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SUMMARY

Purpose: The early detection of gastric cancer (GC) is crucial for successful treatment
and patient survival. However, compliance with current screening methods remains poor.
This study aimed to identify and validate an accurate a tissue-based protein expression
signature for GC detection using low-cost affinity proteomics. Methods: The detection of
120 cytokines, 43 angiogenic factors, 41 growth factors, 40 inflammatory factors and 10
metalloproteinases was performed using commercially available Human antibody
microarray-based Arrays (RayBiotech, Inc.). There were 33 paired samples divided into a
training set (n=11) and a validation set (n=22) for the identification of differentially
expressed proteins between GC tissues and normal gastric mucosae. Results: Using a
discovery cohort of matched pairs of tumor/normal gastric tissues we identified 21 proteins
with significant differences in expression between malignant and normal samples. To
assess the performance of the 21 predictors in the classification of unknown samples, we
carried out a prediction for “GC” or “non-GC” phenotype in a blinded test set. Using this
expanded independent validation cohort, the 21-protein expression signature classified
gastric samples as “GC” or as “non-GC” with sensitivity of 82% (95% CI 59-94) and a
specificity of 73% (95% CI 49-89). Positive predictive value and negative predictive value
in this validation cohort was 75% (95% CI 53-90) and 80% (95% CI 56-94), respectively.
The signature was significantly enriched in proteins involved in inflammatory/immune and
chemotaxis responses. Conclusions: Antibody microarray analyses of complex
proteomes in tissue-based studies can be useful tools to define cancer-associated protein
signatures. This study identified and validated a 21-protein signature that accurately
discriminated GC and noncancerous gastric mucosae. Because most of the biomarkers
belonged to the secreted class of proteins, our results prompt the further blood-based
development of the GC 21-protein expression signature for the diagnosis and early

detection of GC in general population.

11



RESUMEN

Objetivo: La deteccion temprana del cancer gastrico (CG) es crucial para el tratamiento y
supervivencia del paciente. Sin embargo, la adherencia a programas de cribado del CG
con los actuales métodos de screening es extremadamente baja. Este estudio fue
disefiado para identificar y validar una firma de expresién de proteinas especificamente
asociada a la malignizacion de la mucosa gastrica mediante el empleo de técnicas
proteémicas de bajo coste. Métodos: Se llevo a cabo la deteccién de 120 citoquinas, 43
factores angiogénicos, 41 factores de crecimiento, 40 factors inflamatorios y 10
metaloproteasas mediante el empleo de micromatrices de proteinas basadas en
anticuerpos disponibles comercialmente (RayBiotech, Inc.). Se analizaron 33 muestras
pareadas divididas en un set de entrenamiento (n=11 pacientes) y un set de validacion
(n=22 pacientes) para la identificacion de proteinas expresadas diferencialmente en la
mucosa normal y tumoral de los pacientes. Resultados: El empleo de la cohorte de
descubrimiento permitid la identificacion de 21 proteinas con niveles de expresion
significativamente alterados en las muestras tumorales respecto al tejido normal. Para
analizar el funcionamiento de los 21 predictores en la clasificacion de muestras
desconocidas, llevamos a cabo un test de prediccion ciega del fenotipo “CG” 0 “mucosa
normal” en un set blindado de muestras. El empleo de esta cohorte independiente de
validacion demostré que la firma de 21 proteinas fue capaz de clasificar las muestras de
mucosa géastrica como “CG” o “mucosa normal” con una sensibilidad del 82% (IC95% 59-
94) y una especificidad del 73% (IC95% 49-89). Los valores predictivos positivos (CG) o
negativos (mucosa normal) de la firma de 21 proteinas en la cohorte de validacién fueron
del 75% (IC95% 53-90) y del 80% (IC95% 56-94), respectivamente. La firma de 21
proteinas estuvo enriquecida con factores implicados en la respuesta inflamatoria/inmune
y quimiotaxis. Conclusiones: El analisis de proteomas complejos en tejidos tumorales
como el CG mediante el empleo de micromatrices de proteinas basadas en anticuerpos
es una nueva herramienta de utilidad para definir firmas oncoprotedmica especificamente
asociadas con el proceso de malignizacion. Nuestro estudio fue capaz de identificar y
validar una firma de 21 proteinas capaz de discriminar de manera sensible y especifica la
presencia de CG en la mucosa gastrica. Dado que la mayoria de los biomarcadores
incluidos en la firma pertenecen a familias de proteinas secretadas al medio extracelular,
los resultados obtenidos en este estudio justifican el desarrollo de nuevos estudios de
validacién de la firma oncoprotedémica de 21 proteinas en la sangre para el diagnéstico y
deteccién precoz del CG en una poblacion asintomética.
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1. INTRODUCCION

El Cancer Gastrico (CG) es una de las principales causas de muerte por cancer a
nivel mundial y una de las mas comunes enfermedades neoplasicas. Ocupa el
cuarto lugar en cuanto a frecuencia de las mismas. El crecimiento metastasico del
tumor primario es el responsable de la mayoria de muertes, y debido a ello, es la
segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial y cuarta en la Union

Europea.

El CG es una enfermedad heterogénea, en la que podemos distinguir dos tipos
fundamentales a partir de la Clasificacion de Lauren en 1964, difuso e intestinal,
los cuales presentan diferencias en su epidemiologia, patogénesis y evolucién. La
incidencia del adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal ha disminuido en las
tltimas décadas en los paises occidentales, lo cual podria relacionarse con el
tratamiento de Helicobacter pylori, un agente infeccioso etiologicamente
importante para el desarrollo del cancer gastrico causalmente vinculado a la

secuencia de Correa y Yasui metaplasia = displasia - adenocarcinoma.(1)

El diagndstico del cancer géastrico suele tener lugar en pacientes sintomaticos, los
cuales habitualmente presentan formas avanzadas de la enfermedad (60% en
Estadios Il y IV); en este escenario la supervivencia se situa, de forma global,
entre el 10 y el 30% a los cinco afios de la cirugia. La cirugia es el tratamiento del
CG hasta el momento actual. Iniciada en 1897 por Karl Schlatter en Zurich,
durante muchos afios difirié poco en la técnica aplicada hasta que en la década de
los 60 los cirujanos japoneses inician, después de definir los distintos grupos
ganglionares gastricos, una cirugia mas radical con linfadenectomias mas
extensas, es decir, gastrectomia total y linfadenectomia D2, mejorando de forma
notable los resultados obtenidos. Para este tipo de tumores, la afectacién de los
ganglios linfaticos se encuentra asociada a la supervivencia a corto plazo y

habitualmente, es uno de los factores de peor prondstico (2).

Durante el crecimiento y desarrollo del tumor, las células neoplasicas se escapan

de su lugar de origen y colonizan los 6rganos distantes a través de la invasion de
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los sistemas vascular y/o linfatico. En realidad, una de las claves para este
proceso de diseminacion celular es el sistema linfatico asociado a los tumores, el

cual debe ser considerado una de las claves en la evolucion metastatica del CG.(3)

La diseminacion tumoral puede ocurrir mediante varias vias, incluyendo la invasion
local de tejidos, la siembra directa de cavidades o superficies, la diseminacion
hematdgena, y la diseminacion linfatica. Los procesos metastasicos incluyen
complejos procesos de las células tumorales que incluyen el “desprendimiento” del
tumor primario, la micro-invasion del tejido estromal, la intravasacion en los vasos
linfaticos o sanguineos y, finalmente, la extravasacion y crecimiento en las
localizaciones secundarias. Las observaciones clinicas y anatomopatolédgicas
sugieren que en la mayoria de las ocasiones, la via de diseminacion linfatica es la
mas comun en la diseminacion inicial tumoral, lo que implica la invasién de los

vasos linfaticos aferentes siguiendo la ruta de drenaje natural (4-5)

Los denominados ganglios centinelas, que se corresponden con aquellos que
reciben en primer lugar el drenaje linfatico, estan afectados de forma preferente
por los carcinomas (). Las células tumorales intralinfaticas pueden pasar
directamente al sistema vascular a través de las comunicaciones venolinfaticas y

viceversa.

Como se ha comentado mas arriba, la diseminacion metastasica de las células
tumorales continla siendo la principal causa de muerte en los pacientes con CG.
Aunque desconocemos con exactitud los mecanismos moleculares responsables
del proceso metastasico, sabemos que este proceso no es aleatorio y que ocurre
principalmente bien a través de los vasos sanguineos (diseminacion hematdgena)
bien a través de los vasos linfaticos (diseminacion linfatica). Aunque pueden
distinguirse distintos patrones de metastasis entre los distintos tipos tumorales, un
fendmeno comun a todos ellos es que los ganglios linfaticos regionales son las
primeras localizaciones en las que tiene lugar el proceso de metastasis, debido al
drenaje a través de vasos linfaticos aferentes pre-existentes y/o a través de la
formacion de nuevos capilares linfaticos(7). Este patron inicial comun explicaria,

por ejemplo, la utilidad de la linfadenectomia del ganglio centinela como técnica
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quirargica capaz de predecir la presencia de metéstasis ganglionares, el factor
pronostico mas importante en la prediccién de la supervivencia en carcinomas
como el cancer de mamag). Sin embargo, no todos los carcinomas metastatizan
inicialmente en los ganglios linfaticos regionales y las rutas de sefalizacion que
inicialmente determinan la ausencia o aparicién regional y/o distal del proceso
metastatico aun deben ser establecidas. En realidad, la mayoria de las células
tumorales diseminadas presentan una capacidad de supervivencia limitada y
solamente un numero muy reducido es capaz de desarrollar micrometastasis

detectables.

En cualquier caso, la disponibilidad de herramientas diagndsticas capaces de
identificar rapida y especificamente la presencia de células tumorales ocultas es
de una importancia clinica incuestionable en el correcto estadiaje de la

enfermedad oncoldgica, incluyendo el CG.

El ganglio centinela en el cancer géastrico y otros carcinomas: El problema

de las micrometastasis.

Miwa y Cols (9) fueron los primeros investigadores que introdujeron el concepto de
la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) en el CG. Como en otros
carcinomas (10), el uso clinico de la BSGC para determinar la aproximacion
quirtrgica a seguir en pacientes con CG requiere la verificacion de la enfermedad
a nivel de las micrometastasis en los ganglios linfaticos (11). La presencia de
micrometastasis ganglionares no detectables a través del examen histolégico
rutinario ha sido observada en carcinomas de mama,(12,13,14,15) pulmon, esofago,
estdmago, colon y vejiga (16,17). Aunque la aparicion de micrometastasis es un
indicador de mal prondstico en cancer de mama, pulmén y colon, su relevancia
clinica en el CG no ha sido establecida definitivamente. Algunos estudios han
sugerido que la incidencia de micrometastasis en los ganglios linfaticos detectada
por métodos inmunohistoquimicos clasicos es muy elevada y su presencia se
asocia con el pronostico de pacientes con CG sin afectacibn metastasica
ganglionar. En realidad, no solo el nimero de ganglios positivos aislados sino

también el porcentaje de células tumorales aisladas (células tumorales
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individuales o pequefias agrupaciones de células tumorales que no exceden los
0.2 mm en la dimension mayor, habitualmente detectadas por inmunohistoquimica
-hematoxilina/eosina- o métodos moleculares, sin evidencia de actividad
metastasica —proliferacidbn o reaccion estromal- y sin penetracion de paredes
vasculares o linfaticas) y micrometastasis (formacion agrupada de células
tumorales con reaccion estromal y microinteraccién de las células tumorales) en
los ganglios linfaticos, son factores de riesgo independientes para la aparicion de
enfermedad recurrente tanto a nivel locoregional como distal. A pesar de estas
evidencias clinicas, el diagnéstico de metastasis en los ganglios linfaticos
incluyendo micrometéstasis sigue constituyendo un grave problema en el

CG.(18,19)

Aunque los ganglios linfaticos son estructuras tridimensionales, las investigaciones
histolégicas e inmunohistoquimicas se realizan habitualmente en secciones
planas. Un foco metastasico localizado en el centro del ganglio linfatico resulta en
una correcta identificacion positiva mientras que una localizacion en el hilus del
ganglio proporcionara una erronea identificacion negativa. Aunque el analisis de
secciones seriadas de los ganglios linfaticos para tincion con hematoxilina/eosina
incrementa el grado de acierto durante la determinacion de la extension
metastasica ganglionar, este procedimiento es clinicamente laborioso y caro. Se
requiere, por tanto, un meétodo diagnéstico sistematico y comprensivo para el
correcto diagnostico de metéstasis en los ganglios linfaticos, especialmente para
la deteccion de micrometastasis. En este sentido, gracias al progreso de la
deteccion genética, se ha podido evaluar la presencia de micrometastasis
ganglionares en pacientes cuyos examenes histolégicos inicialmente indicaron la
ausencia de afectacion ganglionar.(20,21) Estudios recientes han evaluado la
presencia de micrometastasis en ganglios linfaticos mediante la deteccién de
marcadores tales como CEA (antigeno carcinoembrionario), CK-18/-19/-20
(Citoqueratinas), MUC-1/-2 (mucinas) empleando la técnica de real-time Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)22,23). En estos estudios, los
tumores primarios fueron inmunotefidos con el anticuerpo monoclonal dirigido

contra el marcador especifico de vasos linfaticos D2-40 y la presencia 0 ausencia
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de metastasis linfatica fue comparada con la obtenida por tincion con
hematoxilina/eosina. Esta evaluacién de la relacion entre la presencia de
micrometastasis y el grado de invasion linfatica en pacientes con CG inicialmente
diagnosticados como negativos para afectacion metastasica ganglionar demostro

que:

1) La incidencia de micrometastasis determinada por RT-PCR es

significativamente superior a la observada mediante inmunohistoquimica;

2.) La tincion especifica de vasos linfaticos con el marcador D2-40 es capaz de

revelar nuevas invasiones no detectadas por tincion con hematoxilina/eosina;

3.) En el diagnostico de hematoxilina/eosina y tincién con D2-40, la incidencia de
micrometastasis en ganglios linfaticos es significativamente superior en pacientes

con invasion linfatica;

4) La presencia de micrometastasis ganglionares se correlaciona mas
estrechamente con la tincion positiva para D2-40 que con la tincion por

hematoxilina/eosina.

