib 6,98 -9,42 -0,25

“gp Nilotinib 7,14 -9,64 -0,25

Avapritinib 6,07 -8,2 -0,22

MRP-1 Nilotinib 6,85 -9,25 -0,24

7. Estudio de la sensibilidad a quimioterapicos de las lineas de SPB
Tras ver el efecto de los inhibidores tirosina quinasa en nuestras lineas, se estudio

la sensibilidad de las dos lineas seleccionadas a doxorrubicina, determinando asi el ICso
0 concentracion inhibitoria en la que mueren el 50% de las células a las 72 horas del
tratamiento con doxorrubicina. Las lineas de sarcomas mostraron, en general, una alta
sensibilidad a doxorrubicina alcanzando valores del rango de nanomolar. La linea celular
que mostré un ICso mas bajo para doxorrubicina fue la linea de LMS CP0024 (ICs0: 42,11
nM) siguiéndola, en orden creciente de ICso, SK-UT-1 (ICs0: 105,4 nM) (Figura 22A-B).
Ademas, valores de R?cercanos a 1 (0,88-0,99) nos muestran un ajuste fiable de dichos
[Cso.

Por otro lado, se test6 palifosfamida, metabolito activo celularmente de la ifosfamida.
En este caso, las células mostraron ICso superiores a los de doxorrubicina, siendo
menos sensibles a este farmaco. Asi, CP0024 fue la linea que mostré un ICso mas alto
para palifosfamida (ICso: 158,4 uM) y SK-UT-1, linea celular con el ICso mas bajo para
dicho farmaco (ICso: 19,03 uM). De nuevo, los valores de R?cercanos a 1 nos indican la
fiabilidad de los resultados obtenidos (0,82 — 0,9) (Figura 23A-B).
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Figura 22: Estudio de la viabilidad celular tras el tratamiento con doxorrubicina en un panel de
lineas de sarcomas. (A) Curvas de viabilidad celular a las 72 horas de tratamiento con doxorrubicina en
las lineas SK-UT-1 y CP0024. Los valores representados son la media * error respecto al control con
DMSO de tres experimentos independientes. (B) Tabla que recoge los valores numeéricos expresados en
nM, de los de los ICso de doxorrubicina en las lineas celulares especificadas y el coeficiente de
determinacion R?.
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Figura 23: Estudio de la viabilidad celular tras el tratamiento con palifosfamida en un panel de lineas
de sarcomas. (A) Curvas de viabilidad celular a las 72 horas de tratamiento con palifosfamida en las lineas
SK-UT-1, CP0024, SW872, SW982 e ICP060. Los valores representados son la media + error respecto al
control con DMSO de tres experimentos independientes. (B) Tabla que recoge los valores numéricos,
expresados en micromolar (uM), de los ICso de palifosfamida en las lineas celulares especificadas y el
coeficiente de determinacion R?.

8. Estudio de viabilidad celular tras el tratamiento con la triple combinacion
de farmacos en SPB.
Una vez calculados los ICs para los quimioterapicos doxorrubicina y palifosfamida,

se estudid la viabilidad de una triple combinacion de farmacos, utilizando los dos
inhibidores de MRP-1 que mostraron una mayor eficacia en el cribado realizado, nilotinib
y avapritinib. Por tanto, 24 horas previo al tratamiento con doxorrubicina mas
palifosfamida, se afiadioé uno de los dos inhibidores tirosina quinasa a concentracion de
10 0 5 uM. Los agentes quimioterapicos utilizados se testaron a sus concentraciones de

ICso en proporcion 1:1 y a concentraciones mas bajas, que corresponden a la mitad del
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valor de su ICsp, también en proporcion 1:1. La actividad de la combinacion triple
avapritinib se obtuvo midiendo la viabilidad celular mediante ensayo MTS a las 72 h de
la adicién del primer farmaco y se comparé con la doble combinacién de doxorrubicina
y palifosfamida. En la tabla 14 se muestran las concentraciones utilizadas para ambas
lineas. Los resultados se expresaron en tanto por cien, siendo 100% el maximo de
viabilidad y 0% el minimo. En la linea celular SK-UT-1, la viabilidad celular disminuyé
significativamente, cuando se compard la combinacion triple de avapritinib 10 uM y
concentraciones de ICso de doxorrubicina y palifosfamida (37,00 + 2,72 %) con la doble
combinacién de concentraciones de 1Cso de doxorrubicina y palifosfamida (60,18 + 1,02
%,; p<0,001) (Figura 24A). La viabilidad celular también fue menor cuando disminuimos
la concentracion de avapritinib a 5 uM para la combinacién triple frente a la doble (42,9
* 3,26 %, p <0,001) (Figura 24B). Se obtuvieron resultados similares cuando se traté la
misma linea celular SK-UT-1 con concentraciones mas bajas de doxorrubicina y
palifosfamida y en combinaciéon con avapritinib. En consecuencia, la viabilidad celular
fue de 36,99 £ 2,67 % para la combinacién triple con avapritinib 10 uM frente a 68,09 +
5,35 % para la doble combinacién, p <0,001 (Figura 24C); mientras que fue de 46,05 +
2,58 % para concentraciones mas bajas de doxorrubicina mas palifosfamida y 5 uM de
avapritinib (Figura 24D).

Tabla 14: Concentraciones utilizadas para el estudio de la viabilidad celular tras tratamiento con
inhibidores tirosina quinasa y quimioterapéuticos

Concentraciones ICsp  Concentraciones por

Farmaco Linea celular (M) debajo de ICso (uM)
Doxorrubicina SK-UT-1 0,1 0,05
CP0024 0,05 0,025
. . SK-UT-1 20 10
Palifosfamida CP0024 150 75
Nilotinib Ambas 10 5
Avapritinib Ambas 10 5
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Figura 24: Viabilidad celular en SK-UT-1 tras el tratamiento con doxorrubicina, palifosfamida y
avapritinib. (A) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada con
avapritinib 10 uM y concentraciones ICso de doxorrubicina (100 nM) y palifosfamida (20 uM). (B) Viabilidad
celular medida por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada con avapritinib 5 M y concentraciones
ICso de doxorrubicina (100 nM) y palifosfamida (20 uM). (C) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en
la linea celular SK-UT-1 tratada con avapritinib 10 pM y concentraciones por debajo del ICso de
doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (10 uM). (D) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea
celular SK-UT-1 tratada con avapritinib 5 pM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (50
nM) y palifosfamida (10 pM). Los valores representados son el porcentaje de células viables + DE en
comparacion con el tratamiento con DMSO Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t
de Student para datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacién
estandar.

La viabilidad celular también fue menor cuando SK-UT-1 fue tratada con nilotinib 10
0 5 UM y concentraciones bajas de doxorrubicina y palifosfamida (31,23 + 6,00 % y 44,
14 + 16,34 % con 10 y 5 pM respectivamente), en comparaciéon con la combinacién
doble a concentraciones mas bajas: (56,19 + 10,35 %); p=0,023 (Figura 25C-D). Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en términos de
viabilidad celular, comparando las combinaciones triples frente a la combinacién doble,
cuando las células SK-UT-1 se trataron con las concentraciones ICso de doxorrubicina y
palifosfamida (Figura 25A-B).

Ademas, los estudios clonogénicos, llevados a cabo en la linea celular SK-UT-1,
mostraron que nilotinib 5 pM (358,25 * 24,8 colonias, p <0,001) (Figura 26) o avapritinib

5 uM (35,33 £+ 33,49 colonias, p=0,011) (en combinacion con doxorrubicina y
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palifosfamida), redujo significativamente la formacion de colonias en comparacion con

la combinaciéon de doxorrubicina y palifosfamida (Figura 27).
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Figura 25: Viabilidad celular en SK-UT-1 tras el tratamiento con doxorrubicina, palifosfamida y
nilotinib. (A) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada con nilotinib 10
MM y concentraciones ICso de doxorrubicina (100 nM) y palifosfamida (20 uM). (B) Viabilidad celular medida
por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada con nilotinib 5 pM y concentraciones ICso de
doxorrubicina (100 nM) y palifosfamida (20 uM). (C) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea
celular SK-UT-1 tratada con nilotinib 10 uM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (50 nM)
y palifosfamida (10 uM). (D) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada
con nilotinib 5 uM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (10 pM).
Los valores representados son el porcentaje de células viables + DE en comparacion con el tratamiento con
DMSO. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados
y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacién estandar.
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Figura 26: Ensayo clonogénico en lalinea celular SK-UT-1 tras tratamiento con la triple combinacién
de farmacos con nilotinib. (A) Imagen de las colonias tefiidas con cristal violeta tras el tratamiento con
doxorrubicina 10 nM y/o palifosfamida 10 uM y/o nilotinib 5 uM. (B) Gréfico representando el valor medio
de colonias de tres experimentos diferentes (media del nimero total de colonias + DE). Las diferencias
estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados y se consideraron
significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.
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Figura 27: Ensayo clonogénico en lalinea celular SK-UT-1 tras tratamiento con la triple combinacién
de farmacos con avapritinib. (A) Imagen de las colonias tefiidas con cristal violeta tras el tratamiento con
doxorrubicina 10 nM y/o palifosfamida 10 pM y/o avapritinib 5 uM. (B) Grafico representando el valor medio
de colonias de tres experimentos diferentes (media del nimero total de colonias + DE). Las diferencias
estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados y se consideraron
significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.

Enlalinea celular CP0024, la viabilidad celular disminuy® significativamente, cuando
se comparo la combinacion triple de avapritinib 10 uM y concentraciones de ICso de
doxorrubicina y palifosfamida (34,71 + 2,28%) con la doble combinacién de
concentraciones de ICso de doxorrubicina y palifosfamida (68,12 + 4,33%; p<0,001)
(Figura 28A). La viabilidad celular también fue menor cuando disminuimos la
concentracion de avapritinib a 5 uM para la combinacion triple frente a la doble (41,33 +
7,44%; p=0,020) (Figura 28B). Se obtuvieron resultados similares cuando se trato la
misma linea celular CP0024 con concentraciones mas bajas de doxorrubicina y
palifosfamida y en combinacion con avapritinib. En consecuencia, la viabilidad celular
fue de 53,96 * 7,93% para la combinacién triple con avapritinib 10 uM frente a 85,56 +
7,51 % para la doble combinacion, p=0,030 (Figura 28 C); mientras que no se
encontraron diferencias significativas con concentraciones mas bajas de doxorrubicina
mas palifosfamida y 5 uM de avapritinib frente a la doble combinacién a concentraciones

mas bajas (Figura 28D).
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Figura 28: Viabilidad celular en CP0024 tras el tratamiento con doxorrubicina, palifosfamida y
avapritinib. (A) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular CP0024 tratada con avapritinib
10 pM y concentraciones ICso de doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (150 uM). (B) Viabilidad celular
medida por ensayo MTS en la linea celular CP0024 tratada con avapritinib 5 uM y concentraciones ICso de
doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (150 uM). (C) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea
celular CP0024 tratada con avapritinib 10 pM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (25
nM) y palifosfamida (75 pM). (D) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular CP0024
tratada con avapritinib 5 uM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (25 nM) y palifosfamida
(75 uM). Los valores representados son el porcentaje de células viables + DE en comparacion con el
tratamiento con DMSO Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para
datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacién estandar.

La viabilidad celular también fue menor cuando CP0024 fue tratada con nilotinib 10
MM y concentraciones bajas de doxorrubicina y palifosfamida (21,58 + 3,26 %), en
comparacion con la combinacién doble a concentraciones mas bajas: (66,58 + 2,80 %);
p<0,001 (Figura 29C). Asi, la viabilidad disminuy6 con la triple combinacion de 5 uM y
concentraciones bajas de doxorrubicina y palifosfamida frente a la doble (48,84 + 5,46);
p=0,045 (Figura 29D). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en términos de viabilidad celular, comparando las combinaciones triples
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frente a la combinacién doble, cuando las células CP0024 se trataron con las

concentraciones ICso de doxorrubicina y palifosfamida (Figura 29A-B).
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Figura 29: Viabilidad celular en CP0024 tras el tratamiento con doxorrubicina, palifosfamida y
nilotinib. (A) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular CP0024 tratada con nilotinib 10
MM y concentraciones ICso de doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (150 pM). (B) Viabilidad celular medida
por ensayo MTS en la linea celular CP0024 tratada con nilotinib 5 pM y concentraciones ICso de
doxorrubicina (50 nM) y palifosfamida (150 puM). (C) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea
celular SK-UT-1 tratada con nilotinib 10 uM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (25 nM)
y palifosfamida (75 pM). (D) Viabilidad celular medida por ensayo MTS en la linea celular SK-UT-1 tratada
con nilotinib 5 uM y concentraciones por debajo del ICso de doxorrubicina (25 nM) y palifosfamida (75 pM).
Los valores representados son el porcentaje de células viables + DE en comparacion con el tratamiento con
DMSO. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados
y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.

9. Estudio de la muerte celular tras la triple combinaciéon de farmacos en
lineas de SPB.
Para estudiar si la bajada en viabilidad se debia a un aumento en la muerte celular,

decidimos estudiar la apoptosis celular tanto por citometria de flujo como por Western-
blot. Los primeros indicios de apoptosis en las células se caracterizan por la traslocacion
del fosfolipido fosfatidilserina desde el interior al exterior de la membrana plasmatica y
asi los sitios de union de estos fosfolipidos quedan expuestos para la proteina de union
a fosfolipidos Anexina V. Tras ello, se pierde la integridad de la membrana plasmatica,
se fragmenta el ADN y se condensa la cromatina. La adicion ademas de yoduro de
propidio nos permite discriminar entre células vivas, células apoptoéticas tempranas,
apoptéticas tardias y necréticas. El porcentaje de células apoptéticas/necréticas con

cada uno de los tratamientos se evalud en lineas celulares SK-UT-1y CP0024, mediante
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citometria de flujo, seleccionando avapritinib 5 pM o nilotinib 5 pM como
concentraciones de trabajo para este ensayo. El tratamiento llevado a cabo fue de 48 h
con doxorrubicina y/o palifosfamida a concentraciones de ICsp 0 concentraciones bajas,
con la adicion del TKI correspondiente 24 h antes. La apoptosis celular se midi6 a las

72 h del inicio del tratamiento.

