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Siempre ten presente que la piel se arruga, el pelo se vuelve blanco,
los dias se convierten en afos...

pero lo importante no cambia; tu fuerza y tu conviccion no tienen edad.
Tu espiritu es el plumero de cualquier tela de arana.

Detras de cada linea de llegada, hay una de partida.

Detras de cada logro, hay otro desafio.

Mientras estés viva, siéntete viva.

Si extranas lo que hacias, vuelve a hacerlo.

No vivas de fotos amairillas...

Sigue aunque todos esperen que abandones.

No dejes que se oxide el hierro que hay en ti.

Haz que en vez de lastima, te tengan respeto.

Cuando por los afios no puedas correr, trota.

Cuando no puedas trotar, camina.

Cuando no puedas caminar, usa el bastén.

iii Pero nunca te detengas !!!

Santa Teresa de Calcuta






ABREVIATURAS

AIF Apoptosis-inducing factor.

Akt v-akt murine thymoma viral oncogene.
Apaf-1 Apoptotic Protease Activating Factor-1.
Bad Bcl-2-Antagonist of Cell Death.

Bak Bcl2 Antagonist Killer.

Bax Bcl2 Associated-X Protein.

Bcel-xL Bcl-2 Related Protein Long Isoform.
Bcl-2 B-Cell CLL/Lymphoma-2.

BER Base-excision repair.

Bid BH3 Interacting Domain Death Agonist.
Bim Bcl2-Interacting Protein BIM.

BMSC Bone Marrow stroma cell

BRCA1 Breast Cancer, Early onset 1.
BRCA2 Breast Cancer, Early onset 2.

Caspases Cysteine Aspartate-specific Porteases.

CCN Cyclin / Ciclina.

CDKs Cyclin-Dependent Kinases.

CFU Colony forming unit.

CME Célula mesenquimal estromal.

CMH Célula madre hematopoyeética.

C-myc v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog.
CN Cariotipo Normal.

CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) Ligand 12.
CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) Receptor 4.

DED Death Effector Domain.

DDR DNA Damage Response.

Diablo Direct IAP Binding protein with Low pl.
DISC Death-Inducing Signalling Complex.
DSB Double Strand break.

EndoG Endonuclease G.

Erk 1/2 Extracellular Signal Regulated Kinase-1/2.
FADD Fas Associated Death Domain.



FGFR1 Fibroblast Growth Factor Receptor-1.

FLT-3 fms-like Tyrosine Kinase 3.
GADD45 DNA Damage-Inducible Gene-GADDA45.
HATs Histone Acetyl Transferases.

HDACs Histone Deacetylases.

HR Homologous recombination.

IAPs Inhibitor of Apoptosis Proteins.
IGHV Inmunoglobulin heavy chain variable region
Igs Inmunoglobulinas

IkB Inhibitor of kappaB kinase.

IMIDs Immunomodulatory drugs.

ITD Internal Tamdem Duplication.
JAK Janus Kinase.

KIP Kinase Inhibitor Protein.

LAM Leucemia Aguda Mieloblastica.
LBM Linfocitosis B Monoclonal

LLC Leucemia Linfatica Cronica.
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase.
Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia-1.

Mdm-2 Mouse Double Minute-2.
MMP-9 Matrix Metalloproteinase-9.
MMSET Multiple Myeloma SET domain protein.

MRN Complejo formado por MRE-11, Rad 50 y Nibrin (NSB).
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide.
MUC-1 Mucin-1-Transmembrane.

NER Nucleotide excision repair.

NF-kB Nuclear Factor-Kappa B.

NHEJ Non-Homologous End Joining.

NK Natural Killer.

NPM1 Nucleophosmin.

PARP Poly (ADP-Ribose) Polymerase.

pBMSC Patient bone marrow stroma cells.

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen.

PI3K Phosphatidyl Inositol-3 kinase.



PKC Protein Kinase-C.

Raf v-raf-1 murine leukemia viral oncogene.

Ras Kirsten rat sarcoma viral oncogene.

Rb Retinoblastoma.

RC Remision Completa.

RP Respuesta Parcial.

SDF-1a Stromal Cell Derived Factor-1.

SLP-B Sindromes linfoproliferativos- B

Smac Second Mitochondria-derived Activator of Caspase.
SSB Single strand break.

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription.
TNF Tumor Necrosis Factor.

TNF-R Tumor Necrosis Factor Receptor.

TRADD TNFR-associated death domain protein.

TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand.

TRAIL-R TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor.
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1.

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor.

XIAPs X-linked Inhibitor of Apoptosis Proteins.
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INTRODUCCION







1. HEMATOPOYESIS NORMAL

La médula ésea (MO), y mas concretamente la epifisis de los huesos
largos, junto a los espacios inter trabeculares del esqueleto axial (diploe,
esterndn, veértebras, iliacos) conforman el tejido hematopoyético por
excelencia del adulto, donde coexisten células maduras funcionalmente
comprometidas con sus precursores. El mas inmaduro de estos ultimos seria
la célula madre (o stem cell) hematopoyética (CMH), con capacidad de
proliferacion, diferenciacion y auto-renovacion. En 1976, Till y McCulloch
demostraron la existencia de esta célula al inyectar médula ésea a un raton
previamente irradiado y confirmar que en el bazo se producian nédulos de
células hematopoyéticas de todas las estirpes. Esta CMH posee capacidad
formadora de colonias in vitro (CFU: colony forming unit) dando lugar a una
colonia de células maduras y similares entre si. Estas colonias formadoras se
nombran en funcion de que hayan adquirido o no modificaciones genéticas y
expresion de determinadas moléculas que las obligan a multiplicarse y
producir unos u otros tipos de células sanguineas concretas. Asi por ejemplo,
la célula que es capaz de dar lugar a los granulocitos neutrdfilos y a los
monocitos se llama CFU-GM; la que da origen a los linfocitos By T es la
CFU-L y la que da origen solamente a los linfocitos B es la CFU-B (Figura 1).



Figura 1 Diferenciacion de la célula madre hematopoyética
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En este proceso hacia la diferenciacion celular y compromiso funcional
final, ademas de participar la CMH, juega un papel fundamental el estroma y
el microambiente hematopoyético, formado por fibroblastos, adipocitos,
macrofagos, ceélulas endoteliales y células reticulares adventiciales. En el
caso del miroambiente existe también un progenitor comun, la célula (o stem
cell) mesenquimal de la que proceden la mayor parte de las células del
estroma excepto los macrofagos, que derivan de precursores mieloides
monocitarios. El papel de estas células es imprescindible en la diferenciacion
hematopoyética normal y su papel es doble. Por un lado producen la matriz
extracelular (laminina, fibronectina, colageno, etc.) que sirve de apoyo a las
células hematopoyéticas, y también producen moléculas de adhesion, que
sirven de control a la salida de las células desde la médula 6sea a la sangre
periférica (selectinas, integrinas, etc.). Por otro lado producen citocinas, que
son sustancias biolégicas que influyen de manera autocrina o paracrina sobre

el comportamiento celular, actuando en multiples lugares y no siempre con la



misma funcion. Algunos ejemplos de ciotocinas son los factores de
crecimiento hematopoyético, como el G-CSF (factor estimulador de colonias
granulociticas), EPO (eritropoyetina) o trompoyetina, que favorecen la
diferenciacion y proliferacion de determinados tipos de células sanguineas.
En el camino hacia la diferenciacion hematopoyética normal pueden
producirse alteraciones en el equilibrio del microambiente, asi como
producirse y acumularse diferentes alteraciones genéticas y moleculares en
la célula hematopoyética, diferenciada o no, que daran origen o
predisposicidn al desarrollo de distintas neoplasias hematoldgicas.

2. NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

El término neoplasia hematolégica engloba los diversos tipos de
proliferaciones tumorales de las células sanguineas o de sus precursores
localizados en la médula 6sea y en los 6rganos linfoides. Se han definido dos
grandes categorias de neoplasias hematoldgicas en funcién de la linea
hematopoyética afecta: las neoplasias mieloides’ y las neoplasias linfoides.?

Las neoplasias mieloides afectan primariamente a la médula 6sea y se
extienden a la sangre periférica, mientras que los linfomas se originan en los
diferentes tejidos linfoides (ganglios linfaticos, tejido linfoide asociado a
mucosas o bazo) pudiendo infiltrar la médula posteriormente. En el caso del
mieloma el origen de la célula tumoral contintia siendo objeto de controversia.

A continuacion se describen con mas detalle algunas de las neoplasias
hematoldgicas con un papel preponderante en el presente trabajo de
investigacion: tanto de origen linfoide como el mieloma multiple (MM) vy la
leucemia linfatica cronica (LLC); como de estirpe mieloide como la leucemia

mieloblastica aguda (LMA).

2.1 MIELOMA MULTIPLE (MM)

El MM es una neoplasia linfoide de células plasmaticas, un tipo de



célula B madura encargada de la inmunidad humoral, y especializada en la
produccion y secrecidn de las inmunoglobulinas (Igs) o anticuerpos. EI MM se
caracteriza por una acumulacion incontrolada de células plasmaticas (CP)
clonales en la médula ésea (MO), la produccion de una inmunoglobulina
monoclonal detectable en suero y/o orina, y la invasion de la médula 6sea por
células plasmaticas, desplazando la produccién del resto de elementos
formes de la sangre y favoreciendo la aparicion de anemia, leucopenia o
trombopenia; asi como la aparicién de lesiones osteoliticas secundarias a la
alteracion del microambiente medular que induce una actividad osteoclastica
incontrolada.

Respecto a la etiopatogenia de la enfermedad se ha descrito que la
célula plasmatica sufre una serie de eventos oncogénicos: 1° translocaciones
en los genes de las Igs; 2° inestabilidad cariotipica; 3° mutaciones somaticas,
gue conducen finalmente a su transformacién tumoral.

Atendiendo a las alteraciones citogenéticas, la citogenética
convencional suele ser con frecuencia no valorable por la falta de mitosis. El
uso de la FISH evita este inconveniente habiéndose multiplicado el numero
de alteraciones citogenéticas detectadas desde que se usa esta técnica.
Gracias a la FISH se han podido estudiar las translocaciones de la cadena
pesada de las Igs, en la region 14q32. De éstas, dos se relacionan con un
pronostico adverso y son bastante especificas del MM, la t(4;14) y la t
(14;16). La t (4;14) se encuentra en el 15% de los pacientes al diagndstico,
mientras que la t(14;16) solo en el 5%. Otras translocaciones se han
asociado con valor prondstico favorable o neutral dependiendo de los
estudios consultados, es el caso de la t (11;14), idéntica a la del linfoma del
manto y presente en el 20% de los casos, y lat (6;14).% La delecion 17p13 es
la alteracion genética de mayor valor pronodstico y se considera un
acontecimiento genético secundario o adquirido. Esta delecion se asocia con
peor prondstico tanto con tratamiento convencional * como con
autotrasplante,® y se ha asociado a enfermedad extra medular y del sistema
nervioso central.

Ademas, en esta enfermedad es clave la interaccion de la célula
plasmatica y el estroma medular a la que se adhieren. Esta adhesion
favorece la produccion paracrina de citocinas como IL-6, TNF o IGF-1, que



ponen en marcha mecanismos de proliferacion celular (especialmente a
través de IL-6) y anti-apoptosis. Pero a su vez, la interaccion entre célula
plasmatica y estroma favorece la produccién de factores de activacion
osteoclastica que seran responsables de las lesiones O0seas (ostedlisis) que
se producen en estos enfermos.

El MM es la segunda neoplasia hematologica mas frecuente, con
2.000 nuevos casos diagnosticados cada afo en Espafa y 27.000 nuevos
casos registrados en Estados Unidos durante el pasado afio. La edad de
aparicion es alrededor de los 70 afios con ligero predominio en hombres
sobre mujeres (1.4-1). La mediana de supervivencia de estos pacientes ha
pasado de 2 afios hasta superar los 4-6 afios en la Ultima década,’
principalmente debido a las mejoras en el tratamiento de soporte, la
introduccién del trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (auto-
TAPH) y de otros agentes terapéuticos como la talidomida, la lenalidomida y
el bortezomib, que se han convertido en parte de los nuevos estandares de
tratamiento en MM. A pesar de recientes avances en el tratamiento de esta
neoplasia, una vez que los pacientes se vuelven refractarios a los agentes
disponibles su prondstico es malo,” por lo que se precisa continuar la
investigacion de nuevos agentes o combinaciones que en monoterapia o mas
frecuentemente en combinacion sean capaces de vencer las resistencias y
mejorar la eficacia. En este sentido un importante arsenal de nuevos
compuestos con diferentes mecanismos de accion han sido evaluados en
estudios preclinicos y muchos de ellos también en ensayos clinicos durante

los ultimos afios (Tabla 1).2



Tabla 1. Nuevas moléculas ya aprobadas o en estudio en el tratamiento

del mieloma multiple

NUEVAS MOLECULAS

MECANISMO DE ACCION

Carfilzomib, MLN 9708,

marizomib

IMIDs: pomalidomida, lenalidomida,
talidomida

Daratumumab,
Isatuximab,Pembrolizumab,
Elotuzumab, Nivolumab, Siltuximab,
Cetuximab

BT062

Perifosine, GSK 2110183, Afuresertib
Vorinostat, Panobinostat,
Romidepsina, ACY 1215

Arry-520 (Filanesib)

Everolimus, Rad001
Hydroxichloroquine
Selumetinib, Trametinib

Nuevos alquilantes

Inhibidores del proteasoma

Inmunomoduladores

Anticuerpos monoclonales

Inmunotoxina
Inhibidor de Akt

Inhibidor de HDAC

Inhibidor de la proteina KSP
(Kinesin spindle protein)
Inhibidores de mTOR
Aggresoma , autophagia
Inhibidor de Mek 1 /2
Melflufen, TH-302, EDO-S101

2.2LEUCEMIA LINFATICA CRONICA (LLC)

La LLC esta definida por la proliferacion monoclonal de linfocitos B
maduros que habitualmente co-expresan de forma patolégica CD5 y CD23, y
se caracteriza por una progresiva acumulacion de linfocitos neoplasicos de
aspecto maduro en sangre periférica (SP), MO, ganglios linfaticos y bazo,
principalmente. Este acumulo puede producir anemia y trombopenia
secundarios a la invasiéon de la MO o derivadas de fendmenos autoinmunes.
linfocitos monoclonales B no

La aparicion de inmunocompetentes

desencadena una inmunidad, tanto humoral como celular, deficiente que



puede desencadenar infecciones graves, segundas neoplasias o los ya
mencionados fenbmenos autoinmunes.

Alrededor del 50% de los casos tienen mutaciones somaticas de los
genes de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGVH), lo que sugiere
su origen en células que han tenido contacto con antigenos en el centro
germinal del foliculo linfoide y, por lo tanto, tendrian memoria inmunolodgica.
Frente a estos casos (que algunos han denominado LLC tipo Il o post
germinal), estaria otro grupo en los que los genes IGVH no estarian mutados,
y en consecuencia, en estos enfermos la LLC surgiria a partir de células pre
germinales (tipo ), sin memoria inmunolégica. Estas dos variedades de una
misma enfermedad tienen una historia natural diferente, puesto que las
formas mutadas (mas maduras) tienen mucho mejor pronostico que las
formas no mutadas.

Ademas, en el 80% de los pacientes se detectan alteraciones
citogenéticas al diagnostico. Las mas frecuentes son la delecion de 13q (gen
RB) detectada en el 55% de los casos; delecion de 11q (gen ATM) en el 18%
de los casos; la trisomia 12 en el 16% y la delecion de 17p (gen p53)
detectada en el 7% de los casos de nuevo diagnostico y que implica un
pronostico adverso.