Aunque el procedimiento de deteccién de marcadores de micrometastasis por RT-
PCR es un método relativamente rapido (de 30 minutos empleando el
recientemente desarrollado GeneSearch BLN Assay a 2-3 horas empleando una
RT-PCR convencional) -lo que permitiria un diagndstico intra-operatorio de
micrometastasis ganglionares y, por tanto, una linfadenectomia individualizada en
estadios tempranos del CG y otros carcinomas- debe tenerse en cuenta que la
totalidad de los marcadores empleados no son exclusivamente especificos de
células tumorales y se requiere una comparacion de ganglios metastasicos y
ganglios benignos sin células tumorales para establecer valores de corte

adecuados para cada uno de los marcadores.(23,24)

Ademas, y como sucede también con el empleo de métodos inmunohistoquimicos,
los problemas metodolégicos asociados con el empleo de la RT-PCR como

herramienta diagndéstica son mdltiples, incluyendo la seleccion de marcadores y/o
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la utilizacion de varios marcadores simultaneamente, la contaminacion con células
epiteliales normales, la presencia de pseudogenes y la imposibilidad de

amplificacion especifica de las secuencias disponibles.(25)

Conociendo los mecanismos a través de los cuales las células neoplasicas
emigran a los vasos linfaticos o conociendo efectivamente como los nuevos vasos
linfaticos se generan a partir de células progenitoras o linfangiogénesis,
conoceremos los mecanismos potenciales de crecimiento de las metéastasis. El
sistema linfatico complementa las funciones del sistema vascular sanguineo,
regulando el balance de fluidos tisulares, facilitando el transporte intersticial de las

proteinas y cumpliendo unas funciones inmunoldgicas.

Los vasos linfaticos grandes son los responsables del transporte de la linfa de la
circulacion sanguinea y los microvasos linfaticos son los que absorben los
componentes desde el intersticio, de tal manera que las células linfaticas
endoteliales (CLES) juegan un papel importante en la regulacion de la presion
intersticial y trafico celular. Las CLE presentan funciones similares al endotelio
vascular, pero con caracteristicas ultraestructurales y funcionales diferentes a las

células del endotelio vascular (CEBS) .(19,26)

El sistema linfatico formado por capilares, conductos y ganglios linfaticos esta
involucrado en el transporte de fluidos tisulares, las proteinas plasmaticas
extravasadas Yy las células que vuelven a la circulacion sanguinea; es ademas una
via para la diseminacion de las células malignas, debido en parte a que los vasos
linfaticos tiene mayor calibre que los capilares sanguineos y por la falta de una
membrana basal completa. También el hecho de que el flujo linfatico sea mas
lento que no el flujo hematico y tenga una consistencia similar al fluido intersticial,
facilita la viabilidad de las cells metastasicas. Es muy dificil definir el papel de cada
una de las vias de diseminacion aceptadas, a través de vasos linfaticos, ganglios
regionales o diseminacién hematogena, en el crecimiento sistémico tumoral. Adn
cuando no es posible cuantificar la relativa contribucién a la diseminacion de la

enfermedad por parte de cada una de ellas, es evidente que la asociacién con la
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afectacion de los ganglios linfaticos y su relacion con la evolucién de la

enfermedad es un proceso clave para el estadiaje de los tumores malignos.(27)

En determinados tipos de carcinomas como el cancer de mama, las metéstasis
linfaticas son la via principal de diseminacion de las células tumorales. La
extension por afectacion tumoral de los ganglios linfaticos constituye un indicador
importante de la agresividad del tumor y constituye la base para la linfadenectomia
no solo en el caso citado anteriormente, sino en el tratamiento quirdrgico de otros
tumores y entre ellos, del CG. En estos casos, a pesar de las resecciones
gastricas con linfadenectomia para controlar la evolucion de la enfermedad,
muchos pacientes fallecen con metéstasis ganglionares. Actualmente, mas del
80% de pacientes con CG avanzado tiene metastasis ganglionares y los ganglios
remotos, como los para-aérticos, estdn afectados en un 20% de los casos. Por
todo ello, el control de las metastasis ganglionares es la estrategia mas importante

para el tratamiento del CG.(3,28)

De forma habitual, no se ha considerado que el sistema linfatico juegue un papel
activo en el desarrollo de las metéstasis. Sin embargo, en numerosos estudios se
ha observado que aparecen vasos linfaticos aumentados de tamafo vy
linfangiogénesis en areas peritumorales de varios tipos de cancer en humanos , lo
que permite pensar en una mayor participacion por parte del mismo. Se
desconoce, por otra parte, si los vasos linfaticos preexistentes son suficientes para
esta diseminacion celular o bien si requiere la formacién de novo de vasos
linfaticos (linfangiogénesis) o un incremento en los vasos linfaticos

preexistentes.(29,30)

La importancia de los vasos neo-formados y preexistentes en relacion con la
diseminacion linfatica no es del todo conocida. Aunque es probable que los vasos
linfaticos preexistentes sean suficientes para el crecimiento tumoral, la presencia
de nuevos vasos peritumorales facilitaria la diseminacion a través de los mismos.
Por ello, la presencia de linfaticos intratumorales junto al aumento en la densidad
de estos, podria considerarse como una capacidad tumoral para la diseminacion

efectiva de las células malignas (31,32). Debe considerarse también el papel activo
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de los vasos linfaticos en la formacion de metastasis asi como el de las células
linfatica endoteliales en la migracidon de las células tumorales mediante la
liberacién de las quimiocinas CCL19 y CCL21 y su accion sobre los receptores
CCR7 y CXCR4, procesos moleculares que favorecerian la entrada de las cells
tumorales en los vasos linfaticos. La liberacion de factores solubles expresados en
las células endoteliales linfaticas facilitaria la entrada en los vasos linfaticos de las

células tumorales (33,34)

La importancia de los receptores de quimiocinas en la formacion de metastasis
linfaticas ha sido establecida en algunos de tipos de canceres humanos en los que
se ha demostrado expresion aumentada de CCR7 (melanoma maligno y cancer
gastrico) y de CXCR4 (cancer de mama). En este caso, el empleo de un
anticuerpo neutralizador sobre este receptor permite el control de las metastasis
ganglionares. También, en un modelo experimental , la neutralizacion del CCL21
permite una accion similar. Todo ello refleja, considerado en conjunto, el papel
activo de las células linfaticas endoteliales en el control de la migracién celular no
solo en situaciones fisiolégicas sino también en el cancer, asi como el papel activo
gue desempeiian algunas quimiocinas y sus receptores lo que, por otra parte, abre

las puertas a una nueva forma de “tratamiento linfatico” del cancer (35,36,37).

La formacion de metéstasis linfaticas es, como se ha comentado con anterioridad,
la consecuencia de un complejo proceso que implica, en primer lugar, la
diseminacion de las células malignas desde el tumor primario a los vasos
linfaticos. El transporte de las células tumorales a través de los mismos a los
ganglios linfaticos locales, el asentamiento de estas en los ganglios linfaticos y su
posterior crecimiento metastasico en los mismos, son los siguientes pasos del
proceso. Los capilares linfaticos son los que facilitan la entrada de las células
tumorales en el sistema vascular linfatico cuando aquellas emigran a los ganglios,
siendo en parte responsables de la diseminacion metastasica del tumor; la
presencia de vasos linfaticos y su aumento, tanto en tamafio como en numero

(linfangiogénesis), son factores importantes en la prediccion no solo de la
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evolucién posterior del paciente sino también en la correcta planificacion del

tratamiento (38,39).

Mas alla de estos principios bien establecidos, hay una serie de cuestiones sobre

los mecanismos de invasion linfatica que adn permanecen sin respuesta:

=

¢, Cudles son los mecanismos de linfangiogénesis y dilatacion linfatica?

2. ¢Es el proceso de intravasacion de las células tumorales en los vasos

linfaticos analogo al que se produce en el sistema vascular sanguineo?

3. ¢Es lainhibicion de la linfangiogénesis una estrategia adecuada para inhibir

la diseminacion celular tumoral y la consecuente formacion de metastasis?

4. ¢Aumenta la posibilidad de diseminacion linfatica con la formacion de novo
de vasos linfaticos (linfangiogénesis) o con el aumento de la dilatacion de
los mismos mas alld del que puede producirse a través de los vasos

linfaticos preexistentes exclusivamente?

Los mecanismos a través de los cuales las células tumorales emigran a través del
endotelio linfatico a los vasos linfaticos quedan por definir de manera definitiva.
Una de las posibilidades que se ha barajado ha sido la entrada pasiva a través de
las uniones intercelulares, lo que seria posible gracias a la estructura de los
mismos que facilitan dicho proceso, en contra de la mayor dificultad que
significaria la entrada a los vasos sanguineos. Otras hipoétesis sugieren la
necesidad de una interaccion de las células tumorales con las células endoteliales

linfaticas (40).

Se han identificado varios receptores a nivel de las uniones del endotelio linfatico,
como por ejemplo el MR (macrophage mannose receptor), CLEVER-1(common
lymphatic endotelial and vascular endotelial receptor-1), moléculas implicadas en
la migracion de los leucocitos, o la adhesion de los linfocitos a los vasos linfaticos
en los ganglios. Algunos estudios en humanos y animales han sugerido que los

tumores carecen de un sistema linfatico vascular intrinseco. La observacion de
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dilatacion de vasos linfaticos en el estroma peritumoral, de manera que de forma
ocasional penetran en la periferia del tumor, asi como la dilatacion de vasos
linfaticos intratumorales son fendémenos observados practicamente con igual
frecuencia. Asimismo, otros estudios han demostrado aumento de tamafio de los
vasos linfaticos y linfangiogénesis en el area peritumoral en varios tumores en

humanos, utilizando marcadores endoteliales linfaticos especificos (41,42).

El interés por caracterizar los procesos moleculares relacionados con la formacién
y diseminacion del CG asi como su posible relacion con la formacion de
metastasis ganglionares, junto la posibilidad de utilizar métodos proteGmicos de
bajo coste que permitan establecer un correcto estadiaje de CG en la rutina
hospitalaria, constituyen los planteamientos basicos sobre los que se sustentan el
desarrollo de este proyecto de investigacion. Concretamente, el descubrimiento y
validacion de un “perfil” o “firma” proted6mica capaz de ser empleada de manera
sensible y especifica en la deteccion precoz del CG en el screening de una
poblacion asintomatica constituyen los objetivos principales de esta Tesis

Doctoral.
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1.1. El microambiente tumoral

Las neoplasias son procesos escalonados que implican alteraciones a diversos
niveles, como la desregulacion de las sefiales de crecimiento, la muerte celular
programada (apoptosis), la formaciébn de nuevos vasos (angiogénesis), el
potencial de replicacion, la respuesta inmune, la capacidad de migracion y
metastasis, que finalmente permiten la transformacion de las células normales en

células neoplasicas.3)
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Figura 1. Los ‘“atributos del cancer”. Hanahan D, Weinberg RA.

Hallmarks of cancer. the next generation. Cell. 2011 Mar 4;

144(5):646-74.
Los tumores no solo constituyen masas de células tumorales proliferativas, sino
gue son tejidos con mayor complejidad, formados por diferentes tipos celulares
gue interaccionan entre ellos 44). De dichas interacciones entre las células
tumorales y el estroma dependeran la evolucion y progresion de las células
neoplasicas. El microambiente tumoral esta formado no solo por células tumorales

sino que incluyen células precancerosas, células estromales (fibroblastos,
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mioblastos y células endoteliales), células epiteliales adyacentes, células

inflamatorias, canales vasculares y matriz extracelular.

Las células tumorales producen una gran variedad de factores hemato-
angiogénicos y linfo-angiogénicos capaces de estimular el crecimiento de las
células endoteliales de los vasos sanguineos y de las células endoteliales
linfaticas (45). Las células endoteliales de los vasos sanguineos también produce
factores de crecimiento que promueven el crecimiento de las células tumorales.
Ademas, los células endoteliales de los vasos sanguineos que infiltran el tumor
también producen factores linfo-angiogénicos que estimulan el crecimiento de las
células endoteliales linfaticas. Las células endoteliales linfaticas, por su parte,
también podrian producir factores de crecimiento que estimulan el crecimiento de
las células tumorales y de las células endoteliales de los vasos sanguineos. Por
tanto, es posible que todos los compartimentos se beneficien, en términos de
crecimiento, de la existencia de numerosas interacciones bilaterales en el interior

del microambiente tumoral (46,47,48).

Estas interacciones moleculares dentro del microambiente tumoral pueden ser
fuente de identificacion de biomarcadores que faciliten la obtencion de perfiles
protedmicos que permitan conocer situaciones clinicas concretas 49,50). Dichos
procesos estan acompafiados por cambios en los niveles de expresion de
citoquinas (quimiotaxis), factores inflamatorios, factores de crecimiento, etc. de
una manera tal que los perfiles de expresion de estas proteinas estan alterados
especificamente en el microambiente tumoral, y en consecuencia, en el secretoma
gue se libera al torrente circulatorio. Al mismo tiempo, los fibroblastos activados y
las células inflamatorias producen enzimas proteoliticos, citoquinas, y otros
factores que tiene un efecto mitogénico sobre las células endoteliales y las células
neoplasicas, y que se relacionan activamente con los procesos de angiogénesis y

linfangiogénesis.
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Figura 2. El microambiente tumoral puede ser “fotografiado” a través de
perfiles (“firmas”) protedmicos. Avraamides CJ, Garmy-Susini B, Varner
JA. Integrins in angiogenesis and lymphangiogenesis. Nat Rev Cancer.
2008 Aug; 8 (8):604-17.

Cuando nos referimos al secretoma o secretdbmica, hacemos referencia al estudio
global de las proteinas que son secretadas por una célula, un tejido o un
organismo en un determinado momento y en unas determinadas condiciones
fisiolégicas. El secretoma constituye una clase importante de proteinas que
controla y regula una gran variedad de procesos bioldgicos vy fisiolégicos. En este
sentido, lo mas relevante es poder detectar y cuantificar las proteinas realmente
secretadas en un tejido (51). Debe tenerse en cuenta que la enfermedad
oncoldgica es el producto del microambiente tisular, donde tienen lugar un enorme

namero de interacciones entre células pre-cancerosas, las células estromales y
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epiteliales adyacentes, los canales vasculares, la matriz extracelular y el sistema
inmune. Todas estas interacciones estan medidas por enzimas, citoquinas,
moléculas de la matriz extracelular y distintos componentes del sistema

inmunolégico y de la respuesta inflamatoria (52,53).