En SK-UT-1, el porcentaje de células apoptéticas/necréticas aumento de 24,9 + 7,94
% con doxorrubicina y palifosfamida, en concentraciones ICs, a 52,9 + 18,08 %
(p=0,037) cuando las células se trataron con la triple combinacién con 5 uM de nilotinib,
y de 21,2 + 6,29 % a 39,78 + 13,8 % (p=0,049) al comparar doxorrubicina mas
palifosfamida en concentraciones bajas con la combinacién triple (Figura 30A,C). Asi
pues, se estudiaron marcadores de apoptosis a nivel de proteina por Western-blot, en

concreto, la fragmentacion o clivado de PARP-1y de caspasa-3, efectores de la cascada
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Figura 30: Induccion de la muerte celular tras la triple combinaciéon con nilotinib, doxorrubicina y
palifosfamida en SK-UT-1. (A) Apoptosis en la linea celular SK-UT-1 después del tratamiento con nilotinib
5 UM (24 horas antes) y/o concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (100 nM/50 nM)
y palifosfamida (20 uM/10 pM). El porcentaje representado en el grafico es la suma de células apoptéticas
tempranas (células anexina positivas/yoduro de propidio negativas), células necréticas (células anexina
negativas/yoduro de propidio positivas) y células apoptoticas (células anexina/yoduro de propidio positivas).
Los valores representados son el porcentaje de células necroéticas, apoptéticas tardias y apoptoticas
tempranas + DE de cada condicion. (B) Validacién de la apoptosis por Western-blot utilizando los
anticuerpos PARP-1, caspasa-3 y a-tubulina, como control de carga. El tratamiento aplicado fue el mismo
gue en A. (C) Gréficos de puntos del estudio de la apoptosis celular mediante citometria de flujo. El eje X
marca la anexina V y el eje Y el yoduro de propidio. En cada cuadrante se indica la media del porcentaje
de células + DE. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no

apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.
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de apoptosis. Se observo un aumento significativo de los fragmentos de 19y 17 kDa de
caspasa-3 cuando se trataron las células con la triple combinacién de farmacos tanto a
concentraciones de ICsp como a bajas concentraciones (Figura 30B). Ademas, se
observé un leve aumento también del fragmento de 89 kDa de PARP-1 tras dicho
tratamiento, apoyando estos resultados a los obtenidos con el marcaje AnexinaV-yoduro

de propidio por citometria de flujo.

Cuando se utilizé avapritinib 5 uM en SK-UT-1 en combinacién con concentraciones
de ICso de doxorrubicina y palifosfamida se observé un efecto similar, aumentando el
porcentaje de células apoptéticas de 18,5 + 5,35 % a 40,3 + 9,9 2% (p=0,029) y también
con estos dos ultimos farmacos en concentraciones mas bajas (de 16,03 + 3,33 % a
44,93 * 5,37 %, p=0,001) (Figura 31A,C). Esto se corrobord, de nuevo, a nivel de
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Figura 31: Induccién de la muerte celular tras la triple combinacién con avapritinib, doxorrubicinay
palifosfamida en SK-UT-1. (A) Apoptosis en la linea celular SK-UT-1 después del tratamiento con
avapritinib 5 UM (24 horas antes) y/o concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (100
nM/50 nM) y palifosfamida (20 uM/10 pM). El porcentaje representado en el grafico es la suma de células
apoptéticas tempranas (células anexina positivas/yoduro de propidio negativas), células necréticas (células
anexina negativas/yoduro de propidio positivas) y células apoptéticas (células anexina/yoduro de propidio
positivas). Los valores representados son el porcentaje de células necrdticas, apoptoticas tardias y
apoptoticas tempranas + DE de cada condicién. (B) Validacion de la apoptosis por Western-blot utilizando
los anticuerpos PARP-1, caspasa-3 y a-tubulina, como control de carga. El tratamiento aplicado fue el
mismo que en A. (C) Graficos de puntos del estudio de la apoptosis celular mediante citometria de flujo. El
eje X marca la anexina V y el eje Y el yoduro de propidio. En cada cuadrante se indica la media del
porcentaje de células + DE. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para
datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.
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proteina con la fragmentacion de PARP-1 y caspasa-3, siendo més evidente esta ultima
(Figura 31B).

En la linea celular CP0024 igualmente hubo un aumento estadisticamente
significativo en el porcentaje de células apoptéticas/necréticas, cuando se comparo la
actividad de doxorrubicina més palifosfamida con doxorrubicina y palifosfamida mas
nilotinib. Esta diferencia se observo cuando las células se trataron con concentraciones
de ICso de los farmacos (65,85 + 4,6 % a 82,8 + 3,34 %, p=0,006) o con concentraciones
mas bajas de doxorrubicina y palifosfamida (13,8 + 5,09 % a 33,13 + 3,40 %, p=0,005)
(Figura 32A,C). Asimismo, se observaron diferencias por Western-blot en los niveles de
la proteina PARP-1, existiendo una disminucién de la forma completa de la proteina en
la doble combinacion con doxorrubicina y palifosfamida, que ocurre de igual manera en

la triple combinaciéon a concentraciones de ICsy donde, ademas, observamos el
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Figura 32: Induccion de la muerte celular tras la triple combinacién con nilotinib, doxorrubicina y
palifosfamida en CP0024. (A) Apoptosis en la linea celular CP0024 después del tratamiento con nilotinib
5 uM (24 horas antes) y/o concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (50 nM/25 nM) y
palifosfamida (100 uM/50 pM). El porcentaje representado en el grafico es la suma de células apoptoticas
tempranas (células anexina positivas/yoduro de propidio negativas), células necréticas (células anexina
negativas/yoduro de propidio positivas) y células apoptéticas (células anexina/yoduro de propidio positivas).
Los valores representados son el porcentaje de células necréticas, apoptoticas tardias y apoptéticas
tempranas + DE de cada condicion. (B) Validacién de la apoptosis por Western-blot utilizando el anticuerpo
PARP-1 y a-tubulina, como control de carga. El tratamiento aplicado fue el mismo que en A. (C) Gréficos
de puntos del estudio de la apoptosis celular mediante citometria de flujo. El eje X marca la anexina V y el
eje Y el yoduro de propidio. En cada cuadrante se indica la media del porcentaje de células + DE. Las
diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados y se
consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.
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fragmento de PARP-1 de 89 kDa, confirmando asi la apoptosis que se observo por

citometria de flujo (Figura 32B).

Cuando el TKI utilizado fue avapritinib en CP0024, la muerte celular aument6 de
manera significativa de la combinacion doble a concentraciones ICsp a la combinacion
triple con avapritinib 5 uM (30,35 + 11,81 % a 80,7 + 18,1 % (p=0,042)) y también cuando
se compararon el efecto de ambos farmacos a concentraciones méas bajas frente a la
triple combinacién con avapritinib (14,95 + 3,94 % a 31,55 + 3,79 % (p<0,001)) (Figura
33A,C). Igualmente, los niveles de PARP-1 totales bajaron tanto en la doble
combinacibn como en la triple a concentraciones de ICso de doxorrubicina y
palifosfamida, acompafandose en esta ultima de la fragmentacion proteolitica de PARP-

1 en su fragmento de 89 kDa (Figura 33B).
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Figura 33: Induccidon de la muerte celular tras la triple combinacién con avapritinib, doxorrubicinay
palifosfamida en CP0024. (A) Apoptosis en la linea celular CP0024 después del tratamiento con avapritinib
5 UM (24 horas antes) y/o concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (50 nM/25 nM) y
palifosfamida (100 pM/50 pM). El porcentaje representado en el grafico es la suma de células apoptoticas
tempranas (células anexina positivas/yoduro de propidio negativas), células necroéticas (células anexina
negativas/yoduro de propidio positivas) y células apoptoticas (células anexina/yoduro de propidio positivas).
Los valores representados son el porcentaje de células necréticas, apoptéticas tardias y apoptéticas
tempranas + DE de cada condicién. (B) Validacion de la apoptosis por Western-blot utilizando el anticuerpo
PARP-1 y a-tubulina, como control de carga. El tratamiento aplicado fue el mismo que en A. (C) Graficos
de puntos del estudio de la apoptosis celular mediante citometria de flujo. El eje X marca la anexina V' y el
eje Y el yoduro de propidio. En cada cuadrante se indica la media del porcentaje de células + DE. Las
diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos no apareados y se
consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacién estandar.
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10. Inhibicién de ABCC1 con un ARN corto de interferencia
Por ultimo, para comprobar que el efecto apoptético y de inhibicién del transporte a

través MRP-1 se debe exclusivamente a la inhibicién de dicho transportador, se procedié
a la inhibicion de ABCC1 con un siARN. Se comprobé el silenciamiento en las lineas
SK-UT-1 y CP0024, manteniéndose en niveles inferiores al 50% de expresion a las 24,
48y 72 h post-silenciamiento (Figura 34A,C). A las 24 h del silenciamiento, se comprob6
si la bajada de los niveles de ABCC1 producian un incremento del CFDA intracelular,
sustrato especifico de MRP-1, y en ambas lineas se produjo una acumulacion mayor
con respecto al control con DMSO (1,51 + 0,18 veces (p=0,001) en SK-UT-1y 1,41 +
0,05 veces (p<0,001) en CP0024) (Figura 34B,D).
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Figura 34: Efecto inhibitorio del siARN de ABCC1 en la actividad de eflujo de MRP-1y P-gp en las
lineas celulares SK-UT-1y CP0024. (A) Cuantificacion relativa frente al control de la expresion génica de
ABCCI1 a las 24, 48 y 72 horas tras la transfeccion con siARN en la linea SK-UT-1. Las células fueron no
tratadas, tratadas con 15 nM de siARN non targeting pool o con 15 nM de siARN de ABCC1 (media + DE)
(B) Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en la linea celular SK-UT-1. Las células fueron tratadas con
el vehiculo (DMSO), 15 nM de siARN non targeting y 15 nM de siARN de ABCC1 (media + DE) (C)
Cuantificacion relativa frente al control de la expresién génica de ABCCla las 24, 48 y 72 horas tras la
transfeccion con siARN en la linea CP0024. Las células fueron tratadas igual que en A (media + DE). (D)
Fluorescencia intracelular de CFDA/Rho-123 en la linea celular CP0024. Las células fueron tratadas igual
que en B (media + DE). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student para datos
no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar.

Asimismo, la combinacién de un siARN con doxorrubicina y palifosfamida resulté en
un incremento de la apoptosis celular, tanto a concentraciones de ICsp (65,57 £ 4,94 vs
43,40 + 2,50 (p=0,045)) o a bajas concentraciones (54,17 + 1,94 vs 37,75 + 3,15
(p=0,001)) en comparacién con la doble combinacién de doxorrubicina y palifosfamida

en la linea celular SK-UT-1 (Figura 35A). Lo mismo ocurri6 en la linea celular CP0024:
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91,73 £ 2,82 vs 62,60 £ 9,30 (p=0,034) a concentraciones de ICso de doxorrubicina y
palifosfamida mas siARN frente a la doble combinacion, y 46,60 + 10,15 vs 18,83 £ 2,17
(p=0,038) a bajas concentraciones de ambos quimioterapicos mas siARN de ABCC1

frente a la doble combinacion (Figura 35B).
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Figura 35: Induccién de la muerte celular por la triple combinacién de doxorrubicina, palifosfamida
y el siARN contra ABCC1 en SK-UT-1y CP0024. El porcentaje representado en el gréafico es la suma de
células apoptéticas tempranas (células anexina positivas/yoduro de propidio negativas), células necréticas
(células anexina negativas/yoduro de propidio positivas) y células apoptéticas (células anexina/yoduro de
propidio positivas). Los valores representados son la media del porcentaje de células necréticas,
apoptoticas tardias y apoptoticas tempranas de 3 experimentos diferentes + DE. (A) Apoptosis en la linea
celular SK-UT-1 tras el tratamiento con 15 nM de siABCC1 o siNonTargeting (24 horas antes) y/o
concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (100 nM/50 nM) y palifosfamida (20 pM/10
UM) (B) Apoptosis en la linea celular CP0024 tras el tratamiento con 15 nM de siABCC1 o siNonTargeting
(24 horas antes) y/o concentraciones ICso 0 concentraciones bajas de doxorrubicina (50 nM/25 nM) y
palifosfamida (100 uM/50 pM). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t de Student
para datos no apareados y se consideraron significativas cuando p <0,05. DE: Desviacion estandar + DE.
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Capitulo II: Estudio de la combinacién de eribulinay gemcitabina en L-sarcomas:
abordaje in vitro e in vivo.

1. Estudios in vitro

1.1. Estudio del mejor esquema de combinacion de eribulinay gemcitabina
Para el estudio in vitro de la combinacion de eribulina y gemcitabina en L-sarcomas,

se utilizaron cuatro lineas tumorales humanas: dos de LMS, CP0024 (cultivo primario) y
SK-UT-1ydos de LPS, 93T449 y 94T778. En primer lugar, se identificd la concentracion
de farmaco 6ptima para cada compuesto calculando la concentracién minima inhibitoria
(ICs0) en cada linea celular. Se midié la viabilidad celular por MTS a las 72h de la adicion
de farmacos y todas las lineas mostraron valores de ICso €n el rango de nanomolar para
ambos farmacos (Figura 36; Tabla 15). Nuestros resultados indicaron que las lineas
celulares de LMS eran mas sensibles a eribulina que las lineas celulares de LPS,

estando el ICso ambas lineas de LMS por debajo de 1 nM.
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Figura 36: Viabilidad celular tras el tratamiento con eribulina o gemcitabina en lineas celulares de
L-sarcomas. (A) Viabilidad celular medida a las 72 horas por MTS tras el tratamiento con eribulina a
concentraciones en el rango de 10"**a 107 molar en 94T778, SK-UT-1, 93T449 y CP0024. (B) Viabilidad
celular medida a las 72 horas por MTS tras el tratamiento con gemcitabina a concentraciones en el rango
de 10%°a 10° molar en 947778, SK-UT-1, 93T449 y CP0024. Las graficas muestran la media de 3
repeticiones independientes realizadas en triplicado.

Tabla 15: ICsopara eribulina'y gemcitabina, expresado en nM, en lineas celulares de L-sarcomas.

Eribulina Gemcitabina

93T449 1,75 2,76
947778 1,98 7,02
CP0024 0,95 6,81
SK-UT-1 0,28 2,10

A continuacion, se testo si el efecto citotoxico de la eribulina podria verse potenciado
por la combinacion con gemcitabina y si existia una sinergia entre ambos farmacos
probando tres combinaciones diferentes: adicion simultdnea de ambos farmacos,
adiciébn secuencial de eribulina seguida de gemcitabina y adicion secuencial de
gemcitabina seguida de eribulina. El segundo farmaco se afiadio 24h después del primer
farmaco y en todos los casos, la viabilidad celular fue evaluada por MTS a las 72h del

primer tratamiento farmacologico (Figura 37A). Se observaron caidas en la viabilidad
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celular que van desde 90,00 + 25,17 % a 27,78 + 2,52 % en la linea celular SK-UT-1 al
comparar la monoterapia con eribulina y eribulina en diferentes combinaciones de
gemcitabina (Figura 37B). Esto fue especialmente evidente a concentraciones bajas de
ambos farmacos (0,1 y 1 nM) en las lineas celulares. Al estudiar el ICsp de las
combinaciones se observé que, para ambas lineas celulares de LMS, el esquema de
eribulina afiadida previamente a la gemcitabina es la combinacion mas efectiva, con ICsg
por debajo de 0,02 (0,199 para la linea celular CP0024 y 6,272 x10° para SK-UT-1)
(Figura 37B, Tabla 16). El analisis estadistico y los isobologramas demostraron que
existe un efecto sinérgico citotdéxico cuando ambos farmacos se combinaron, siendo
mas efectiva la adicion de eribulina previa a la gemcitabina, que fue la combinacién

elegida para continuar con los subsiguientes estudios (Figura 37C, Tabla S3).

Tabla 16: ICso, IC75 ¥ ICe0 €n las lineas celulares CP0024, SK-UT-1, 94T778 y 93T449 tras las diferentes
secuencias de tratamiento. ERI: eribulina; GEM: gemcitabina.