La LLC es la leucemia del adulto mas comun en el mundo occidental,
con una incidencia de 2-6 casos por cada 100.000 habitantes y mas de
14.000 nuevos diagndsticos durante el Gltimo afio en EEUU.® En cuanto a las
manifestaciones clinicas, mas del 60% de los casos se diagnostican en fase
asintomatica y habitualmente es un examen rutinario de sangre el que
establece la sospecha diagnostica. En las formas sintomaticas, las
manifestaciones clinicas estan en relacion con la acumulacion de las células
leucémicas en los tejidos y con una inmunodeficiencia asociada, siendo los
sintomas mas frecuentes: debilidad, fatiga, sudores nocturnos, fiebre, pérdida
de peso, infecciones bacterianas y viricas e incluso tendencia al sangrado.
En el examen fisico, el hallazgo mas tipico son las adenopatias, y la
afectacion del bazo y el higado también puede estar presente. A lo largo de la
evolucion de la enfermedad pueden aparecer fendmenos autoinmunes como
anemia hemolitica autoinmune (AHAI), hipo-gammaglobulinemia, segundas
neoplasias, transformaciones histolégicas a linfoma de alto grado (sindrome



de Richter) y transformacion prolinfocitica.® Esta enfermedad puede presentar
un curso clinico extremadamente variable, encontrando desde pacientes que
sobreviven durante afos, sin necesidad de tratamiento y que finalmente
fallecen por otras causas, y pacientes con formas progresivas y rapidamente
fatales, incluso tras la instauracion de terapias agresivas y a pesar de la
aparicion de nuevos tratamientos como los anticuerpos monoclonales, el
idelalisib (inhibidor del phosphatidylinositol 3-kinase), el ibrutinib (inhibidor de
la tirosin quinasas de Bruton)'® y el venetoclax (inhibidor de BCL2).""

2.3LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA (LMA)

Las LAMs son un conjunto heterogéneo de enfermedades clonales
originadas por un dafo genético adquirido en una célula madre
hematopoyética comprometida a estirpe mieloide, la cual pierde los
mecanismos para diferenciarse normalmente y responder a los mecanismos
reguladores de la proliferacion. Esta pérdida provoca una acumulacién de
formas inmaduras (blastos) en la médula ésea, desplazando la hemopoyesis
normal y provocando insuficiencia medular. Los blastos también se pueden
acumular en otros tejidos, provocando manifestaciones extramedulares (por
ejemplo, las leucémides o sarcomas granulociticos).

Atendiendo a las alteraciones citogenéticas de las LMAs, existen
algunas alteraciones recurrentes que se han asociado con buen prondstico y
gue aparecen definidas como entidades en la ultima clasificacion de la OMS:
t (8;21), Inv16, t (15;17), NPM1 mutado, CEBPA mutado bialélico.”? Y otras
alteraciones citogenéticas que se asocian a peor prondstico, como las
monosomias del cromosoma 5 y del 7, deleciones de 5q y 7q, y otras
anomalias en 11923 o 396, o la duplicacién en tdndem de FLT3."

Las LMA son las leucemias agudas mas frecuentes en los adultos, con
una prevalencia de 3,8 casos / 105 habitantes al afio. La incidencia de las
LAM aumenta con la edad, alcanzando los 17-20 casos / 105 habitantes al
afio en pacientes mayores de 65 afios.™ La edad media de presentacion es
de 70 afos, y existe un predominio masculino, con 3 varones afectados por

cada 2 mujeres. El curso clinico de las LAMs suele ser agresivo, con un
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intervalo de escasos dias o semanas entre los primeros sintomas y el
diagnostico. Hasta mediados del siglo XX, las LMA eran consideradas
enfermedades incurables, con resultados desesperanzadores con las
terapias disponibles, con las cuales pocos pacientes alcanzaban remisiones
completas y su supervivencia era muy corta.” En los ultimos 40 afios varios
farmacos han demostrado ser utiles en esta enfermedad y han establecido el
tratamiento estandar de los pacientes afectos de LAM,'® que consiste en una
combinacion de citarabina en infusidbn continua durante 7 dias y una
antraciclina (daunorrubicina o idarrubicina) durante 3 dias (régimen 3+7),"""'®
con el que un 60-80% de los pacientes alcanzan una remision completa, con
una supervivencia a largo plazo en torno al 40%."° Otras alternativas como
dosis altas de antraciclinas o citarabina o adicion de un tercer farmaco
(analogos de purinas o inhibidores de topoisomerasas) no han confirmado
sus tedricas ventajas sobre el tratamiento estandar.’® Ademas del esquema
clasico, estos pacientes necesitan para mantener la respuesta, quimioterapia
de consolidacion, tratamientos de mantenimiento o trasplante de células
madre hemopoyeéticas, tanto autdélogo como alogénico, ya que, sin este
tratamiento intensivo, y a pesar de los progresos en el soporte transfusional y
el tratamiento anti infeccioso, la mitad de los pacientes fallecen antes de 2
meses tras el diagnéstico y practicamente ninguno alcanza el afo de
supervivencia. Aunque la investigacion de nuevas moléculas no ha cesado,
han sido pocos los beneficios en términos de supervivencia que estos nuevos
farmacos han aportado. Algunas de las moléculas en estudio se enumeran en
la (Tabla 2). Farmacos como la guadecitabine estdan aun en estudio en
comparacion con otros agentes hipometilantes en pacientes no candidatos a
QT intensiva (NCT02348489). Entre los anticuerpos monoclonales
conjugados con drogas anti leucemia destaca el Gemtuzumab
ozagomicin, existiendo algunas publicaciones que le otorgan beneficio en la
supervivencia en subgrupos especificos de pacientes.’® Midostaurin, un
inbidor de FLT3 ha demostrado efecto anti leucemia en monoterapia tanto en
pacientes con FLT3 mutado como no mutado?', por lo que actualmente se

esta estudiando en combinacion con daunorrubicina y citarabina.
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Tabla 2. Nuevas moléculas en estudio en el tratamiento de las LMAs

NUEVAS MOLECULAS

MECANISMO DE ACCION

CPX-351

Vosaroxin

Guadecitabine (SGI-110)

Gemtuzumab ozagomicin

Volasertib

Midostaurin, Quizatinib,
Crenolanib, Gilteritinib,

Pracinostat

Formulacién liposomal de citarabina
mas daunorrubicina (beneficio no
estadisticamente sifgnificativo)
Molécula derivada de las quinolonas
que inhibe la topoisomerasa Il y no
produce toxicidad cardiaca.
Dinucleotido de decitabina y
deoxiguanosina que incrementa la
exposicion in vivo a la decitabina
protegiéndola de la degradacién. En
estudio.

Anticuerpo monoclonal anti CD33

conjugado.

Inhibe la polo-like kinase 1 (PLK10),
PLK2 y PLK3. PLKs son una familia de
5 serine/threonine kinases que son
importantes para la regulacion de los
checkpoints y del ciclo celular.
Inhibidores de FLT3

Inhibidor de histona deacetilasa

3. MECANISMOS ONCOGENICOS RELEVANTES EN

TRATAMIENTO DE LAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

EL

La investigacion terapéutica en oncologia ha experimentado un gran

desarrollo en los ultimos anos, pasando de tratamientos basados en la

quimioterapia convencional a la utilizaciéon de farmacos dirigidos frente a

dianas especificas de la célula tumoral. En hematologia, farmacos como el

anticuerpo monoclonal anti-CD20 en los sindromes linfoproliferativos B, y el

imatinib en la leucemia mieloide crénica (LMC), representan un paradigma de

12



este cambio. Sin embargo, a pesar de estos avances, muchos pacientes no
responden a los tratamientos pautados o recaen tras un periodo de
respuesta, debido a la presencia o desarrollo de resistencias. Por este
motivo, es especialmente importante seguir buscando nuevas dianas
terapéuticas y nuevos farmacos para estos pacientes refractarios.

Aunque la patogenia de las distintas neoplasias hematologicas es
diferente y los mecanismos de resistencia también pueden serlo, existen
caracteristicas biolégicas y vias oncogénicas comunes a estas enfermedades
lo que nos permite estudiarlas de forma conjunta y comparativa a la hora de
buscar moléculas eficaces en su tratamiento.

Existen diferentes mecanismos mediante los que una molécula puede
inducir la muerte de una célula tumoral, y en base a esto distintas formas de
muerte serian posibles. Algunos de estos mecanismos pueden ser la
alteracion del ciclo celular, la induccion de proteinas de muerte como las
caspasas, el desequilibrio en el potencial de membrana mitocondrial o la
induccién de dafo sobre el ADN. Otros procesos serian mas especificos
como la inhibicidn de proteinas vitales de la célula tumoral o la inhibicion de
la reparacién del dafo celular. Otros, mas concretos, serian los dirigidos
contra una diana terapéutica especifica de una neoplasia como el imatinib en
la LMC. En suma son multiples los mecanismos por los que se puede inducir
la muerte celular, muchos de ellos aun desconocidos, y también son multiples
las vias de resistencia que presentan las célula tumorales. Algunos de los
aspectos que se estudian durante el desarrollo preclinico de nuevos agentes
terapéuticos se centran en los mecanismos mencionados y se describen a
continuacion. Estos estudios nos ayudan a entender mejor el funcionamiento
in vivo de los farmacos y a disefiar ensayos clinicos que combinen la nueva
molécula con agentes ya en uso en base a su mecanismo de accion.

A continuacion, se exponen algunos de los principales mecanismos
frente a los que se han disefiado nuevos farmacos para el tratamiento de

enfermedades oncoldgicas.

* Mecanismos de muerte celular: apoptosis, necrosis y autofagia
* Ciclo celular

* Dainio en el ADN y respuesta a dafo
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» Epigenética

* Vias de supervivencia:
o Via ubiquitina-proteasoma
o Via NF-kB
o Receptores tirosina quinasa
o Via RAS/RAF/MEK/ERK
o ViaPI3K/AKT/mTOR
o Via JAK/STAT

o Viade las PIM quinasas

3.1 MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

3.1.1 MUERTE CELULAR PROGRAMADA O APOPTOSIS

La apoptosis, descrita por primera vez por Kerr en 1972,% es una
forma de muerte celular programada como consecuencia del envejecimiento
tisular y celular, o en respuesta a diferentes agentes externos como las

22,23,24 Puede

radiaciones ionizantes y los agentes quimioterapicos.
considerarse como un proceso que facilita la eliminacion de células
defectuosas. Por tanto, la alteracion en la regulacion de los genes implicados
en la muerte celular puede ser causa y estar asociada al desarrollo de
diferentes neoplasias, enfermedades autoinmunes, infecciones virales vy
enfermedades neurodegenerativas, y también estar implicada en la respuesta
a tratamiento de distintas enfermedades neoplasicas.?*?° La apoptosis es un
proceso activo en el que inicialmente las células reaccionan ante un estimulo
ejecutando ellas mismas el proceso de muerte programada.%'27 Durante la
apoptosis la célula sufre cambios morfologicos asociados a una disminucion
de la adhesion y los contactos intercelulares, alteraciones del citoesqueleto,
condensacion de la cromatina nuclear, desintegracion de los nucléolos,
disminucién del tamafo nuclear y condensaciéon del citoplasma y organulos.
Paralelamente se producen una serie de procesos bioquimicos en la célula
que incluyen una disminucion del potencial de membrana mitocondrial,
pérdida de la asimetria en la composicién de los fosfolipidos de la membrana

plasmatica, con la exposicion al exterior de residuos de fosfatidilserina y
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fragmentacion del ADN, debido a la activacion de endonucleasas
dependientes de Ca** y Mg2+ que cortan el ADN gendmico por los espacios

internucleosomales.?%2°

Finalmente, se forman fragmentos nucleares
recubiertos de membrana (cuerpos apoptéticos) que son fagocitados sin
evidencia de reaccién inflamatoria.*

A nivel molecular, la apoptosis constituye una serie compleja de
eventos con multiples reguladores, tanto positivos como negativos, e
integrada en otras vias intracelulares tan importantes como la progresion en
el ciclo celular, las sefiales mediadas por fosforilacion y la reparacién de dafio
al ADN.*""* Se ha descrito que la apoptosis se lleva a cabo principalmente
por dos vias distintas:?® 1) la apoptosis mediada por receptores de muerte
expresados en la superficie celular o via extrinseca y 2) la apoptosis mediada
por la mitocondria, también denominada via intrinseca (Figura 2). La
sefalizacion por ambas vias induce la activacion de miembros de una familia
de proteinas conocidas como caspasas (caspases: Cysteine Aspartate-
specific Proteases), que de forma especifica cortan proteinas en los residuos
de cisteina localizados proximos al acido aspartico. Las caspasas iniciadoras
(caspasas 2, 8, 9 y 10) dan comienzo a una cascada de eventos que
convergen dentro de una via comun de caspasas efectoras (caspasas 3, 6 y
7) que conducen a la ejecucion de la apoptosis, y que se traduce en los
cambios bioquimicos y morfologicos caracteristicos de este fenomeno,
descritos anteriormente. Ademas, la via intrinseca induce también muerte
celular a través de una via independiente de caspasas.?® A continuacién nos

centraremos con mas detalle en los mecanismos de ambas vias apoptoticas.
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Figura 2. Via extrinseca o mediada por receptores de muerte celular
(death receptor pathway) y via intrinseca mitocondrial (mitochondrial

pathway)
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3.1.1.1 Via extrinseca de la apoptosis o mediada por
receptores de muerte celular

La via extrinseca se llama asi por ser activada por ligandos de la
familia del TNF-a que al unirse a sus receptores en la membrana
(extrinsecos) desencadenan la activacion de caspasas y la apoptosis. Los asi
llamados, receptores de muerte celular se caracterizan por tener dominios
extracelulares ricos en cisteina. Todos tienen en comun un dominio DD
(Death Domain) en la region citoplasmatica. De forma general, la union de
ligandos a los receptores de muerte induce su trimerizacion, y el
reclutamiento posterior de moléculas adaptadoras que activaran a la
caspasa-8 y ésta, al ser activada, activara a su vez la caspasa-3. Los
receptores de muerte mejor estudiados son Fas (Apo-1 o CD95), TNF-R
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(Tumor Necrosis Factor Receptor) y TRAIL-R (TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand Receptor).** Como se observa en la Figura 2, FADD puede

activar la procaspasa-8, que a su vez, actua sobre las caspasas efectoras.

Simultaneamente, la caspasa-8 activa puede inducir la activacion de BID,

activando la via mitocondrial.

Fas. Fas/Apo-1/CD95 se expresa de forma ubicua en la superficie de
la célula, es una proteina de membrana de 40 KDa, que esta
altamente expresada en linfocitos T y células NK (Natural Killer)
activadas.®® El sistema Fas/FasL participa en la eliminacion de los
linfocitos T y B de células infectadas por virus y de células
cancerigenas. Esta via se inicia por la formacion del complejo DISC
(Death-Inducing Signalling Complex), en el cual intervienen una
molécula adaptadora llamada FADD 46 (Fas Associated Death
Domain) y la procaspasa-8. La oligomerizacidon de la pro caspasa-8 en
el complejo DISC da lugar a la activacion de la caspasa-8 y la posterior
activacion de otras caspasas. Dependiendo del tipo celular, la
caspasa-8 puede directamente activar a la caspasa-3 o proteolizar el
extremo carboxi-terminal de BID (BH 3 Interacting Domain Death
Agonist), una proteina pro apoptotica de la familia de Bcl-2. La
translocacion de la forma truncada de BID a la mitocondria activara la
via mitocondrial.*

TNFR. Al igual que Fas, el receptor de tipo 1 para el TNF-a (TNFR1)
se expresa de forma ubicua, en cambio su ligando TNF-a sélo se
expresa en macréfagos activados y en linfocitos en respuesta a
infecciones.®® En la activacion, TNF-a, se une a su receptor mediante
trimerizacion de TNFR1. Posteriormente se une una molécula
adaptadora, TRADD (TNFR-associated death domain protein), que
induce la asociacion con FADD vy la activacion de la caspasa-8.
Ademas de la via apoptotica, TNF-a induce otras vias de transduccion
de senales a partir de TRADD que desencadenan la activacion de NF-
kB y JNK (c-Jun Kinase) / Ap-1.290. La demostracion de que TNF-a
podia eliminar selectivamente las células tumorales respetando las

células sanas rapidamente llevo al optimismo, sin embargo, las

17



potentes capacidades inflamatorias del TNF-a, indujeron problemas de
tolerancia tras su administracion sistémica.