Aunque los procesos celulares normales (y el perfil de proteinas que se genera en
estos procesos) son también una manifestacion del microambiente tisular, el
microambiente tumoral, a través de procesos tales como el crecimiento celular
aberrante, la invasién celular y las alteraciones de las funciones del sistema
inmune y de la respuesta inflamatoria, genera activamente una estequiometria
alterada o desbalanceada de numerosas moléculas en el secretoma tumoral en
comparacion al “microambiente normal”. Ademas, cuando las células mueren en el
interior de este microambiente liberan toda una serie de productos de
degradacion. EI modo de muerte celular, apoptosis, necrosis o autofagia, genera
clases diferentes de constituyentes celulares degradados. En este escenario, la
microecologia tumoral genera una cascada de eventos Unicos que puede contener
una informacion codificada de las cascadas de comunicacién moleculares que
tienen lugar en el microambiente tisular, aumentando la especificidad Yy
sensibilidad de los biomarcadores detectados en el secretoma, como los factores
de crecimiento que potencian la sefal proliferativa, factores de supervivencia que
limitan la muerte celular, factores pro-angiogénicos, enzimas modificadores de la
matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, y factores inflamatorios que

facilitan la transformacién de las células tumorales hasta convertirse en malignas.

1.2. Fundamentos del Estudio

1.2.1 Andlisis gendémicos y protedmicos: Necesidad de nuevas herramientas

“Omicas”.

El cancer, una enfermedad genética altamente compleja que afecta a una gran

proporcion de la poblacion mundial, y que presenta gran heterogeneidad molecular
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entre pacientes, ha sido una diana obvia para disefiar nuevas tecnologias que
colaboren en la inequivoca identificacién de subgrupos de pacientes con cancer a
través de la asociacién entre las caracteristicas moleculares y clinicas de sus

tumores (54).

Desafortunadamente los biomarcadores actuales (Tabla 1) en el CG y en otros
tumores, carecen de la suficiente sensibilidad (capacidad de detectar de forma
correcta el tejido sano) ni especificidad (capacidad de detectar de forma correcta

la enfermedad) que permita el diagnostico precoz de la enfermedad.

Los factores predictivos conocidos hasta la fecha (invasion linfatica determinado
por examen con hematoxilina/eosina y/o por inmunotincion con el marcador
especifico de vasos sanguineos D2-40, valoracion de marcadores especificos de
micrometastasis mediante RT-PCR, andlisis cuantitativo de factores de
crecimiento linfangiogénicos tales como VEGF-C/D y PDGF-BB, etc) son
incapaces, individualmente, de proporcionar una informacion exacta sobre la
presencia de afectacidbn metastasica ganglionar pre-operatoria en el CG y otros

carcinomas.

Esta importante limitacibn hace necesario recurrir a técnicas diagnosticas
quirdrgicas. En este escenario, la disponibilidad, validacion y uso de nuevas
estrategias mas eficaces y menos invasivas capaces de aumentar la capacidad
predictiva del GC vy linfadenectomias (selectivas o0 extensas) no solo
proporcionaria un mejor manejo clinico de numerosos carcinomas humanos sino
gue aumentaria la calidad de vida del paciente y reduciria significativamente un

gasto sanitario sobreafadido e innecesario en numerosas ocasiones.
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MARCADORES SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD CANCER

NMP22 31% 95% VEJIGA
CA15.3 63% 80%-88% MAMA
CEA 43% COLORECTAL
CEA 49% GASTRICO
AFP 50% 90% HEPATICO
Cifra 21-1 63% 94% PULMON
CA 125 57% OVARIO
CA19.9 72% PANCREAS
PSA 86% 20%-34% PROSTATA

Tabla 1: Marcadores tumorales mas habituales.

Todas las funciones celulares, incluyendo los procesos de proliferacion, muerte y
diferenciacién, estan controladas por numerosos genes Yy cascadas de
sefalizacién que tienen lugar a través de las proteinas (s5). En este sentido, la
obtencion de perfiles de expresion génica ha generado una cantidad de
informacién sin precedentes en relacion a los humerosos cambios genéticos que
simultdneamente ocurren durante la aparicion y evolucion invasiva/metastasica del
cancer. La prediccion de metéstasis en los ganglios linfaticos mediante la
evaluacion de la expresion de genes con una implicacion reconocida en el proceso
de tumorogénesis y/o metastasis es una estrategia potencialmente prometedora
dada la disponibilidad de tejido procedente del tumor primario después de la

reseccion o biopsia. El desarrollo de nuevas tecnologias como los microarrays de
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ADNCc ha permitido a los investigadores analizar, de manera global, los cambios en
la expresion génica subyacentes a numerosas patologias incluyendo el cancer.
Sin embargo, la complejidad de esta aproximaciéon metodolégica y su elevado
coste imposibilitan que el perfil gendmico de los tumores primarios sea una
herramienta diagnostica/pronostica en la rutina hospitalaria del CG. Dado que las
funciones celulares son ejecutadas por proteinas y estas funciones no pueden ser
analizadas Unicamente a través de la evaluacion de ADN o ARN, no es de
extrafiar que numerosos analisis experimentales hayan demostrado una clara
disparidad entre los niveles relativos de expresion de ARNm con aquellos de las
proteinas codificadas. Por otro lado, la modificacién post-translacional, las
interacciones proteina-proteina, y las interacciones proteina-ADN, todas ellas
vitales para la actividad celular, tampoco pueden ser analizadas a través de la

mera evaluacion del ADN o ARN.56)

En la actualidad esta ampliamente aceptado que la consecuencia funcional de una
enfermedad, incluyendo el cancer, se manifiesta en una desregulacion de los
productos proteicos y redes de sefalizacion que se activan/desactivan en
respuesta a estimulos internos y externos. Estas redes dinamicas, por su parte,
propagan las sefales desde la superficie celular hasta el ndcleo, lo que finalmente
define el destino de la célula tumoral. Este flujo de informacién no puede ser
analizado en su totalidad mediante el empleo de analisis de expresion génica dado
gue las proteinas no son productos invariables sino que dependen en gran medida
de procesos altamente regulados a nivel genético, transcripcional, translacional y
post-translacional. A diferencia de la evaluacion del nimero de copias de ARNm
en el andlisis gendmico, el analisis proteGmico proporciona una vision real y
funcional de la enfermedad oncoldgica. El analisis global de la expresion de
proteinas (protedmica) es una aproximacion investigacional clave no solo en el
entendimiento de las funciones celulares basicas sino también para conocer los
detalles moleculares que subyacen al desarrollo de las enfermedades humanas,
particularmente el cancer. La practica estandar para la separaciéon y analisis
sistemético de los perfiles de expresion proteica es el SDS-PAGE en dos

dimensiones. La tecnologia analitica SELDI-TOF-MS (Surface-Enhanced Laser
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Desorption/lonization Time-Of-Elight Mass Spectrometry) puede ser empleada en
una busqueda rapida para la identificacion de mudltiples proteinas expresadas
diferencialmente en un elevado numero de muestras.(23) Esta técnica es
extremadamente laboriosa, requiere grandes cantidades del material biol6gico de
partida, y no es practica para el analisis de un elevado numero de muestras
procedentes de pacientes en la practica clinica diaria. Mas auln, la necesidad de
equipamientos extremadamente sofisticados, la falta de medidas cuantitativas, asi
como su elevado coste, limitan, en gran medida, una aplicacion generalizada en
los laboratorios asociados a los Servicios de Cirugia, Patologia y Oncologia de
nuestro Sistema Nacional de Salud. Por tanto se hace prioritario desarrollar y
validar nuevas técnicas de analisis protedmico simples, flexibles, efectivas, y
altamente sensibles, que permitan el analisis simultaneo de numerosas muestras

tumorales en un Unico ensayo y en un formato de bajo coste.

La necesidad de un mejor conocimiento y descripcion del microambiente tumoral y
de su secretoma se hace evidente cuando se considera, especificamente, el
proceso de la metastasis linfatica (s6) Una lesion metastasica clinicamente
detectable en un ganglio linfatico es la consecuencia de un proceso complejo y en
etapas, que incluye la diseminacion de las células tumorales desde la localizacion
primaria a los vasos linfaticos, el transporte de células tumorales a través del
sistema linfaticos a los ganglios, el establecimiento de las células tumorales en los
nédulos y el crecimiento de la lesidbn metastasica hasta alcanzar una masa
detectable. La diseminacion de las células tumorales a través del sistema linfatico
requiere de la existencia de contactos fisicos entre las células tumorales y los
vasos linfaticos. El tamafio de los vasos linfaticos peritumorales constituye el factor
mas importante que contribuye a la aparicion de metastasis ganglionares en
algunos casos, como en el melanoma. En este sentido, estudios retrospectivos en
muestras de tumores humanos han demostrado la existencia de una relacion
positiva entre el nimero de vasos linfaticos tumorales y metastasis linfaticas. Las
células tumorales, estromales e inflamatorias que estan presentes en el
microambiente tumoral producen multitud de factores linfo-angiogénicos (por
ejemplo, VEGFA, VEGFC, VEGFD y PDGFBB y sus receptores) que podrian
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estimular la linfangiogénesis intratumoral y promover la formacion de metastasis

linfaticas (57).

La “hipotesis del secretoma” establece que numerosas proteinas y péptidos son
liberados a la circulacion local desde el microambiente tumoral. Aqui se incluyen
proteinas funcionales completas (factores de crecimiento, moléculas pro-
inflamatorias, citoquinas, metaloproteinasas, factores
angiogénicos/linfangiogénicos, etc.) y un elevado numero de fragmentos de estas
mismas proteinas. Es importante sefialar que una proteina celular completa que
presente un tamafio excesivo para penetrar en los vasos sanguineos y/o linfaticos
puede estar representada pasivamente en el sistema circulatorio como un
fragmento cortado que entra libremente en la circulacion por difusiéon o
convencion. Un beneficio asociado del secretoma como fuente de biomarcadores
es la propia naturaleza permeable de los vasos de nueva formacién y el
incremento de presion hidrostética en el interior de los tumores. Esta caracteristica
biofisica de la patofisiologia tumoral tiende a empujar y liberar numerosas
moléculas desde el interstitium tumoral a la circulacién sanguinea. Si se tiene en
cuenta que esta bateria de moléculas bio-informativas derivan de una poblacion
de células tumorales con un mayor volumen que las pequefias lesiones
precancerosas, la  descripcion de perfiles protedmicos/secretomicos
especificamente representativos de las interacciones moleculares que tienen lugar
en el microambiente del tejido tumoral deberia proporcionar una mayor
especificidad y sensibilidad que la proporcionada por biomarcadores individuales
en relacién al riesgo de diseminacion tumoral linfatica en los estadios tempranos

de la enfermedad.
1.2.2 Microarrays de proteinas basados en anticuerpos.

Una relativamente reciente aproximacion metodoldgica capaz de cumplir los
requisitos de simplicidad, flexibilidad, efectividad, sensibilidad, alta densidad y bajo
coste para el andlisis protedmico/secretomico del microambiente tumoral es el
empleo de sistemas array para proteinas basados en anticuerpos (antibody-based

protein array systems). Los micro-arrays de proteinas constituyen una nueva
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herramienta de laboratorio capaz de producir perfiles semi- y cuantitativos de
expresion proteica especificamente asociados con el status de la enfermedad
cancerosa. Algunas de las principales ventajas de estos arrays son su flexibilidad,
adaptabilidad y facil manejo. La propia naturaleza de los arrays permite los analisis
simultaneos de cientos e incluso miles de muestras, empleando métodos
analiticos, de imagen o roboéticos. Los microarrays de proteinas basados en
anticuerpos son herramientas metodoldgicas que pueden ser empleadas en
numerosas areas de investigacion, desde la béasica a la translacional.
Publicaciones recientes han demostrado que este tipo de microarrays pueden ser
utilizados para fenotipar células tumorales, identificar nuevas interacciones
proteina-proteina, escrutar proteomas completos de nuevas proteinas o analizar
simultdneamente cientos de muestras biolégicas procedentes de pacientes. Sin
embargo, en la literatura biomédica pueden encontrarse muy pocos ejemplos

acerca del empleo de esta metodologia.

Las limitaciones tecnolégicas existentes hasta fechas recientes han provocado
gue la mayoria de estudios dirigidos a obtener nuevos marcadores
especificamente asociados con la presencia de diseminacion tumoral (y, en
general, otros procesos tumorales) hayan evaluado una o muy pocas “proteinas
candidato” implicadas a priori en el proceso (s8)(. Los arrays de proteina basados
en anticuerpos desarrollados por RayBiotech (Norcross, GA, EEUU) son capaces
de detectar rapida y especificamente los niveles de expresidbn de numerosas
citoquinas, factores de crecimiento, receptores solubles de factores de
crecimiento, factores angiogénicos, proteasas y otras proteinas empleando
pequefias cantidades de muestras experimental y en un Unico experimento. Esta
tecnologia esta disefiada en torno al principio del “inmunoensayo de tipo
sandwich”. Un panel de anticuerpos (anticuerpos de captura) es inmovilizado en
localizaciones puntuadas especificas en la superficie de una membrana sélida. La
incubacion de las membranas arrays con muestras bioldgicas (lisados
celulares/tisulares, sobrenadantes celulares, sueros, etc.) resulta en la captura de
las proteinas solubles por sus correspondientes anticuerpos. Las proteinas unidas

son detectadas mediante la incubacién con un cocktail de anticuerpos biotinilados.
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Las sefales correspondientes son visualizadas finalmente mediante el empleo de
técnicas quimioluminiscentes (ECL), colorimetria o fluorescencia infrarroja. La
intensidad de la sefial de cada spot del array es proporcional a la concentracion de

cada proteina de interés.(59,60)

La definicion adecuada de perfiles protedGmicos/secretomicos (61,62,63,64) “pro-
metastasicos” en tumores primarios no solo aumentaria la capacidad predictiva de
la linfadenectomia en el majeo quirdrgico del CG sino que permitiria la
identificacion de un subgrupo de pacientes de “alto riesgo” de diseminacion
tumoral linfatica. El tipo de indicacién, monitorizacion y respuesta al tratamiento
neoadyuvante en funcion de la firma proteomica del CG permitiria mejorar el

prondstico de este grupo de pacientes.