ICs0 IC7s ICoo
CP0024
Concomitante 0,336 1,184 4,250
GEM -> ERI 0,334 0,711 2,351
ERI -> GEM 0,199 0,244 0,316
SK-UT-1
Concomitante 0,272 1,339 6,605
GEM -> ERI 0,023 0,337 9,236
ERI -> GEM 6,272e006 0,138 18128
94T778
Concomitante 0,894 0,700 0,761
GEM -> ERI 0,218 6,397 187,910
ERI -> GEM 0,168 0,579 2,001
93T449
Concomitante 0,374 1,286 4,425
GEM -> ERI 0,377 0,6413 1,091
ERI -> GEM 0,628 0,671 0,800
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Figura 37: Viabilidad tras los diferentes esquemas de combinacion de eribulina y gemcitabina en
lineas de L-sarcomas. (A) Esquemas representativos de las diferentes combinaciones farmacoldgicas
testadas en las lineas celulares. Las células fueron sembradas a dia cero y tratadas en el dia 1 y/o 2. La
viabilidad se midio en el dia 4 por MTS. (B) Viabilidad celular en las lineas de LPS (graficas superiores) y
LMS (gréficas inferiores). Se testaron las siguientes condiciones: eribulina en monoterapia, gemcitabina en
monoterapia, eribulina méas gemcitabina, gemcitabina pre-eribulina y eribulina pre-gemcitabina, todas ellas
a concentraciones, 0,1, 1 y 10 nM de ambos farmacos. Las graficas muestran la media de 3 repeticiones
independientes realizadas en triplicado (media + DE). (C) Isobologramas de la linea celular SK-UT-1 donde
se representan la I1Cso (rojo), IC7s (verde) y 1Co0 (azul) para cada una de las combinaciones testadas. DE:
Desviacion estandar; ERI: eribulina, GEM: gemcitabina, MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt.
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Otra manera de estudiar la viabilidad es el ensayo de clonogenicidad que es la
capacidad de una célula para crear una colonia después del tratamiento, en este caso,
con eribulina y/o gemcitabina. En la linea celular 93T449, se observé que cuando las
células fueron tratadas con la combinacion tanto a las 12 h de eribulina mas 6 h de
gemcitabina (Figura 38B) o 24 h de eribulina mas 12 h de gemcitabina (Figura 38C), la
capacidad del cultivo para formar clones es menor, siendo la diferencia con la
monoterapia con eribulina estadisticamente significativa (p=0,002 y p=0,033 para 12-6
y 24-12 horas de combinacién respectivamente) (Figura 38A-C). En el caso de las lineas
celulares de LMS, observamos una tendencia, en la linea celular SK-UT-1 tanto a las 24
como a las 12 h, que hace que la monoterapia tenga una menor capacidad clonogénica
que la combinacién (Figura 38G-l). EI mismo efecto se observa en la linea celular
CP0024, siendo esta diferencia significativa (p<0,001 y p=0,012 para 12 y 24 h de

tratamiento respectivamente) (Figura 38D-E).
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Figura 38: Ensayo clonogénico tras la combinacién con eribulina y gemcitabina en lineas de L-
sarcomas. Los esquemas de tratamiento en las tres lineas fueron de 12 horas de eribulina con la adicién
de gemcitabina a las 6 horas de tratamiento o 24 horas de tratamiento con eribulina con la adicion de
gemcitabina a las 12 horas. (A) Imagenes del ensayo de clonogenicidad en la linea 93T449 tras el
tratamiento con eribulina (10 nM) y/o gemcitabina (30 nM). (B) Numero de colonias en la linea 93T449 tras
la combinacién 12 horas de ERI mas 6 de GEM. (C) Numero de colonias en la linea 93T449 tras la
combinacion 24 horas de ERI méas 12 de GEM (D) Imagenes del ensayo de clonogenicidad en la linea
CP0024 tras el tratamiento con eribulina (1 nM) y/o gemcitabina (3 nM). (E) NUumero de colonias en la linea
CP0024 tras la combinacién 12 horas de ERI mas 6 de GEM. (F) Namero de colonias en la linea CP0024
tras la combinacién 24 horas de ERI mas 12 de GEM. (G) Imagenes del ensayo de clonogenicidad en la
linea SK-UT-1 tras el tratamiento con eribulina (1 nM) y/o gemcitabina (3 nM). (H) Nimero de colonias en
la linea SK-UT-1 tras la combinacion 12 horas de ERI mas 6 de GEM (I) Nimero de colonias en la linea
SK-UT-1 tras la combinacion 24 horas de ERI mas 12 de GEM. La grafica muestra la media de 3
repeticiones independientes y la SEM (desviacién estandar de la media). Test t de Student para datos no
pareados: * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005. E/ERI: Eribulina; G/IGEM:Gemcitabina.
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1.2. Estudio del ciclo celular y la apoptosis tras la combinacion de eribulina 'y
gemcitabina.
Con el fin de comprender los mecanismos moleculares responsables de la sinergia

observada en los experimentos de viabilidad celular tras la secuencia de eribulina
seguida de gemcitabina, decidimos comprobar si la reduccion en la viabilidad celular
podria ser una consecuencia de un aumento de los eventos apoptéticos. Puesto que
hasta ahora todos los experimentos han revelado resultados similares en las cuatro
lineas celulares testadas y nuestro interés se centra en LMS debido a que eribulina no
esta aprobada para dicho subtipo histologico, decidimos realizar el subsecuente analisis
solamente en una linea celular de LPS (93T449) y en dos lineas de LMS (CP0024 y SK-
UT-1). Utilizando citometria de flujo para analizar el contenido de ADN celular,
cuantificamos los eventos hipodiploides de la poblaciébn subGl, que mide la
fragmentacion del ADN que ocurre durante la apoptosis y la muerte celular. Tras una
cinética de 24 h con eribulina, observamos un ligero aumento de la poblacién subG1 en
las lineas celulares 93T449, CP0024 y SK-UT-1 conforme fueron pasando las horas de
tratamiento (Figura 39A). Al igual que en los experimentos de viabilidad celular,
nuevamente se observd que las lineas celulares de LMS fueron mas sensibles a la
eribulina mostrando niveles méas altos de células en subG1 (17,45 + 0,68 % de las
células tras 24 h de tratamiento en CP0024 y 11,6 + 2,25 % en la linea celular SK-UT-
1) en comparacion con la linea celular de LPS 93T449 (1,85 + 0,21 % después de 24 h
de tratamiento) (Figura 39A). Ademas, la concentracion de eribulina utilizada en CP0024

y SK-UT-1 fue menor en comparacion con la utilizada en 93T449 (1 nM vs 10 nM).

Cuando se trataron las células con eribulina seguida de gemcitabina (con un
intervalo de diferencia de 6 0 12 h, es decir, 12 h de tratamiento de eribulina y se afiade
gemcitabina a mitad de dicho periodo (E12hG6h) o 24 horas de eribulina y se afiade
gemcitabina a la mitad del periodo (E24hG12h)), observamos un ligero aumento en el
namero de células subG1, siendo esta diferencia significativa en las dos lineas celulares
de LMS y no en la de LPS con respecto a eribulina en monoterapia (2,74 + 0,49-
E24hG12h vs 1,85 + 0,38-E24h en 93T449; 6,21 + 0,4-E12hG6h vs 11,39 + 1,82-E12h
en CP0024; 15,87 + 0,74-E24hG12h vs 11,6 + 0,32-E24h en SK-UT-1) (Figura 39A).
Curiosamente, al observar el perfil del ciclo celular, los tiempos cortos de incubacién de
eribulina (de 10 min a 3h) llevaron a un retraso en la progresién de la fase S, mientras
gue los tiempos de incubacion mas largos (de 6 a 24h) llevaron a una parada del ciclo
en G2 (Figura 39A). La detencion en G2 parece ser reversible ya que el porcentaje de
células G2 disminuy6 de 12 a 24h, excepto en la linea celular SK-UT-1. En cambio, con
gemcitabina, observamos una parada del ciclo en G1 tanto a 6 como a 12 h de

tratamiento (Figura 39A-B).
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Figura 39: Estudio de la alteracion del ciclo celular tras el tratamiento con eribulina'y gemcitabina.
(A) Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular. En los graficos superiores se muestran las células
en fase G1, Sy G2 de las lineas celulares 93T449, CP0024 y SK-UT-1. 93T449 se trat6 con 10 nM de
eribulina'y 30 nM de gemcitabina y CP0024 y SK-UT-1 con 1 nM de eribulina y 3 nM de gemcitabina (media
+ SEM). En los graficos inferiores se muestra el porcentaje de células en subG1 (media + SEM). (B) Ejemplo
de perfiles de ciclo celular en la linea SK-UT-1 tras el tratamiento con eribulina (1 nM) y gemcitabina (3 nM).
De izquierda a derecha fila superior: DMSO, eribulina 10 min, 3, 6, 12 y 24 horas; fila inferior: gemcitabina
6 horas, eribulina 12 horas + gemcitabina 6 horas, gemcitabina 12 horas y eribulina 24 horas + gemcitabina
12 horas. La grafica muestra la media de 3 repeticiones independientes. Test t de Student para datos no
pareados: * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005. SEM: Desviacion estandar de la media.

Las células que entran en apoptosis en las fases S 0 G2/M pueden no aparecer en
la poblacion subG1 en andlisis de FACS. Teniendo en cuenta el retraso de fase Sy la
parada en G2/M observada tras el tratamiento con eribulina en las lineas de L-sarcomas,
decidimos medir directamente las células apoptéticas por citometria de flujo
marcandolas con anexina V y yoduro de propidio. Las lineas celulares mostraron un
claro aumento de los eventos apoptoticos después del tratamiento con eribulina durante

24 h. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre la monoterapia y el
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tratamiento en combinacion con gemcitabina durante 12 h (Figura 40A). También
confirmamos estos resultados estudiando marcadores apoptoticos por Western-blot tal
como la fragmentacion de PARP-1 y de caspasa 3. Se observé un aumento significativo
del fragmento de 89 kDa de PARP-1 y de los fragmentos de 17 y 19 kDa de caspasa 3
tras 24 h de tratamiento con eribulina en comparacion con las células no tratadas. Sin
embargo, la combinacién con gemcitabina no aumentd los niveles de estas dos
proteinas en comparacion con la eribulina en monoterapia en las tres lineas celulares
del estudio (Figura 40B).
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Figura 40: Estudio de la apoptosis celular tras la combinacion de eribulina y gemcitabina en lineas
de L-sarcomas. (A) Apoptosis celular medida por citometria de flujo tras la exposicion a 10 nM de eribulina
y 30 nM de gemcitabina en 93T449 y 1 nM de eribulina y 3 nM de gemcitabina en CP0024 y SK-UT-1. Se
traté con eribulina 24 horas y/o gemcitabina 12 horas y las graficas representan las células apoptéticas
tanto tempranas como tardias (media + SEM). Las graficas muestran la media de 3 repeticiones
independientes. (B) Western-blot de los marcadores apoptéticos caspasa 3 fragmentada y PARP-1
fragmentada, utilizando anticuerpos frente a ellos y B-actina como control de carga. Las concentraciones
de farmacos fueron las mismas que en Ay los tiempos de tratamiento fueron 12 horas de eribulina y/o 6 de
gemcitabina y 24 horas de eribulina y/o 12 de gemcitabina. SEM: Desviacién estandar de la media.

1.3. Estudio del dafio al ADN tras el tratamiento combinado de eribulina y
gemcitabina.
Con el fin de evaluar los mecanismos implicados en el efecto sinérgico de la

combinacién de eribulina seguida de gemcitabina, se estudié la acumulacién de dafio
en el ADN, utilizando el marcador subrogado y-H2AX, que nos informa de la
acumulacion de dafio en forma de roturas de doble cadena en el ADN de las células. Se
sigui6 dos esquemas de tratamiento: el primero de ellos donde las células fueron
tratadas con 12 h de eribulina (10 nM en el caso de 93T449 y 1 nM para CP0024 y SK-
UT-1), 6 h de gemcitabina (30 nM en 937449 y 3 nM en CP0024 y SK-UT-1) o la

combinacién de ambos (12 h de eribulina con la adicion de gemcitabina a las 6 h de
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tratamiento con eribulina). En el segundo esquema de tratamiento se trataron las células
durante 24 h con eribulina (10 nM para 93T449 y 1 nM para CP0024 y SK-UT-1), 12 h
con gemcitabina (30 nM en 93T449 y 3 nM en CP0024 y SK-UT-1) o la combinacién de
ambos (24 h de eribulina con la adicién de gemcitabina a las 12 h de tratamiento con
eribulina). Estudiamos la formaciéon de los focos de y-H2AX y los niveles de dicha
proteina por Western-blot. Curiosamente, tanto en las lineas celulares de LPS y LMS,
observamos una acumulacién de focos de y-H2AX tras el tratamiento en monoterapia
con eribulina o la combinacion tanto a las 24 como a las 12 h con eribulina. En la linea
celular de LPS 93T449, la acumulacion de focos es mayor con la combinacién que con
eribulina en monoterapia, siendo esta diferencia estadisticamente significativa a las 12h
de tratamiento (32,78 + 2,40 vs. 18,24 + 2,14; p=0,046) (Figura 41). La misma diferencia
se observo a nivel de proteina, especialmente tras la secuencia de tratamiento de 24 h
de eribulina — 12 h de gemcitabina (Figura 44).
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Figura 41: Estudio del dafio al ADN tras la combinacién de eribulinay gemcitabina en la linea celular
93T449. (A) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento de 12 horas con eribulina (10 nM)
ylo 6 horas con gemcitabina (30 nM). Las células se tifieron con el colorante DAPI (control nuclear, rojo) y
con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (B) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento
de 24 horas con eribulina (10 nM) y/o 12 horas con gemcitabina (30 nM). Las células se tifieron con el
colorante DAPI (control nuclear, rojo) y con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (C) Cuantificacion del
namero de focos por célula tras el mismo tratamiento que en A. (D) Cuantificacion del nimero de focos por
célula tras el mismo tratamiento que en B. La grafica muestra la media de 3 repeticiones independientes y
la SEM (desviacion estandar de la media). Test t de Student para datos no pareados: * p <0,05; ** p <0,005;
*** n <0,0005. E: Eribulina; G: Gemcitabina.