* Receptores TRAIL. Las células normales expresan TRAIL (TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand), pero son resistentes a la muerte
celular inducida por TRAIL. En cambio las células tumorales son
sensibles a esta citocina. Se han descrito cuatro receptores al
respecto, de los cuales dos (TRAIL-R1 o DR4 y TRAIL-R2 o DRY)
inducen apoptosis y serian los que determinarian si una célula sera

resistente o sensible a TRAIL.*®

3.1.1.2 Via intrinseca o mitocondrial: apoptosis
desencadenada por senales internas

La apoptosis inducida por sefales internas, se inicia en la mitocondria
con la salida del citocromo C. Los mecanismos de lesién mitocondrial en
respuesta a diferentes situaciones de estrés es un tema que se encuentra en
debate. Sin embargo, la activacién de Bax, mediada por p53, parece ser la
version mas aceptada para explicar la activacion mitocondrial inducida por
estrés o sefiales internas.’” Se ha demostrado que Bax se asocia con el
complejo de poro mitocondrial de permeabilidad transitoria (MPTPC). El
MPTPC participa en la regulacién del calcio, el pH, el potencial de la
membrana (A¥Wm) y el volumen mitocondrial, funcionando como un canal
anionico. Se ha demostrado que la proteina pro apoptotica Bax puede inducir
la apertura del poro que se localiza en la membrana interna mitocondrial, lo
que conlleva un descenso en el AWm y la salida de factores apoptoticos entre
los que se incluyen: el citocromo C, smac/diablo, el factor inductor de
apoptosis (AlF) y la endonucleasa G (Endo —-G).

Siendo la apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado,
ademas de existir activadores de la via mitocondrial como los vya
mencionados, existen reguladores negativos como las proteina inhibidoras de
apoptosis (IAPs), Bcl-2 y BcIXL. Algunas de las proteinas mas relevantes se

detallan a continuacion.
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Citocromo-C. Es una proteina que participa en la cadena de
transporte de electrones y se encuentra en el espacio intermembranal
de la mitocondria. Cuando es liberada al citosol se une a la proteina
APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) y a la procaspasa-9,
formando un complejo llamado apoptosoma, induciendo la activacion
de la caspasa-9 y la cascada de activacion de caspasas.>®
Familia Bcl-2. La activacion del apoptosoma se encuentra
estrechamente controlada por proteinas de la familia Bcl-2 asociadas a
la mitocondria, algunas de las cuales tienen actividad pro-apoptética y
otras son anti-apoptéticas. Las células estan protegidas frente a los
factores anti-apoptéticos de la familia Bcl-2, los cuales limitan el
reclutamiento de los componentes del apoptosoma. La familia Bcl-2 se
divide en tres grupos segun los dominios BH (Bcl-2 homology) que las
integran®® :
o Proteinas anti-apoptéticas, que contienen los dominios BH1,
BH2, BH3 y BH4. Un ejemplo son Bcl-2 y Bel-XL.
o Proteinas pro-apoptoticas, que contienen los dominios BH1,
BH2 y BH3. Bax y Bak pertenecen a este grupo.
o Proteinas pro-apoptdticas que contienen unicamente el dominio
BH3 (BH3 only). Ejemplos Bid, Bik y Bim.

Smac/Diablo (second mitochondria-derived activator of caspase) se
une por su extremo N-terminal a la mitocondria y en el espacio
intermembranal se proteoliza dejando libre el dominio que le permite
su union con las IAPs y la inhibicion de estas proteinas.*® Debido a la
pérdida del potencial mitocondrial, al mismo tiempo que se produce la
liberacidn de se libera Smac/Diablo que se une a las IAPs (XIAP, c-
IAP1, c-IAP2 y survivina) en el citoplasma y las bloquea, inhibiendo su
funcién y potenciando la activacion de caspasas y la via de apoptosis
mitocondrial.*® La liberacion de Smac/Diablo es inhibida por Bcl-2 y
BeIXL.*!

IAPs (proteinas inhibidoras de apoptosis). Estas proteinas tienen la
capacidad de inhibir la apoptosis mediante la unidn selectiva e
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inhibicion de la actividad de caspasas. Los IAPs bloquean la cascada
de caspasas e inhiben la muerte celular en respuesta a estimulos pro-

apoptdticos. Su accion es bloqueada por smac/diablo.*?

AIF (Apoptosis Inducing Factor). AIF es una proteina altamente
conservada filogenéticamente y esencial para el desarrollo
embrionario. Como Smac, se sintetiza en forma de precursor
inmaduro, se transloca a la mitocondria y en el espacio intermembrana
se proteoliza. En respuesta a sefiales de muerte, AIF sale de la
mitocondria y se traslada a través del citosol hasta el nucleo, donde se
une al ADN provocando condensacion de la cromatina y fragmentacion
del ADN en fragmentos de aproximadamente 50 Kb.*?
Endonucleasa-G (Endo-G) es una proteina esencial para la
replicacion del ADN mitocondrial. Se aisl6 a partir de la fraccion
mitocondrial tratada con la forma activa pro-apoptética de Bid: tBid.
Una vez liberada al citosol se traslada al nucleo donde fragmenta el
ADN, incluso en presencia de inhibidores de caspasas. Endo-G
coopera con la exonucleasa y ADNasa facilitando el procesamiento del
ADN.*

Finalmente, PARP-1, es uno de los numerosos sustratos de las
caspasas Yy que puede ser procesado por todas ellas. La importancia
del procesamiento de PARP-1 por las caspasas hace que sea
considerado un marcador de apoptosis. Bajo condiciones basales la
principal funcién de PARP-1 es detectar dafio en el ADN e intentar
poner en marcha la reparacién de éste. Las caspasas como efectoras
de la muerte celular programada, lo que hacen es procesar PARP-1

para inactivarla y evitar esta reparacion. *°

3.1.2 MUERTE INDEPENDIENTE DE CASPASAS O NECROSIS “PROGRAMADA”

Algunos estudios enumerados a continuacion han profundizado en

otros tipos de muerte como la necrosis “programada” (Figura 3).
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Figura 3. Muerte independiente de caspasas o0 necrosis programada

TNF

Stress
TNFR 4

i X

Complex |

NADPH @
Oxidase X

Z-VAD-fmk

|

TR Complexll /
XD !

P P

NEC-1 Caspase
inactivation

P P

GLUDCPYGD
— Calpain -

—' Mitochondria : -t (PA{QH)

PAR polymers

v

Programmed necrosis

o Pro-death O Other ~ Activation  Inactivation

L.Ouyang. Cell Proliferation, 2012

Continuando con la proteina PARP-1 las células que presenta dafio
severo del ADN expresan una amplificacion de PARP-1 que resulta en el
consumo excesivo de NAD+ y ATP, lo que induce segun algunas teorias y
estudios la translocacion de AIF desde la mitocondria hasta el nucleo
induciendo la fragmentacion del ADN y la muerte celular independiente de
caspasas. *® En otras ocasiones, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
otros agentes inductores de dafio sobre el ADN puede alterar la
permeabilidad mitocondrial permitiendo también la liberacién de AIF y Endo-
G, desencadenando también la necrosis “programada”. *’ Por otro lado, tras
la activacion de los receptores de muerte celular de membrana (como TRAIL

o FASL), la consecuente activacion de la caspasa-8 que se produce en
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circunstancias normales, puede ser inhibida por sustancias como el Z-VAD-
FMK, o por la infeccién por cepas virales que codifiquen para serpinas.*’

El avance en el conocimiento de estos mecanismos desencadenantes
de necrosis ha revelado que se trata de un proceso no tan descontrolado
como se creia inicialmente, sino un mecanismo de muerte con una sucesion
de eventos variables pero sucesivos, por lo que muchos autores lo han
denominado necrosis “programada”. No obstante, el resultado final de la
necrosis se diferencia principalmente de la apoptosis en que en el caso de la
apoptosis se produce una fragmentacién celular en cuerpos apoptoéticos
rodeados cada uno por membrana celular, mientras que en el caso de la
necrosis se produce una ruptura de la membrana celular y la liberacion del
contenido celular lo que desencadena una respuesta inflamatoria en la zona

afecta.

3.1.3 AUTOFAGIA

La autofagia se conoce desde hace mas de 50 afos, pero su
importancia en la fisiologia y en la medicina no fue reconocida hasta la
década de 1990, gracias a los descubrimientos del Dr. Yoshinori Oshumi,
premio Nobel de medicina en el aino 2016. Oshumi estudi6 la funcion de las
proteinas codificadas por los genes clave en la autofagia y deline6 como las
sefales de estrés inician la autofagia. También describi6é el mecanismo por el
cual las proteinas y complejos de proteinas promueven los distintos procesos
que constituyen la autofagia.*®*°

La autofagia es un mecanismo de supervivencia celular donde el
exceso de organulos o aquellos deteriorados o aberrantes, son secuestrados
en vesiculas de doble membrana y liberados dentro del lisosoma/vacuola
para su descomposicion y eventual reciclado. Es por tanto un mecanismo que
responde al estrés extra- o intra-celular, para restablecer el equilibrio
intracelular. Sin embargo, una hiper-activacion de los mecanismos de
autofagia podrian también resultar en la muerte celular.® Por tanto, cuando
analizamos la relacion entre autofagia y cancer, uno de los puntos clave es
como determinar cuando la autofagia protege a la célula tumoral o cuando

contribuye a su muerte. En el caso de algunos tumores hematologicos la
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autofagia ha sido descrita como un mecanismo de supervivencia de la célula
tumoral y por tanto como una posible diana terapéutica cuya inhibicion
induciria la muerte de la célula tumoral.”’

Distintas vias metabdlicas pueden activar mecanismos de autofagia,
como la via mTORC1/C2, p53 o Beclin 1 (Figura 4).52 En mamiferos, dos
proteinas homologas de Atg1 (ULK1 y ULK2), junto con Atg13 y la proteina
FIP200, son capaces de formar un complejo capaz que constituir el pre-
autofagosoma.”® Bajo ciertas condiciones nutricionales, Atg13 es hiper-
fosforilada por mTORC1, perdiendo ésta su capacidad de union a ULK e

inhibiéndose por tanto el proceso de autofagia.54

El papel de p53 en la autofagia es complicado y variable ya que mientras
que su presencia en el citoplasma puede inhibir mecanismos de autofagia, en
el nucleo, p53 induce la transcripcion de DRAM (Damage-Regulated
Autophagy Modulator) y sestrin 1 / 2, favoreciendo la activacion de la
autofagia. DRAM es un gen que codifica una proteina lisosomal que induce
macro-autofagia y que es un efector de muerte mediada por p53, por ejemplo
en respuesta a dafio sobre el ADN.>>*® Sertrin 1 / 2 también son inducidas
por p53 y son reguladores negativos de mTORC1.

Otra proteina importante en la autofagia es Beclin 1. Diversos estudios
sugieren que Beclin 1 coordina mecanismos de autofagia implicados en
muchos procesos fisiolégicos y patolégicos,®’ participando junto con PI3KC3

de la formacién de la estructura pre-autofagosémica.*’
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Figura 4. Vias metabdlicas implicadas en la muerte celular por autofagia
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3.2 CICLO CELULAR

La capacidad de proliferacién de una célula viene determinada por las
caracteristicas de su ciclo celular, que ejecuta de forma ordenada una serie
de procesos que culminaran con la divisién de la célula. El ciclo celular se
divide en varias fases. En la interfase, que se divide en 3 subfases (G4, S y
G2) la célula crece y duplica su material genético. En G1 se sintetizan las
proteinas necesarias para la progresion a fase S (“sintesis”), en la que se
produce la replicacion del material genético. La fase Gy, precede a la fase de

mitosis o fase M, en la que tiene lugar la division nuclear y citoplasmatica.
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A lo largo del ciclo existen puntos de control o checkpoints que
supervisan momentos criticos del ciclo celular, como son el tamafo de las
células, la replicacion del ADN, la segregacion de los cromosomas y la
presencia de lesiones en el ADN. Los puntos de control que responden a
sefales externas actuan principalmente en G4. En esta fase se ha definido un
periodo de tiempo, denominado en mamiferos punto R o de restriccién, en el
cual la célula comprueba que ha generado la masa necesaria para seguir
adelante y comenzar la sintesis de ADN. La superacion de este punto
conduce a las células a la progresion del ciclo celular, volviéndose
refractarias a la accidén de sefiales extracelulares. Al final de la fase G, existe
el punto de control G,/M, en el que la célula comprueba que ha duplicado su
masa y que ha duplicado su ADN unicamente una vez. Superado este punto
la célula esta preparada para entrar en mitosis. En esta fase, el punto de
control M asegura una correcta organizacion del huso mitético. Asi, los
checkpoints o puntos de control de dano en el ADN actuan en tres fases del
ciclo celular: en la transiciéon G+/S, en el control de la progresion a través de
la fase S, y en la transicion G2/M, asegurando que una célula con dafio en el

ADN o una incorrecta replicacidn no progrese a través del ciclo. °®°"

3.2.1 REGULACION DEL CICLO CELULAR
Las principales proteinas reguladoras del ciclo celular son:

* Ciclinas (CCN)

* Quinasas dependientes de ciclinas (CDKs. Cyclin-Dependente
kinases)

* Complejos ciclina-CDKs

* Inhibidores de CDKs

* p53

Las CCN y las CDKs forman complejos regulados por multiples vias y
son los encargados de activar el ciclo celular. Las ciclinas (Figura 5) se
agrupan segun el momento del ciclo en el que actuan. Son proteinas de vida
muy corta que tras disociarse de sus quinasas asociadas, se degradan con
extrema rapidez. Sus niveles se regulan por sus tasas de sintesis y de

destruccion y van variando a lo largo del ciclo celular.

25



Figura 5. Expresion diferencial de ciclinas durante las distintas fases del
ciclo

Ciclina A

Ciclina D

Concentracion

v

Fase G, " FaseS Fase G, Mitosis

Imagen modificada del libro "Control of the cell cycle: Figure 2," del
OpenStax College, Biology (CC BY 3.0).

Las CDKs se caracterizan por necesitar la union de la ciclina para ser
activas. Cada CDK se asocia a una o varias ciclinas de forma especifica y
realiza su funcién en un punto concreto del ciclo celular.?*®* Los complejos
CDK-ciclina (Figura 6) son necesarios para la transicién entre las distintas
fases del ciclo celular, fosforilando distintos sustratos en las diferentes fases
del ciclo, como la proteina del gen Rb que cuando esta hipofosforilada, inhibe
la progresion del ciclo celular de fase G1a S. ®
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Figura 6 Complejos de ciclinas y CDKs a lo largo del ciclo celular
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Los Inhibidores de CDKs pueden pertenecer a distintas familias:

Familia KIP. Los componentes de esta familia son p21, p27 y p57,
capaces de inhibir todos los complejos CDK-ciclina de la fase G4 y S.
En particular p21 protege a las células de la apoptosis parando el ciclo
celular e induciendo la reparacion del ADN dafado, y puede ser
activado por vias dependientes e independientes de p53.%° Por otro
lado, p27 interactua con distintos complejos CDK-ciclina, siendo el
complejo CDK2-ciclina E su principal diana.

Familia INK4. La familia INK4 esta formada por p16, p15, p18 y p19.
Son inhibidores especificos de CDK4 y CDK6 y su mecanismo de
acciodn consiste en competir con las ciclinas D por la unién a las CDKs.
67

Gen supresor p53. Es el gen supresor de tumores mejor conocido y

mas estudiado en los ultimos afos y codifica la proteina homdnima
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que tiene multiples funciones y puede actuar a través de vias
dependientes o independientes de la transcripcion. Aunque no es
esencial para la progresion del ciclo, puede regular de forma negativa
la proliferacion celular a través de dos mecanismos: el bloqueo del
ciclo celular y la apoptosis.®® p53 esta involucrada en los puntos de
control o checkpoints de respuesta al dafio en el ADN. Su nivel es bajo
en células normales, pero se produce un incremento en respuesta a
lesiones en el ADN, y la proteina activara la expresiéon de genes que
mediaran la supresion del crecimiento, como p21, GADD45 (DNA
Damage-Inducible Gene-GADD45) y 14-3-3c0. p53 también activa la
expresion de otros genes como MDM-2 (Mouse Double Minute-2), un
oncogén que a su vez regula negativamente la transcripcion de p53 y
marca a la proteina para su degradacion. Entre los diferentes genes
modulados por la accidon de p53 encontramos también genes
implicados en la apoptosis como Bcl-2 (B-Cell CLL/Lymphoma-2) y
Bax (Bcl2 Associated-X Protein).®%"

Se estima que las mutaciones de p53 son el suceso genético
mas frecuente en los tumores humanos, ocurriendo en mas del 50%
de los casos. Sin embargo en el MM, la mutacion del gen p53 es un
evento raro al diagndstico; aunque la incidencia se incrementa en
estadios avanzados de la enfermedad, lo que sugiere que juega un
papel esencial en la progresion. Alrededor de un 3% de los pacientes
de nuevo diagnostico tiene mutaciones de p53 (porcentaje similar al
observado por las nuevas técnicas de secuenciacion),
correlacionandose este evento con supervivencias menores.”*"® En
concordancia, la delecion de p53, presente en el 10-15% de casos al
diagnodstico, se ha relacionado con mal pronodstico en esta
enfermedad. 7952

En el caso de la LLC, esta delecion se encuentra en el 5-7% de
casos en estadios tempranos de la enfermedad, mientras que en
estadios avanzados y refractarios se encuentra hasta en un 25-
40%.8Ademas, la presencia de mutaciones de p53, también

relevantes en el prondstico de esta enfermedad, no siempre
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concuerdan con las deleciones de p53. La incidencia de mutaciones
en pacientes no tratados es aproximadamente de un 10%, mientras
que porcentajes mas elevados se encuentran en pacientes con LLC
refractarios a fludarabina. 824

Las alteraciones de p53 en LMA de novo suelen ser por
delecion de un alelo (bien por translocacion o bien por delecion de
17p) y mutacion del otro alelo. Sin embargo, la activacion de p53 en
pacientes con LMA se ha definido clasicamente como un hecho raro,
siendo mas frecuente en LMA secundarias a tratamiento
quimioterapico y en pacientes con cariotipos complejos, pero de

cualquier manera asociado con mal prondstico 88

3.3 DANO Y REPARACION DEL ADN

El genoma esta sujeto a varios tipos de dafio: por agentes exdgenos
(por ej. radiacion o citotoxicos) o endogenos (ej. radicales libres o
recombinacion). La capacidad de reparar el dafio del ADN es vital para
mantener la integridad del genoma, y, por tanto, la viabilidad celular. De esta
forma, las células presentan mecanismos altamente conservados, llamados
en su conjunto: respuesta de dafno sobre el ADN (DNA-damage response,
DDR), para detectar las lesiones del genoma, sefalizarlas y proceder a su
reparacion. Aunque las respuestas difieren para distintos tipos de dafo,
siguen un patrén general, en el que multiples procesos actuan de forma

cooperativa y comparten efectores.