“Firma protedmica’
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Figura 3. Las interacciones moleculares en el microambiente tumoral generan
perfiles protedmicos especificos detectables mediante microarrays basados en
anticuerpos. Aguirre-Ghiso JA. Models, mechanisms and clinical evidence for cancer
dormancy. Nat Rev Cancer. 2007 Nov; 7(11):834-46 y Petricoin EF, Belluco C,
Araujo RP, Liotta LA. The blood peptidome: a higher dimension of information
content for cancer biomarker divscovery. Nat Rev Cancer. 2006 Dec:6(12):961-7.
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Por ejemplo, tanto el crecimiento local con afectacion de 6rganos vecinos como la
formacion de metastasis a distancia, son caracteristicas de los tumores malignos.
Para que ello suceda, los enzimas proteoliticos juegan un papel fundamental para
permitir el acceso de las células malignas a los vasos sanguineos y linfaticos (65).
El sistema proteolitico tisular es extremadamente complejo y dentro de este, el
papel de las metaloproteasas (MMPSs) tienen una importancia especial por su
actuacion en la degradacion de la matriz extracelular y membranas basales que
por otra parte, permiten el acceso de las células tumorales a penetrar e infiltrar la
matriz estromal. Sin embargo, el papel de las MMPs en la progresion tumoral es
mucho mas complejo, mas alla del que simplemente podria suponerse derivado de
la degradacion de los componentes de la matriz extracelular (66,67,68). En la figura
4 podemos ver la intervencion de todas las células que participan en la produccion
de MMPs en la accion invasiva del tumor. Células del sistema inmunitario como
linfocitos, macréfagos y neutréfilos, del estroma como fibroblastos y
miofibroblastos, de los vasos sanguineos como células endoteliales, interaccionan
con las células tumorales, de manera que se origina una foto molecular del
proceso de degradacion propio del microambiente tumoral. Es decir, detectamos
las MMPs de todas las células implicadas, no solamente de las tumorales, sino

también del estroma, del sistema inmunitario y de los vasos sanguineos (69).
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Figura 4. Los diferentes tipos de MMPs y TIMPs son sintetizados por las células
estromales, las células tumorales y las células tumorales que realizaran la EMT.
Egeblad M, Werb Z. New functions for the matrix metalloproteinases in cancer
progression. Nat Rev Cancer. 2002 Mar; 2(3):161-74.
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Dado que el uso de microarrays de proteinas basados en anticuerpos permitiria la
determinacion simultdnea de un nimero muy elevado de factores de crecimiento,
moléculas pro-inflamatorias, citoquinas, metaloproteasas, TIMPs (tissue inhibitors
of metalloproteinases), factores angiogénicos y linfangiogénicos, nuestro proyecto
ha hipotetizado que la utilizacion de esta nueva herramienta “6mica”, de facil
implementacion y de bajo coste, podria permitir la obtencion de un mapeado
sensible y especifico de los perfiles protedmicos/secretémicos del microambiente

tumoral asociado al cancer gastrico.
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2. HIPOTESIS

Nuestro estudio ha evaluado las siguientes hipotesis:

I.- Las interacciones moleculares que se producen en el microambiente del CG
generan firmas “oncoprotedmicas” especificamente asociadas con la presencia de
enfermedad tumoral, las cuales se pueden caracterizar mediante ensayos

protedmicos de afinidad.

Il.- La caracterizacion de una firma “protedmica” caracteristica del microambiente
del CG y su deteccién mediante micromatrices de anticuerpos permite detectar de

forma especifica y sensible la presencia de cancer en la mucosa gastrica.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos generales disefiados en para aceptar o rechazar las hipotesis del

estudio han sido los siguientes:

I.  Caracterizar los perfiles protedbmicos en el tejido tumoral y en el tejido sano
adyacente de tumores primarios de pacientes con CG mediante la

utilizacion de micromatrices de proteinas basados en anticuerpos.
. Generar de manera prospectiva una “firma oncoprotedmica” asociada

especificamente con la presencia de enfermedad neoplasica en una

poblacion de pacientes con CG.

. Determinar la especificidad y la sensibilidad del poder predictivo de la “firma

oncoprotedmica” en una poblacion independiente de pacientes con CG.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Obtencioén e identificacion de las muestras

Las muestras de tejidos tumorales y los respectivos tejidos sanos adyacentes de
pacientes con CG, un total de 66 muestras (33 corresponden a tejidos tumorales y
33 correspondientes a tejido sano adyacente) se obtuvieron prospectivamente de
pacientes intervenidos en el Servei de Cirugia General i Digestiva del Hospital
Universitari Josep Trueta de Girona. Todos los pacientes habian firmado el
correspondiente consentimiento informado preceptivo previamente aprobado por
la Comisién Etica de Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital Universitari Josep
Trueta de Girona. La cohorte prospectiva analizada en este estudio estuvo

formada por pacientes con CG que cumplieron los siguientes requisitos:

I.- El diagnostico histolégico corresponde al de CG.

Il.- Puede hallarse en cualquier estadio tumoral (I-1V segun clasificacién TNM)
lll.-La intervencidn quirdrgica debe tener intencion curativa o radical.

IV.-No puede haber tratamiento previo a la cirugia con quimioterapia o

radioterapia.
V.- Debe haber un consentimiento informado firmado por cada paciente.

La clasificacion TNM hace referencia al sistema de clasificaciéon, el cual describe el
tamafo (T) del tumor, si hay invasion tejidos proximos, si afectacion ganglionar

regional (N), o bien, si hay metastasis (M), respectivamente.
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Sexo | Edad Localizacién del | Tamafio 3 Grat[io‘ pT| pN Lymph ‘node '. L. ! . pM pTNI\{I Cirugia | numero | estadio AJCC
tumor (mm) histoldgico ratio linfdtica | vascular | perineural Estadio
m 49 u 41x26 |indiferenciado| 2b | 0/23 0 no no no 0 | pT2b NO RO 2 1B
h 83 | 52x49 | diferenciado |2b| 8/37 <30 si si si 0 | pT2b N2 RO 3 A
m 73 u 520x490 |indiferenciado| 2b | 0/24 0 si si si 0 | pT2b NO RO 6 1B
m 82 | 83x80 | diferenciado | 1 | 0/60 0 no no no 0 | pTINO RO 9 1A
h 64 u 53x41 | diferenciado |2b | 12/44 <30 si no no 0 | pT2b N2 RO 15 A
h 73 | 95x ? |indiferenciado| 3 | 14/56 <30 si si si 0 | pT3N3 RO 16 \"
m 70 u 25x15 |indiferenciado| 2 | 9/31 <30 si si si 0 | pT2N2 RO 18 A
h 85 | 36x34 |indiferenciado|2b | 3/34 <30 si si si 0 |p T2bN1 RO 19 1l
m 80 | 76x61 | diferenciado |2b| 6/15 <30 si ? ? 0 |pT2bN1 RO 22 1}
m 53 | 10x5 [indiferenciado| 3 | 1/35 <30 si no no 0 | pT3N1 RO 23 A
h 56 | 18x10 |indiferenciado| 2b | 4/34 <30 si no si 0 | pT2N2 RO 24 A
h 0 | 171 x 129|indiferenciado| 3 | 40/57 >30 si si si 1 pT3N3 RO 25 [\
m 54 u 48x34 |indiferenciado| 3 | 2/68 <30 no no si 0 | pT3N1 RO 28 A
h 73 u 25x ? | diferenciado | 2b | 0/42 0 no no no 0 |pT2bNO RO 29 1B
h 60 u 38x ? | diferenciado | 2 | 7/35 <30 si si no 0 | pT1 N2 RO 32 1}
h 64 | 40x25 |indiferenciado| 3 | 18/49 >30 si si si 0 | pT3N3 RO 34 \"
h 61 u 100x ? [indiferenciado| 4 ? ? ? ? ? 1 | pT4N3 ? 36 v
m 77 | 40x 35 | diferenciado | 2b |abr-27 <30 si si no 0 | pT2bN1 RO 39 1A
h 79 | 77x70 mixto 3 3/17 <30 si si si 0 | pT3N2 RO 40 B
m 63 u 166x154 |indiferenciado| 3 | 15/22 >30 si si si 0 | pT3N2 RO 41 [LIN:)
m 25 | 80x70 | diferenciado | 2 | 1/38 <30 no no no 0 | pT2N1 RO 43 1}
h 61 | 25x14 |indiferenciado| 1 | 0/63 0 si no no 0 | pTINO RO 44 1A
h 51 | 27x20 |indiferenciado| 3 | 19/43 >30 si no no 0 | pT3N3b RO 46 \']
m 60 | 30x28 | diferenciado | 3 | 5/83 <30 si ? ? 0 | pT3N2 RO 47 B
h 61 | 50x24 | diferenciado | 3 | 1/35 <30 si no si 0 | pT3N1 RO 60 HIA
m 71 | 55x 50 | diferenciado | 1 | 0/27 0 si no no 0 | pTINO RO 54 1A
m 54 | 40x 20 |indiferenciado| 4a| 0/41 0 no no si p T4aNO RO 49 1A
h 82 | 38x24 |indiferenciado| 2 | 0/9 0 si no no 0 | pT2NO RO 52 1B
h 70 | 38x 25 | diferenciado | 1b| 0/24 0 no no no 0 | pTlb NO RO 53 1A
h 55 | 45x 35 |indiferenciado| 4a | 0/10 0 no no si 0 | pT4aNO RO 58 1A
m 82 u 47 x 35 | diferenciado | 3 | 0/26 0 no no no 0 | pT3NO RO 59 1

Tabla 2. Datos pacientes.

Una vez programada la intervencion quirargica y con el consentimiento informado

preceptivo, se comunicG a los responsables clinicos y a la enfermera de

investigacion clinica del proyecto sobre la fecha y hora programadas para la

obtencién de las siguientes muestras:

Biopsias. Tejido fresco de la pieza quirlrgica obtenida durante la cirugia en

recipientes separados.

Muestra de tejido tumoral (durante la cirugia): Las piezas quirargicas fueron

trasladadas en fresco al Servicio de Anatomia Patolégica para su

procesamiento diagndstico de rutina (inclusion en parafina, tincion de
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hematoxilina-eosina, técnicas de inmunohistoquimica en los casos
necesarios y almacenaje del blogue restante en el banco de tumores de
acuerdo al protocolo habitual del centro) y para la obtencién adicional de 1
espécimen (21 x 0.5 cm?) para su congelacion inmediata en nitrégeno
liquido y almacenamiento a -80°C para su posterior procesamiento y

andlisis protedmico.

Muestra de tejido sano (durante la cirugia): Se obtuvo una pieza
adicional (=1 x 0.5 cm?) de tejido sano adyacente al tumor (>3 cm del borde
del tumor) para su congelacion inmediata en nitrégeno liquido y
almacenamiento a -80°C para su posterior procesamiento y analisis

protedmico.

Recogida de datos clinicos. Los responsables clinicos y la enfermera de

investigacion clinica garantizaron la creacion de una base de datos que pasé a

disposicion del investigador principal del proyecto. Esta base incluyo los siguientes

datos correspondientes a cada paciente seleccionado para el estudio:

Caddigo, edad y sexo del paciente
Diagnostico anatomopatoldgico y otros datos de interés clinico
Clasificacion del tumor segun sistema TNM

Tipo, fecha de inicio y final, y valoracion de la respuesta al tratamiento
antineoplasico  (si  existiese), incluyendo: Cirugia, Radioterapia,

Quimioterapia, moduladores de la respuesta bioldgica, etc.
Otras intervenciones médicas de interés posteriores al diagnostico

Fecha de defuncion (si procede)

El laboratorio de investigacion cre6 una base de datos que permitié correlacionar

los datos clinicos con los resultados del estudio sin comprometer la

confidencialidad de los datos del paciente, asi como de ponerla a disposicion de
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los responsables clinicos, quienes pudieron informar a cada paciente sobre los

resultados de las evaluaciones realizadas si asi hubiera sido oportuno.

- El codigo de la historia clinica del paciente fue sustituido por un cédigo de
laboratorio o codigo interno reasignado a cada muestra en el momento del

registro de entrada de la muestra.

- Cada muestra registrada mantuvo ambos codigos en el cuaderno de
registro de muestras que estuvo debidamente custodiado a lo largo de todo
el estudio. La informacion contenida en el cuaderno de registro de muestras
se trasladd a un archivo electronico cuya confidencialidad estuvo

garantizada por el investigador principal del proyecto.

- El investigador principal del proyecto fue el encargado de crear, actualizar y
gestionar la base de datos de todos los resultados del estudio, incluyendo

Unicamente el cédigo de laboratorio de cada muestra/paciente.

- Para el andlisis de los resultados se utilizé el archivo de correlacion entre
cédigos. En respuesta a la solicitud especifica por parte de los
responsables clinicos se crearon archivos/informes confidenciales en los

gue se incluyo la historia clinica del paciente y los resultados de interés.

La confidencialidad de los datos recogidos, por tanto, fue garantizada mediante la
recodificacion en el momento de registrar la entrada de cada muestra en el
laboratorio y la posterior destruccién del etiquetado de partida. ElI personal
responsable de la recogida de las muestras se asegurd0 que todos los
tubos/recipientes recogidos incluyeran los siguientes datos: Cadigo o identificacion

del paciente, edad del paciente, sexo del paciente, fecha de recogida.

El analisis de los perfiles de expresion proteémicos y secretémicos fue realizado
por personal investigador independiente que no tuvo acceso a la informacion
clinica del paciente correspondiente. El tratamiento de los datos de caracter

personal se realizé de acuerdo a la normativa vigente, el RD 223/2004 de 6 de
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Febrero y la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre sobre proteccion de datos

de caracter personal.
4.2 Preparacion de las muestras
4.2.1 Descongelacion de los tejidos.

Las muestras fueron guardadas en el congelador a -80°C en tubos eppendorf con
una sustancia crioprotectora. Para el procesamiento de las muestras, éstas fueron
retiradas del congelador y mantenidas en nieve carbodnica (hielo seco) para evitar

su descongelacion.