@

n° focos y-H2AX/célula

E12H G6H
E24H G12H

o

En el caso de la linea celular de LMS SK-UT-1, observamos resultados similares a
los de 93T449: un incremento en la acumulacion de focos y en los niveles proteicos de
y-H2AX cuando tratamos tanto con eribulina sola como en combinacion con
gemcitabina. Esta acumulaciéon se incrementa en la combinacién, y observamos una

tendencia casi estadisticamente significativa (29,05 + 2,78 en E12G6H vs 17,93 + 1,57
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Figura 42: Estudio del dafio al ADN tras la combinacion de eribulinay gemcitabina en lalinea celular
SK-UT-1. (A) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento de 12 horas con eribulina (1 nM)
y/o 6 horas con gemcitabina (3 nM). Las células se tifieron con el colorante DAPI (control nuclear, rojo) y
con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (B) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento
de 24 horas con eribulina (1 nM) y/o 12 horas con gemcitabina (3 nM). Las células se tifieron con el colorante
DAPI (control nuclear, rojo) y con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (C) Cuantificacién del nimero de
focos por célula tras el mismo tratamiento que en A. (D) Cuantificacién del numero de focos por célula tras
el mismo tratamiento que en B. La grafica muestra la media de 3 repeticiones independientes y la SEM
(desviacion estandar de la media). Test t de Student para datos no pareados: * p <0,05; ** p <0,005; *** p
<0,0005. E: Eribulina; G: Gemcitabina
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en E12H; p=0,073y 33,9 £ 5,44 en E24G12H vs 16,62 + 0,85 en E24H; p=0,088) (Figura
42). Los niveles de proteina de y-H2AX son similares entre la combinacién y la
monoterapia con eribulina en la linea celular SK-UT-1 (Figura 44). Para la linea celular
de LMS CP0024 observamos resultados similares en el experimento 12-6H, una
acumulacion de focos cuando tratamos tanto con eribulina como con la combinacion
(23,34 £ 4,74 en E12G6H vs 12,33 £ 1,12 en E12H; p=0,152) y en la secuencia de 24-
12H, también observamos una acumulacion de focos de y-H2AX tratando con
gemcitabina, que no observamos en las otras lineas celulares, existiendo una diferencia
significativa entre G12H y E24H (27,19 + 3,2 vs 12,33 £+ 1,12; p=0,049) (Figura 43).
Cuando observamos los niveles de proteina por Western-blot, observamos la misma
acumulacién de y-H2AX que por IF, haciéndose evidente una acumulacion tras 24 h de

eribulina, 12 h de gemcitabina y la combinacion de ambas (Figura 44).

Asimismo, a la vez que observamos una acumulacion de y-H2AX, los niveles de
proteina p21 se incrementaron con el tratamiento con eribulina, tanto en monoterapia
como en combinacién en lineas celulares 93T449 y CP0024 (Figura 44). Ademas,

estudiamos los niveles por proteina de p21 en dichas condiciones, observando un
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aumento, sobre todo en el esquema de 24-12 h, tanto con eribulina como con la

combinacion en las lineas celulares 937449 y CP0024.

Combinacion DAPI YH2AX Combinacién DAPI YH2AX

Figura 43: Estudio del dafio al ADN tras la combinacién de eribulinay gemcitabina en lalinea celular
CP0024. (A) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento de 12 horas con eribulina (1 nM)
y/o 6 horas con gemcitabina (3 nM). Las células se tifieron con el colorante DAPI (control nuclear, rojo) y
con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (B) Inmunofluorescencia de focos de y-H2AX tras el tratamiento
de 24 horas con eribulina (1 nM) y/o 12 horas con gemcitabina (3 nM). Las células se tifieron con el colorante
DAPI (control nuclear, rojo) y con el anticuerpo contra y-H2AX (verde). (C) Cuantificacion del nimero de
focos por célula tras el mismo tratamiento que en A. (D) Cuantificacién del nimero de focos por célula tras
el mismo tratamiento que en B. La grafica muestra la media de 3 repeticiones independientes y la SEM
(desviacion estandar de la media). Test t de Student para datos no pareados: * p <0,05; ** p <0,005; *** p
<0,0005. E: Eribulina; G: Gemcitabina.
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Figura 44: Analisis por Western-blot de los niveles de las proteinas y-H2AX y p21 tras lacombinacion
con eribulina 'y gemcitabina en las lineas 93T449, CP0024 y SK-UT-1. Las células se trataron durante
12/24 horas con eribulina (10 nM 937449 — 1 nM CP0024 y SK-UT-1) y/o 6/12 horas con gemcitabina (30
nM 93T449 — 3 nM CP0024 y SK-UT-1). Se utilizaron los anticuerpos frente a p21, y-H2AX (ser139) y B-
actina como control de carga. Las imagenes fueron cuantificadas con ImageLab.
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2. Estudios in vivo

2.1. Caracterizacién de los modelos xenoinjertados derivados de pacientes de
leiomiosarcomay liposarcoma
Se generaron 5 modelos de xenoinjertos derivados de pacientes (PDX, del inglés

patient derived xenograft) de LMS y uno de LPS. En la tabla 17 se recogen las
caracteristicas clinicas de los pacientes de los que derivan dichas muestras, junto a los
tratamientos que habian recibido hasta el momento en el que se recogieron las muestras
y el establecimiento del modelo. La mayoria de ellos, si no eran ya metastasicos de
inicio, acabaron recidivando y metastatizando, pasando asi por las diversas opciones
de tratamiento de segundas y sucesivas lineas disponibles hasta la fecha. De los
modelos utilizados, dos de ellos recibieron gemcitabina en combinaciéon con DTIC
(dacarbazina) (LMS-IBiS-001 y LMS-IBiS-009) y el modelo LMS-IBiS-002, recibio
gemcitabina en combinacion con docetaxel con anterioridad a la obtencién de la

muestra.

En cuanto a las caracteristicas histopatolégicas de los tumores de pacientes, la
mayoria contaban con un alto indice mitotico y eran positivos para actina del masculo
liso (AML) y muchos de ellos también para desmina, ambos marcadores de musculo
esquelético.

Tabla 17: Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los xenoinjertos derivados de pacientes.

EDAD i ESTADO
AL SUBTIPO CARACIERISTICAS  METASTASIS TERAPIAS TERAPIAS ENEL
DIAGN. HISTOLOGICO MOLECULAREé DIAGNOSTICO PRE-MUESTRA POST-MUESTRA UTLIMO
(Afios) CONTROL
Alto indice mitdtico Amputacion
Positivo AML EPI +IFO
. . . Negativa EMA, desmina, Pazopanib .
LMS-IBiS-001 Mujer 70 LMS extremidad miogenina, S-100, melan-Ay No No Trabectedina + RT Fallecida
CD34 GEM + DTIC
No expresa MDM2 Selinexor
Alto indice mitético GEM +::? taxel  Olarat b + DXR
LMS.IBiS-002  Mujer 53 LMS uterino  Haces de células fusiformes No T + B Fallecida
pleomorfismo nuclear. Trabectegina P
Alto indice mitdtico
Pasitivo actina, WT1 y EMA 5
LMSIBiS005 Mujer 42 LMS Negative CD34, CDT17, (Pulmon e No Olaratumab +DXR 144
retroperitoneal P5100, calretinina, higado) Trabectedina
miogenina, MyoD1, gada)
CKAE1/AE3, HMB4S, TFE-3.
Olaratumab + DXR
Alto indice mitdtico Olaratumab + GEM
Necrosis tumoral Si Pazopanib
. . . Atipia citolégica (Pulmén, 1Q Trabectedina .
LMS-IBiS-009  Mujer 42 LMS uterino Positive AML. desmina, higado, v GEM + DTIC Fallecida
caldesmon, p16, receptores dseas) Eribulina
estrégenos y progesterona RT paliafiva
Ciclofos. metrond.
. . Positivo AML, desmina. Si Olaratumab + DXR Vivo con
LMS-IBiS-010  Hombre 59 LMS deltoides Negativo caldesmon (Pulman) No Trabectedina+ RT  enfermedad
Positivo MDM2, AML y
. LPS desmina. 1Q .
LPSIBiS.015 Hombre 53 o iiferenciado  Negativo miogenina, CD117 No No EPI+IFO Fallecido
DOG1 v 5100

AML: actina del musculo liso; BraquiT: braquiterapia; DOG1: del inglés, discovered on GIST-1 (descubierto en GIST);
DTIC: dacarbazina; DXR: doxorrubicina; EPI: epirrubicina; EMA: antigeno epitelial de membrana, del inglés Epithetial
Membrane Antigen; GEM: gemcitabina; IFO: ifosfamida; IQ: intervencion quirirgica o reseccion; LMS: leiomiosarcoma;
LPS: liposarcoma; MDM2: del inglés, murine double minute 2; RT: radioterapia.
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2.2. Primera aproximacion in vivo: prueba piloto en varios modelos de
leiomiosarcomay liposarcoma.
Se realizé una prueba piloto de la viabilidad de la combinacién en los 5 modelos de

LMS (LMS-IBiS-001, LMS-IBiS-002, LMS-IBiS-005, LMS-IBiS-009, LMS-IBiS-010) y en
el modelo de LPS (LPS-IBiS-015). Para ello, se utilizé un ratén por cada uno de los 4
grupos de tratamiento: el grupo control, tratado con PBS intraperitoneal; el grupo con
eribulina en monoterapia intravenosa (1,6 mg/kg), el grupo con gemcitabina en
monoterapia intraperitoneal (120 mg/kg) y el grupo de la combinacién de ambos
farmacos, eribulina intravenosa (1,6 mg/kg) 2h previamente al tratamiento con

gemcitabina intraperitoneal (120 mg/kg) (Figura 45).

Modelos PDX (Xenoinjertos derivados de pacientes)

o / LMS-IBiS-001: LMS extremidad

LMS-IBiS-002: LMS uterino
LMS-IBiS-005: LMS retroperitonal
LMS-1BiS-009: LMS uterino
LMS-IBiS-010: LMS deltoide
LPS-IBiS-015: LPS desdiferenciado

Figura 45: Esquema de los modelos xenoinjertados utilizados y el tratamiento correspondiente. Las
dosis se expresan en miligramos de farmaco por kilogramo de peso del ratén.

Tras esperar a que el tumor llegara a un volumen de 150 mm? para comenzar el
tratamiento, se tratdé a cada ratén con un ciclo de 21 dias donde se administraba el
tratamiento correspondiente al dia 0 y 7 del ciclo, donde los animales fueron
sacrificados. Esta aproximacion fue llevada a cabo en los modelos LMS-IBiS-001, LMS-
IBiS-002 y LMS-IBiS-005, modelos de biologia tumoral mas rapida, que llegan a
alcanzar volumenes en el rango del sacrificio por cuestiones éticas a los 21 dias. Se
observo que existia una diferencia en el volumen tumoral entre el control y gemcitabina,
y los dos grupos que recibieron eribulina, sin observar una diferencia clara entre
eribulina en monoterapia y la combinacion en ninguno de los casos a los 21 dias (559,3
mm? frente a 697,3 mm? en el modelo LMS-IBiS-001; 642,2 mm? frente a 540,5 mm?3 en
el modelo LMS-IBiS-002 y 44,6 mm? frente 8,7 mm?® en el modelo LMS-IBiS-005).

Ademas, en el modelo LMS-IBiS-005 se observé como gemcitabina ejercié también un
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efecto anti-tumoral. En los tres modelos, la eribulina fue capaz de detener el crecimiento
del tumor o incluso disminuirlo en un ciclo de 21 dias de tratamiento (Figura 46A).
Ademas, los ratones no presentaron aparentemente signos de toxicidades significativas
ni sufrieron pérdida de peso por el tratamiento en ninguno de los modelos estudiados
(Figura 46B).
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Figura 46: Aproximacion in vivo de la combinacion de eribulinay gemcitabina en los modelos LMS-
IBiS-001, LMS-IBiS-002 y LMS-IBiS-009. (A) Volumen tumoral, expresado en mm?, de cada ratén durante
los 21 dias de tratamiento. Los ratones fueron tratados con las concentraciones explicadas en la figura 9.
(B) Peso, expresado en gramos, de cada ratdn previo y posterior al tratamiento con cada uno de los
farmacos.

Sin embargo, la aproximacion de ciclos de 21 dias no era efectiva para modelos de
Xenoinjerto con una biologia tumoral y un crecimiento mas lento. Por tanto, se decidio
alargar el tiempo del experimento hasta que los volimenes tumorales alcanzaran el
volumen maximo ético permitido. Bajo esta aproximacion, se estudié la combinacién en
dos modelos de LMS, LMS-IBiS-009 y LMS-IBiS-010, y un modelo de LPS, LPS-IBiS-

015 con el mismo esquema de tratamiento, una dosis al dia O y otra al dia 7.

En los tres modelos de crecimiento lento se pudo observar como las curvas de
crecimiento tumoral son bastantes similares en los primeros 21 dias de monitorizacion
del crecimiento, tras los cuales las curvas comienzan a separarse y en torno al dia 50
los controles alcanzaron su volumen maximo. Los tumores de los ratones tratados con
gemcitabina (en verde) también sufrieron un crecimiento exponencial y fueron
sacrificados alrededor del dia 50-75 (Figura 47A). En estos modelos, se observé como
la eribulina, tanto en monoterapia como en combinacion en los primeros dias de

monitorizacion fue capaz de mantener el volumen tumoral e incluso recudirlo en el caso
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de los modelos LMS-IBiS-009 y LPS-IBiS-015. La diferencia entre los grupos de
tratamiento de eribulina (en rojo) y eribulina y gemcitabina (en morado) en los modelos
de LMS empezé a observarse aproximadamente a los 75 dias de tratamiento, siendo la
combinacién el grupo de tratamiento capaz de mantener el volumen tumoral mas bajo
en los tres modelos. Se observé que los ratones que presentaron una mayor
supervivencia, es decir, aquellos cuyo volumen maximo tumoral se alcanzé mas tarde,
fueron en los tres casos los ratones tratados con eribulina y gemcitabina (Figura 47B),
alcanzando dichos volimenes a los 144 dias en el caso del modelo LMS-IBiS-009, a los
102 en el modelo LMS-IBiS-010 y a los 113 en el modelo LPS-IBiS-015. Ademas, en

ninguno de los casos los ratones disminuyeron su peso a lo largo del tratamiento (Figura
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Figura 47: Aproximacion in vivo de la combinacién de eribulinay gemcitabina en los modelos LMS-
IBiS-009, LMS-IBiS-010 y LPS-IBiS-015. (A) Volumen tumoral, expresado en mm?, de cada ratén durante
el experimento. Los ratones fueron tratados con las concentraciones explicadas en la figura 9. (B)
Supervivencia, expresada en dias, de los ratones asignados a cada tratamiento en los modelos de PDX
LMS-IBiS-009, LMS-IBiS-010 y LPS-IBiS-015. (C) Peso, expresado en gramos, de cada ratdn previo y
posterior al tratamiento con cada uno de los farmacos.
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2.3. Segunda aproximacion: estudio del crecimiento tumoral y la supervivencia
tras la combinacién de eribulina'y gemcitabina en los PDX seleccionados.
Para evaluar la relevancia in vivo de la actividad de la combinacion de eribulina y

gemcitabina sobre el crecimiento tumoral y poder calcular la significancia estadistica de
esta combinacion, se realizé un experimento con una n superior y se seleccionaron 3 de
los modelos testados anteriormente: un modelo de LMS de crecimiento rapido (LMS-
IBiS-002), un modelo de LMS de crecimiento lento (LMS-IBiS-010) y el modelo de LPS
(LPS-1BiS-015). Los fragmentos de tumores obtenidos a partir del modelo PDX fueron
injertados por via subcutanea hasta alcanzar un tamario de 150 mm?(Dia 0). Los ratones
recibieron un ciclo de dos dosis de farmacos administrados en el dia 0 y el dia 7 (ciclo
de 21 dias). En cada dosis, se testd la monoterapia con eribulina, con gemcitabina o la
combinacién de eribulina seguida de gemcitabina. Eribulina fue administrada
intravenosa en la cola del ratén 2 h antes del tratamiento de gemcitabina inyectada
intraperitonealmente (Figura 45). Con el fin de comprobar la posibilidad de que el efecto
beneficioso de la administracion secuencial de eribulina y gemcitabina pudiera
observarse mas adelante en el tiempo que en un ciclo de 21 dias, decidimos dejar que
los tumores crecieran hasta alcanzar un tamafio maximo de 1500 mm? después de un
ciclo de tratamiento en los 3 modelos estudiados. Observamos que mientras que al
principio del tratamiento tanto la monoterapia con eribulina como la combinacion de
eribulina mas gemcitabina suprimen el crecimiento tumoral de manera similar, en
momentos posteriores el régimen de combinacion mantuvo una mejor supresion del
crecimiento tumoral mientras que los tumores tratados solo con eribulina persisten
creciendo. Este efecto se observa en el modelo LMS-IBiS-002 (Figura 48A) mostrando
tanto una curva de Kaplan Meier significativa entre todos los grupos de tratamiento (p-
valor en Log-rank (Mantel-Cox) test: < 0,001) (Figura 48D). El grupo de tratamiento
combinado permanece vivo mas dias, mientras que el grupo de monoterapia con
eribulina tuvo que ser sacrificado antes debido al crecimiento tumoral. También
observamos que eribulina sola o en combinacibn con gemcitabina suprimi6 el
crecimiento tumoral en comparacién con ratones no tratados o tratados con gemcitabina
(Figura 48A). Asimismo, se calcul6 el porcentaje de inhibicién del crecimiento tumoral
(TGI, del inglés tumor growth inhibition) frente al control y al dia 14 observamos que el

TGl de eribulina + gemcitabina es mayor, de manera estadisticamente significativa, que
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el TGl que produce eribulina en monoterapia (62,49 vs 55,48%; p<0,001; test de
Wilcoxon) (Figura 48B).
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Figura 48: Efecto de la combinacion de eribulina y gemcitabina in vivo en el modelo de PDX LMS-
IBiS-002. (A) Volumen tumoral, expresado en mm?, de los ratones sometidos a cada uno de los
tratamientos: control (azul; n=3), eribulina en monoterapia (rojo; n=4), gemcitabina en monoterapia (verde;
n=4) y eribulina + gemcitabina (morado; n=4). (B) Porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral con
respecto al grupo control calculado al dia 14 del tratamiento. Test de Wilcoxon para muestras pareadas: *
p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005 (C) Curva Kaplan Meier representando la probabilidad de supervivencia
de los diferentes grupos de tratamiento. Test Log-rank (Mantel Cox): * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005.
(D) Peso, expresado en gramos, de cada grupo experimental previo y posterior al tratamiento con cada uno
de los farmacos.