3.3.1 CONDICIONES Y AGENTES INDUCTORES DE DANO SOBRE EL ADN

* Condiciones metabdlicas normales.

» Ciertas radiaciones: radiaciones ionizantes (radiacion-X, rayos gamma,
etc.); radiacion UV (UV-C, UV-B...).

* Radicales libres (especies reactivas de oxigeno) con electrones

desapareados muy reactivos, que producen normalmente oxidaciones.

29



Sustancias quimicas como agentes quimioterapicos (alquilantes,
analogos de metabolitos, inhibidores de topoisomerasa Il), humo del
tabaco, alfatoxinas de los hongos.

3.3.2 TIPOS DE LESIONES SOBRE EL ADN

Modificaciones quimicas de las bases (A,C,T,G) como
desaminaciones, metilaciones, oxidaciones, alquilaciones (union de
grupos alquilo a las bases del ADN producidas por agentes como la
bendamustina o melfalan); pérdida de bases, sobre todo de purinas (A
y T) y cambio en la siguiente replicacion de la base original por una
base modificada.

Mal apareamiento de bases durante la replicacion.

Uniones covalentes entre bases (cross links) producidas por agentes
como el cisplatino, carboplatino, oxiplatino y mitomicina C.

Rotura de hebras: rotura de una de las hebras (single strand break,
SSB), rotura de las dos hebras (double strand break, DSB). Las
roturas de la hebra de ADN son las formas mas citotoxicas de dafio al
ADN. Las roturas son generadas de forma natural cuando las
horquillas de replicacién se encuentran con lesiones que bloquean su
avance y provocan su colapso, como ocurre, por ejemplo, con el dafo
por radicales libres de oxigeno, y también se pueden inducir cuando
las células son expuestas a agentes que dafian el ADN. Las lesiones
de agentes alquilantes y de farmacos que inhiben la topoisomerasa,
bloquean el avance de las horquillas de replicacion impidiendo la
reparacion del dafo. La incapacidad de reparar estos danos puede
provocar muerte celular o cambios a gran escala en los cromosomas

(deleciones, translocaciones, fusiones...) e inestabilidad gendmica.

3.3.3 MECANISMOS DE REPARACION DE DANO SOBRE EL ADN

Dado que existe diversas formas en las que se puede producir
dafio al ADN, existen multiples mecanismos de reparacion. El estudio
de la secuencia exacta de la reparacion del dafio al ADN es dificil,
dado que muchos eventos tienen escasa separacion temporal u

ocurren simultaneamente. En la Figura 7 se muestra un esquema de
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los principales mecanismos de reparacion de dafio y las proteinas
implicadas en cada via, que ademas se explican resumidamente a
continuacion.

Figura 7. Mecanismos de dafo y reparacion del ADN
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Reparacion por excision de bases (Base excision repair, BER). Es
capaz de reparar el dafio por oxidacion, alquilacion o desaminacion de
una unica base. La enzima ADN glicosilasa glicosila la base dafada,
una endonucleasa y fosfodiestarasa la reconocen, la cortan y la
eliminan. La ADN polimerasa resintetiza el nucledtido que falta.
Finalmente una ADN ligasa mantiene la continuidad de la cadena.?’
Reversion directa (Direct reversion). Repara las metilaciones. Los
agentes alquilantes modifican la guanina a metilguanina y producen un
apareamiento incorrecto en la replicacion introduciendo una timina con
la metilguanina, y en la siguiente replicacion una adenina en
sustitucién de la primera guanina modificada. Para la reparacion existe
una enzima, la metilguanina ADN-metiltransferasa que retira el grupo
metilo de la metilguanina y después se disocia del ADN. La union de la
enzima con el grupo metilo es irreversible, por lo que tras la
disociacion del ADN se ubiquitinina para su degradacion en el
proteosoma.

Reparacion por excision de nucleoticos (Nucleotide excision
repair, NER). Este mecanismo se usa para alteraciones mas grandes,
que cambian la configuracion molecular, reconociéndose el dafo al
ADN porque distorsiona la arquitectura de la doble hélice. Este
mecanismo se desdobla en dos distintos segun el método para
reconocer la lesion, bien sea acoplado o no a la transcripcion. En la
reparacion por NER, la lesién es reconocida por nucleasas que se
unen a los extremos 3’ y §’, a continuacidon se unen al complejo ADN
helicasas que destruyen el fragmento alterado, para que luego las
ADN polimerasas lo sustituyan por un fragmento monocatenario de 22-
30 pares de bases acoplandose con las ADN ligasas.®

Mismatch repair (MMR). Corrige los errores que se producen en la
replicacion y recombinacion debido a la no complementariedad de
bases, por lo que se produce una eliminacion del nucledtido por accién
de una exonucleasa que corta y elimina el fragmento dafiado. Se
insertan los nucledtidos correctos con una ADN polimerasa y se

acoplan mediante una ligasa.®
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Reparacion de roturas de doble hebra. Las células eucariotas
reparan las roturas de doble hebra por medio de dos mecanismos
principales: recombinacion no homdéloga (non-homologous end joining,
NHEJ) y recombinacion homoéloga (homologous recombination, HR),%
dependiendo del tipo de dafio y de las caracteristicas de la célula
implicada.”’

o Reparacion no homoéloga (NHEJ). El mecanismo de
reparacion NHEJ puede actuar en cualquier fase del ciclo
celular. Clasicamente se ha descrito como un mecanismo
tendente al error, ya que aunque hasta el 50% de las DSBs
pueden ser reparadas por NHEJ de forma precisa, una parte
importante conllevara la delecion de varios pares de bases que
pueden en algunos casos ser importantes (ADN codificante) o
carecer de repercusion bilégica (ADN no codificante). En este
mecanismo, las roturas de doble hebra son reconocidas por la
proteina Ku, que se une y activa a la subunidad catalitica de la
proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-PKcs), que van a
digerir los extremos y reclutar a la ADN polimerasa y ADN
ligasa IV encargadas de solucionar la rotura fusionando los
extremos. %

o Recombinacion homéloga (HR). La recombinacion homologa
se considera mas precisa, ya que se usan secuencias
homologas en otro lugar del genoma (cromatida hermana,
regiones homologas en el mismo u otro cromosoma) como
molde para la reparacién, por lo que soélo puede actuar en fase
de sintesis y G,. De esta forma, si la “plantilla” es perfectamente
homologa, la reparacion puede ser totalmente precisa. En este
proceso hay multiples proteinas y complejos proteicos
implicados, con varias vias posibles. De forma general la
recombinacién homadloga se inicia con la generacion de un ADN
monocatenario. La formacion de este ADN monocatenario esta
iniciada por la actividad del complejo MRN, compuesto por las
proteinas MRE11, RADS50 y NBS1, que son fundamentales en

la fase precoz de sefalizacion del dafio. Sus funciones incluyen,
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ademas de la reparaciéon de roturas de doble hebra del ADN, el
mantenimiento de los teldmeros y durante la replicacion la
resolucidon de horquillas y estructuras estancadas.”®** A través
de MRE11, el complejo se une a los extremos libres de la hebra
del ADN, y, mediante enlaces de Zn?* e interacciones Rad50-
Rad50 forma puentes entre los fragmentos del cromosoma. A
través de NBS1, se recluta ATM en su forma inactiva. ATM vy
ATR son dos proteinas clave en la senalizacion de las roturas
de doble hebra que son reclutadas y activadas en los focos de
rotura. En esa situacidon, actuan sobre unas 700 proteinas
distintas, principalmente implicadas en reparacion del dafio al
ADN y muy interconectadas entre si.*> Ademas del efecto
directo sobre otras proteinas, las sefales inducidas por ATM y
ATR promueven la expresion y activacion de otras proteinas
implicadas en la reparacion del ADN, modulando cambios como
fosforilacién, acetilacidon, ubiquitinacion o sumoilacion. Dos de
las proteinas activadas por ATM y ATR mejor estudiadas son
CHK1 y CHK2 (checkpoint kinase 1y 2). CHK1 y CHK2, junto
con ATM y ATR ejercen un efecto de parada del ciclo celular al
actuar sobre distintas las CDKspor vias dependientes e
independientes de p53.%° La forma activa de ATM también
fosforila a la histona 2AX (pH2AX) en respuesta a roturas de
doble hebra modificando la estructura de la cromatina. La
proteina pH2AX es fundamental en la sefializacién precoz de
este tipo de roturas y se puede observar a lo largo de regiones
que ocupan megabases en torno a los focos de rotura. Ademas
pH2AX co-localiza con otras proteinas implicadas en la
reparacion del ADN como RAD 51, ATM, BRCA1 y el complejo
MRN.

Si los mecanismos de reparacion previamente expuestos
desencadenan una reparacion exitosa, la célula podra mantener sus

funciones normales y sobrevivir; en cambio, si el dafio no puede ser
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reparado y se cronifica, la célula puede entrar en senescencia, en
apoptosis o adquirir mutaciones que modifiquen su ciclo celular
haciéndola incluso resistente a la apoptosis e inmortal.

Algunos de los farmacos estudiados en esta Tesis son agentes
que inducen dafio sobre el ADN, mientras que otros farmacos son
capaces de inhibir la reparacion del dafo.

3.4 EPIGENETICA
La configuracion en la que se produce el “empaquetamiento” de la
cromatina constituye un aspecto fundamental de la biologia celular, afectando
a funciones como el control transcripcional, estabilidad cromosdmica,
reparacion y replicacion de ADN.*" La interaccion entre el ADN y la cromatina
con sus modificaciones codifica informacién que puede ser preservada
durante la division celular. Existen tres mecanismos epigenéticos
fundamentales: la metilacion del ADN, la modificacién de histonas y el ARN

no codificante (Figura 8).

3.4.1 METILACION DEL ADN

Las DNA metiltransferasas catalizan la adicion de un grupo metilo a la
posicién 5  del anillo de citosina de las secuencias CpG, regiones donde
existe una gran concentracion de pares de citosina y guanina enlazados por
fosfatos, y que estan localizadas principalmente en la regién 5  (promotor) de
los genes (islas CpG). La metilacion del ADN es el proceso epigenético mas
frecuentemente observado y posiblemente mas estudiado en cancer. Actua
modificando la expresion génica y por ende la funcion de genes constitutivos,
incluyendo oncogenes y genes supresores de tumores. Un gran numero de
estudios han demostrado una correlacion inversa entre la metilacion de las
islas CpG y la expresion génica, principalmente en neoplasias hematoldgicas
y en particular en sindromes mielodisplasicos (SMD) y LMA® pero también
en MM103 y LLC-99,100

3.4.2 MODIFICACIONES DE HISTONAS
Las ocho histonas (dos moléculas de cada clase: H2A, H2B, H3 y H4)

junto con aproximadamente 147 pares de bases del ADN alrededor de cada
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octamero de histonas forman el nucleosoma, que es la unidad estructural de
la cromatina. El extremo N-terminal de las histonas esta sujeto a cambios
covalentes, entre los que se encuentra la acetilacion, metilacion,
ubiquitinacién, ADP-ribosilacion, sumoilacién de lisinas, metilacion de
argininas y fosforilacion de serinas y treoninas. Las modificaciones
covalentes, salvo la metilacién, cambian la carga eléctrica de la proteina,
reduciendo la afinidad de las interacciones inter-nucleosémicas o entre el
ADN vy las histonas. La acetilacion de las histonas H3 y H4 por las acetil
transferasas de histonas (HAT, histone acetyltransferase) promueve la
transcripcion, mientras que la accion de las deacetilasas de histonas (HDAC,
histone deacetylase) promueve la formacion de heterocromatina, inhibiendo
la transcripcion.'®’

El silenciamiento genético por hiperacetilacion se ha relacionado con
un peor prondstico en diversas enfermedades neoplasicas, tanto soélidas
como hematolégicas,'® por lo que las HDAC se han convertido en una diana
terapéutica utilizada en diferentes neoplasias hematolégicas.'®® Ademas, las
HDAC se han relacionado con otras funciones. En concreto la HDACS8 ha
sido relacionada recientemente con la reparacion de dafio por HR en MM.
Ademas de demostrarse el reclutamiento de la HDACS8 a los puntos de dafo
(DSBs) junto a RAD51 tras irradiar lineas celulares de MM, también se ha
visto que la inhibicion de la HDACS8 disminuye la actividad y los niveles de
RAD51," y por tanto disminuye la eficiencia reparadora de dafio por HR. Por
otro lado, la inhibicion de la HDAC6'® en MM se ha relacionado con la
inhibicion del agresoma,'®y con el consecuente acimulo de proteinas mal
pegadas que conllevaria la muerte celular. Este mecanismo de muerte se
potencia sobre todo cuando se combina con la inhibicion simultanea del

proteasoma,'”’” siendo asi maximo el acimulo de proteinas mal plegadas.