Para procesar la muestra de tejido tumoral y la correspondiente muestra de tejido
sano estrictamente en paralelo, ambas se dejaron durante unos minutos en el tubo
eppendorf para su descongelacion. En ese periodo de tiempo, se coloc6 una placa
de Petri en la bascula para pesar las muestras de tejido una vez descongeladas,
un dato necesario para calcular la cantidad de tampon de lisis necesaria para
llevar a cabo la disgregacion enzimatica del tejido. A continuacion, y mediante el
empleo de pinzas esterilizadas con lejia al 10% y agua destilada, se extrajeron las
muestras contenidas dentro de la sustancia crioprotectora y se colocaron en otra
placa de Petri, lavandose con agua destilada hasta asegurarse una total
desaparicion de la sustancia crioprotectora. Seguidamente, se pesaron los
fragmentos de tejido y con un bisturi esterilizado con lejia al 10% y agua destilada,
se disgregaron los tejidos. Se extremaron las precauciones de uso de material de
disgregacion entre muestra y muestra para evitar posibles contaminaciones

cruzadas de tejidos.
4.2.2 Lisis de los tejidos.

Una vez los fragmentos de tejido estuvieron disgregados, estos fueron transferidos
a un tubo con tampén de lisis RIPA (Sigma-Aldrich, ref. RO278-50ml), en una
relacion de 500ul de RIPA por cada 100 mg de tejido. ElI tampon RIPA se utiliza
para lisar células y solubilizar proteinas, y puede ser utilizado tanto en muestras

en solucién (muestras solubles) como muestras adheridas (muestras de tejido). Su
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accion se basa en minimizar las uniones proteicas especificas que pueden hacer
aparecer un background pero, en cambio, permite que puedan darse las
interacciones especificas . Para que el tampon sea efectivo, debe afadirse un
inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, ref. P8340-1 ml) en una proporcion de
100ul de proteasa inhibidor cocktail por 1000ul de soluciébn de tampén RIPA.
También, es preciso afiadir el PMSF (Fluka BioChemika, ref.93482) que es un
inhibidor de fosfatasas, en una proporciéon de 10ul de PMSF por cada 1000ul de

tampon.

Una vez dispuestos los fragmentos de tejido dentro del tubo con el tampon de lisis
RIPA, los tubos fueron depositados en hielo seco. Para lisar y disgregar el tejido,
se emple6 un homogeneizador de tejidos Ultra-turrax T25 Basic (IKA). Antes de su
utilizacion se realizaron procesos de limpieza antes de la primera muestra y
también entre muestras, para evitar contaminaciones cruzadas. Dicho proceso

requirié los pasos siguientes:

I.  Poner un papel de filtro bajo la cuchilla.

II. Desmontar la cuchilla del homogeneizador, para evitar que queden restos
de tejido. En caso de que quedaran, retirarlos con agua destilada y pinzas
estériles con lejia al 10%.

[ll. Montar la cuchilla.

IV. Llevar a cabo un proceso secuencial de limpieza:

a. Tubo Falcon con agua destilada
b. Tubo Falcon de lejia al 10%
c. Tubo Falcon con agua destilada

V. Secar la cuchilla con papel de filtro.

VI. Triturar las muestras.

Una vez el tejido estuvo bien disgregado, los tubos fueron cubiertos con parafilm y
depositados en hielo seco para evitar la degradacion de las proteinas de la
muestra. El tampon de lisis estuvo presente durante 30 minutos, y cada 5 minutos

se les dio la vuelta a cada uno de los tubos con objeto de favorecer
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mecanicamente el proceso de lisis. Transcurridos los 30 minutos, las muestras
fueron transferidas a tubos eppendorf y centrifugadas a 15000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Una vez centrifugadas, se recupero el sobrenadante (la fase donde
se encuentran las proteinas que se pretende detectar) de cada una de ellas para
poder llevar a cabo el protocolo de Lowry de cuantificacion de proteinas. El
sobrenadante fue congelado a -80°C.

4.2.3 Protocolo de LOWRY para la determinacién de la concentracién de

proteinas.

El método de Lowry (1951) (70) es un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de las proteinas. A la muestra se le afiade un reactivo que al unirse a
las proteinas forman un complejo que genera color. La intensidad del color es

proporcional a la concentracion de proteinas en la muestra.

En primer lugar es preciso disefiar una curva patron, que se prepara en tubos
eppendorf y por duplicado a partir de un cantidad almacenada de BSA (albumina

sérica bovina) de 1,44mg/ml en alicuotas de 240pl. Los estandares a preparar son

los siguientes:

 Estandard  Concentracion  Tuboanterior  Aguadestillada
I 1.20 mg/ml 240 pl 48 pl
] 1.00 mg/ml 166.6 pl 333 pl
3 0.75 mg/ml 1125 pl 37.5
4 0.50 mg/ml 66.6 pl 33.4pl
PEaae 0.25 mg/ml 375l 375l
[NNEBREACOY  0.00 mg/ml 5 u

Una vez disefiada la curva patron, se preparan los reactivos segun el protocolo del
fabricante (Bio-Rad DC protein assay Kkit, ref. 500-0112). La relacién del reactivo A
(Bio-Rad DC) es de 25pl de reactivo A por muestra. La relacion del reactivo A’ es
de 20 pl de reactivo A’ por ml de reactivo A (Bio-Rad DC). Los dos reactivos se
preparan en un mismo tubo. Finalmente, la proporcion del reactivo B (Bio-Rad DC)

es de 200ul de reactivo B por muestra.
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Por ultimo, las muestras son preparadas por duplicado. Se realiza en cada caso
una dilucién 1/10, es decir, 0.5 pl de muestra mas 4.5 ul de agua destilada
(volumen final 5 pl de muestra) y se afiade la preparacion de los reactivos Ay A’
(25 pl de la preparacion) y los 200 ul del reactivo B, prosiguiendo la incubacién sin

luz durante 15 minutos.

Transcurrido este tiempo, los resultados colorimétricos son leidos en un lector de
placas a una longitud de onda de 750-650 nm y la concentracion de proteina en la

muestra se calcula por extrapolacién de la curva patrén.
4.2.4 Protocolo microarrays de proteinas basados en anticuerpos.

El ensayo con microarrays de proteinas basados en anticuerpos fue llevado a

cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.

ANTIBODY-BASED PROTEIN MICROARRAYING
T How it works

T
-
-

00!

8 rwnaLTa

NORMAL TISSUE TUMOR TISSUE

L1 -
Paired Samples T seng
-i
- -
Figura 5. Esquema de los microarrays basados en

anticuerpos.
http://www.insightbio.com/services/raybiotech/CA2.asp.

RayBiotech, Inc.
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Podemos ver el proceso esquematizado segun el fabricante RayBiotech, Inc. en la
figura siguiente:

amm

MUESTRA EXPERTHMENTAL

'r ll
SOPORTE ‘8 l‘[ s (Tajide twivdral ¥ tejide sano adyadente;
{Membrana + ANTICUERPO de CAPTURA) m‘ L s .  Susrode pacientes y Suaros comkrel)

j' INCUBACIOHN de la MUESTRA con el
. MICROARRAY da PROTEINAS [1-2 horss)
ANTICUERPC de RECONOCIMIENTO :{:r I,

{biotinilado)

P
\ THCUBACTON con ANTICUERPO de
E\IJ RECONOCIMIENTO bistinilads [1-2 horas)
—

h INCUBACION can
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Figura 6. Proceso esquematico del protocolo de los microarrays de proteinas
basados en anticuerpos. https://www.raybiotech.com/products/antibody-
arrays/c-series/. RayBiotech, Inc.

ESTREFTAVIDIMA-FERDXIDASA Wit

Previamente al comienzo del analisis, las membranas fueron bloqueadas con
BSA/TBS al 5% (0.01 M Tris HCI pH 7.6/0.15 M NaCl) durante 1 h. Tras el bloqueo
para disminuir el nimero de uniones inespecificas, las membranas fueron
incubadas con 500 pg proteina total/muestra de tejido durante 2 horas. Tras un
lavado extensivo de las membranas con TBS/0.1% (v/v) Tween 20 (3 veces x 5
minutos) y TBS (2 veces x 5 minutos) para eliminar el material no-unido
especificamente, las membranas fueron incubadas con un cocktail de anticuerpos
marcados con biotina dirigidos contra las proteinas inmovilizadas por los
anticuerpos de captura. Tras la incubacion con los anticuerpos, las membranas
fueron levadas como se ha indicado anteriormente e incubadas con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano —-HRP- (2.5 pg/ml) durante 1 hora a

temperatura ambiente. El exceso de HRP-estreptavidina fue eliminado mediante
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lavados con TBS/0.1% Tween 20 y TBS. Finalmente, las sefiales especificas de

expresion fueron detectadas mediante el sistema ECL. Los valores

densitométricos de los spots fueron cuantificados mediante el uso del software
Scion Imaging (Scion Corp., Frederick, MD, EEUU).

4.3 Creacion de la firma oncoprotedmica

Para la creacion de la “firma oncoproteémica” se utilizé un primer grupo de 22
muestras (11 muestras pareadas de tejido tumoral y de mucosa géstrica sana). En
este primer grupo de pacientes, se conocia la naturaleza “tumoral” o “no-tumoral”
de las muestras. En primer lugar se generaron “sub-firmas” de las proteinas mas
relevantes que se encuentran en el microambiente tumoral: metaloproteasas,
factores angiogénicos, citoquinas, factores de crecimiento y factores inflamatorios.
Siguiendo de manera estricta el protocolo de la casa comercial RayBiotech, Inc.,
se emplearon los siguientes microarrays basados en anticuerpos para todas y

cada una de las muestras.

I Microarrays basados en anticuerpos: CANCER GASTRICO

ANGIOGENIC FACTORS
RayBio® Human ANGIOGENESIS Antibody Array C Series 1000 Array 1

P0G POS REG NEG Angiogenin EGF ENA-78 bEGE

OGS POS HEG HEG Angiogenin EGF EHA-78 b-FGF

GRO IFN-y 1GF-1 -6 -8 LEPTIN Mp-1 PUGF-BB

GRO IFN-y IGF-I IL-6 -8 LEPTIN HMCP-1 POGF-BB

PLGE RANTES TGF-fi1 TIMP-1 TIMp-2 Thrembopoietin VEGF VEGF-D

PIGF RANTES TGF-pa TIMP-1 TiMe-2 Thromboepoietin VEGF VEGF-B

BLANE BLANK BLAMK BLANK BLANK BLANK MES P

BLANK BLANK BUARK BLANK BLANK BLANK HEG [

RayBio® Human ANGIOGENESIS Antibody Array C Series 1000 Array 2

POS
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Detaccién simulténea de 43 FACTORES ANGIOGENICOS

Figura 7. RayBio® Human ANGIOGENESIS Antibody Array C
Series 1000 (Array 1 + Array 2, el cual detecta la expresion de 43
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factores angiogénicos en dos membranas)
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POS POS NEG NEG MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8

POS POS NEG NEG MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8
MMP-9 MMP-10 MMP-13 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-4 NEG POS
MMP-9 MMP-10 MMP-13 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-4 NEG POS

Figura 8. RayBio® Human MATRIX METALLOPROTEINASES (MMPs) Antibody Array 1

(el cual detecta la expression 10 MMPs en una membrana)

Microarrays basados en anticuerpos: CANCER GASTRICO

INFLAMMATORY FACTORS

RayBio® Human INFLAMMATION Antibody Array 3

POS POS NEG MEG EOTAXIN EQTAXIN-2 GCSF GM-CSF ICAM-1 IFN-g I-209 IL-te
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it-ib -2 -3 -4 IL-6 IL-6sR -7 IL-g IL-10 IL-11 IL-12 p4o H-12 p70
IL-1b IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-6sR -7 IL-8 IL-10 IL-11 IL-12 p40d IL-12 p70
% IL-13 IL-15 iL-16 IL-17 iP-10 MCP-1 MOP-2 M-CSF MIG MIP-1c MIP-1§ MIP-15
I-132 IL-18 IL-16 17 IP-10 HCP-1 MCP-2 M-C8F HIG MIP-1o MIP-1p MIP-13
RANTES TGF-p1  TNF-o  THF-B s TNFRI s TNF RII POGF-BB TIMP-2 BLANK BLANK HEG POS
RANTES TGF-pL  THF-«  THF-f  sTNFRI s THF RII PDGF-BB TIMP-2 BLANHK BLANK HEG POS

Deteccidn simultanea de 40 FACTORES INFLAMATORIOS

Figura 9. RayBio® Human INFLAMMATION Antibody Array 3 (el cual detecta la
expresion de 40 factores inflamatorios en una membrana)
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Figura 10. RayBio® Human CYTOKINE Antibody Array C
Series 1000 (Array VI + Array VII, el cual detecta la
expression de 120 citoquinas en dos membranas)
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Microarrays basados en anticuerpos: CANCER GASTRICO
GROWTH FACTORS
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RayBio® Human GROWTH FACTOR Antibody Array 1
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Deteccién simultanea de 41 FACTORES DE CRECIMIENTO
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Figura 11. RayBio® Human GROWTH FACTOR Antibody Array 1 (el cual detecta la
expresion de 41 factores de crecimiento en una membrana)

Una vez llevado a cabo el protocolo de los distintos arrays, la “sub-firmas” fueron

generadas de la siguiente manera:

— Cuando una de las proteinas no fue detectada en una muestra de tejido
normal, se decidi6 de forma arbitraria, que un resultado “positivo” requeriria
un minimo de 5 veces el aumento de la expresion en la muestra pareada de

tejido tumoral.

— Cuando una de las proteinas si que fue detectada en la muestra de tejido

normal, se decidié de forma aleatoria, que un resultado “positivo” requeriria

un minimo de 10 veces el aumento en la expresion.

Las proteinas que conformaron las distintas “sub-firmas” y la “firma final” fueron
aguellas que cumplian algunos de los dos requisitos anteriores (>5 o >10) en al

menos, uno de los pacientes analizados en la cohorte de descubrimiento.

Una vez generada la firma oncoprotedmica del microambiente tumoral del CG, la
casa comercial

exclusivamente las proteinas incluidas en la firma final (Figura 12). Por motivos

RayBiotech,

Inc.
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técnicos de la casa comercial, la citoquina Acrp30 (adiponectina) no pudo ser

incluida en el array personalizado de la firma final.

POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-8
POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-8
TIMP-1 HGF ICAM-1 Angiogenin HAP-2 bFGF RANTES EAN-78
TIMP1 HGF ICAM-1 Angiogenin HAP-2 bFGF RANTES EAN-78
uPAR STNF RII TIMP-2 EGFR MCP-1 IL-1 Beta MIP-1 delta IGFBP-2
uPAR STNF RII TIMP-2 EGFR MCP-1 IL-1 Beta MIP-1 delta IGFBP-3
Blank Blank Blank Blank Blank Blank NEG POS

Blank Blank Blank Blank Blank Blank NEG POS

®
Figura 12. RayBio Custom Human Antibody Array: Firma oncoproteémica del
microambiente tumoral del CG

Para validar la capacidad diagnostica de la firma oncoproteémica se analizaron 44
muestras de una poblacién independiente (22 muestras pareadas de tejido tumoral
y de tejido sano). Este andlisis se realizé de forma ciega, es decir, desconociendo
la naturaleza “tumoral” o “normal” de las muestras y con una numeracion de las

mismas asignada al azar.

4.4 Validaciéon de poder de diagndéstico, calculo de la sensibilidad y
especificidad del test.

Dado que el valor de un test diagnéstico en cancer depende de su capacidad en
discriminar correctamente la presencia o ausencia de cancer en una determinada
muestra de tejido, se valid6 el poder de diagndstico de la firma oncoprotedmica del
microambiente tumoral del CG mediante la construccion de una tabla de

especificidad y sensibilidad. Las caracteristicas de este test fueron las siguientes:

e Sensibilidad. Capacidad del test para detectar de forma correcta la

enfermedad

e Especificidad. Capacidad del test para detectar de forma correcta el

tejido sano
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e Valor predictivo de positivos (PPV, verdaderos positivos). Capacidad del
test para detectar un positivo cuando el paciente tiene realmente la
enfermedad

e Valor predictivo de negativos (NPV, verdaderos negativos). Capacidad
del test para detectar un negativo cuando el paciente realmente no tiene

la enfermedad

La tabla de especificidad y sensibilidad se construyo de la siguiente manera:

ENFERMEDAD
PRESENCIA AUSENCIA
TEST POSITIVO Verdadero positivo (a) Falso positivo (b) PPV
al(a+b)
TEST NEGATIVO Falso negativo (c) Verdadero negativo(d) NPV
d/(c+d)
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
al(a+c) d/(b+d)

Con el objetivo de valorar la calidad del test, se realizé asimismo el céalculo del
likelihood ratio positive test y el likelihood negative test, dos cocientes que
comparan, utilizando la sensibilidad y la especificidad, la probabilidad que el
resultado esperado para un paciente con enfermedad con la probabilidad que el

mismo resultado saliera en un paciente sin enfermedad.
El célculo del likelihood ratio positive test fue calculado de la siguiente manera:
LR (+) = Sensibilidad/(1-Especificidad)

El célculo del likelihood ratio negative test fue calculado de la siguiente manera:
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LR (- ) = (1-Sensibilidad)/Especificidad

Cuando los resultados son mayores que 1, significa que el resultado se asocia a
enfermedad. En el caso de resultados menores que 1, significa que el resultado se

asocia a la ausencia de enfermedad.
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5. RESULTADOS
5.1 Generacién de la “firma oncoprotedmica” del CG

Para la generacion de “sub-firmas” se utilizaron las micromatrices basadas en
anticuerpos dirigidas contra las familias de proteinas mas relevantes que se
localizan en el microambiente tumoral, tal y como se presentd en la seccién de
“Materiales y métodos”. A continuacion se muestran los resultados obtenidos para

cada tipo de familia de proteinas analizadas.
5.1.1 Metaloproteasas

Una vez realizado el protocolo de los arrays de las muestras de tejido
correspondiente, lo que podemos ver son membranas con unos puntos o spots de

mayor o menor intensidad, tal y como podemos apreciar en la Figura 13.

NT PO3 T P03
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' 1 " EEE10 OHHPD] CTINRL . TINED T4 KG Ky

HL . ' - mEE0 HMP-D CTINEL TIMR-? TDmRd BG S

o s 10 Al HEFL HEFZ HHFD [ OHHPR
(5 M Al LD LIS CLLSH CLUS RS

WM ey WME) CTINRL S TINRD TINR L2 o

WMEE | sl WHEED TIMRSL TIMR-Y PINR-d T, e

Figura 13. Representacion de arrays de MMPs y TIMPs obtenidos en tres muestras de
tejido sano y tumoral de tres pacientes diferentes. Puig-Costa, M, Oliveras-Ferraros, C;
Flaquer S; Llopis-Puigmarti F; Pujol-Amado E; Martin Castillo B; Vazquez-Martin A; Cufi S;
Ortiz R; Roig J; Codina-Cazador A; Menéndez JA. Antibody microarray-based technology
to rapidly define matrix metalloproteinase (MMP) signatures in patients undergoing
resection for primary gastric carcinoma. J Surg Oncol. 2011 Jul 1; 104(1):106-109.
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En la Figura 13, tomada como muestra representativa, podemos observar los
resultados de tres muestras de tejido tumoral (TT) y mucosa gastrica sana
adyacente (NT) procedentes de tres pacientes diferentes. Los rectangulos rojos
indican que hay una elevada sobre-expresion de dos MMPs, la MMP-8 y la MMP-
9, y de los inhibidores TIMP-1 y TIMP-2. Podemos ver que la proteina que se
encuentra mas diferencialmente sobre-expresada en el tejido tumoral gastrico es
la MMP-9, ya que en las tres muestras el spot correspondiente es mas intenso en
comparacién al observado en la muestra pareada de tejido normal. Una vez
analizados todos los pacientes, se construyd una tabla mostrado de forma
conjunta todos los cambios significativos de expresion de las MMPs y sus
inhibidores (TIMPs) obtenidos de las muestras analizadas en 11 pacientes de la

cohorte de descubrimiento.

PO2 POZ PO6 PO9 P1O P15 P16 P18 P19 P22 P23
MMP-1
MMP-2
MMP-3

MMP-8
MMP-10
MMP-13

TIMP-1
TIMP-2

TIMP-4
TR [e—

-10 -5 1 5 10

Figura 14. Cambios en la expresion de las MMPs y los TIMPs en CG.
Lo que podemos observar es que en un 70% de las muestras tumorales hay
sobreexpresion (>5 aumentada la expresion) de las MMP-8 y MMP-9 y que en un
60% de las muestras los inhibidores TIMP-1 y TIMP-2 también se encuentran

sobre-expresados en comparacion a la mucosa normal.
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Una “sub-firma” de las MMPs fue entonces construida incluyendo todas aquellas
MMPs y TIMPs sobreexpresados en al menos 1 paciente. La Figura 15 muestra
las dos MMPs (8 y 9) y TIMPs (1 y 2) que formardn parte de la firma

oncoprotedmica final.

Tumor-associated MMPs
P02 PO3 POG P09 P10 P15 P16 P18 P19 P22 P23
MMP-8
MMP-9
TIMP-1
TIMP-2

B R roid-change
1 5 10

-10 -5

Figura 15. “Sub-firma” de MMPs en el GC.

5.1.2 Factores angiogénicos

La Figura 16 muestra la tabla que analiza los cambios de expresion de los 43
factores angiogénicos analizados.

B N o-change
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Figura 16. Cambios en la expresidn de los factores angiogénicos en CG.
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Nuestro estudio no observd cambios significativos en la expresion de VEGF. La
familia GRO (la cual incluye las citoquinas quimiotacticas CXCL1,CXCL2 y
CXCL3), Sin embargo, estuvo sobre-expresada en un 90% de las muestras
analizadas; la IL-8 también fue encontrada sobre-expresada en un 80% de las
muestras analizadas. Los otros factores identificados, pese a estar
sobreexpresados, lo estuvieron en un porcentaje de pacientes muy inferior. La
utilizacion de las membranas para factores angiogénicos permitié confirmar la
sobre-expresion de MMP-9 y TIMP-1 inicialmente detectada mediante el uso de
membranas especificas para metaloproteasas y TIMPs. Los otros factores, aun
estando sobreexpresados en un porcentaje inferior en las muestras analizadas,
también formaran parte de la “sub-firma” de los factores angiogénicos, ya que se
encuentran alterados en al menos un paciente. La “sub-firma” de los factores
angiogénicos (Figura 17) estuvo finalmente formada por 10 factores angiogénicos
(angiogenina, ENA-78, b-FGF, GRO, IL-8, RANTES, TIMP-1, IL-1b, MMP-9 y
uPAR), aunque debe indicarse que dos de ellos corresponden a la metaloproteasa

MMP-9 y al inhibidor de metaloproteasas TIMP-1.
P02 P03 P06 P09 P10 P15 P16 P18 P19 P22 P23

ENA-78 ]

b-FGF
GRO
IL-8
RANTES
TIMP-1

T .
IL-1B

uPAR
B N roio-<hange

-10 -5 1 5 10

Figura 17. “Sub-firma” de factores angiogénicos en el CG.
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5.1.3 Factores inflamatorios y citoquinas

Los resultados obtenidos en los cambios de expresion de los factores inflamatorios

es el que se muestra en la Figura 18.

B R o-change
5 10

-10 -5 1

EOTAXIN
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Figura 18. Cambios en la expresion de los factores inflamatorios en el CG.

El factor mas relevante fue la IL-8, la cual estuvo sobre-expresada en un 80% de
las muestras analizadas, confirmando asi los resultados obtenidos con la misma
citoquina con el array de factores angiogénico. Cabe destacar que también se
observéd una disminucién significativa en la expresion (>5 veces) de la citoquina

MIP-1& en muestras tumorales en comparacion a los tejidos normales pareados.

La “sub-firma” de los factores inflamatorios (Figura 19) estuvo finalmente formada

por 6 proteinas (ICAM, IL-8, MCP-1, MIP-1[1, RANTES y sTNF RII), las cuales se

encuentran sobre-expresadas o disminuidas en al menos un paciente de la serie.
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P19 P22 P23

ICAM-1
IL-8

PO2 PO3 P06 P09 P10 P15 P16 P18
MCP-1

MIP-15
urercs [
s TNF RII ]

5 10

-10 -5 1

Figura 19. “Sub-firma” de factores inflamatorios.

Las citoquinas, aunque también considerados factores inflamatorios, fueron
analizadas en diferentes micromatrices capaces de detectar un total de 120 de
manera simultanea.

La Figura 20 muestra los cambios en la expresion de las citoquinas analizadas.
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Figura 20. Cambios en la expresiéon de citoquinas en CG.
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Los resultados confirmaron que la citoquina quimiotactica GRO esta sobre-
expresada hasta en un 90 % de las muestras tumorales analizadas; también se
confirmd la sobreexpresion de la IL-8 en aproximadamente un 80% del total de

muestras tumorales.

La “sub-firma” de las citoquinas analizadas (Figura 21) estuvo formada por 10
citoquinas (angiogenina, NAP-2, RANTES, Acrp30, GRO, ICAM-1, IL-8, TIMP-1,
TIMP-2, uPAR), aunque una amplia mayoria de las mismas fueron previamente
detectadas en el andlisis de metaloproteasas, factores angiogénicos y factores

inflamatorios.

PO2 PO3 PO6 PO9 P10 P15 P16 P18 P19 P22 P23

Angiogenin
NAP-2 ]
RANTES
Acrp30
GRO
ICAM-1
IL-8
TIMP-1
TIMP-2
uPAR

BT NEE roic-change
-10 -5 1 5 10

Figura 21. “Sub-firma” de citoquinas en CG.

5.1.4 Factores de crecimiento

En la Figura 22 se pueden observar los cambios de expresion de los 41 factores
de crecimiento analizados. Se detectd la sobreexpresion de tres factores de
crecimiento, b-FGF, EGFR y HGF en las muestras tumorales en comparacion a la
mucosa normal. Se observo asimismo un descenso significativo (>5 veces) en la
expresion de IGFBP-2 (Insulin like growth factor-binding protein 2) de las muestras

tumorales en comparacion al tejido normal.
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Figura 22. Cambios en la expresion de los factores de crecimiento en el CG.
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La “sub-firma” de los factores de crecimiento estuvo formada por cuatro proteinas
(b-FGF, EGFR, HGF e IGFBP-2), tal y como se resume en la Figura 23.

P02 P03 PO6 P09 P10 P15 P16 P18 P19 P22 P23

bFGF ]

EGFR
HGF
IGFBP-2

-10 -5 1

- Fold-change
5 10

Figura 23. “Sub-firma” de factores de crecimiento en el CG.

5.1.5 Resumen de los resultados: Generacién de la firma

En la cohorte de descubrimiento se identificaron finalmente un total de 19
proteinas sobre-expresada (GRO,MMP-9, IL-8, MMP-8, TIMP-1,TIMP-2, Acrp30,
ICAM-1, NAP-2, Angiogenina, HGF, b-FGF, RANTES, ENA-78, uPAR, sTNF RII,
EGFR, MCP-1y IL-1B) y dos proteinas (MIP-10 y IGFBP-2) cuya expresion estuvo
disminuida en los tejidos tumorales en comparaciéon al tejidos normal adyacente.
Una vez analizadas las proteinas a través del programa bio-informéatico GO (Gene
Ontology), se concluyé que el 35% de las proteinas de la firma estan involucradas
en procesos inflamatorios, procesos de respuesta inmunitaria y procesos de
quimiotaxis, todos ellos procesos imprescindibles en la carcinogénesis. Cabe
destacar que las citoquinas quimiotacticas agrupadas en la familia GRO, la IL-8,
asi como las MMP-8 y MMP-9 se encontraron sobre-expresadas en mas del 80%
de las muestras, mientras que la expresién de la IGFBP-2 est4 disminuida en un

70% de las muestras analizadas. En la siguiente figura (Figura 24) se puede
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observar la firma oncoprotedmica final del microambiente tumoral del CG

constituida por 21 proteinas.

Gastric carcinoma patients
PO2 P03 PO6 P09 P10 P15 P16 P18 P19 P22 P23

GRO
MMP-9
IL-8
MMP-8
Acrp30
TIMP-1
HGF
ICAM-1
Angiogenin
NAP-2
b-FGF
RANTES
ENA-78
uPAR

s TNF RII
TIiMP-2
EGFR
MCP-1
IL-18
MIP-13
IGFBP-2

w—
-

Tumor-associated proteins

21 PROTEINS
Fold-change “

-i0 -5

Figura 24. Firma oncoproteémica del microambiente tumoral del CG.