En el caso del modelo de LMS de crecimiento lento, LMS-IBiS-010, se hizo més
evidente aun la similitud de las curvas de crecimiento tumoral de eribulina y la
combinacién, no alcanzandose las diferencias entre ambas hasta pasados los 100 dias
del comienzo del tratamiento (Figura 49A). Como en el modelo anterior, se vio que
gemcitabina por si sola ejerce poco efecto antitumoral sobre dicho modelo, al igual que
el control tratado con PBS. En cuanto al porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral,
se calcul6 al dia 39 del tratamiento, no pudimos observar el mismo efecto que en modelo
LMS-IBiS-001 ya que las diferencias entre eribulina y la combinacién se alcanzaron
cuando los ratones control ya habian sido sacrificados. Al dia 39, se observé una

inhibicion mayor del crecimiento tumoral tratado con eribulina que con la combinacion
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(73,5 vs 67,59%; p=0,010, test de Wilcoxon) (Figura 49B). La curva Kaplan Meier de
supervivencia nos muestra que existe una diferencia estadisticamente significativa entre
todos los grupos (Log-rank (Mantel-Cox) test p-valor: 0,023), mostrando una mayor

supervivencia los ratones tratados con la combinacion (Figura 49C). El peso corporal no

se vio afectado por ninguno de los farmacos administrados (Figura 49 D).

* p=0,01
2000~ 801 .
T
£ T S
£ 1500 T S g0
T c E
S © 3
£ E 2
5 1000 S 2 401
c £5
[} £ =
£ 5001 o E
= T Q 201
o 1 o @
> S5
o] T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 0-
Dias 2
- & & N
-e- Control - Eribulina -§0° <@ ‘\q}o
o _— o > O &
Gemcitabina -¥- Eribulina + Gemcitabina < 0@@ S
foxo
\§\Q
R4
<
" 404 wmm Pre-tratamiento Post-tratamiento
1004 Control
—— Eribulina
8w o 30- _ T
- © Gemcitabina T T
c . . . . =
g g — —— Eribulina + Gemcitabina 2
=3 o 204
8 2 504 )
T O o]
Qo o o
o>
a® * Log-rank (Mantel-Cox) test 10
p-valor: 0.023
0 T T T 1 0- T T T T
0 50 100 150 200 N
; ~ & e &
Dias N N X O
P O N &
<& <& &
Il ®
{b.X
»\\(\
N
X
@\

Figura 49: Efecto de la combinacion de eribulina y gemcitabina in vivo en el modelo de PDX LMS-
IBiS-010. (A) Volumen tumoral, expresado en mm?3, de los ratones sometidos a cada uno de los
tratamientos: control (azul; n=3), eribulina en monoterapia (rojo; n=3), gemcitabina en monoterapia (verde;
n=3) y eribulina + gemcitabina (morado; n=4). (B) Porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral con
respecto al grupo control calculado al dia 39 del tratamiento. Test de Wilcoxon para muestras pareadas: *
p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005 (C) Curva Kaplan Meier representando la probabilidad de supervivencia
de los diferentes grupos de tratamiento. Test Log-rank (Mantel Cox): * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005.
(D) Peso, expresado en gramos, de cada grupo experimental previo y posterior al tratamiento con cada uno
de los farmacos.
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En el caso del modelo PDX LPS-IBiS-015, las diferencias en el crecimiento tumoral
entre el grupo de combinacién y la eribulina también se lograron mas tarde en el tiempo
que en el ciclo de 21 dias, como se pudo observar con anterioridad (Figura 50A).
Calculando el porcentaje de inhibicién del crecimiento tumoral al dia 42, se observé que
tanto eribulina como la combinacion tienen un mayor potencial antitumoral que
gemcitabina, no habiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (81,65 contra el 67,87%; n.s.; test de Wilcoxon) (Figura 50B). Asimismo, se
calculé la curva Kaplan Meier entre todos los grupos de tratamiento, que resulté
significativa (Log-rank (Mantel Cox) test p-valor: 0,003) (Figura 50C). Como en los otros
modelos, el peso corporal de los ratones no se vio alterado por ninguno de los

tratamientos (Figura 50D).
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Figura 50: Efecto de la combinacién de eribulina y gemcitabina in vivo en el modelo de PDX LPS-
IBiS-015. (A) Volumen tumoral, expresado en mm?3, de los ratones sometidos a cada uno de los
tratamientos: control (azul; n=3), eribulina en monoterapia (rojo; n=4), gemcitabina en monoterapia (verde;
n=3) y eribulina + gemcitabina (morado; n=3). (B) Porcentaje de inhibicion del crecimiento tumoral con
respecto al grupo control calculado al dia 42 del tratamiento. Test de Wilcoxon para muestras pareadas: *
p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005 (C) Curva Kaplan Meier representando la probabilidad de supervivencia
de los diferentes grupos de tratamiento. Test Log-rank (Mantel Cox): * p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005.
(D) Peso, expresado en gramos, de cada grupo experimental previo y posterior al tratamiento con cada uno
de los farmacos.
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2.4. Estudio de la vasculatura tumoral en respuesta al tratamiento de eribulina
y gemcitabina.
Atendiendo a las capacidades angiogénicas de eribulina, decidimos estudiar la

formacion de vasos en los tumores de nuestros 3 modelos de xenoinjertos, en respuesta
al tratamiento. Las muestras parafinadas se marcaron con el anticuerpo contra CD31,
que discrimina las células endoteliales que forman los vasos sanguineos de otras
células del tumor. Las tinciones fueron examinadas por un patélogo experto y se calculd
la densidad de microvasos en el tumor (MVD, del inglés microvessels density). Se
localizaron las zonas consideradas como “hot spots” o zonas con alta densidad de
microvasos, evitando las zonas necroticas y se contabilizaron el nimero de vasos por

campos de alta potencia (HPF) en al menos 5 campos, cuando fue posible.

En el caso del modelo de crecimiento rapido LMS-IBiS-002, se observé que el grupo
gue presentaba una menor MVD fueron los tumores tratados con eribulina, no existiendo
diferencias significativas entre ninguno de los grupos de tratamiento. En general, este
modelo, presenta una alta celularidad, pero escasos microvasos (Figura 51A). En
cambio, en el modelo LMS-IBiS-010, de crecimiento lento, el grupo tratado con eribulina
fue el de mayor densidad de microvasos junto a la combinacion, que fue el segundo
grupo con mayor MVD. Por tanto, en dicho modelo, si destacan entre los grupos con
mayor MVD los dos tratados con eribulina, pero la adicion de gemcitabina no incrementa
la MVD (Figura 51B). Por ultimo, el modelo LPS-IBiS-015 fue el que mostré una mayor
MVD (en torno a 60 microvasos por campo) pero no se observaron diferencias entre

ninguno de los grupos (Figura 51C).
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Figura 51: Inmunohistoquimica de CD31 en las muestras tumorales de los xenoinjertos derivados
de pacientes. Las graficas muestran la densidad de microvasos (nimero de vasos por campo HPF) (media
+ SEM). (A) Imagenes de la hematoxilina y eosina (H&E) y tincién inmunohistoquimica con CD31 de las
muestras tumorales del modelo LMS-IBiS-002 y el gréfico de barras de la MVD en dicho modelo. (B)
Imagenes de la hematoxilina y eosina (H&E) y tincién inmunohistoquimica con CD31 de las muestras
tumorales del modelo LMS-IBiS-010 y el gréafico de barras de la MVD en dicho modelo. (C) Imagenes de la
hematoxilina y eosina (H&E) y tincién inmunohistoquimica con CD31 de las muestras tumorales del modelo
LMS-IBiS-015 y el grafico de barras de la MVD en dicho modelo. SEM: Desviacion estandar de la media.
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Capitulo I: Estudio de lainhibicion de MRP-1 en combinacién con quimioterapicos
como estrategia para revertir la resistencia a farmacos en sarcomas de partes
blandas.

La resistencia a mdultiples farmacos es el conjunto de diferentes mecanismos que

presentan las células que conforman un tumor, mediante el cual se hacen resistentes a
compuestos como los agentes quimioterapicos, haciendo que el tumor continte
proliferando descontroladamente (184). A pesar de ser un proceso multifactorial,
comunmente se ve ocasionado por un aumento de la expresion o de la actividad de los
transportadores ABC (60). En sarcomas, concretamente, en SPB localmente avanzados
de alto riesgo, se demostro que la combinacion de sobrexpresion de MRP-1 en muestras
tumorales tanto por ARNm como por proteina fue el Unico factor prondstico de manera
retrospectiva (84). Las muestras tumorales, en las que se obtuvo ese resultado,
pertenecian a los pacientes del ensayo fase lll llevado a cabo en por el Italian Sarcoma
Group (ISG) en colaboracién con el Grupo Espafiol de Investigacion en Sarcomas
(GEIS), en el cual recibian 3 o 5 ciclos de epirrubicina (120 mg/m?) e ifosfamida (9.000
mg/m?). Los 3 primeros ciclos eran en neoadyuvancia en ambos grupos y los 2
siguientes en adyuvancia para el grupo de 5 ciclos (185). En nuestro caso, las muestras
tumorales provienen del ensayo clinico en fase 3 realizado por el ISG, GEIS, FSG
(French Sarcoma Group) y PSG (Polish Sarcoma Group) en el que se compara la
guimioterapia estandar en neoadyuvancia (epirrubicina mas ifosfamida) versus
quimioterapia neoadyuvante segun histotipo (31). Se trata de un ensayo internacional,
abierto, randomizado, controlado y multicéntrico en el cual hemos validado el papel
predictivo para resistencia de la expresion proteica de MRP-1, tanto en SLP como en
SG en pacientes con SPB localizado de alto riesgo tratados con el brazo control de este
ensayo (epirrubicina mas ifosfamida). Cabe destacar que la correlacion predictiva
significativa con el resultado clinico se logré con datos provenientes de dos pat6logos
independientes en una revision por pares cegada para los datos clinicos, dentro de dicho
ensayo multicéntrico. Este analisis fue un proyecto de investigacion traslacional

planificado y vinculado al ensayo ISG-STS 1001 comentado previamente.

Entre las proteinas asociadas a la multirresistencia a farmacos, seleccionamos
solamente la expresion de MRP-1, basandonos en el estudio traslacional previo del
laboratorio (84). MRP-1 destaca por dirigir el eflujo de conjugados de oxazafosforinas,
incluyendo ifosfamida (186, 187) y antraciclinas (188). Por tanto, se trata de un factor
predictivo clave para la multirresistencia a farmacos, en el contexto de pacientes
afectados por los subtipos de sarcoma de extremidades mas frecuentes y tratados con
dicha combinacion de farmacos. De hecho, en el andlisis multivariante de nuestra serie,

la intensidad de la expresion de MRP-1 demostré ser un factor independiente. Por otra
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parte, en una pequefia serie de 29 SPB localizados tratados con doxorrubicina,
dacarbazina e ifosfamida en el contexto neoadyuvante, la respuesta patoldgica se
correlaciond con la expresion de P-gp, Unico factor de multirresistencia a farmacos
(MDR) analizado en el estudio. Nueve de cada 10 casos (90%) con expresion positiva
de P-gp tuvieron una respuesta deficiente, mientras que solo 7 sobre 19 (36%) casos P-
gp-negativos tuvieron una respuesta deficiente (p=0,008) (189). Sin embargo, en otra
serie corta de 44 pacientes con SPB, no se encontré correlacion prondéstica significativa
entre la expresion de P-gp y el resultado clinico (190). Del mismo modo, nuestro analisis
previo ho mostrd ninguna asociacion de la expresion de P-gp o glutatibn S-transferasa
pi (GST-1), otra proteina relacionada con MDR, con el resultado clinico (84). Estos
resultados contradictorios sobre P-gp podrian deberse a la heterogeneidad en los

subtipos y grados de sarcoma incluidos en estos analisis.

Cabe destacar que la sobreexpresion de MRP-1 se ha correlacionado directamente
con un alto grado en SPB pediatricos (81). En linea con nuestro estudio traslacional,
una mayor expresion proteica de MRP-1 se ha relacionado significativamente con un
peor desenlace clinico en series retrospectivas de neuroblastoma (191-193), mientras
gue P-gp no mostrd correlacién pronéstica. También en leucemia linfoblastica aguda y
cancer de pulmén de células no pequefas, localmente avanzado y tratado con
neoadyuvancia, se ha asociado una alta expresion de MRP-1 con la disminucién en SLP
y en SG respectivamente (194, 195). De forma similar, en una serie de 516 pacientes
con cancer de mama precoz, incluidos en el ensayo aleatorizado ABCSG 5 que
comparaba CMF (ciclofosfamida — metotrexato — fluorouracilo) frente tratamiento
adyuvante endocrino, la alta expresion (> 30%) de MRP-1 por inmunohistoquimica se
relaciond significativamente con una peor SLP y SG. Curiosamente, una mayor
expresion de MRP-1 mostr6 un valor pronéstico independiente solo en pacientes

tratadas con quimioterapia, pero no en aquellas tratadas con terapia endocrina (196).