3.4.3 MODULACION DE LA EXPRESION GENICA POR ARN NO CODIFICANTE

Esta regulacion de la expresion génica se debe principalmente al
silenciamiento post-transcripcional mediante oligonucledétidos anti-sentido
contra el producto que se pretende inhibir. Los microRNAs (miRNAs) son
pequefias moléculas de ARN especificas de regiones no traducidas en el
extremo 3’ de los genes, de forma que producen una reduccién especifica de
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su producto (bien por degradacion del ARN mensajero o por inhibiciéon de su
traduccion). La funcion de los microRNAs se ha comenzado a estudiar
durante la ultima década y se ha revelado de vital importancia tanto en el
funcionamiento de la hematopoyesis normal como en su implicacion en el
desarrollo de neoplasias hematologicas, donde este ARN no codificante
podria tanto servir como biomarcador o en muchos casos como diana

terapéutica.'®®

Figura 8. Codificacion de la informacién epigenética
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3.5 VIA UBIQUITINA-PROTEASOMA
Inicialmente se pensaba que los proteasomas y el sistema ubiquitina-
proteasoma solo actuaban sobre proteinas dafadas, pero hoy sabemos que
también degradan de forma fisioldgica proteinas del ciclo, proliferacién y
diferenciacion celular. Asi el sistema ubiquitina-proteasoma (Figura 9) es uno
de los medios que emplea la célula para regular la funcion de las proteinas,
limitando su vida media y controlando su concentracion, lo que mantiene un

equilibrio entre sintesis y degradacion. Los proteasomas son grandes
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complejos proteoliticos de enzimas cuya mision es la degradacion de
proteinas. Para que una proteina sea reconocida y procesada en el
proteasoma es necesario que se encuentre “ubiquitinada”, es decir, marcada
con la proteina ubiquitina. El proceso de ubiquitinacion de una proteina
requiere la participacion de tres tipos de enzimas: la enzima activadora de
ubiquitina, E1; la enzima conjugadora de ubiquitina, E2; y la ubiquitina ligasa
E3.161;162

La inhibicion del proteasoma produce la acumulacion intracelular de
proteinas, lo que resulta toxico para las células. El bortezomib fue el primer
farmaco disefado especificamente con esta funcion y ha resultado
especialmente eficaz en el MM. Otros farmacos como ixazomib (MLN9708) o
carfilzomib (Figura 9), son inhibidores del proteasoma de segunda generacion
desarrollados posteriormente. Entre los mecanismos de accion de los
inhibidores del proteasoma se incluyen, el bloqueo en la activacion de la via
NF-kB, la induccién de apoptosis, infra-expresién de moléculas de adhesién,
inhibicion de los efectores implicados en los mecanismos de reparaciéon del

ADN e inhibicion de angiogénesis.'®

Figura 9. Via ubiquitina-proteasoma.
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3.6 VIANFKB

En resumen, y atendiendo a la parte de la via que se relaciona con el
presente trabajo de investigacion, diremos que el factor nuclear NF-kB puede
activarse en respuesta a dano sobre el ADN, traslocandose al nucleo e
induciendo la trascripcion de genes anti-apoptoticos que favorecerian la
proliferacion celular. La proteina kB es un inhibidor natural de NF-kB, que
forma un complejo con NF-kB en el citoplasma impidiendo su activacion y
traslocacion al nucleo. IkB es una proteina regulada por el proteasoma, de
forma que cuando se fosforila se ubiquitina y es degradada por éste,
liberandose NF-kB que pasaria al nucleo, favoreciéndose asi la expansion
del clon tumoral. Por ello, una de las funciones clave de los inhibidores del
proteasoma es la regulacion de la actividad de IkB (/nhibitor of kappa B),
inhibiendo su degradacion, y por tanto, inhibiendo la translocacion de NF-kB

al nacleo. M°

3.7 RECEPTORES TIROSINA QUINASA

Los receptores tirosina-quinasa tienen una gran importancia fisioldgica
mediando funciones vitales para la célula como la regulacion de la
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y modulacion del metabolismo
celular. Son moléculas de membrana con 3 dominios principales: extracelular,
transmembrana e intracelular (Figura 10). EI dominio intracelular o citosolico
posee actividad tirosina quinasa, y su activacion pone en marcha una via de
transduccion de sefales que incluye la proteina RAS, asociada a las
proteinas MAPK o a la via fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). Su activacion
mediante un estimulo externo provoca una cascada interna de reacciones
enzimaticas que facilita, en situaciones fisiologicas, la adaptacion de la célula
a su entorno por mediacion de mensajeros secundarios. Decenas de
moléculas de senalizacion funcionan con este tipo de receptores, entre ellas
factores de crecimiento y citocinas (por ejemplo: el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento fibroblastico (FGF),
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factor de crecimiento epidérmico (EGF)) y algunas hormonas importantes
(eritropoyetina, insulina, hormona de crecimiento).111

En ausencia de ligando estos receptores se encuentran normalmente
inactivos, excepto en determinadas patologias como algunos tipos de cancer,
donde estos receptores estan frecuentemente sobre expresados y/o
constitutivamente activados, siendo su activacién una pieza clave en la
proliferacion celular descontrolada y tratandose por tanto de una muy buena
diana terapéutica. El principal exponente de los farmacos dirigidos contra
esta diana es imatinib, que al inhibir la actividad tirosina quinasa de la
proteina de fusion BCR/ABL, esencial en el desarrollo de la leucemia
mieloide crénica (LMC), ha cambiado radicalmente el prondstico y el
tratamiento de esta enfermedad."'? Desde entonces diversas drogas han sido
disefiadas para bloquear el efecto proliferativo y anti-apoptotico de estos
receptores, como es el caso de nilotinib o dasatinib. Estos inhibidores han
demostrado actividad en LMC, leucemia linfoblastica aguda (LLA) y también
en MM.? Otros inhibidores como el midostaurin han demostrado eficacia en
LMA inhibiendo el receptor tirosina-quinasa FLT3, constitutivamente activado
en algunas LMA.""

Figura 10. Receptores tirosina quinasa y transduccion de senales

Gschwind, A. Nature Reviews, 2012
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3.8  VIA RAS/ RAF/ MEK/ ERK

La via de Ras/Raf/MEK/ERK se activa en respuesta a muchos factores
de crecimiento y citocinas que inducen proliferacién celular y previenen la
apoptosis en las células hemopoyéticas. Tras unirse el ligando al receptor,
Shc (proteina adaptadora de sefializacion) se une con el extremo carboxi-
terminal del receptor transmembrana y recluta a Grb2/Sos (GTP-exchange
complex growth factor receptor bound-2/son of sevenless exchange), lo que
provoca que Ras unido a la membrana se una a GTP. Ras-GTP recluta a Raf
(MAPKKK) que se activa iniciando asi la cascada de sefalizacion. Raf es una
familia de genes que codifica para RAF1, ARAF y BRAF (Figura 10).""* Las
quinasas Raf son necesarias para la fosforilacion de MEK (Mitogen
associated / extracellular regulated kinase-1;, MAPKK) y MEK a su vez
fosforila a ERK1 y ERK2 (extracellular regulated kinases 1/2; MAPK) en
residuos especificos. Las quinasas de serina ERK1 y ERK2 fosforilan y
activan a una variedad de sustratos, entre los que se incluyen Elk1 y Fos, que
estan implicados en proliferacion y supervivencia. La activaciéon de Ras/ Raf/
MEK/ Erk también modula la expresién de proteinas implicadas en
apoptosis/supervivencia como Bcl-2, Bad, Bim, Mcl-1, caspasa 9 y survivina.
Las mutaciones que provocan la activacion constitutiva de Ras ocurren hasta
en un 30% de los canceres,'" por lo que Ras es considerada una importante
diana terapéutica que continua en investigacion.''® La activacién de la via de
Ras requiere la localizacién en la membrana celular de Ras, lo que implica
una modificacion lipidica mediada por la enzima FT (farnesyl transferase) y
GT (geranylgeranyl transferase). Por tanto el uso de drogas para inhibir la
“farnesilacion” de Ras puede ser una buena aproximacion en el tratamiento

de tumores con Ras mutado."”

3.9 VIA PI3K/ AKT/ mTOR

Esta via es necesaria en la proliferacion, crecimiento y diferenciacion

de las células tumorales asi como de las células stem. En concreto, la via
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fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) se ha relacionado con funciones celulares
como el crecimiento celular, proliferacion, movilidad, supervivencia y trafico
intracelular (Figura 11).""® Por otro lado dentro de las 3 clases de PI3K, la
clase IA se encuentra mutada en varios tipos de cancer, lo que provoca que
la quinasa se encuentre mas activa de lo normal. Ademas, esta via esta
regulada negativamente por proteinas como la enzima PTEN (phosphatase
and tensin homologue deleted on chromosome ten), proteina también
ausente en muchos tipos de tumores. Por ello se ha sugerido que la
fosfatidilinositol-3-quinasa constituye una via oncogénica activa en cancer
siendo objeto de estudio como diana terapéutica. '

La proteina Akt (o proteina quinasa B, PKB) tiene tres isoformas
conocidas (Akt-1, Akt-2, Akt-3) que son fosforiladas por la proteina PDK1,
dando lugar a su activacion. Una vez activada Akt se localiza tanto en el
nucleo como en el citosol, teniendo efectos anti-apoptéticos cuando su
localizacion es nuclear. Akt fosforila a muchas proteinas, por o que es un
regulador fundamental para la célula. Cabe destacar que Akt fosforila a IkB,
que es asi marcado para la degradacion por el proteasoma, dejando
entonces de inhibir a NF-kB que pasaria al nucleo. Akt puede también inhibir
a CREB que regula la expresion de genes anti-apoptoticos como Mcl-1 y Bcel-
2.120

Farmacos como la perifosina,’?' han sido estudiados como inhibidores
de esta via presentando actividad in vitro e in vivo en algunas neoplasias
hematolégicas como el MM. %2

Otra proteina importante en esta via es mTOR (Figura 11).'® La
proteina mTOR es un regulador del metabolismo celular en mamiferos, con
un papel importante en la funcion de tejidos como el higado, musculo, tejido
graso y cerebro; y que esta desregulado en enfermedades como la diabetes,
la obesidad, la depresién y algunos canceres.'” Esta proteina fue
descubierta mientras se investigaban las propiedades anti-proliferativas y
anti-fungicas de la rapamicina o sirolimus, un macrélido producido por la
bacteria Streptomyces hygroscopius. Algunos afos después se detectaron
sus propiedades inmunosupresoras iniciandose su uso en la prevencion del

rechazo en el trasplante renal. A raiz de estas investigaciones en 1990 se
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identificaron las proteinas TOR1 y TOR2 en levaduras, como mediadores de
los efectos citotdxicos de la rapamicina. Posteriormente se pudo confirmar
que la rapamicina y sus analogos (temsirolimus, everolimus) solo eran
capaces de regular al complejo mTORC1.'® Desde entonces han aparecido

inhibidores de mTOR de segunda generacion que ya inhiben ambas ramas
de la via (NMTORC1y mTORC2).'%

Figura 11. Via PI3K/ Akt mTOR
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3.10 VIA JAK/STAT

La via JAK/STAT (Figura 12) fue descubierta a través del estudio de la
transduccion de sefales intracelulares inducidas por interferén. Desde
entonces se han encontrado diversas citocinas, hormonas y factores de
crecimiento que activan esta via. La via esta formada por tres familias de
proteinas: JAK (Janus kinases), STAT (signal transducers and activators of
transcription) y SOCS/CIS (supresor of cytokine signalling/ cytokine inducing
SH2-containing) esta ultima para disminuir la actividad de JAK/STAT. En
mamiferos se conocen 4 miembros de la familia JAK (JAK1, JAK2, JAKS y
Tyk2) y siete factores STAT (STAT1-STATS). '#

La via JAK/STAT se activa por la union de ligando (citocinas,
interferon, factores de crecimiento) a los receptores de membrana y la
induccién de la heterodimerizacion de éstos. Entonces se produce la
fosforilacion y activacion de las proteinas JAK asociadas al receptor, que una
vez activadas son capaces de fosforilar en residuos tirosina a las cadenas del
receptor, creando sitios de union para los dominios homologos a SRC (por
ejemplo, los dominios SH2 de proteinas STAT como STAT3). Las STATs son
reclutadas por el receptor fosforilado, para que a su vez sean fosforiladas por
las proteinas JAK. Las proteinas STAT después de ser fosforiladas, se
dimerizan y se translocan al nucleo, estimulando la expresion de los genes

inducibles por citocinas.'®
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Figura 12. Via JAK/ STAT
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La familia de JAK/STAT esta regulada negativamente por SOCS/CIS,
que se une al dominio quinasa de JAK. Otros reguladores negativos de la
ruta son las protein-fosfatasas CD45 y PTPeC (protein tyrosine phosphatase-
C)_129

La desregulacion de la via JAK/STAT ha sido descrita en una gran
variedad de enfermedades hematologicas, especialmente en patologias de
estirpe mieloide. Esta desregulacion puede deberse a mutaciones o
reordenamientos del gen con otros genes. De las mutaciones descritas en la
literatura una de las mas importantes es la que se asocia a neoplasias
mieloproliferativas, JAK2'®". Esta via estd siendo objeto de estudio en el
tratamiento de neoplasias mieloproliferativas, existiendo ya comercializados
inhibidores como el ruxaolitinib, inhibidor de JAK1 y JAK2."™ Por otro lado, la
activacion constitutiva de STAT1, 3 y 5 también se ha demostrado en blastos
de LMA pudiendo jugar un importante papel en la patogénesis de esta

enfermedad."’
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3.11 VIA DE LAS PIM QUINASAS

Las PIM quinasas son una familia de serin/treonin quinasas implicadas
en la fosforilacién y regulacion de numerosas proteinas que son esenciales
para la progresion del ciclo celular, metabolismo celular y apoptosis. Se ha
descrito el aumento, tanto de PIM1 como de PIM2, en distintas enfermedades
hematoldgicas, y en alguna de ellas parece correlacionarse con un peor
pronostico, como es el caso del linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB)."™ En el caso de PIM1 se ha descrito que colabora con c-myc
induciendo linfomagénesis en ratones.’® Ademas, recientemente se ha
documentado que estas quinasas son esenciales en el desarrollo y
mantenimiento de LLC. Tanto PIM2 como PIM3, se han relacionado con la
supervivencia de la célula tumoral, mientras que PIM1 esta implicada en las
relaciones de la célula tumoral con el micromedioambiente.*'** En el caso
de LLC se ha descrito la sobreexpresion de PIM2 en linfocitos de LLC en
comparacion con linfocitos normales'® en pequerias series de pacientes. Por
otro lado y en relacion con lo anterior, el uso del pan-inhibidor de PIM
quinasas, SGI-1776 ha resultado eficaz en LLC, induciendo muerte celular in
vitro en linfocitos de pacientes con esta enfermedad’®. Por todo ello, las
proteinas PIM quinasas podrian tener un papel importante en el desarrollo,
evolucion y resistencia a farmacos de la LLC, pudiendo utilizarse como diana

terapéutica en su tratamiento.

4 FARMACOS

De las moléculas disponibles en nuestro laboratorio, elegimos algunas
que ya habian sido estudiadas por nuestro grupo y habian demostrado ser
eficaces en otras neoplasias hematologicas, como MLN-9708, Zalypsis y
PIM447.

Por otro lado, también decidimos profundizar en el estudio de EDO-
S101, una molécula recientemente sintetizada (Mundipharma-EDO GmbH) y

con datos muy preliminares de eficacia en neoplasias hematoldgicas.
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Los principales farmacos utilizados en este trabajo de investigacion se
enumeran y se describen a continuacion. Otros farmacos que se han utilizado
para realizar estudios en combinacion se describen en los capitulos

correspondientes.

4.1 MLN9708- IXAZOMIB

Se trata de un inhibidor del proteasoma de segunda generacion, que
inhibe principalmente la actividad quimiotripsina de la subunidad 20S del
proteasoma. En estudios preclinicos ha demostrado un mejor perfil de
farmacocinética y farmacodinamia, consiguiendo mayor penetracion en
tejidos en comparacién con bortezomib'®’. Ademas es el primer inhibidor del
proteasoma de administracion oral. Hasta la fecha dos fase l/ll indican que
MLN-9708 tiene un buen perfil de seguridad y que es eficaz en pacientes con

MM recaido/refractario’®®13°

en monoterapia, y también en combinacién en
pacientes de nuevo diagnostico."® La combinacién de ixazomib con
lenalidomida y dexametasona ha demostrado ser superior a lenalidomida y
dexametasona en pacientes con MM en recaida en el estudio Tourmaline-
1,"" 1o que ha llevado a su reciente aprobacion para el tratamiento de estos

pacientes tanto por las autoridades americanas como europeas.

4.2 ZALYPSIS

Es un nuevo compuesto alquilante, derivado de organismos marinos,
cuya accion antitumoral ha sido demostrada tanto in vitro como en ensayos
clinicos en distintas enfermedades neoplasicas. En el caso del MM cabe
destacar los excelentes resultados preclinicos demostrados en nuestro
laboratorio. En el ensayo clinico fase | en pacientes en recaida o refractarios
aunque se observo un efecto antimieloma fue limitado por las dosis utilizadas.
Este efecto del farmado fue evidente, sobretodo, en combinacién con
dexametasona.