5.2 Validacion del test

Con el fin de validar esta firma, se genera un dispositivo para analizar en una
Gnica membrana las 21 proteinas de la firma oncoproteémica (Figura 25). Por
motivos técnicos de la casa comercial, el array solo pudo contener finalmente 20

proteinas al tener que descartarse la proteina Acrp30.
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A B C D E F G H

1 POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-8
2 POS POS NEG NEG GRO MMP-9 IL-8 MMP-B
3 TIMP-1 HGF 1CAM-1 Angiogenin | HAP-2 bFGF RANTES EAMN-TH
4 TIMP4 HGF ICAM-1 Angiogenin HAP-2 bFGF RAMNTES EAM-TB
5 uPAR STHF RN TIMP-2 EGF R MCP-1 IL-1 Beln MIP-1 delta |IGFBP-2
E uPAR STHF BRIl TIMP-2 EGF R MCP-1 IL-1 Beta MIP-1 della |GFBP-2
7 Blank  Blank  Blank  Blank  Blank  Blank  NEG POS

8 Blank Blank Blank Blank Blank Blank NEG POS

*Acrp30: Not included in the array design due to technical problems

Figura 25. Distribucion de las citoquinas en el array que se ha utilizado para
validar el valor predictivo de la firma oncoproteémica del microambiente tumoral
del CG.

La validacion de la firma, tal y como se explica detalladamente en el apartado de
“Materiales y Métodos” fue llevada a cabo en una poblacion independiente
formada por 44 muestras. Una vez llevado a cabo el protocolo de los arrays en
cada una de las muestras se procedi6 a calcular la sensibilidad y especificidad del

test.
Los resultados fueron los siguientes (Tabla 3):

e Total de muestras: 44
¢ Numero de muestras patolégicas (CG): 22

¢ Numero de muestras sin patologia (mucosa gastrica sana): 22
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ENFERMEDAD

PRESENCIA AUSENCIA TOTALES

TEST POSITIVO 18 6 24 PPV = 75%
(53-90)

TEST NEGATIVO 4 16 20 NPV = 80%
(56-94)

TOTALES 22 22 44

Tabla 3. Sensibilidad y Especificidad de la firma oncoproteémica

PPV= [a/(a+b)] = [18 / (18+6)] * 100 = 75% (53-90)

NPV= [d/(c+d)] = [16 / (4+16)] * 100 = 80% (56-94)

Sensibilidad = [a/(a+c)] = [18/(18+4)] * 100 = 81,81 % (59-94)
Especificidad = [d/(b+d)] = [16/(6+16)] * 100 = 72,72% (49-89)
LR (+) test = [sensibilidad/(1-Especificidad)] = [0,8181/(1-07272)] = 3 (1,47-6,1)

LR () test = [(1- Sensibilidad)/Especificidad]= [(1-0,8181) / 0,7272] = 0,249
(0,099-0,62)

Nota: () = 95% del intervalo de confianza (calculado con el test de expansion
binomial)
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La Figura 26 proporciona un ejemplo representativo de los resultados obtenidos
con el array diseflado con la firma oncoprotedmica de 21 proteinas del
microambiente tumoral del CG. Pueden observarse ejemplos de verdaderos
positivos (en rojo) y verdadero negativos (en azul), asi como también de falsos

positivos y falsos negativos (en negro)

Trae| T NT28
]
' 'S L
R Jed d
TT42 | .50 NT58
' -
True _ . True
s = ?
TT49 |- :°:° NT59
" 8 %
-""I';E : “
TT52 : ety NTGO0
8
False | 1725 & - ". NT24 | False
Negative 2 ' 3 Positive

Figura 26. Resultados representativos de los arrays personalizados con la
firma de 21 proteinas del microambiente tumoral del CG. En rojo, los
verdaderos positivos, en azul los verdaderos negativos y en negro, los falsos

positivos y negativos.
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6. DISCUSION
Inflamacion y CG

La relacion causal entre la inflamacién y el cancer ha sido sugerida durante
muchos afios. En la actualidad, la conexion entre los procesos inflamatorios y el
cancer esta respaldad por diversos estudios epidemiolégicos, celulares y
moleculares. En realidad, la inflamacion se incluye ya en la lista de “hallmarks” del
cancer y su inhibicion se considera ya una estrategia valida para prevenir y/o tratar
el cancer (55,69,71). Es cierto que una inflamacion a corto plazo puede tener efectos
anti-infecciosos y anti-tumorales, pero cuando aquella se transforma en croénica,
puede promover la aparicién de cancer. Es sabido que muchos tumores malignos
tienen su origen en zonas donde preexiste una infeccion, una inflamacién o una
inflamacion/irritacion crénica; un buen ejemplo que relaciona de forma directa la
inflamacion cronica con la formacion de tumores puede observarse en el colon,
donde los procesos carcinogénicos se dan en individuos que sufren inflamaciones
cronicas como son el caso de la Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa. Ya en
el siglo XIX, Virchow fue pionero al proponer la inflamacibn como origen del
cancer, basadndose en la hipétesis de que algunas sustancias irritantes y la
consecuente inflamacion del tejido, facilitaria la proliferacion celular aberrante
propia de los carcinomas. Aunque esta claro que la sola proliferacion celular no es
causa de céancer, en un determinado microambiente enriquecido con células
inflamatorias, factores de crecimiento, etc., potenciaria y promoveria el riesgo

neoplasico de manera sinérgica (72)

En diferentes estudios, ha podido confirmarse que las células inflamatorias juegan
un importante papel en la linfangiogénesis patoldgica (73,74). Las células
neoplasicas producen citoquinas (moléculas sefalizadoras importantes en
procesos inflamatorios) y quimioquinas (tipos de citoquinas encargadas de llevar a
cabo la quimiotaxis), mediadores citotoxicos que incluyen ROS (reactive oxigen
especies), MMPs, moléculas perforadoras de la membrana celular, TNFalfa,

interleuquinas e interferones (75), las cuales tienen una funcién mitogénica y de
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atraccion de granulocitos, monocitos/macrofagos, fibroblastos y células
endoteliales hacia el microambiente tumoral, provocando su infiltracion.
Concomitantemente, los fibroblastos (76) activados y las células inflamatorias
infiltradas producen y secretan enzimas proteoliticos (metaloproteasas), citoquinas
y quimioquinas (77), las cuales tiene efectos mitogénicos sobre las células
neoplasicas y las células endoteliales relacionadas con los procesos de
angiogénesis y linfangiogénesis. En este microambiente inflamatorio, se generan
desequilibrios entre muchas de las moléculas que intervienen en los procesos
como el crecimiento celular aberrante, y alteraciones en la respuesta inflamatoria,
gue promueven o potencian aquel, dando lugar a una evolucién acelerada del

proceso de malignizacion (7s).

Mature Reviews | Cancer

Nature Reviews | Cancer

Figura 27. La produccién de citoquinas y quimioquinas por parte de las células tumorales
provocan una infiltracién de las células inflamatorias hacia el microambiente tumoral. Balkwill,
F, Coussens LM. Cancer: an inflammatory link. Nature. 2004 Sep 23; 431 (2007):405-6.
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Es decir, una vez originado el microambiente inflamatorio alrededor del estroma
tumoral, las citoquinas de dicho ambiente activan de nuevo los mismos factores de
transcripcion responsables de estimular la presencia de los mediadores pro-
inflamatorios, provocando de nuevo un aumento de su produccién, generandose
una retroalimentacion positiva del microambiente inflamatorio relacionado con el
estroma tumoral y favorecido por la activacion de la inflamacion de las células

peritumorales (79).

El papel de la inflamacion en la angiogénesis tumoral es evidente, de manera que
el numero de macréfagos en los tejidos tumorales es significativamente superior
gue en tejidos normales. En algunos tipos de tumor como el cancer de mama, el
cancer de ovario o el cancer de préstata se ha observado que la densidad de
TAMs (Tumor Associated Macrophages) tiene valor prondstico. La TAMs
promueven la neovascularizacion mediante la secrecion de potentes citoquinas
pro-angiogénicas y factores de crecimiento, como el VEGF, el TNFalfa (tumor
necrosis factor alfa), interleucina 8 y bFGF (basic fibroblastic growth factor) y gran
variedad de metaloproteasas (MMP2, MMP7, MMP9 y MMP12) que, asimismo,
participan en el proceso de la angiogénesis a través de la degradacion y

remodelacién activa de la matriz celular (80,81).

Estudios mas recientes han puesto de manifiesto que la estimulacion de la
angiogénesis y linfangiogénesis, las citoquinas inflamatorias o sus reguladores,
promueven la amplificacion de la poblacién minoritaria de cancer stem cells (CSC)
o células iniciadoras de tumores (tumor initiating cells, TICs), que son las Unicas
capaces de auto-renovarse dentro de la poblacion celular tumoral y, por tanto, las
verdaderas responsables del crecimiento, resistencia a las terapias y recaidas de

los carcinomas humanos (82,83,84,85,86).
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Metaloproteasas y CG

Tanto el crecimiento local con afectacion de 6rganos vecinos como la formacion
de metéstasis a distancia en localizaciones distales, son caracteristicas de los
tumores malignos incluyendo el CG. Para que estos procesos tengan lugar, los
enzimas proteoliticos juegan un papel fundamental para permitir el acceso de las
células malignas a los vasos sanguineos vy linfaticos. El sistema proteolitico tisular
es extremadamente complejo y, dentro de este, el papel de las MMPs tienen una
importancia especial por su actuacion en la degradacion de la matriz extracelular
y membranas basales que, por otra parte, posibilitan a las células tumorales

penetrar e infiltrar la matriz estromal (87,88,66).

En los dltimos afios, el estudio de estos enzimas y la implicacion de los mismos en
fase tempranas de la evolucién tumoral, ha permitido conocer otras actividades
también fundamentales en la citada evolucion tumoral, como la estimulacion de la
proliferacion celular y la modulacion de la angiogénesis. Asi, el papel de las
MMPs, inicialmente limitado a la degradacion de la matriz extracelular creando
vias de acceso para las células cancerigenas a vasos linfaticos y vasculares, ha
sido ampliado por su implicacion directa en la angiogénesis y crecimiento tumoral

durante la progresion metastatica de la enfermedad tumorales (89,90).

Dentro de las funciones fisioldgicas de las MMPs, por su actividad degradadora de
los componentes de la ECM y la membrana basal, figura el crecimiento
embrionario y la morfogénesis tisular, la adipogénesis y la participacion en los
procesos de cicatrizacion, entre otros. También, la participacion de las MMPs en la
angiogénesis es complejo y extenso. Varias MMPs producidas por las células
endoteliales han sido descritas como factores importantes en la neo-formacion
vascular tanto en procesos fisioldgicos como patoldgicos, describiéndose multiples
MMPs que actian tanto movilizando o activando factores pro-angiogénicos como

estimulando la liberacién de sustancias inhibidoras de la angiogénesis.
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La identificacion de nuevas funciones biolégicas por parte de las MMPs (la
activacion de factores de crecimiento, la supresion de la apoptosis en las células
tumorales, la destruccion de los gradientes de chemokines desarrollado por la
respuesta inmune de acogida, o la liberaciéon de factores angiogénicos)©1) ha
propiciado la reevaluacion del papel de estas en el cancer mas alla de su papel
como regulador de la matriz extracelular en estadios avanzados de la enfermedad.
Por ejemplo, los procesos proteoliticos de moléculas bioactivas por parte de las
MMPs favoreciendo la liberacién de factores de proliferacion celular que estan
vinculados a determinadas proteinas de union (por ejemplo, IGF-BP) contribuyen a
la transformacion de un microambiente complejo que promueve la malignizacion
en las primeras etapas de formacion de los carcinomas humanos incluyendo el
CG. De una manera similar las MMPs también puede orientar y activar los factores
de crecimiento cuyos precursores estan anclados en la superficie celular o

secuestrados en la matriz extracelular peritumoral. No es de extrafiar que estas y
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otras actividades no-clasica de las MMPs (p. ej. remodelacion de sustratos
implicados en la muerte celular programada —apoptosis-) sean capaces de dirigir

de manera directa el crecimiento de las células tumorales.

Las MMPs pueden asimismo modular las reacciones inmunes antitumorales a
través de su capacidad de adherirse de manera eficiente a varias quimioquinas,
regulando directamente su movilizacion 92). En este mismo sentido, las MMPs
también pueden ser beneficiosas para el huésped mediante la estimulacion de
respuestas inmunes de proteccion y de adaptacion. En un estudio llevado a cabo
por Balbin y cols. (2003), el déficit de MMPs se asocié con un incremento
significativo de la susceptibilidad tumoral. La falta de esta MMP puede obstaculizar
las primeras etapas de la inflamacion, pero una vez establecida, es anormalmente
sostenida conducente a un ambiente mas favorable para el desarrollo de tumores
93). La acumulacion prolongada de las células inflamatorias y el establecimiento
de una inflamacion crénica, facilitarian finalmente la inestabilidad gendmica y la

promocion del crecimiento del tumor.
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No es de extrafiar que, en nuestro estudio, hayamos observado una
sobreexpresion de las MMPs-8 y -9 en un 70% de las muestras tumorales
analizadas. Diferentes publicaciones habian observado la sobreexpresion de la
MMPs-2 y -9 en CG, correlacionando la misma con la presencia de metastasis
ganglionares o recurrencia del tumor (94,9596). Sin embargo, si frente a la
expresion de la primera y la correlacion citada no hay consenso en la actualidad,
no es asi en el caso de la MMP-9, la cual cuyo efecto pro-metastasico ha sido
confirmado en varios estudios (97.98). Otros estudios han observado Ia
sobreexpresion de otras MMPs, como las MMP-7 y MMP-14 en el CG, un
escenario que no ha podido ser replicado en nuestra aproximacion experimental

(99,100,101).

La determinacion de la expresion de determinadas proteinas que participan en la
sefializacion celular y que se han convertido en objetivos diana (102,103,104) para el
tratamiento de algunos tipos de tumores y que, ademas, contribuyen a diferenciar
subtipos de tumores molecularmente diferentes, conlleva modificaciones en los
planteamientos terapéuticos; la identificacion del “protease degradomics” (105)
permitiria actuaciones concretas sobre algunas proteasas y contribuiria a
establecer criterios prondsticos diferentes a los criterios clinicos mas generales

empleados en la actualidad.
Factores angiogénicos y CG

Tanto la angiogénesis como la linfangiogénesis son procesos que participan
activamente en el crecimiento de los tumores y en la formacién de metéastasis de
los mismos. Los tumores malignos estimulan tanto el crecimiento de los vasos
sanguineos como de los linfaticos mediante la produccién de factores angiogénico
y linfangiogénicos. La capacidad de las células tumorales para promover los
procesos de angiogénesis y linfangiogénesis determina por tanto la probabilidad
de las metastasis por via hematdogena y linfatica, respectivamente

(106,107,108,109,110,111).
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Dentro de los mecanismos bioldgicos implicados en el proceso angiogénico, la
familia VEGF (vascular endothelial growth factor) y los factores de crecimiento
endotelial han sido identificados como los actores moleculares mas influyentes en
la angiogénesis tumoral. Junto a estos inductores clasicos de la angiogénesis,
debemos considerar también el factor de crecimiento fibroblastico, las
angiopoyetinas 1y 2 , el TNFalfa, asi como las moléculas inhibidoras del proceso
como la angiostatina, vasostatina, e interferon alfa. En realidad, es el equilibrio
entre ambos grupos de mediadores lo que determina finalmente la evolucion en el

proceso angiogénico.