La prediccién del valor de MRP-1 en resistencia varié entre los subtipos de sarcoma
en nuestro estudio, lo que sugiere que nuestra hipétesis no puede generalizarse a todas
las histologias de SPB tratadas con antraciclinas e ifosfamida. De hecho, la
sobreexpresion de esta bomba de eflujo no mostré un papel predictivo para
mixofibrosarcomas en esta serie. Es una entidad con una alta recurrencia local y no se
habian descrito factores prondsticos hasta el estudio de Ogura et al. donde alteraciones
en reguladores del ciclo celular se asociaron con una peor SG (197). Ademas, es dudoso
que la expresion de MRP-1 ejerza una influencia predictiva relevante en LPS mixoide
de alto grado de acuerdo con la experiencia de series anteriores y actuales. En LPS,

MRP-1 mostré la expresion mas baja por proteina en esta serie, lo que esta en linea con
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otras observaciones que miden la expresion por ARNm de MRP-1 (75). Sera importante
describir los procesos bioldgicos subyacentes a la resistencia a farmacos en estos
subtipos, que parece ser a través de diferentes mecanismos, ademas de la actividad de
MRP-1. Por el contrario, la expresion de MRP-1 mostré un papel predictivo significativo
en algunos subtipos especificos de SPB, como el sarcoma sinovial y el MPNST. En un
estudio reciente de MPNST avanzados, doxorrubicina e ifosfamida fue el esquema que
produjo una mayor SLP en comparacién a otros esquemas, aungue los pacientes
acaban recidivando (198), pudiendo deberse en parte a la MDR. Es posible que esta
combinacién junto a un inhibidor de MRP-1 pudiera ser mas activa en el contexto clinico.
Seria ademds interesante poder validar a nivel de ARN mensajero los resultados
obtenidos por proteina, pero la escasez de material no lo ha permitido en nuestro caso.
Aunqgue nuestros resultados indiquen que MRP-1 es un biomarcador predictivo para la
combinacién de antraciclinas con ifosfamida en pacientes con SPBs localizados de alto
riesgo, el valor prondstico potencial de MRP-1 no se puede descartar completamente
en funcién de los resultados, ya que no se incluyé en el ensayo un brazo sin
quimioterapia perioperatoria. Asimismo, seria interesante realizar un score de la tincion
de MRP-1 que integrase tanto la intensidad como la expresion de la tincién en nuestras
muestras para permitirnos dilucidar si existe una prevalencia de una de estas dos

variables en el resultado.

Una vez validado el valor predictivo de MRP-1, surge la necesidad de explorar la
combinacién de un inhibidor de esta proteina junto con agentes sistémicos que sean
sustratos de dicha bomba de eflujo con el objetivo de revertir la resistencia a los
farmacos. Entre la plétora de compuestos que han mostrado efectos inhibitorios sobre
las bombas de eflujo ABC en los ultimos afios (85), decidimos testar nuestras lineas de
SPB con probenecid y MK-571, inhibidores clasicos de esta bomba de eflujo y
compararlos con inhibidores de quinasas y tirosina quinasas como nilotinib, selumetinib,
ripretinib y avapritinib. Villar et al. demostraron que nilotinib potencia el efecto de
doxorrubicina en lineas celulares de sarcoma, observando un aumento significativo de
la apoptosis, una disminucién en la proliferacion celular a los 12 dias tras la retirada de
los compuestos, probablemente relacionada con un aumento de la acumulacion de
doxorrubicina en las células de sarcoma y un aumento de mas de 11 veces de CFDA
(sustrato especifico de MRP-1) con respecto a la acumulacién lograda con probenecid
(108). En las lineas celulares de leucemia mieloide crénica, nilotinib demostré ser el
inhibidor més potente de P-gp, BCRP y MRP-1, sobre imatinib y dasatinib. Los autores
sugirieron que las dosis terapéuticas de nilotinib pueden disminuir la MDR,

especialmente la mediada por P-gp y BCRP (199). En nuestro estudio, avapritinib y
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nilotinib mostraron una mayor inhibicion de la actividad de MRP-1, en comparacion con
probenecid y MK-571, lo que sugiere que la eficacia de estos inhibidores clasicos de la
bomba de eflujo es de alguna manera limitada en el contexto de los SPB y que
determinados inhibidores tirosina quinasa pueden ser potentes inhibidores de esta
bomba de eflujo. Avapritinib no habia sido testado previamente en SPB, ya que
solamente estd aprobado para tumores del estroma gastrointestinal (GIST) con
mutacién en el exén 18 de PDGFRa, incluyendo la mutacion D842V (200, 201). La
inhibicién de la actividad de MRP-1 se midié por la acumulacion de CFDA (sustrato
especifico de dicha bomba) y por acumulacion de doxorrubicina intracelular. En este
ultimo ensayo se observé una superioridad de nilotinib sobre avapritinib, ya que este
ultimo solo es capaz de provocar una acumulacion de doxorrubicina en la linea de LMS
SK-UT-1. Esta superioridad puede deberse a la mayor afinidad que muestra dicha
molécula por este transportador en nuestros estudios in silico o porque nilotinib pueda
estar teniendo parte de su efecto a través de P-gp, ya que estad descrito que es

modulador de ambas bombas (108).

Otro de los efectos que pueden generar dichos TKIs sobre las células tumorales,
ademas de la bajada de actividad de los transportadores, es la bajada de expresion de
estas proteinas (108, 199). Hemos obtenido una bajada muy leve en los niveles de
ARNmM de ABCC1 en ambas lineas celulares tras el tratamiento con cualquiera de los
dos TKIS, en torno al 10-20%. En el caso de nilotinib, esta bajada puede deberse a su
efecto sobre las vias de sefializacion AKT y MAPK ya que esta descrito que una
activacion de la via MAPK/ERK estéa involucrada en la sobreregulacion de ABCB1, ERK
y ABCC1l (202, 203). Nuestros TKIs de interés estarian ejerciendo su efecto de
inhibicion de la actividad de MRP-1 pero dicha bajada en la actividad no se corresponde

con una menor expresion del transportador.

Ademas de su funcion como inhibidor de KIT, se ha estudio la capacidad de
avapritinib para revertir la MDR dependiente de los transportadores ABCB1 y ABCG2
en un panel de lineas celulares de cancer (114). En dicho estudio comprueban la
capacidad de avapritinib para incrementar la acumulacion intracelular de diferentes
drogas sin cambiar la expresion proteica de los transportadores. Asimismo, realizaron
un estudio de docking molecular del bolsilo de union de drogas de ambos
transportadores con avapritinib. En nuestro estudio, de igual forma, hemos realizado el
estudio de acoplamiento molecular con Autodock observando que existe una alta
afinidad tanto de nilotinib como de avapritinib por MRP-1 siendo més afin la unién con
nilotinib, superando al resto de moléculas estudiadas. Es cierto que otras moléculas

testadas, como es el caso de ripretinib mostraron afinidad por MRP-1, en cierto modo
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esperada y similar a avapritinib, pero en los experimentos en lineas celulares de
sarcoma, su actividad inhibitoria para MRP-1 fue claramente inferior a nilotinib o
avapritinib. Recientemente, se ha combinado ripretinib con inhibidores de la via MAPK
en GIST y células de mastocitosis, con el potencial de vencer la reactivacion de los
mecanismos de resistencia compensatoria (204). Serian necesarios mas estudios para

dilucidar el papel de esta molécula en la MDR.

El modelaje de MRP-1 ha sido realizado sin la estructura cristalizada de la proteina,
ya que a dia de hoy, ain no se conoce (188). Con el acoplamiento molecular se han
testado otro tipo de inhibidores para MRP-1 como derivados de dihidropiridinas (205),
curcumina (206) y citrato de potasio (207), al igual que para otros transportadores como
ABCB1 y ABCG2 (208, 209). Es el caso también de dacomitinib que estudiandolo por
docking molecular se ha comprobado que se une al dominio transmembrana de ABCB1
y ABCGZ2, inhibiendo la actividad del transportador (210). En nuestro caso, tanto
avapritinib como nilotinib se acoplan al dominio transmembrana de los transportadores
con gran afinidad, pudiendo ejercer un bloqueo de este y de dicha forma, la inhibicién
de su actividad, compitiendo directamente con los sustratos de dicha bomba. Esto ya
habia sido previamente descrito para avapritinib pero en relaciébn con las bombas
ABCB1 y ABCG2 (114). Tras la caracterizacion de la accion de dichas moléculas en
nuestras lineas con las diferentes aproximaciones, se pudo concluir que nilotinib y

avapritinib eran los inhibidores de MRP-1 mas potentes.

La estrategia de inhibicion de la actividad del transportador MRP-1 junto con otros
quimioterapicos, para aumentar su concentracion intracelular y asi su accién, ha sido
utilizada en otros tumores con diferentes TKIs, entre ellos nilotinib, pero no avapritinib,
a nivel preclinico. Ibrutinib ha sido testado, en células de leucemia con sobreexpresion
de MRP-1, en combinacion con farmacos expulsados por MRP-1 como vincristina,
vinblastina o doxorrubicina, sensibilizadndolas a dichos tratamientos y no a otros no-diana
de MRP-1 (211). Nilotinib también sensibiliza células de leucemia a daunorrubicina,
haciendo que a su vez aumente la apoptosis tras el tratamiento combinado (212).
Asimismo, tras un screening de TKIs, en lineas KBV20C resistentes a farmacos
antimitoticos (sobreexpresan P-gp), demostraron que lapatinib incrementaba la
apoptosis en combinacién con vincristina ya que las hacia mas sensibles por su papel
inhibitorio sobre P-gp (213). En este mismo modelo celular, crizotinib en bajas dosis es
capaz de sensibilizar dichas células, provocando una parada en G2-M e induciendo
muerte celular apoptoética (214). Los TKIs, ademas de ser inhibidores también son
sustrato de las bombas de eflujo ABC, y en ciertos estudios se trata de sensibilizar el

efecto de un TKI, en estos casos, afatinib y dasatinib, con otro TKI como nilotinib (215,
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216). En nuestro estudio, gracias a nilotinib y avapritinib hemos sensibilizado las lineas
celulares SK-UT-1y CP0024 al tratamiento con doxorrubicina y palifosfamida. La bajada
en viabilidad celular es bastante acusada en SK-UT-1 tratada con avapritinib a altas y
bajas concentraciones de los tres farmacos, existiendo también una bajada significativa
de la capacidad de generar colonias de dicha linea tras el mismo tratamiento y un
aumento de células apoptéticas. En CP0024 la diferencia es menor en viabilidad, pero
sin embargo la apoptosis dobla su valor entre el tratamiento con la triple y la doble

combinacion.

Algunos modelos utilizan nilotinib como modulador de la resistencia a través de P-
gp y BCRP, pero pocos son los que dan evidencias a través de MRP-1 (110, 217).
Nosotros hemos observado que, en nuestras lineas de SPB, nilotinib ejerce un mayor
efecto sobre MRP-1 y que este efecto es especifico ya que al utilizar un siARN frente a
ABCC1, obtenemos resultados similares en cuanto a acumulacion intracelular de CFDA
(y no de Rho-123) y al aumento de la apoptosis tras la triple combinacion de farmacos,
comprobacion que previamente no se habia realizado para MRP-1 ni P-gp (108). En
cuanto al efecto de nilotinib, se alcanzaron diferencias significativas tanto a altas como
a bajas concentraciones de los tres farmacos en la linea SK-UT-1, que se corrobora con
la bajada en viabilidad observada en el ensayo clonogénico de la misma linea y con un
aumento significativo de la apoptosis entre la triple y la doble combinacion. Ocurre lo
mismo que con avapritinib en CP0024, a altas concentraciones de farmacos si
observamos una gran diferencia en viabilidad entre doble y triple combinacién, que se
corroboran con las diferencias observadas en apoptosis. Para validar dichos resultados
antes de llevarlos a la clinica serian muy necesarios experimentos in vivo que prueben
gue la combinacion de estos inhibidores de MRP-1 con antraciclinas e ifosfamida es

capaz de controlar el crecimiento tumoral.

La primera evidencia de la ventaja clinica a través de la modulacion del
transportador ABC provino de 3 ensayos aleatorizados, que informaron de una SG
significativamente mas larga en el brazo tratado con inhibidores de los transportadores
ABC. Los pacientes con leucemia mieloide aguda que fueron tratados con
daunorrubicina méas citarabina junto con ciclosporina, un inhibidor de P-gp, tuvieron
tasas significativamente mejores de SLP y SG en comparacion con el brazo sin
ciclosporina, 34% vs 9% y 22% vs 12%, respectivamente. EI maximo beneficio se
detect6 en pacientes con una mayor expresion de P-gp, aunque los niveles de MRP-1
no fueron analizados (218). Por otra parte, dos ensayos aleatorizados adicionales
demostraron una SG estadisticamente significativa en los brazos donde se agregé

verapamil a los regimenes de quimioterapia de pacientes con cancer de mama
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resistente a antraciclinas y cancer de pulmon de células no pequefas, sin embargo, no
se describié ninguna correlacién entre niveles de MRP-1 y supervivencia (219, 220). En
pacientes con sarcoma, la combinacion de nilotinib y doxorrubicina se prob6 en un
ensayo fase |. De manera notoria, se observo una correlacion entre la expresion proteica
y la respuesta radioldgica observada entre la biopsia basal y la posterior al 4° ciclo. En
términos de actividad, entre 13 pacientes se observaron 2 respuestas parciales (una de
ellas en el componente desdiferenciado del LPS), 8 enfermedades estables y 3
progresiones (109). La fase Il de este ensayo, se realizé con el mismo esquema en un
entorno neoadyuvante en LPS retroperitoneales y LMS. En ambas partes del ensayo, el
esquema fue factible y seguro, con el uso de GCSF después de detectar alguna
recuperacion incompleta de neutréfilos en el dia 21. Es el Unico ensayo realizado en
sarcomas con nilotinib como inhibidor de bombas de eflujo y los resultados del ensayo
fase Il se esperan para comprobar la actividad de esta combinacion (datos no
publicados). En cambio, no existen ensayos clinicos que utilicen avapritinib como
inhibidor de transportadores ABC en SPB ni en otras neoplasias a excepcion de GIST
(201), donde se ha observado que incluso a largo plazo fue capaz de alcanzar una tasa
de beneficio clinico del 98%, con escasas toxicidades asociadas (221). En la actualidad,
se esta probando la combinacion de doxorrubicina e ifosfamida en SPB en 4 ensayos
clinicos: en segundas lineas en combinaciéon con apatinib (94) [NTC04012827]; en
neoadyuvancia se estan testando dos farmacos anti-PD1, sintilimab [NCT04356872] y
retifanlimab [NCT04968106] en combinacién con doxorrubicina-ifosfamida, y por Gltimo
nivolumab en combinacién con epirrubicina e ifosfamida para UPS y LMS como nueva
cohorte dentro del ensayo Immunosarc de nuestro grupo [NCT03277924], sin datos

publicados hasta la fecha.