En cuanto a su mecanismo de accién, Zalypsis ha sido estudiado por
nuestro grupo tanto en LMA como en MM. En LMA se ha observado que
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induce apoptosis por vias dependientes e independientes de caspasas. El
analisis del perfil de expresion geénica tras tratamiento de las células
tumorales con el farmaco, permitié identificar una expresion diferencial de
genes implicados en el reconocimiento de roturas de doble hebra de ADN,
genes del complejo de anemia de Fanconi o BRCA y también genes
implicados en la reparaciéon de dichas roturas, como RADS51, RADS4 y
BRCA2. '

En MM, nuestro grupo ha descrito su eficacia tanto in vitro como in vivo
mediante la induccion de dafo sobre el ADN (roturas de doble hebra),
sobreexpresion de p53 e induccidén de apoptosis y parada del ciclo celular. El
analisis del perfil de expresion génica también mostroé datos de desregulacion
de numerosos genes implicados en la respuesta a dafio en el ADN.'*

4.3EDO-S101

Es una molécula hibrida que combina una molécula con accion
alquilante (bendamustina) y un inhibidor de histona deacetilasas (vorinostat).
Ensayos clinicos recientes han demostrado que la bendamustina es segura y
eficaz en sindromes linfoproliferativos (SLP), pero también en pacientes con
MM en recaida o refractario tanto en monoterapia,'* como en combinacion
con otras drogas como bortezomib'*"*¢"7 & inmunomoduladores.'4®149:1%0

Por otro lado se ha demostrado que la acetilacion de histonas es un
cambio epigenético que se encuentra desregulado en varios canceres y que
esto afecta la expresion de genes supresores de tumores y oncogenes.'"
Inhibidores de HDAC como vorinostat han demostrado actividad clinica en

combinacion con bortezomib'®? o lenalidomida’®®

, y otros como panobinostat,
han demostrado eficacia preclinica’™* y también actividad clinica’® en MM. La
combinacion entre inhibidores de HDAC con agentes alquilantes no ha sido
testada en ensayos clinicos, pero si se ha demostrado su sinergia in vitro '*°.
La hipdtesis en la que se basa el disefio de EDO-S101 es que el inhibidor de
HDAC permitira una estructura mas abierta o accesible de la cromatina para

que la bendamustina pueda inducir mayor dafio sobre el ADN.
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4.4PIM447

Es una molécula pan inhibidora de las PIM quinasas (1, 2 y 3). Las
PIM quinasas son proteinas implicadas en la regulacion de rutas de
supervivencia y resistencia farmacoldgica'®’. Ademas de ser ya conocido que
regulan importantes vias celulares (por ejemplo. STAT3, Wnt y NF-kB),
también participan en el control de la actividad y estabilidad de proteinas
implicadas en quimioresistencia (por ejemplo MDR-1 y BCRP). Diferentes
estudios han descrito la sobreexpresion de las PIM quinasas en tumores
hematoldgicos'*. PIM1 estaria implicada en la diseminacién de la LMA por
regular CXCR4'%%; y PIM2 se encuentra sobreexpresada y esta asociada con

la progresién de diferentes SLPs'*?

(como en LLC, en linfoma difuso de
células grandes B (LDCGB), en el linfoma del manto) y en MM. La eficacia de
PIM447 en MM ya ha sido demostrado tanto en preclinica™® como en un
ensayo clinico fase | en pacientes con MM en recaido o refractario con
buenos resultados de eficacia en monoterapia y buen perfil de tolerancia, '®°
lo que valida el potencial desarrollo clinico de esta molécula en otras

enfermedades.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

Durante los ultimos afios se han producido numerosos avances en el
conocimiento de las bases moleculares y en el tratamiento de las neoplasias
hematoldgicas. La aparicién de anticuerpos monoclonales, como el anti-CD20
en los SLP-B; los inhibidores del proteasoma y los farmacos
inmunomoduladores en el MM vy los inhibidores de tirosina quinas en
leucemia mieloide cronica (LMC)) han permitido que la esperanza de vida de
los pacientes haya mejorado significativamente en las ultimas décadas. No
obstante muchos de estos pacientes recaen o presentan enfermedades
refractarias al tratamiento, ya sea al diagndstico o tras varias lineas
terapéuticas previas. La existencia de vias oncogénicas de supervivencia de
la célula tumoral comunes a tumores de diferentes estirpes, hace posible que
algunas moléculas sean capaces de inhibir el crecimiento tumoral en
diferentes neoplasias hematologicas. La investigacion preclinica de la eficacia
y el mecanismo de accién de nuevos agentes terapéuticos, tanto en lineas
celulares, muestras ex vivo de pacientes y modelos animales, permitiria
descubrir farmacos o mecanismos con una eficacia similar en distintas
enfermedades, o, por el contrario, permitira descubrir algunos que puedan ser
mas especificos de algunos tumores. Estos estudios, ademas podrian
proporcionar las bases necesarias para el disefio de ensayos clinicos con el
objetivo de mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes.
Ademas, el estudio de posibles sinergismos farmacologicos que permitieran
actuar sobre distintas vias oncogénicas simultaneamente, podria contribuir a
descubrir combinaciones con potente efecto anti neoplasico que también
podrian trasladarse a la clinica en forma de ensayos clinicos. Ademas, el
estudio de estos farmacos con nuevos mecanismos de actuacion, permitiria
conocer mejor la patogenia de algunas de estas enfermedades y también
descubrir biomarcadores que pudieran ser utilizados para predecir la
sensibilidad o resistencia de las diferentes enfermedades hematoldgicas a los
tratamientos dirigidos disponibles. Basandonos en estas hipodtesis, en este
trabajo de investigacion se plantean los siguientes objetivos.

53



54



. OBJETIVOS

. Establecer un protocolo preclinico de estudio de nuevos farmacos

antitumorales y sus combinaciones en neoplasias hematologicas.

. Realizar un cribado de la eficacia anti neoplasica de nuevas moléculas
con diversos mecanismos de actuacion, que solas o en combinacién
puedan resultar eficaces frente a MM, SLP-B o LMA. Los principales
mecanismos evaluados seran:

2.1.Via de la ubiquitina-proteasoma

2.2.Farmacos inductores de daino sobre el ADN

2.3.Inhibidores de deacetilasas de histonas

2.4.Inhibidores especificos del ciclo celular

2.5.Via PIM quinasas

. Evaluar la eficacia preclinica de EDO-S101, una nueva molécula con
actividad alquilante e inhibidora de deacetilasas de histonas en modelos
preclinicos de MM y de LMA.

. Estudiar el potencial sinergismo y los principales mecanismos
responsables, de la combinacion de zalypsis (un compuesto marino que

induce un potente dano en el ADN) con bortezomib y dexametasona.

. Evaluar la importancia patogénica de las PIM quinasas en los diferentes
estadios evolutivos de la LLC y la eficacia preclinica del pan-inhibidor de
estas proteinas, PIM447, en células procedentes de pacientes con esta
enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS
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1. CELULAS

1.1LINEAS CELULARES

Las lineas celulares de MM que se utilizaron fueron MM1S y MM1R,
donadas por el Dr. S. T. Rosen (Northwestern University, Chicago, IL,
USA)'®" ; RPMI-8226, U266, RPMI-LR5 y U266-LR7 donadas por el Dr. W. S.
Dalton (Moffitt Cancer Center, Tampa, FL, USA)'?'® y JUN3 de DMSZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Germany). Las células MM.1S-luc, con expresidn estable de luciferasa,
fueron cedidas por el Dr. C. Mitsiades (Dana-Farber Cancer Institute, Harvard
University, Boston, MA, USA). Las lineas de LMA que se utilizaron fueron
HEL, KG-1, MV4-11 y HL-60, compradas a DSMZ. Las lineas celulares de
SLP-B utilizadas fueron SUDHL-6, MEC-1, JVM-2 y JEKO-1 de ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA). Todas ellas se cultivaron
en atmosfera humeda en presencia de 5% de COz y 95% de aire a 37°C, en
medio RPMI1640 (excepto la linea MEC-1 que se cultivd en medio IMDM)
suplementado con 2 mM de L-glutamina, 10% de suero bovino fetal (SBF) y
antibidticos (penicilina a 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Invitrogen
Corporation, Gaithersburg, MD, USA), en placas de 9 cm de diametro. Las
caracteristicas de cada linea celular se resumen en la Tabla 3 (MM), Tabla 4
(LMA) y Tabla 5 (SLP-B).
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Tabla 3. Lineas celulares humanas de Mieloma Multiple

Linea

Tipo

Caracteristicas

MM1S

Mieloma
Multiple

- Sensible a Dexametasona

- p53 wild type (WT).

- Citogenética: -1p22.1-pcent, +1921.2 /
+1q921.3 / +1944,-2937-qter, +3927.2-qter,
-6024.2-926, +7q31.33-qter,-8921.3-923.3,
-9p23-p21.3, +9931.1, -12924.11-q24.23 /
-12924.31-qter, -13q, -14q, +16q22.1 / -
16923.1-gter, -17925.1-g25.3,
+18q921.1,+21922.11-922.3, t (14; 16), Tx
IGH.

MM1R

Mieloma

Multiple

- Resistente a Dexametasona

- p53 wild type (WB).

-Citogenética: -1p22.1-pcent, +1921.2 /
+1921.3 / +1q44,-2q37-qter, +3927.2-qter,
-6924.2-926, +7q31.33-qter,-8921.3-923.3,
-9p23-p21.3, +9931.1, -12924.11-q24.23 /
-12q24.31-qter, -13q, -14q, +16q22.1 / -
16923.1-gter, +18921.1,+21922.11-q22.3, t
(14; 16), Tx IGH.

OPM-2

Mieloma

Multiple

- Cariotipo hipertriploide/hipotetraploide
- t(4;14) asociado a IGH/FGFR3

- Deleccion en PTEN

- AKT activado

- p53 mutado (WB).

- Citogenética: -1p21.1-pcent, +1q, -
5921.1-g23.1 / -5q31.1-qter, -8921.3-
g23.3, +9q31.1, +10p, +12913.11, -
13qcent-q31.1, -14912 / -14913.1/ -
14921.1-923.2, +16922.1, -17p13.2,
+18g21.1., Tx IGH.

U266

Mieloma

Multiple

- Las células expresan ARN,, del gen BCL
- Produce IgE lambda e IL-6.

- Del RB.

- p53 mutado (WB).

- Cariotipo hipodiploide con 6,5% de
poliploidia.

- Citogenética: +1qcent-q25.3 / +1qg44,
+3025.1 / +3926.3-qgter, -4q22-qter / -4q33-
gter, +7p14.1-p12.2, +7932.1-q34, -
8p21.3-p12, +8q24.1-g24.2, +9931.1-
g33.3, -10p12.1-p11.21, -11g921.1-qter, -
12pter-p12.3, -13qcent-q21.33 / -13933.3-
gter, -14922.1-924.2, +15q15.1-915.3, -
17p, +17922-q23.3, +21921-q22.3, -
22913.31.

U266-LR7

Mieloma

- Parcialmente resistente a Melphalan.

- p53 mutado (WB).

- Citogenética: +1921.2 / +1921.3 / +1g44,
+3pter-p24.2, +3927.2-qter, -4922-qter / -
4q33-qgter,-5921.1-q31.1 / +5q33.3-qter,
+7p14.1-p12.2,-8p21.3-p12, +8g24.1-
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RPMI 8266

Mieloma

Multiple

- p53 mutado (WB).

- Cariotipo hipotriploide con 7,5%
poliploide

-14 g+

-CKIT*

- Citogenética: -1p21.1-p13.2, +1q21.2/
+1q921.3,-2q37-qter, +3p21.31, +3q25.1-
q26.33, +6pter-p22.1, +7932.1 / +7q36, -
8pter-p12, -8911.23-g21.11, -10g26.2-
g26.3, +11q13-q14 / -11924.2-qter, -13q,-
14932.2, +16922.1, +189g21.1.

RPMI 8226-
LR5

Mieloma

Multiple

- Parcialmente resistente a Melphalan

- p53 mutado (WB).

- Citogenética: -1p22-p13.2, +1q, +3925.1-
g25.2, -4931.3, -5p14, +6pter-p22.1//
+6p21.1-q14, +6g15-qter, -8p23-pcent, -
8p23-pcent, -10921.1-g22.3 // -10926.2,
+11q14.1, -13q, -14923.2// -14q32.12, -
16921 // +16922.1, +18g21.1, +20913.12,
+22q.

MM1S-GFP-

luc +

Mieloma

Multiple

-Sensible a Dexametasona.
-Expresan luciferasa y GFP.

Tabla 4. Lineas celulares humanas de Leucemia Mieloide Aguda.

Linea Tipo Caracteristicas
- Leucemia Mieloide Aguda
HL-60 g - C-MYC amplificado
con Maduracion
-t (4;11)
MVA-11 - Leucemia Monocitica
- Aguda - AF9/MLL
-FLT3-ITD

HEL - Leucemia Eritroide Aguda

- JAK2 V8'"F mutado

KG-1 - Leucemia Eritroide Aguda

- Fusiéon de FGFR1
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Tabla 5. Lineas celulares humanas de neoplasias linfoides B.

Linea Tipo Caracteristicas
- Linfoma Linfocitico de
Células Pequenas.
MEC-1 - 10% de poliploidia
-Leucemia Linfocitica
Crénica de las Células B.
- Linfoma Linfocitico de
Células Pequefias. - Restriccion de la cadena ligera A
de las inmunoglobulinas.
JVM.2* - Leucemia Linfocitica
) Cronica de las células B. - (11 ;14? asociada a
sobreexpresion de ciclina D1
- Linfoma de células del
Manto*
-1(14;18)
SU-DHL-6 | - Linfoma Folicular -IGH-BCL2
JEKO-1 . . -Reordenamiento de las cadenas
- Linfoma de las Células del | 4o |GH y CCND1
Manto
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1.2CELULAS DE PACIENTES

Las células procedentes de pacientes se obtuvieron bien a partir de
aspirados de médula 6sea (MO) en el caso de pacientes con MM, o bien de
muestras de sangre periférica de pacientes con LLC o linfocitosis B
monoclonal (LBM). Todas las muestras de pacientes se obtuvieron tras la
aprobacidn y revision del Comité Etico del Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca y bajo consentimiento informado de los sujetos participantes.
Las muestras se lisaron con cloruro de amonio y se mantuvieron durante 24 o
48 horas en frascos de cultivo de 75 cm?en medio RPMI1640 suplementado
con penicilina, estreptomicina y con un 20% de SBF, en ausencia o presencia
de diferentes concentraciones de los farmacos en estudio. Todas las células
se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO%al 5 %.

2. FARMACOS Y CONTROLES

* MLN9708 (Ixazomib). El inhibidor del proteasoma de segunda generacion
fue provisto por la farmacéutica Millenium Pharmaceuticals Inc (The akeda
Company). Con él se realizaron estudios in vitro. A las muestras control se
les afiadié PBS como vehiculo del farmaco.

» Zalypsis. El farmaco fue cedido por la empresa Pharmamar SA. y se
utilizé en experimentos in vitro, ex vivo e in vivo. El medio vehiculo que se
empled en las células y en los ratones control fue una dilucion que
contenia sacarosa, KH,PO4, H3PO4 y agua estéril para inyeccion.

e EDO-S101 (NL-101). Este farmaco fue provisto por la empresa
Mundipharma Pharmaceuticals SL. ElI medio control utilizado en los
experimentos in vitro, ex vivo e in vivo fue una disolucion con 15%
HPBCD, 1.5% acido acético y 1.25% NaHCOs.

* PIM447. El farmaco lo proporcioné la empresa Novartis Oncology. Como
vehiculo del farmaco en los experimentos in vitro y ex vivo de empled
PBS.

63



3. MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad de las lineas celulares tras el tratamiento con los distintos
farmacos se determind mediante ensayos de reduccion del compuesto MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide). El ensayo de
MTT es un método colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad
metabdlica de las células viables. Las células metabdlicamente activas
reducen principalmente mediante deshidrogenasas mitocondriales la sal de
tetrazolio (MTT), de color amarillo y soluble en agua, a un compuesto
insoluble en agua (formazan), de color azul oscuro. Tras la reduccion del
MTT, las células se lisan y se solubiliza el formazan con una solucion de SDS
10% HCI 0,01 M. La absorbancia de cada muestra es directamente
proporcional al nimero de células viables.'®*

Reactivos

* MTT,; 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide, 5 mg/mli
disuelto en PBS, Sigma.

* Solucién de SDS al 10% p/v HCI 0,01 M.

Procedimiento

1. Se sembraron 5 x 10* células (200 pl/pocillo) en placas de 48 pocillos.

2. Después del tratamiento con cada farmaco a diferentes concentraciones
y/o tiempos, se anadieron 22 pyl de MTT a cada pocillo y se incubaron
durante 2 horas a 37°C.

3. Se anadieron 220 pl de SDS 10% p/v HCI 0,01 M.

4. Se mantuvieron las placas en agitacion durante 4 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad hasta la disolucién de las sales de formazan.

5. En algunas ocasiones la lineas celulares de mieloma se cultivaron en
presencia o ausencia de IL- 6 (1 nM) o IGF-1 (10 nM) para valorar si los
distintos farmacos o combinaciones a estudio eran capaces de vencer la
ventaja proliferativa que confieren estos factores propios del
microambiente medular del MM."®°

6. La absorbancia se midié en un lector de placas (TECAN), con A de lectura
a 570 nmy A de referencia de 630 nm. Para cada ensayo concreto con
cada farmaco y linea celular se analizaron al menos 3 experimentos

independientes realizados por cuadriplicado. Los datos se presentan
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como la media (x) £ desviacion estandar (DE) de cuadruplicados. La
concentracion inhibitoria semi-maxima (IC50) del farmaco se calculd

usando el software de graficos SigmaPIot.