La familia de los VEGF esté integrada por diferentes tipos del mismo (A,B,C,D,E,F
y PIGF -placental growth factor-) (112,113). Cada uno de ellos presenta diferentes
subtipos de moléculas. En el caso del VEGF-A se pueden reconocer hasta 9
subtipos por la escision repetida de un simple gen
(VEGF121,145,148,162,165,165b,183,189 y 206.) Sin embargo, cuatro son las
isoformas principales (121,165, 189 y 206), siendo la 165-aminoacid la forma

predominante de VEGF. Las varias isoformas del VEGF-A juegan distintos
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papeles en la formacién vascular y desarrollo arterial, aunque el VEGF-165

isoforma juega un papel central en el desarrollo vascular.

El VEGF-A también referido como VPF (vascular permeability factor) es un
importante regulador de la fisiologia de las células endoteliales que fue
identificado en 1989; se trata de una glicoproteina esencial en multiples procesos
angiogénicos, tanto en situaciones normales como patologicas, a través de sus
dos receptores: el VEGFR-1, también conocido como Flt-1 (Fms-like tyrosine
kinase) y VEGFR-2, también conocido como Flk-1 (fetal liver kinase). EIl VEGF-A
presenta dos actividades bioldgicas preferentes, como son la capacidad de
estimular la proliferaciéon del endotelio vascular y promover la supervivencia y
migracion de las células endoteliales. La expresion del VEGF-A esta regulada por
una variedad de estimulos como la hipoxia, los factores de crecimiento PDGF (114),
FGF, EGF -epidermal growth factor-TNF, TGFbeta -transforming growth factor-
beta y interleucina-1 -IL-1-), mutaciones en p53, estrégenos, TSH, y otras
proteinas. Aunque todos los estimulos citados son importantes, es la hipoxia la
gue tiene un interés especial por el tipo de respuesta, un proceso de induccion que

se sabe esta mediado por el factor de transcripcion HIF-1a (112).

Las isoformas largas VEGF-165, VEGF-189 y VEGF- 206 se encuentran en la
superficie celular y matrices extracelulares. Corresponden a las formas heparino-
proteoglicanas de VEGF y pueden ser liberadas de la superficie celular y las
matrices extracelulares mediante la accion de heparinasas, plasmina y MMPs. El
VEGF por si mismo activa las principales cascadas proteoliticas con vistas a la
generacion de plasmina y MMPs, creando una retroalimentacion positiva en la
actividad del VEGF.

Aunque tradicionalmente se ha enfatizado mas la importancia de la angiogénesis
sobre la linfangiogénesis, esto ha sido debido en gran parte a la ausencia de
identificacion de factores para esta ultima, asi como de marcadores que pudieran
utilizarse para diferenciar el endotelio linfatico del vascular (115,116). La evidencia
reciente de la importancia de los factores de crecimiento linfangiogénicos en el

desarrollo de los vasos linfaticos tumorales, y en la diseminacion tumoral y

81



formacion de metéstasis (117), hace suponer que los factores que influyen sobre
los vasos linfaticos y su crecimiento y desarrollo también deben ser considerados
como objetivos para la terapia antitumoral (118,85,119). En la actualidad parece claro
gue los mecanismos bésicos aplicables a la angiogénesis pueden también
aplicarse a la linfangiogénesis, con la intervencion de los VEGF-C y su homologo
D. Tanto el uno como el otro ejercen sus efectos mediante la interaccion con los
receptores VEGFR- 2 y VEGFR-3, también denominado este altimo Flt4.
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Figura 29. Los VEGFs y sus receptores.Al-Rawi,MAA, Mansell RE, Jiang WG . Molecular
and cellular mechanisms of lymphangiogenesis. EJSO (2005) 31,177-121.

El VEGF-C, el primer factor linfangiogénico descrito induce la proliferacion de las
células endoteliales linfaticas y vasos linfaticos a través de la activacion del
VEGFR-3 (Flt4) o VEGFR-2(KDR) presentes en la membrana de las células
endoteliales, asi como promoviendo la migracion de dichas células y la
permeabilidad vascular. La caracterizacion de VEGF-C y D como potentes
factores que estimulan la linfangiogénesis a través de su receptor VEGFR-3, han
permitido profundizar en el conocimiento de la misma. Asi, algunos trabajos han
demostrado que la sobreexpresion de VEGF-C o VEGF-D induce la

linfangiogénesis y promueve la aparicion de metastasis linfaticas (120) en modelos
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experimentales. En estudios clinicos, el incremento de la expresion de VEGF-C en
tumores primarios se ha correlacionado con un aumento en la diseminacion de
células tumorales en mudltiples tumores (121,122,123,124,125). Algunos autores han
concluido que la expresiéon de VEGF-C en el CG puede considerarse un marcador
predictivo en la evolucién del mismo (126,5,127,128,129,130). Varios estudios han
confirmado que la expresion de VEGF-C es un indicador pronostico independiente

en la supervivencia global por CG (131,132).

Se ha reportado también una relacion significativa entre la expresion elevada de
VEGF-D y un mal prondstico en cancer colorrectal, carcinoma de mama y CG. En
un estudio en el que se analizé la expresion de VEGF-D (133,134,135) y su relacion
con el estadio clinico-patolégico y su significado pronostico en el CG (136), se
demostré que la recurrencia en los ganglios linfaticos era mas elevada en los
pacientes con expresion VEGF-D positiva que en los casos en que era
negativa@s7) Una correlacion similar fue observada entre los niveles elevados de

VEGF-D en CG y la recurrencia peritoneal.

Tanto VEGF-C como el VEGF-D tienen una gran afinidad por el VEGFR-3,
mientras que para el VEGFR-2 se obtiene una respuesta progresiva bajo el efecto
de algunas proteasas tisulares. No queda claro todavia que forma molecular de
VEGF-C y VEGF-D estan presente mayoritariamente en el tejido tumoral y la
influencia de cada una de las isoformas en el prondstico y desarrollo de la
enfermedad. La caracterizacion de las isoformas del VEGF-C y D y las proteasas
gue influyan en las mismas, podria ser una aproximacion atil en el diagnéstico y

pronostico del CG (138,139,140).

Estudios de laboratorio han demostrado que los niveles de FGF-2 (fibroblastic
growth factor-2) modulan la capacidad de los cultivos celulares para desarrollar
linfangiogénesis versus angiogénesis en funcion de la presencia en mayor o
menor medida de VEGF-C o VEGF-A. Asi, dentro de los factores necesarios para
la regulacion molecular de la formacion y diferenciacion de los vasos linfaticos,
incluiriamos varios factores, entre los que cabe citar VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3,

VEGFR-2, NRP2 (non-kinase neuropilin-2, expresado en células endoteliales
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linfaticas), Ang2 (también expresado en células endoteliales linfaticas), Prox-1
(necesario para el desarrollo de los vasos linfaticos a partir de las células
endoteliales), y la adaptor protein SLP76, necesaria para la separacion anatomica

entre vasos linfaticos y sanguineos.

Una nueva firma oncoproteémica del microambiente tumoral del CG:

Importancia tecnoldgica, molecular y relevancia clinica.

Nuestro estudio ha demostrado la utilidad de la tecnologia de los arrays de
proteinas basados en anticuerpos es Uutil para el estudio del proteoma del
microambiente tumoral (141, 142, 143, 144,145) en el CG y permite sugerir las posibles
interacciones moleculares en el mismo. Asi, la generacibn de esta
“firma”(146,147,148) ha confirmado que las moléculas relacionadas con la inflamacion
y la quimiotaxis, como por ejemplo las metaloproteasas (MMPs) y las citoquinas
pro-inflamatorias (IL-8, GRO), se encuentran sobre-expresadas en la mayoria de
los tejidos tumorales analizados y que es ldgico sugerir la existencia una
interaccion entre ellas y entre las células que las producen, como por ejemplo, las
células tumorales y las células del estroma. Estos resultados reafirman que el
microambiente tumoral es un sistema dinamico formado por varios tipos celulares
que segregan moléculas que interaccionan entre ellas, y que son indispensables
para el proceso de la carcinogénesis, en este caso en la mucosa gastrica

(149,150,151).

Como hemos visto en el apartado de Resultados, nuestro proyecto de
investigacion ha desarrollado un dispositivo proteémico de bajo coste capaz de
diagnosticar de forma sensible (82%) y especifica (73%) el CG en muestras de
mucosa gastrica. Se trata por tanto de una dispositivo que podria aplicarse en la
rutina hospitalaria para llevar a cabo programas de screening y diagnostico precoz
de posibles pacientes con CG en una poblacion asintomatica. Estudios futuros
deberan validar los resultados obtenidos en tejido con los obtenidos en suero; es
decir, dada la naturaliza secretomica de la mayoria de proteinas incluidas en las
21 de la firma final, se hace necesario la puesta en marcha de un nuevo estudio

secretomico de las mismas moléculas que hemos analizado en este estudio en el
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suero de los mismos pacientes, con la intencién de establecer relaciones causales
entre la presencia de una proteina predictora en el tejido tumoral y su

presencia/ausencia en el torrente circulatorio del mismo paciente.

Si consideramos el CG desde un punto de vista funcional podemos decir que de
todas las 21 moléculas presentes en el microambiente tumoral del CG definidas
en nuestro proyecto de investigacion, un 70% de las mismas participan en
procesos inflamatorios y angiogénicos. El resto representan moléculas que
participan en procesos de crecimiento celular, remodelacién de la matriz
extracelular e invasion. Por tanto, podriamos concluir que tanto los procesos
inflamatorios como los angiogénicos son muy importantes en el proceso de

malignizacion de la mucosa gastrica.

Cell growth Angiogenesis

ECM remodeling Inflammation

Figura 30. Visién funcional del CG segun la firma oncoproteémica de
21 proteinas obtenida en nuestro proyecto de investigacion

Si atendemos a los datos clinico-patologicos que durante muchos afios han
sugerido el papel clave que para la diseminacion tumoral podrian jugar los vasos
linfaticos, y la afectacion ganglionar regional como primer paso en la evolucion de
la diseminacion metastasica, podremos entender por qué se ha modificado la
extension inicial de las linfadenectomias hasta protocolizar las mismas dentro del

tratamiento del CG en la actualidad. Nuestros resultados sugieren que la
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valoracion a priori de ciertos factores moleculares implicados en el desarrollo del
proceso de malignizacion podria impactar significativamente la implementacion de
estrategias quirargicas tempranas, tales como resecciones endoscopicas locales
(EMR), en individuos con un riesgo elevado de CG. En los tumores submucosos
gastricos invasivos con minimo riesgo de afectacion linfatica y por ello, tributarios
de EMR, seleccionados combinando el tamafio del tumor, el tipo histoldgico, la
afectacion vascular-linfatica y la profundidad de la afectacion submucosa, la
implementacion de nuestra firma oncoproteémica de 21 proteinas podria orientar
la indicacién o no de EMR e incluso ampliar las opciones de dicha técnica, si la

firma tuviera valor predictivo para las metastasis ganglionares.

Inicidbamos nuestra introduccion indicando que el CG es una de las principales
causas de muerte por cancer a nivel mundial. También en la misma linea, la
aparicién de metastasis tumorales es la responsable de la mayoria de muertes por
cancer, y también lo es en el caso de CG. En Occidente los pacientes con CG son
diagnosticados en estadios mas avanzados en comparacion a los diagnosticados
en Japdén, mostrando en la mayoria de los casos invasion linfatica y un mal
prondstico con supervivencias a 5 afios inferiores a un 30%. Los estudios clinicos
demuestran que la extension de la diseminacion tumoral determinan el futuro de
estos pacientes. Es por ello que se hace indispensable conocer con la maxima
precision el grado de afectacion ganglionar metastasica con vistas a optimizar las
estrategias terapéuticas y establecer un prondéstico correcto de manera muy
temprana. Los procedimientos habituales para valorar la extensién ganglionar en
el CG incluyen TAC, ultrasonidos endoluminales y laparoscopia. Aun cuando todos
ellos estan bien establecidos desde el punto de vista clinico, todos ellos tienen una
utilidad limitada que podria mejorarse significativamente mediante la
implementacion simultanea de tests predictivos como el desarrollado en nuestro

estudio.

La aplicacion clinica de la firma oncoprotedmica de 21 proteinas podria permitir el
establecimiento de un mejor estadiaje del CG vy, por tanto, la implementacién de

factores prondstico capaces de identificar grupos determinados de pacientes que
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podrian beneficiarse de tratamientos diferentes desde etapas mas tempranas (152).
Por ejemplo, el empleo de farmacos anti-angiogénicos y/o anti-linfangiogénicos
(bevacizumab, valatanib, ZD6475 —vandetanib-, SU6668) (153,85,154) podria evitar
la diseminacién temprana de células tumorales en subgrupos de pacientes con un
alto riesgo de diseminacién, permitiendo de esta manera el disefio personalizado
de tratamientos adyuvantes con el doble objetivo de evitar no solo la proliferacion

tumoral sino también su recurrencia y sus metastatizacion loco-regional y distal.
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7. CONCLUSIONES

1. La utilizacion de micromatrices de proteinas basadas en anticuerpos, una nueva
técnica oncoprotedmica, es capaz de caracterizar adecuadamente los perfiles
protedmicos especificamente asociados con la presencia de tejido tumoral en la

mucosa gastrica.

2. La generacion prospectiva de una firma oncoproteémica compuesta por 21
biomarcadores permite predecir de manera especifica (73%) y sensible (82%), la
presencia de enfermedad neoplasica en muestras procedentes de la mucosa

gastrica.
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