Con el fin de testar esta combinacion en el contexto clinico, nuestros experimentos
nos proporcionan el racional para disefiar un ensayo de fase | / Il en SPB avanzados
con el fin de implementarlo si se detectan signos de aumento de la actividad tumoral en
SPB localizados de alto riesgo, a través de un ensayo aleatorizado. En este sentido, el
inhibidor de MRP-1 actuaria como terapia coadyuvante a la quimioterapia estandar vy,
por lo tanto, se administraria durante un namero limitado de dias con el objetivo principal

de retener los farmacos activos en las células tumorales durante mas tiempo.
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Capitulo II: Estudio de la combinacién de eribulinay gemcitabina en L-sarcomas:
abordaje in vitro e in vivo.
Para identificar una nueva estrategia en el tratamiento de los L-sarcomas, en

segundas o sucesivas lineas, nos hemos centrado en la combinacién de eribulina con
gemcitabina. La eribulina es un agente que tiene su diana en los microtibulos y que ha
sido aprobado para el tratamiento de pacientes con LPS irresecables o metastasicos
tratados previamente con antraciclinas (116, 222). El uso de eribulina para LMS no ha
sido admitido debido a que, en un analisis por subgrupos, no hubo diferencias aparentes
entre eribulina y dacarbazina (farmaco activo estandar en esta patologia) en SG (12,8
meses en el brazo de eribulinay 12,3 en el de dacarbazina, respectivamente) ni tampoco
en la SLP (2,6 meses en ambos brazos de tratamiento) (57). En nuestro estudio, hemos
observado que la ICso de eribulina para nuestras lineas celulares estd en el rango
nanomolar, como lo han demostrado Hayasaka et al. (223) y Stehle et al. (224) en un
panel de linea celulares de SPB y concuerdan con los resultados recientemente
obtenidos por Escudero et al. (225). Nuestras lineas celulares de LMS son mas
sensibles a la eribulina que las de LPS, a diferencia de lo que se publica en varios
ensayos clinicos, por lo que proporcionamos nuevos datos que respaldan el uso de
eribulina también para LMS. La mayor sensibilidad de los LPS en el contexto clinico se
puede deber a que estos cuentan con un microambiente mas favorable y enriquecido
en células endoteliales, siendo este un nicho donde eribulina puede actuar con mayor
facilidad (144, 226). Desde la aprobacién de eribulina en SPB, mdltiples ensayos clinicos
estan probando la seguridad y eficacia de eribulina en combinaciones con otros
medicamentos como pembrolizumab (NCT03899805), lenvatinib (NCT03526679) o
clorhidrato de irinotecan (NCT03245450), sin resultados publicados hasta la fecha. En
cancer de mama, patologia para la cual también esta aprobado el uso de eribulina, ésta
ha sido combinada con diversos farmacos como anticuerpos monoclonales contra el
receptor HER-2 o que bloquean dicha via, como es el caso de pembrolizumab en un
ensayo fase 2 randomizado frente a eribulina en monoterapia, sin aportar una mejoria
en los datos de SLP y SG (227). Otros anticuerpos monoclonales utilizados
recientemente en combinacion con eribulina han sido trastuzumab, pertuzumab y
también la combinacién de ambos, con una modesta actividad clinica (228-232). En el
caso de trastuzumab, un estudio observacional retrospectivo muestra prometedores
resultados en cuanto a eficacia y tolerabilidad (233) y aunque, la mayoria de estos
estudios se aplican a segundas lineas, en un estudio con intencionalidad de aplicar
dicha combinacién en primera linea también se han observado que es una combinacion
seguray eficaz (234). En nuestro estudio decidimos combinar eribulina con gemcitabina.

Esta combinacion ha sido testada en cancer de mama: en Japoén se realizé un ensayo
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fase 1 en pacientes metastéasicos, sin alcanzar la dosis recomendada para la fase 2 por
toxicidades hematolégicas (235). En otro estudio, el grupo coreano realiz6 un ensayo
fase 2 randomizado con la combinacion de eribulina y gemcitabina (EG) versus
paclitaxel y gemcitabina (PG), en primera linea de tratamiento de pacientes HER-2
negativos, donde se observo que EG presenta un beneficio clinico similar a PG en
términos de SLP, pero con una menor neurotoxicidad (236). Para las dosis utilizadas en
dicho ensayo, se basaron en un ensayo de fase 1 en tumores sélidos avanzados (237).
En estos momentos estad en marcha en Corea un ensayo fase 2 de la combinacion en

L-sarcomas [NCT03810976], sin resultados hasta la fecha.

La combinacién de eribulina con gemcitabina fue testada in vitro, en nuestras lineas
de L-sarcomas, con tres secuencias diferentes: eribulina mas gemcitabina, eribulina
previa a gemcitabina y al contrario para encontrar el mejor esquema de combinacién
con el que obtener un fuerte sinergismo. Eribulina previa a gemcitabina demuestra ser
el mejor enfoque, siendo la aproximacién con un indice de combinaciéon (Cl) mas bajo
en nuestras lineas celulares. La ICs es la dosis efectiva (0 concentracién) causante del
50% del maximo efecto para el efecto biolégico de interés que estamos midiendo: la
citotoxicidad o pérdida de viabilidad. En las dos lineas de LMS, CP0024 y SK-UT-1, la
ICs0 s menor en el caso de aplicar eribulina previamente a gemcitabina y en el caso de
las de LPS, para 94T778 también es asi pero no para 937449, donde funcionaria mejor
la concomitancia 0 gemcitabina previa a eribulina. En cuanto a los indices de
combinacién, se observé como a bajas concentraciones (0,1 y 1 nM) de ambos farmacos
existe una fuerte sinergia en todas las lineas cuando tratamos con eribulina previa a
gemcitabina. Esta sinergia es mas potente a bajas concentraciones que a altas, como
se ha reportado en otros estudios (238, 239), debido quizas a la elevada actividad de

eribulina (concentraciones sub-nM y nM).

Otra forma de observar la disminucién en la viabilidad celular es con ensayos de
clonogenicidad. Ha sido descrito que eribulina, por si sola 0 en combinacién con otros
agentes citotoxicos o radioterapia, es capaz de reducir la capacidad in vitro de las
células para generar colonias, tanto en células de cancer de pulmén como de sarcoma
de ewing (141, 142, 240). En nuestras células hemos podido observar el mismo efecto
de reduccion de la clonogenicidad, efecto que ademas es dependiente del tiempo de
exposicion a eribulina. En el caso de gemcitabina, se ha descrito asimismo su potencial
para reducir la capacidad clonogénica en monoterapia y combinacion, tanto en cancer
de pulmén combinada con &cido gambogico, como en carcinoma de vejiga junto a un
inhibidor de Chk1/2 (241, 242). Hemos observado una menor disminucion de las

colonias tratadas con gemcitabina que con eribulina en monoterapia en ambos casos,
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demostrando que dicho farmaco no es tan potente en los L-sarcomas como puede serlo
eribulina. La combinacion de ambos provoca una bajada estadisticamente significativa
de la clonogenicidad en la linea celular de LPS, que no observamos en las de LMS
donde se observo que eribulina en monoterapia tiene un efecto superior sobre la
clonogenicidad. Este hecho iria en contra de la sinergia observada en la viabilidad
celular estudiada anteriormente, pero hay que tener en cuenta que ambas técnicas
presentan limitaciones (243), influyendo ademas el tiempo de exposicion diferente entre

ambas.

Estudios preclinicos previos describieron la parada en G2-M que provoca eribulina,
que se torna mas pronunciada a medida que pasa el tiempo, llegando a ser una parada
irreversible (150). Kuznetsov et al. caracterizaron minuciosamente el efecto de eribulina
sobre la mitosis en modelos celulares de linfoma. Tras el tratamiento con eribulina, las
células comienzan a acumularse en fase G2-M a las 2 h, alcanzando su pico maximo a
las 12 h y comenzando a observar eventos hipodiploides a partir de dicho momento.
Comprobaron, ademas, que dichos eventos eran apoptéticos mediante tincion con
naranja de acridina/bromuro de etidio y por citometria de flujo con anexina V (137). En
nuestro caso, observamos este bloqueo desde las 6 h de tratamiento con eribulina en
93T449 y un poco mas tarde en CP0024 y en SK-UT-1, obteniendo el maximo a las 12
y 24 h respectivamente, como estaba previamente descrito (150). Ademas, a tiempos
cortos, observamos una acumulacién de células en fase S, que no habia sido
previamente descrita para eribulina. Este efecto es observable en 93T449 alas 3 hyen
CP0024 es mas evidente a las 6 h. Paralelamente, se observa un incremento en la
poblacion hipodiploide subG1, como se describid previamente en cancer de mama triple
negativo con la combinacién de eribulina y un inhibidor de la histona deacetilasa (244).
Por lo tanto, hay un incremento en la muerte celular que es significativamente diferente
entre la eribulina y la combinacién tanto en CP0024 como en SK-UT-1 que no se observa
en la linea celular 93T449. Esto apoya la idea de que el LMS, tratado con una menor
concentracion de ambos farmacos, es méas sensible a eribulina y que la combinacién
potencia un incremento en la muerte celular, observado por un incremento de la
poblacion subG1, pudiendo ser la causa de la sinergia observada. Se ha descrito que
uno de los efectos que provoca eribulina es una parada mitética irreversible, estudiada
a 0 y 10 horas tras la retirada del farmaco y que esta a su vez se acompafia de una
fosforilacion de Bcl-2 (137, 138). Este efecto también habia sido observado en linfomas
y variedades de células de cancer de préstata donde la detencion en G2 era irreversible

(131). A la concentracion y tiempos utilizados en nuestros ensayos, eribulina no parece
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causar una parada irreversible de las células en G2-M, aunque experimentos

especificos como los nombrados anteriormente serian necesarios para confirmarlo.

La muerte celular causada por eribulina se ha estudiado en lineas celulares de
sarcoma de ewing, donde las caspasas contribuyen solo parcialmente a la muerte
celular, muerte que se produce con posterioridad a la parada mitética y que se
caracteriza por una inactivacion de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y por activacion de
Bax (142). En rabdomiosarcoma, Weif3 et al. observaron la necesidad de que se
produzca la parada mit6tica para que se induzca la apoptosis y vieron que no solo es
dependiente de caspasas, sino que, silenciando asimismo ENDOG (via independiente
de caspasas), igualmente disminuye la apoptosis (141). Kuznetsov et al. también
estudiaron marcadores apoptéticos como la activaciéon de las caspasas 3y 9y el
procesamiento de PARP (137). En nuestras lineas de L-sarcomas, se observé un
aumento de la apoptosis tanto por citometria de flujo como del procesamiento de PARP-
1 y caspasa-3 que explicaria la sinergia observada Unicamente en la linea de LPS. En
nuestros modelos in vitro de LMS, eribulina claramente produce un aumento de la
apoptosis mayor que gemcitabina, pero la combinacion de ambos no aumenta de
manera que sea el causante Unico de la sinergia que observamos al estudiar la viabilidad
celular. Este hecho puede deberse a que otros procesos estén interviniendo en dicha
sinergia ademas de la apoptosis 0 que dicha apoptosis no sea solamente dependiente
de caspasas. Es posible que, al no observar una parada mitética completa, la célula no
esté entrando de lleno en apoptosis y se produzcan procesos alternativos que acaben

derivando a las células a su muerte.

Gemcitabina, al ser anélogo de la deoxicitidina trifosfato, se incorpora en el ADN de
las células durante la replicacion, causando un dafio en el ADN que la célula no puede
reparar, provocando una parada de las células en G1. Decidimos, por tanto, observar si
gracias a la combinacion obteniamos un mayor dafio en ADN gque la célula no era capaz
de reparar. Son multiples las evidencias de combinaciones de gemcitabina con otros
farmacos como inhibidores de microtibulos, de PARP o de proteinas como p330. Estas
inducen una sinergia provocada por un aumento de la apoptosis, ligado a un aumento
del dafio en el ADN, que se mide, en la mayoria de los casos, por un aumento de y-
H2AX (245-247). Dichos estudios fueron realizados tanto en cancer de pancreas como
de pulmoén, ya que no existen muchas evidencias en SPB. Asimismo, gemcitabina por
si sola produce un aumento de focos de y-H2AX en modelos in vitro de cancer de
pancreas (248). En nuestra linea de LPS, obtuvimos resultados similares a los
publicados ya que la combinacién de eribulina y gemcitabina provoca un aumento del

nuamero de focos de y-H2AX por célula, pudiendo justificar la sinergia observada. En

125



Discusion

caso de los LMS, claramente eribulina aumenta el nUmero de focos, pero no existe una
diferencia significativa con la combinacién con gemcitabina. Serian necesarios el
analisis de otros marcadores de dafio como Rad51 o la fosforilacion de ATM y ATR ya
que es posible que existan diferencias en los mecanismos de reparacion del dafio entre
las diferentes lineas (245, 249). Seria interesante dilucidar la dependencia de la
apoptosis observada de la via de las caspasas utilizando inhibidores de dicha via como
el inhibidor de pan caspasas Z-VAD(OMe)-FMK, comprobando a su vez si el dafio

causado al ADN disminuye con esta inhibicion.

Estudios previos de nuestro laboratorio observaron el estado de p53 de nuestras
células: 93T449 no presenta mutaciones, SK-UT-1 presenta dos mutaciones missense
en los residuos 524 y 743 y la linea CP0024 presenta una mutacion en heterocigosis en
el residuo 52. Recientemente se ha demostrado que una pérdida completa de la funcion
de p53 sensibiliza a las células de cancer de pulmon a eribulina (250) pudiendo ser el
caso de nuestras lineas con mutacion y pérdida de funcién de p53, mas concretamente
de las lineas de LMS. El estado mutacional de 94T778 es desconocido, pero seria de
interés determinar si TP53 estd mutado en esta linea de LPS, que es mas sensible que
la otra linea de este tipo de sarcoma (93T449) a eribulina, o determinar si los niveles de
expresion/amplificacion de MDM2, un regulador negativo de p53, son superiores en
94T778. Ambas lineas provienen del mismo paciente, pero 94T778 proviene de la
segunda metastasis de dicho paciente. En este caso, el estado mutacional/inactivacion
de p53 podria justificar las diferentes sensibilidades observadas en nuestro contexto
preclinico. En linea con esto, fue reportado recientemente que mutaciones en TP53

estan asociadas a una mayor SLP en pacientes con LMS tratados con eribulina (251).

El dafio en el ADN y otros tipos de estrés provocan un aumento de la expresion de
p21 (252). Ademas algunos estudios han colocalizado a p21 y y-H2AX en los sitios de
dafio ya que se requiere de y-H2AX para que se induzca la parada del ciclo celular
inducida por p21 tras un error en la replicacion (253). En nuestras lineas, se induce la
expresion de p21 bajo el mismo patrén que y-H2AX tras el tratamiento con eribulina y
gemcitabina. Con todos estos datos, podemos establecer una hipotesis de la serie de
procesos que ocurren en nuestras células tras dichos tratamientos: se provoca un dafio
en el ADN que produce la acumulacion de y-H2AX y p21 que lleva a las células a una
parada del ciclo celular que acaba en apoptosis, en parte dependiente de caspasas,

como ocurre en los estudios de Weif3 et al. (141).