4. CO-CULTIVO CON CELULAS MESENQUIMALES

ESTROMALES

Como aproximacion experimental in vitro a la presencia del
microambiente medular, el efecto de los distintos farmacos o sus
combinaciones se evalué en co-cultivos de células de MM vy células
mesenquimales estromales (CME) de médula ésea. Para poder determinar el
efecto en la viabilidad de las células de mieloma, se utilizé la linea MM1S-luc.
Las células mesenquimales estromales se obtuvieron por aislamiento y
expansion in vitro de células mesenquimales derivadas de aspirados
medulares de pacientes con MM (CMEp), como ya ha sido descrito en
nuestro laboratorio.'® Alternativamente también se utilizé la linea celular
estromal de médula ésea hMSC-TERT, cedida por el Dr. D. Campana
(Division of Immunopathology and Cell Therapy, Department of Pediatrics,
National University of Singapore, Singapore).

Reactivos
* Linea celular de MM, MM1S-luc.
* Células mesenquimales estromales de paciente (CMEp) de médula
osea (MO).
* Luciferina (D-luciferin potasium salt)(Caliper Life Sciences, Hopkinton,
MA, USA).

* Placas de cultivo de 96 pocillos negras con fondo transparente.

Procedimiento

1. Se sembraron 1 X 10* CMEp por pocillo (100 pl) en medio de
mantenimiento de las CMEp en las placas de cultivo especificadas

durante una noche para lograr una monocapa.
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Se retir6 el medio de mantenimiento de las CMEp y se sembro sobre la
monocapa 2 X 10* células MM1S-GFPluc en medio RPMI1640 con SBF al
10%.

El co-cultivo se trato durante 24 o 48 horas con diferentes
concentraciones del farmaco o farmacos a estudio.

Después del periodo de incubacion, se anadio el sustrato de luciferina a
una concentracion final de 150 ug / ml.

Tras 5 minutos de incubacion con el sustrato, se analizo la
bioluminiscencia (fotones/seg) mediante el dispositivo Imaging System
Xenogen VIS 50 (Caliper Life Sciences) .

ESTUDIO DEL CICLO CELULAR

El efecto de los distintos farmacos sobre la distribucidon de las células

en las diferentes fases del ciclo celular también fue evaluado. Para ello se

sembraron 2 x 10° células (1 x 10° células/ml) para cada tratamiento en

placas de 6 pocillos, segun el procedimiento descrito a continuacion.

Reactivos y procedimiento

1.

Se recogieron y centrifugaron las ceélulas en tubos a 300 g durante 3
minutos.

Se lavaron las células con PBS, y se resuspendieron en 700 ul de etanol
frio al 70%, incubando durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se lavaron las células tres veces y se resuspendieron en 1
ml de PBS.

Se afadieron 15 ug de ioduro de propidio (IP) y 0,5 mg de RNasa A y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion y

oscuridad.

Finalmente se adquirieron las medidas del ciclo celular utilizando un

citometro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD Biosciences).

Los datos se analizaron con el programa Infinicyt (Cytognos S.L.).
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6. MEDIDA DE LA APOPTOSIS

6.1LINEAS CELULARES

Durante la apoptosis ocurren cambios en la superficie celular que
llevan al reconocimiento y fagocitosis de las células apoptdticas. Un proceso
temprano es la pérdida de asimetria en los fosfolipidos de la membrana,
principalmente por la externalizacion de la fosfatidilserina (PS), que altera la
carga y la hidrofobicidad de la membrana. La Anexina V es una proteina de
unioén a fosfolipidos, dependiente de Ca*™, que se une con gran afinidad a los
residuos de PS de la membrana celular '®’. En una célula normal, estos
residuos estan en la cara interna de la membrana y son inaccesibles para la
Anexina V. En la fase inicial de la apoptosis los residuos de PS quedan
expuestos en la cara externa de la membranay pueden unirse a la Anexina V;
sin embargo, cuando la célula se encuentra en una fase mas avanzada de
apoptosis, la membrana celular se permeabiliza y el IP es capaz de marcar el
ADN nuclear. Este marcaje adicional nos permite diferenciar las células que

estan en apoptosis temprana y en apoptosis tardia."®®

Reactivos

*  Human Annexin V-FITC (Immunostep, Salamanca , Spain), que contiene
Anexina, IP (20 yg/ml) y tampdn de union (Hepes/NaOH, 10 mM, pH 7,4,
NaCl, 140 mM, CaCl; 2,5 mM).

* D-PBS.

Procedimiento

1. Para la deteccién de apoptosis se marcaron 1 x 10° células control y 1x
10° de las tratadas con cada droga a diferentes tiempos y dosis.

2. Se recogieron y centrifugaron a 300 g durante 3 minutos.

3. Se lavaron con D-PBS que contiene CaCl, y MgCl, (Gibco) y se
resuspendieron en 200 pl de tampdn de unién.

4. Se anadieron 5 pl de Anexina V-FITC y se incubaron durante 10 minutos

a temperatura ambiente y en oscuridad.
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5. Se lavo con D-PBS, se anadieron 200 pl de tampdn de union y 10 ul de la
solucion de IP.

6. Por cada condicion se adquirieron un total de 30.000 eventos en un
citometro de flujo FACSCalibur utilizando el programa CellQuest (BD
Biosciences). Para el analisis fenotipico se utilizd el programa Infinicyt
(Cytognos S.L.).

6.2CELULAS DE PACIENTES

1. Lisis: la poblacion total de células obtenidas de aspirados de MO y

sangre periférica fue lisada para eliminar los hematies.

Reactivos
* Tampdn de lisis que contiene: EDTA, KHCO3; y NH4CI.
* Medio RPMI1640.
* Medio RPMI1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, 20% de
SBF y 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina
(Invitrogen Corporation (Gaithersburg, MD, USA.).

Procedimiento

1. Se mezclaron 2 ml de la muestra de MO con 7 ml de tampon de
lisis y se mantuvieron a 4°C durante 15-30 minutos.

Se centrifugaron a 300 g, durante 10 minutos a 4°C.

Se lavaron dos veces con RPMI1640 .

Se cultivaron en RPMI1640 con 20% de SBF.

Se plaquearon 4 x 10° células por pocillo en 1 ml de medio y en

o & 0N

placas de 6 pocillos.

o

Se anadio cada farmaco y se incubo entre 24 y 48 horas.

7. Se recogieron las células y se lavaron con 1 ml de PBS.
2. Marcaje. Para diferenciar las células a estudio (plasmaticas, blasticas

o linfocitos clonales) del resto de los linajes de la MO se realiz6 un

marcaje multiparamétrico basado en la combinacion de Anexina V-
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FITC y tres anticuerpos monoclonales contra antigenos asociados a
las distintas neoplasias hematoldgicas estudiadas.

Reactivos

* En MM se utilizaron: anti-CD45-APC (BD Biosciences), anti-CD56-
PE (BD Biosciences), anti-CD38-PerCP/Cy5 (BD Biosciences).

* En LLC se utilizaron: anti-CD5-PerCP/Cy5 (BD Biosciences); anti-
CD19-PE (Immunostep) y anti-CD45-APC (BD Biosciences).

* En LMA se utilizaron: anti-CD34-PE (BD Biosciences); anti-CD33-
perCP/Cy5 (BD Biosciences); anti-CD45-APC (BD Biosciences) o
anti-CD117- perCP/Cy5 (BD Biosciences).

* Entodos los paneles se utilizé Anexina V-FITC (Immunostep).

Procedimiento

1. A la muestra de paciente lisada se afadid la cantidad indicada por
el fabricante para cada anticuerpo.

2. Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad.

3. Una vez marcadas se adquirieron 50.000 eventos en un citobmetro
de flujo FACSCalibur utilizando el programa CellQuest (BD
Biosciences). Para el analisis fenotipico se utilizé el programa

Infinicyt (Cytognos S.L.).

7. DETECCION DE LA PERDIDA DE POTENCIAL DE

MEMBRANA MITOCONDRIAL

La disfuncion mitocondrial dentro del proceso apoptético esta
frecuentemente asociada con la pérdida de potencial de la membrana
mitocondrial (Aym). Una técnica para medir alteraciones en esta
membrana es el marcaje con DIOCG63), que es un fluorocromo

catiénico que se incorpora en mitocondrias con elevado potencial de
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membrana mitocondrial; sin embargo, cuando la mitocondria padece
una pérdida de potencial de membrana, se produce una pérdida del
fluorocromo y consecuentemente, disminuye la intensidad de

fluorescencia detectada por citometria de flujo.

Reactivos
= DIOCG63) (3,3 -dihexyloxacarbocyanine iodide), (Molecular Probes).

Procedimiento

1. Se recogieron y centrifugaron 5 x 10° células a 300 g durante 3
minutos.

2. Se lavaron con PBS y se resuspendieron en 200 pl de PBS.

3. Se incubaron con DiOCg 20 nM, durante 20 min, a 37°C, en
oscuridad.

4. Se lavaron con PBS.

5. Se anadieron 10 ul de IP (20 pg/ml).

6. A continuacion se procedio a la medida de la fluorescencia emitida
por DIOCG63) correspondiente al potencial mitocondrial utilizando un
citometro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD
Biosciences). Para el andlisis de los datos se utilizo el programa
Paint A Inficinty (Cytognos S.L).

8. WESTERN BLOT

8.1 0btencién de la fraccién proteica
Para obtener la fraccion proteica total se utilizaron 107 células por

condicién de tratamiento (10° células/ml).

Reactivos

e Tampdn de lisis: NaCl 140 mM, EDTA 10 mM, glicerol 10%,
Nonidet P-40 1%, Tris pH 8,0 20 mM, PMSF 1mM, pepstatina 1
ug/ml, aprotinina 1 ug/ml, leupeptina 1 ug/ml, sodio ortovanadato 1
mM.
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Procedimiento

1. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién con cada droga, se
recogieron las células y se centrifugaron a 300 g durante 3 minutos.

2. Se lavaron con PBS frio.

3. Se afiadieron 800 pl de tampdn de lisis, se incubd el lisado 10
minutos en hielo y se centrifugaron a 15.000 g durante 10 minutos
a 4°C.

4. El sobrenadante que contiene las proteinas se recogio y se
conservo a -20°C.

8.2 Cuantificacién proteica de los extractos celulares
Se utilizé el método disefiado por Bradford '®°.
Reactivos
* Bio-Rad Protein Assay.
* BSA (seroalbumina bovina).
Procedimiento
1. Se prepararon alicuotas con BSA a 0, 100, 250, 500 y 750 pg/ml,
para la recta patron.
2. Se diluyé cada muestra en 1 ml de Bio-Rad Protein Assay,
previamente diluido a 1:5 en agua.
3. Se midié la absorbancia en el espectrofotometro, siendo
directamente proporcional este valor a la cantidad de proteina.

8.3Electroforesis en geles de acrilamida
Los extractos, una vez cuantificados, se utilizaron para realizar

las electroforesis. Para ello se empled la técnica llamada SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis) permite
separar las proteinas de una muestra en funcion de su tamafo,
mediante la aplicacién de un campo eléctrico.?%%2%

Reactivos

* Acrilamida:Bisacrilamida.

* 1,5M Tris-HCI pH 8,8.

* 1M Tris-HCI pH 6,8.

e TEMED
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* APS (persulfato amdnico)

e Tampodn de carga: 200 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol,
0,05% azul de bromofenol y 5% p-mercaptoetanol.

e Tampon de migracion 1X: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicina y
0,1% SDS.

* Marcador de peso molecular de amplio rango (6,5-200 KDa)
(BioRad).

* Tampodn de transferencia 1X: 20 mM Tris, 192 mM glicina, 0,02%

SDS y 10% metanol.

Membranas de PVDF (Immobilon-P®, Millipore).

Procedimiento

1. Preparar los geles a un determinado porcentaje entre el 6 y 12% de
acrilamida, en funcion del peso molecular de la proteina.

2. Se mezcl6 la muestra con tampon de carga y se calentd durante 3-
5 minutos a 100°C antes de cargar en el gel. El tampon de carga es
desnaturalizante y el SDS que contiene confiere carga neta
negativa a las proteinas.

3. La electroforesis se realiz6 con tampdn de migracion 1X, en
cubetas Mini-PROTEAN®III (Bio-Rad), o en cubetas grandes de
tipo Sturdier, a voltaje constante de hasta 120 V o 200 V
respectivamente, durante 2-3 horas.

4. Después de correr la electroforesis las proteinas se
electrotransfiieron a membranas de PVDF Immobilon-P
(Polivinilideno difluoruro, Millipore). La transferencia se realizo a
una corriente constante de 500 mA durante un tiempo variable en

funcidn del grosor y porcentaje de acrilamida del gel.

8.4 Analisis de proteinas por Western blot: bloqueo, marcaje con
anticuerpos y revelado
Reactivos
* Tampdén de bloqueo TBST-BSA (10 mM Tris pH 7,4; NaCl 150
mM; Tween 20 0,1 %; BSA 1% y N3Na 0.05%).
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*Tampdén de lavado TBST (10 mM Tris pH 7,4; NaCl 150 mM,;
Tween 20 0,1%).

=Anticuerpos primarios: anti-p21, anti-p27, anti-Caspasa-3, (Santa
Cruz, CA); anti-Apaf-1, anti-Caspasa-8, anti-Caspasa-9, anti-
Citocromo C, anti-AlF, anti-BCL-X, anti-PARP, anti-BCL-2, y anti-
BID (BD Biosciences); anti-p53 y anti-Endo G (Oncogene Science);
anti-acetyl-Histone H4, anti-acetyl H3, anti-acetyl a tubulin, anti-
Actina, anti-ATM, anti-ATR, anti-p-CHK1, anti-p-CHK2, anti-p-
H2AX, anti-RAD51, anti-BRCA1, anti-PIM1, 2 y 3 (Cell Signalling).
=Anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo-HRP e IgG anti-ratén-
HRP (Amersham).

=Solucion de revelado: 0,1 M Tris pH 9,35; Luminol, p-lodophenol,
H»0, (1:20.000).

Procedimiento

1.

Se bloqueé la membrana al menos durante una hora a
temperatura ambiente.
. Se incubdé al menos 2 horas con el anticuerpo primario

correspondiente diluido en TBST.

3. Se lavaron las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos).

4. Se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario,

durante 30 minutos.

5. Se lavaron las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos).
6. Se incubd 1 minuto con la solucion de revelado.

7. Se reveld con distintos tiempos de exposicion de la membrana

sobre film fotografico.

8.5Extraccion proteica de las fracciones citosélica, mitocondrial y

nuclear

Reactivos

Tampon de lisis de homogenizacion (LH): 20 mM Hepes pH 7,5; Mg
Cl; 1,5 mM; KCI 10 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; DTT 1 mM,;
Sacarosa 250 mM; PMSF 1mM; pepstatina 1 ug/ml; aprotinina 1

ug/ml, leupeptina 1 ug/ml, sodio ortovanadato 1 mM.
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Procedimiento

1.

Se recogieron y centrifugaron las células (30 x 10° de células por
tratamiento (1 x 10 © células/ml) a 300 g durante 3 minutos.

. Se lavaron 2 veces con PBS frio y se resuspendieron en 1,5 ml
de tampdn de lisis de homogeneizacion.

3. Se pasaron las células por un homogeneizador manual 60 veces.
4. Se centrifugaron a 700 g durante 10 minutos a 4°C.

5. Se recogi6 el sobrenadante que contenia la fraccion

citoplasmatica, (en el botdn celular quedan los nucleos).

Se centrifugd a 10.000 g, durante 25 minutos a 4°C. El sedimento
contiene las mitocondrias que se resuspendieron en 130 pl de
LH.

7. Se centrifugo el sobrenadante a 100.000 g, durante 1 hora a 4°C.
8. Se recogi6 el sobrenadante que contenia la fraccion citosdlica y

se anadieron 1,3 ml de LH.

Los extractos se conservaron a -20 °C.

9. ENSAYO COMETA

Para evaluar el efecto genotoxico que los distintos farmacos o

combinaciones tienen sobre el ADN de las células tumorales se realizd el

ensayo cometa en su modalidad alcalina. '"°

Reactivos

Agarosa con punto normal de fusion, Normal melting point 0,6%
(NMP).