Eribulina, ademas de los mecanismos de accién mencionados anteriormente, tiene

la capacidad de efectuar cambios en el microambiente tumoral (146). Decidimos que la
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mejor opcion para testar nuestra combinacion eran modelos PDX en vez de xenoinjertos
de lineas celulares ya que dichos PDX representan con una mayor fiabilidad la
heterogeneidad tumoral y los procesos biolégicos que acaecen en los pacientes (254,
255). Recogimos una informacion minima de datos de estos modelos tras su
generacién, segun el consenso recogido por diversos investigadores (256). Estudios
clinicos en otros tumores sélidos como cancer de mama y carcinoma urotelial han
demostrado que la combinacién de eribulina y gemcitabina es factible y presenta una
toxicidad similar a la de otros esquemas. En pacientes con cancer de mama HER-2
negativo metastasico, esta combinacion tiene beneficios clinicos similares a los de
gemcitabina méas paclitaxel, pero generando una menor neurotoxicidad (156). En
carcinoma urotelial, la combinacién present6 actividad y fue tolerada en pacientes que
no eran elegibles para regimenes basados en cisplatino (257). En SPB, esta
combinacién se esta probando en la Universidad de Yonsei en Corea, en un ensayo
clinico abierto de fase Il que mide la eficacia de la combinacion de eribulina y
gemcitabina en L-sarcomas, siendo la SLP el objetivo primario del ensayo
(NCT03810976) (223). El tratamiento se lleva a cabo siguiendo el mismo esquema que
en nuestra aproximacion in vivo en PDX. Obtuvimos diferencias pocos significativas
entre eribulina y la combinacién en ciclos de 21 dias de tratamiento, como también
observaron Asano et al. en xenoinjertos de cancer de pulmén, ovario y mama con la
misma combinacion, aunque en su caso aplicaron mas de un ciclo de tratamiento (161).
Sin embargo, pudimos observar diferencias entre ambos grupos si, tras un ciclo de
tratamiento, monitorizamos el crecimiento tumoral hasta un maximo de 150 dias tanto
en modelos de LMS como de LPS. Encontramos que los tumores tratados con la
combinacién tardaron mas en alcanzar el volumen maximo tumoral que los tratados
solamente con eribulina. Seria interesante estudiar los efectos sobre el volumen tumoral
y la vasculatura con mas de un ciclo de tratamiento con la combinaciéon ya que
posiblemente se obtendrian resultados mas significativos, pudiendo llegar a alcanzar la
respuesta tumoral en estos tumores. Eribulina ha mostrado actividad antitumoral tanto
en monoterapia como en combinacion con diversos farmacos en 10 xenoinjertos de
diferentes tipos de cancer (143) y ha mostrado superioridad frente a otros farmacos
antitumorales para revertir la resistencia a doxorrubicina de un xenoinjerto ortotépico de
LPS desdiferenciado (153) y en un modelo de sarcoma de ewing (151). También su
combinacién con un inhibidor de PI3K potencia el efecto antitumoral en PDX de cancer
de mama (258). En todos estos casos las diferencias entre grupos fueron alcanzadas a
los pocos dias; en el caso de nuestros PDX, los modelos LMS-IBiS-009, LMS-IBiS-010
y LPS-IBiS-15 cursan con un crecimiento lento, teniendo que alargar el ensayo en el

tiempo para poder observar las mismas diferencias. Asimismo, seria interesante realizar
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un estudio mediante RNA-SEQ de las muestras tumorales para dilucidar cambios entre
la monoterapia y la combinacién ya que se ha estudiado, mediante esta técnica, que
eribulina en combinacion con irinotecan activa la via de sefalizacion de p53 e inhibe a

su vez la replicacion del ADN (238).

Se ha descrito que la actividad antitumoral de eribulina se basa igualmente en los
cambios que produce en el microambiente, principalmente por la respuesta inmune
asociada y la remodelacion vascular. En xenoinjertos de cancer de mama, eribulina
mejora la perfusion tumoral gracias a un remodelamiento vascular basado en un
incremento en el nimero de pequefios microvasos funcionales (146). En nuestro caso,
en el modelo LMS-IBiS-002 obtenemos un resultado similar al de Miki et al. (259), en el
gue el tratamiento con eribulina reduce la MVD. En cambio, en el modelo LMS-IBiS-005
obtenemos el resultado esperado y que mas se refleja a lo largo de la literatura (143,
146): el aumento de los microvasos con el tratamiento tanto con eribulina como con la
combinacién, es decir, eribulina estaria provocando un aumento de los vasos del tumor,
permitiendo una mayor perfusion de la droga y un elentecimiento del crecimiento
tumoral. Una de las razones por las que no observamos con claridad los resultados
esperados en MVD puede deberse a haber realizado este estudio a la finalizacion del
experimento. Para un estudio mas fidedigno de los cambios en la densidad de
microvasos, se deberian haber extraido los tumores a la semana de tratamiento con
farmacos y realizar el estudio en dicho momento, siendo esta una de las limitaciones de
nuestro estudio. Funahashi et al. estudiaron la perfusion tumoral gracias a la tincion con
Hoescht 33342, técnica que seria mas adecuada para el estudio de la angiogénesis
(146). Asimismo, se deberia hacer un estudio de dosis de combinacion in vivo, testando
diferentes concentraciones de eribulina (una inferior y otra superior a la testada) y un
andlisis de genes de angiogénesis y remodelado vascular para caracterizar los procesos
subyacentes a estos cambios. Ademas de cambios en la angiogénesis, se ha descrito,
en la clinica, la implicacion de eribulina en el contexto inmune tumoral siendo los
linfocitos infiltrantes tumorales un buen marcador del efecto terapéutico de eribulina en
cancer de mama. Se ha observado que la bajada de expresién de TGF-B mejora el
microambiente inmune tumoral y que los pacientes con lesiones pre-existentes y un alto
porcentaje de linfocitos infiltrantes tumorales tratados con eribulina alcanzan un buen
pronostico de la enfermedad (260-263). Por tanto, seria interesante, un estudio, en las
muestras tumorales de nuestros PDX, del infiltrado linfocitario y su correlacién con la
eficacia sobre el crecimiento tumoral. Estos resultados sugieren también que eribulina

en combinacién con inmunoterapia podria ser una estrategia atractiva en sarcomas.
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Otra estrategia de combinacion de eribulina es su conjugacién con radioterapia, que
aumenta la supervivencia de xenoinjertos con glioblastoma. En dicho estudio
observaron ademas que la MVD disminuye con eribulina, sube tras el tratamiento con
RT y con la combinacion no se ve afectada (259). Recientemente, se ha combinado en
modelos in vitro 2D y 3D de L-sarcomas con pazopanib o ifosfamida, obteniendo
resultados sinérgicos con ambos farmacos (225). Gemcitabina, también en combinacién
con RT, produce un dafio tardio al ADN en vez de en las primeras horas de tratamiento,
encontrando en ese punto la sinergia (264). Nuestro grupo ha demostrado la eficacia de
la combinacion de trabectedina (farmaco que también produce una parada en G2-M)
con RT en las 24 horas posteriores al farmaco (40-42). Como eribulina también produce
esta parada en G2-M, su combinacion con radioterapia o la triple combinacion con
gemcitabina podrian resultar muy efectivas en SPB. Nuestros resultados podrian
corroborarse en otros modelos de LPS y LMS, como aquellos establecidos y

caracterizados molecular e histolégicamente por Cornillie et al. (265).

En general, se comprobé que la combinacién es factible y efectiva en modelos de
LMS y LPS, sin presentar aparentes toxicidades, observandose un efecto de retraso en
el crecimiento del volumen tumoral en los modelos de crecimiento lento y que, ademas,
eribulina por si sola también tiene un gran potencial antitumoral en LPS y LMS,

especialmente en tumores con TP53 mutados.
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1. La proteina MRP-1 muestra un valor predictivo, tanto en supervivencia global como
en supervivencia libre de progresion, en pacientes de sarcomas de partes blandas
de alto riesgo localizados tratados con antraciclinas mas ifosfamida, estableciéndose
como una diana terapéutica para revertir la resistencia a dichos farmacos.

2. Nilotinib y avapritinib fueron los inhibidores tirosina quinasa que han demostrado una
mayor inhibicion de la bomba de eflujo MRP-1, disminuyendo su actividad y, en
menor medida, su expresion. Nilotinib y avapritinib se unen al dominio
transmembrana de MRP-1 con alta afinidad segun el estudio de acoplamiento
molecular, siendo esta la posible causa de la inhibicion del transportador. La
combinacién de doxorrubicina e ifosfamida con los inhibidores tirosina quinasa
nilotinib o avapritinib provocd una bajada de viabilidad celular acompafiada de un
incremento apoptdtico en modelos in vitro de SPB debido a la inhibicion de MRP-1,
como se comprobd a través de la inhibicién transitoria de MRP-1 con un ARN
pequeiio de interferencia.

3. FEribulina es activo en las lineas celulares de L-sarcomas, tanto liposarcoma como
leiomiosarcoma, produciendo un retraso en la fase S a tiempos cortos y una
acumulacion en G2-M a las 12-24 horas tratamiento. La combinacion de eribulina
con gemcitabina es sinérgica en modelos in vitro, disminuyendo la viabilidad celular,
aumentando la poblacion celular subG1l y acumulando dafio en el ADN. La
combinacion secuencial de eribulina previa a gemcitabina puede suponer una nueva
estrategia terapéutica en L-sarcomas.

4. Lacombinacién de eribulina y gemcitabina fue viable en modelos in vivo de PDX de
L-sarcomas, produciéndose un retraso en el crecimiento del volumen tumoral a
tiempos largos tras un solo ciclo de tratamiento, siendo este retraso mas apreciable
en modelos de leiomiosarcoma. Dicha combinacion y eribulina en monoterapia
producen cambios en el microambiente tumoral, incrementando la densidad de
microvasos.
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Tabla S17: Analisis univariante del ensayo ISG-STS 1001.

ANEXO I: Datos suplementarios

Anexos

Supervivencia libre de progresion

Supervivencia global

HR (95% CI) p HR (95% CI) p

0,368 0,272

Grupo EE RECIST (0.1322.024) 0,055 (0,095.0.82) 0,016
0,124 0,083

Grupo RP RECIST (0,023.0,678) 0,016 (0,009.0,740) 0,026
0,431 0,388

Grupo EE CHOI (0.072-2.580) 0,357 (0.035.4.281) 0,440
0,623 0,706

Grupo RP CHOI (0,185.2,089) 0,443 (0.161-3,103) 0,645
) 1,182 1,574

RT previa (0,652-2,142) 0,582 (0,757-3,272) 9,225
. 1,351 1,663

[Tratamiento (0,872-2,093) 0,177 (0,924-2,995) 0,090
1,367 1,801

ECOG 1 (0,847-2,206) 0,201 (0,980-3,308) 0,058
0,999 1,002

Edad (0,981-1,017) 0,910 (0,979-1,025) 0,884
) 0,944 0,800

Mujer (0,603-1,479) 0,802 (0,437-1,465) 0,470
Histologia: Sarcoma 2,602 2,920

Sinovial (1,273-5,316) 0,009 (1,061-8,036) 0,038
. ,. 4,402 5,952

Histologia: MPNST (1,905-10,173) <0,001 (1,943-18,237) 0,002
Histologia: 1,891 3,154

L eiomiosarcoma (0,760-4,703) 0171 (0,960-10,362) 0,058
. — 2,354 1,985

Histologia: UPS (1,162-4,773) 0,018 (0,708-5,572) 0,193
Histologia: Sarcoma de 2,591 0,000

cél. fusiformes no clasif. (0,326-20,602) 0,368 (0,000-Inf) 0,998
Histologia: Liposarcoma 0,000 0,000

leomérfico (0,000-Inf,) 0,996 (0,000-Inf,) 0,998
Localizacién tumoral: 1,186 1,017

Pared toracica (0,289-4,872) 0813 (0,139-7,466 0,987
Localizacién tumoral: 1,443 2,751

Pared abdominal (0,199-10,446) 0,717 (0,374-20,228) 0,320
Localizacién tumoral: 3,136 5,175

paravertebral (0,430-22,845) 0,259 (0,698-38,353) 0,108
Localizacién tumoral: 1,792 1,653

Cintura escapular (0,884-3,636) 0,106 (0,688-3,972) 0,262
Localizacién tumoral: 0,834 1,213

Miembros superiores (0,302-2,305) 0727 (0,370-3,978) 0,750
Localizacién tumoral: 1,068 0,936

Pelvis (0,544-2,097) 0,850 (0,363-2,412) 0,891
y 1,003 1,001

[Tamafio tumoral (0,998-1,007) 0,248 (0,994-1,007) 0,848
Expresion positiva de 1,897 1,685

MRP-1 (1,170-3,075) 0,009 (0,908-3,128) 0,098
Intensidad alta de MRP- 1,767 1,829

1 (1,110-2,814) 0,016 (1,006-3,328) 0,048
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Tabla S18: Energia de afinidad de avapritinib y nilotinib para las distintas estructuras de MRP-1.
Cada valor corresponde a la energia de afinidad (en kcal/mol) de la pose con menor energia de afinidad

del docking rigido.

Modelo Avapritinib Nilotinib
(Template) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 (6uy0.1.A) -9,8 -11,7
2 (6bhu.1.A) -10,3 -10,5
3 (5uj9.1.A) -10,5 -9,8
4 (5uja.1.A) 9,4 -10,5
5 (6yu0.1.A) -10,0 -11,3
6 (6bhu.1.A) -9,8 -10,5
7 (5uj9.1.A) -10,5 -9,6
8 (5uja.1.A) -8,8 -10,4
9 (6pzi.1.A) -9,7 -10,0

10 (6pzb.1.A) -9,5 -10,3
11(6pzc.1.A) -9,6 -10,3
12 (5k02.2.A) -9,4 -10,0
13 (5kpd.1.A) -9,5 -11,0
14 (5kpd.1.A) -9,5 -10,8
15 (5koy.2.A) -9,7 -11,1
16 (5k02.1.A) -9,7 -11,8
17 (3g5u.2.A) -9,4 -9,8
18 (3g5u.1.A) -10,0 -10,6
19 (6ujr.1.A) -9,6 -10,2
20 (4lsg.2.A) -9,4 -10,5
21 (4lsg.1.A) -9,8 -10,6
22 (5kpi.1.A) -9,8 -10,7
23 (5kpi.2.A) -9,8 -10,5
Media -9,70 -10,54
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Tabla S19: indices de combinacién para las diferentes combinaciones secuencias de eribulina y
gemcitabina en las lineas celulares CP0024, SK-UT-1, 93T449 y 94T778. En las filas se representan las
diferentes concentraciones de ambos farmacos y en las columnas las diferentes secuencias de
combinacién. ERI: eribulina, GEM: gemcitabina, [E]: concentracion de eribulina, [G]: concentracion de

gemcitabina.

CP0024
Secuencia Concomitante GEM -> ERI ERI -> GEM
[Ely [G] nM
0,1 0,096 0,207 0,274
1 0,252 0,355 0,083
10 1,964 0,636 0,429
SK-UT-1
Secuencia Concomitante GEM -> ERI ERI -> GEM
[E] y [G] nM
0,1 0,071 0,053 0,031
1 0,523 0,125 0,203
10 4,344 0,831 1,240
94T778
Secuencia Concomitante GEM -> ERI ERI -> GEM
[E] y [G] nM
0,1 1,115 0,046 0,174
1 0,290 0,380 0,176
10 2,513 3,583 1,124
93T449
Secuencia Concomitante GEM -> ERI ERI -> GEM
[E] y [G] nM
0,1 0,085 0,326 1,249
1 0,671 0,176 0,198
10 6,160 1,102 1,173
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