Agarosa con punto bajo de fusion, Low melting point 0,5% (LMP).
Tampédn de lisis

Tampdn de electroforesis.

Tampdn de neutralizaciéon

Bromuro de etidio.
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Procedimientos

Preparacion de las placas:

1.

Se colocaron las placas en etanol 100% por lo menos una noche
antes, a -20°C; se preparo la agarosa NMP y se sumergio la placa.

Se utilizaron 5 pl de sangre entera con 80 uyl de LMP agarosa por
placa.

Se colocod la mezcla (sangre entera + LMP agarosa) sobre la placa
previamente cubierta con NMP agarosa, se cubri6 con un
cubreobjetos y se mantuvo a 4°C durante 8 minutos. Mientras tanto se
preparo el tampdn de lisis.

A continuacion se saco la placa de la refrigeradora, se calenté un poco
y se retir6 el cubreobjetos. Se colocaron 85 yl de LMP agarosa, se
cubrid, y se llevd a 4°C durante 8 min. A partir de ese momento, todo

se realiz6 bajo luz roja.

Fase de lisis de membranas celulares

1.

Se sacd la placa, se retir6 el cubreobjetos y se sumergid en la solucion
de lisis por 1 hora a 4°C y en la oscuridad.

Se preparo la cantidad de tampon de electroforesis necesaria.

Se sacaron las placas de la solucion de lisis y se dejaron inclinadas
para que se secaran un poco.

A continuacion se lavaron las placas con tampon de electroforesis.

Fase de desnaturalizacion

1.

Se colocaron las placas en la cubeta horizontal de electroforesis en
contacto unas con otras y evitando espacios entre ellas.

Se lleno la cubeta de tampdn de electroforesis (600 ml), frio y recién
preparado y se enraso a un nivel aproximado de 0,25 cm por encima
de las placas.

Se llevaron a 4°C y se dejaron las placas en este tampon basico

durante 20 minutos.

75



Fase de electroforesis

1.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: 4°C, voltaje
fijo de 25 V y amperaje a 300 mA por 20min.

Fase de neutralizacion

1.
2.

Se sacaron las placas de la cubeta de electroforesis.

Se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno, con tampodn de
neutralizacion frio.

Mientras tanto, se preparé Bromuro de etidio.

Se retird el exceso de liquido de las placas.

Una vez aqui ya se pudieron deshidratar las placas para fijarlas y
conservarlas tifiéndolas para observarlas en ese momento o

maximo 5 dias después.

Fase de tincion

1. Siempre bajo una cuidadosa manipulacion con guantes se agregaron

de 60 pl de bromuro de etidio y se coloco el cubreobjetos.

Fase de analisis y observacién

1.

2.

Se analizaron en cada caso 100 nucleos por muestra (50 por placa)
al microscopio de fluorescencia utilizando el objetivo 40X.

Finalmente se midi6 la longitud del cometa desde el punto mas
proximal al mas distal (cabeza y cola del cometa) utilizando la

reticula graduada incorporada al ocular del microscopio.

***Deshidratacion y fijacion de placas

1.

Se dejo escurrir el exceso de neutralizacidn, colocando a las placas
en posicion vertical.

Se colocaron las placas en posicidn horizontal, se afadieron 2 ml
de etanol absoluto a cada placa esperando de 4 a 5 min.

Se colocan las placas en posicidon vertical y se dejan secar hasta
que se evaporo totalmente el etanol.

Se guardaron en wuna caja a temperatura ambiente por un

maximo de 2 semanas
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10. RECOMBINACION HOMOLOGA (HR)

Para determinar la eficiencia reparadora celular mediante
recombinacion homologa (homologus recombination, HR), tras la induccion
de dafio sobre el ADN se utilizaron dos lineas celulares de MM: U266HR vy
JIN3HR, que contienen una  secuencia genética  conocida,
cromosOomicamente integrada en su genoma y que expresaba GFP (proteina
verde fluorescente), cuando se producia reparacion mediante HR.% Se usé
como control de inhibicién de la via de HR, mirin, un inhibidor de Mre11-
Rad50-Nbs1, complejo requerido para completar el proceso de reparacion
mediante HR.%

Reactivos y procedimiento

1. Se utilizaron 10° células JIN3HR y U266HR por transfeccion, que fueron
pretratadas o no durante 24 horas con distintas dosis de EDO-S101.

2. Tras 24 horas, las células fueron lavadas y co-transfectadas con 5 ug de
un plasmido que expresaba |-Scel junto con 0,5 pg del plasmido pDsRed-
N1 (como control de transfeccion).

3. Las células se incubaron de nuevo en presencia o ausencia de EDO-S101
durante 30 horas mas.

4. Transcurridas esas 30 horas las células GFP + (fluorescencia verde) y las
células DsRed + (fluorescencia roja) se cuantificaron por citometria de
flujo.

5. La eficiencia de HR se calcul6 como el cociente de células GFP + /

células DsRed + (células verdes totales / células rojas totales).

11. ESTUDIO DE COMBINACIONES

Las diferentes lineas celulares fueron tratadas durante 24, 48 y/o 72
horas con diferentes dosis de los farmacos en estudio en monoterapia y en
combinaciones dobles y/o ftriples. La sinergia de las combinaciones se
cuantifico con el software Calcusyn (Biosoft, Ferguson, MO, USA), basado en
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el método de Chou-Talalay'" y que calcula un indice de combinacién (Cl)
con la siguiente interpretacion :

Cl >1: efecto antagonico; Cl =1: efecto aditivo; Cl <1 efecto sinérgico

12. SEPARACION CELULAR

Los linfocitos B patologicos de las muestras de LLC o LBM fueron
separados de muestras de sangre periférica de pacientes y donantes sanos
mediante el separador de bolas magnéticas AutoMacs Cell Separator
(Miltenyi Biotec). Para la separacion se utilizé el kit de microbolitas
magnéticas CD19 para realizar la seleccidn positiva, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Reactivos
* Solucion de resuspension: MACS Running Buffer.
* Solucién de aclarado: PBS 2mM EDTA.
* Solucién de lavado: 70% etanol, diluida a partir de etanol 100%

* Microbolitas magnéticas CD19 humano, 2 mL (Miltenyi Biotec).

Procedimiento

1. Se determiné el numero de células de partida.

2. Se centrifugo la suspension de células a 300 g durante 10 minutos y
se aspiro el sobrenadante.

3. Se resuspendi6 el sedimento celular en 80 ul de tampoén por 10’
células totales.

4. Se afiadieron 20 ul de microbolitas CD19 por cada 10 células totales.

5. Se mezclaron bien y se incubaron durante 15 minutos en el
refrigerador.

6. Se lavaron las células mediante la adicion de 1-2 ml de tampdn por
107 células y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. Se aspir¢ el
sobrenadante completamente.

7. Se volvieron a suspender hasta 108 células en 500 ul de tampdn.

8. Finalmente se procedio a la separacion magnética automatizada.
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13.

“WESTERN SIMPLE”

Se obtuvieron lisados de células a partir de células CD19 + de

pacientes con LLC, LBM o donantes sanos. La electroforesis capilar con

immunoensayo o analisis Western Simple se realizé utilizando la maquina
WES™ (ProteinSimple, Santa Clara, CA USA), (Figura 13) (de acuerdo con

las indicaciones del fabricante

172,173

Reactivos

1.

Los proporcionados en el kit West Rabbit Master 12-230 kDa (200 data
points) de Protein Simple.

2. Anti-PIM2 (Cell Signalling).
3. Anti-GAPDH (Cell Signalling).

Procedimiento

1.

Se mezclaron 40 ul de cada muestra con la mezcla maestra
(ProteinSimple) a una concentracion final de 1 x tampon de muestra, 1 x
marcadores fluorescentes de peso molecular y 40 mM de ditiotreitol
(DTT). Después se calento a 95 ° C durante 5 min.

Las muestras, los reactivos de bloqueo, el tampdén de lavado, los
anticuerpos primarios y secundarios y el sustrato quimioluminiscente se
dispensaron en los pocillos designados por el fabricante en la microplaca
del sistema.

Después de cargar la microplaca, la electroforesis de separacion y la
inmunodeteccién se llevaron a cabo en el sistema de electroforesis capilar
de forma automatizada.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el software Compass
proporcionado por ProteinSimple. La normalizacion de los datos se realizé
con la proteina GAPDH.
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Figura 13. Western simple
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14.

MODELOS MURINOS

14.1 Modelo de plasmocitoma subcutaneo

Para el modelo de xenoinjerto de plasmocitoma subcutaneo humano,
se utilizaron ratones CB17-SCID (The Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME USA). Los ratones fueron inoculados via subcutanea en el flanco
derecho con 3 x 10° células MM1S en una mezcla de 100 ul de RPMI
1640 y 100 ul de Matrigel (BD Biosciences). Cuando los tumores se
hicieron palpables, los ratones fueron randomizados al grupo control
(que recibe el medio vehiculo), o a los diferentes grupos de
tratamiento. Las mediciones de los diametros tumorales se realizaron 3
dias por semana, y el volumen del tumor se estimé como el volumen
de un elipsoide utilizando la siguiente férmula:

V=4/3mx(al/2)x(b/2)?

* donde a y b se corresponden con el diametro medido mayor y menor,
respectivamente.

Las diferencias entre los volumenes tumorales entre grupos se
evaluaron mediante analisis unidireccional de la varianza (ANOVA de
un factor) y el uso de un modelo lineal general de medidas repetidas.
Los ratones se sacrificaron cuando alguno de los diametros tumorales
alcanz6 2 cm, o cuando los ratones presentaron un empeoramiento del
estado general. El analisis de la supervivencia se evalué mediante
curvas de Kaplan-Meier y la diferencia entre curvas se analiz6 con la
prueba de Log-rank. Los analisis estadisticos se realizaron con el
software SPSS-20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL USA), y la significacion
estadistica se definio como p <0,05.
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14.2 Modelo diseminado de MM

El mismo tipo de ratones CB17-SCID, se utiliz6 para generar el
modelo de xenoinjerto de MM sistémico. Para su desarrollo se
inyectaron 3 x 10° células MM1S-GFPluc en la vena caudal. El
desarrollo del tumor fue evaluado de forma no invasiva por
bioluminiscencia (BLI) con el sistema IVIS 50 Xenogen (Caliper Life
Sciences, Hopkinton , MA, USA) . Cuando la carga tumoral pudo
medirse por BLI (fotones/sec), los ratones fueron randomizados a los
distintos grupos de tratamiento. El analisis estadistico se realiz6 de
manera similar al usado para el analisis del modelo de plasmocitoma.
Los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices
institucionales para el uso de animales de laboratorio. Todos los
protocolos y los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica
Animal de la Universidad de Salamanca.

14.3 Modelo murino de LMA

Se realizaron distintos estudios inmunohistoquimicos en tumores
grandes seleccionados y extirpados de ratones controles y ratones
tratados con distintos farmacos o sus combinaciones. Después de la
fijacion durante 24 horas en paraformaldehido tamponado al 10% (p/v),
se confeccion6 un microarray de tejido (TMA) con un arrayer manual
(Instrumentos Beecher, Sun Prairie, WI), incluyendo 3 cilindros
representativos de cada muestra de 1 mm de diametro cada uno. Los
TMA se incluyeron en parafina y se obtuvieron secciones de 3 um de
espesor. Después de la desparafinacion en xileno y la deshidratacion
con concentraciones crecientes de etanol, la recuperacion de
antigenos y la incubacion con anticuerpos se realiz6 con el sistema
semi-automatico Dako Autostainer (Dako América del Norte,
Carpinteria, CA USA). Los anticuerpos primarios incluyeron anti-p53,
anti-PARP fragmentada, anti-pH2AX, anti-ki67 y anti-acetyl-histone-3.
(Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA). Para la visualizacion
inmunohistoquimica se utilizé el sistema Envision (Dako América del

Norte, ref K5007) basado en el uso de un polimero con anticuerpos
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15.

secundarios para IgG de raton y conejo ligados a HRP y el uso de
DAB+ como cromogeno. La tincion se realizé con el sistema de IHC
DAB MAP (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ USA). Las
secciones se contrastaron con hematoxilina y se analizaron por

microscopia de luz estandar.

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica en tumores grandes
seleccionados y extirpados de ratones controles y ratones tratados con
distintos farmacos o combinaciones. Después de la fijacion durante 24
horas en paraformaldehido al 10%, se realizd un microarray de tejido
con un arrayer manual (Instrumentos Beecher, Sun Prairie, WI),
incluyendo 3 cilindros, representativos de cada muestra, de 1mm de
diametro. Los microarrays de tejido (TMA) se incluyeron en parafina y
de ellos se obtuvieron secciones de 3 um de espesor. Después de la
desparafinacion en xileno y la deshidratacion con concentraciones
crecientes de etanol, la recuperacion de antigenos y la incubacion con
anticuerpos se realizd6 con el sistema semi-automatico Dako
Autostainer (Dako América del Norte, Carpinteria, CA). Los anticuerpos
primarios incluyeron anti-p53, anti-PARP escindida, anti-pH2AX, anti-
ki67 y anti-acetyl-histone-3. (Cell Signaling Technology, Boston, MA,
USA). Al igual que en el modelo anterior, para visualizar la reaccion
inmunohistoquimica se utilizé el sistema Envision con el equipamiento
IHC DAB MAP. Las secciones se contrastaron con hematoxilina y se

analizaron por microscopia de luz estandar.
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CAPITULOI. EVALUACION DE LA
EFICACIA PRECLINICA DE FARMACOS
CON NUEVOS MECANISMOS DE
ACCION EN DIVERSAS NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

Este trabajo de investigacion se inicié realizando un cribado de la
eficacia in vitro de algunos farmacos exponentes de los principales
mecanismos de actuacion descritos en la Introduccion y que se encuentran
en diferentes fases de desarrollo. Para realizar el estudio se utilizé un panel
de lineas celulares de diversas neoplasias hematologicas. La eficacia de
alguna de estas moléculas se investigd también en combinacion con otros
agentes utilizados en la practica clinica habitual. Estos datos sentaron las
bases de los capitulos posteriores de la presente Tesis doctoral, ya que se
eligieron las moléculas o combinaciones que presentaron mejores datos de
eficacia y tenian mejores perspectivas clinicas en determinadas neoplasias,

para ser estudiados en profundidad.

1. MLN-9708 (Ixazomib)

La eficacia de este inhibidor del proteasoma de segunda generacion
fue evaluada en lineas celulares de MM (Figura 1. 1, Figura 1. 2). Se
utilizaron las lineas MM1S, con p53 wt (wild type) y la linea RPMI 8266 con
p53 mutado. Una primera observacion fue la rapidez de actuacion de este
farmaco, ya que ejerce practicamente todo su efecto a las 24 horas sin
mejoria significativa de la eficacia con mayores tiempos de incubacion (48 y
72 h). Por otro lado se observé que la linea MM1S era mas sensible al
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farmaco, consiguiéndose inhibiciones maximas de la viabilidad celular con
dosis de 40 nM mientras que para conseguir el mismo efecto en la linea

RPMI 8266 fue necesario duplicar la dosis.

Figura 1. 1 Dosis-respuesta de MLN-9708 en MM1S a distintos tiempos
de exposicion
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Figura 1. 2 Dosis-respuesta de MLN-9708 en la linea RPMI 8226 a
diferentes tiempos de exposicion
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También se hizo el estudio de eficacia en lineas celulares de SLP-B
(Figura 1. 3, Figura 1. 4). Para ello se utilizaron una linea de linfoma folicular
(LF), SUDHL-6, y una de LLC en transformacion a leucemia prolinfocitica,
MEC-1. La linea de LF resultd6 ser mas resistente al farmaco y demostro
diferencias importantes de sensibilidad a distintos tiempos de incubacion. La
linea MEC-1 fue mas sensible presentando el farmaco niveles similares de

eficacia con los tres tiempos de incubacion utilizados.

Figura 1. 3 Dosis-respuesta y tiempo respuesta del farmaco MLN-9708
en la linea celular SUDHL-6
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Figura 1. 4 Dosis-respuesta y tiempo-respuesta de MLN-9708 en MEC-1
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Las lineas de LMA utilizadas para realizar el estudio de eficacia (Figura
1. 5, Figura 1. 6) fueron HEL, una linea de leucemia eritroide aguda JAK2"®"
positiva, y HL60, una linea de leucemia mieloblastica aguda con maduracion.
De nuevo, llama la atencién la gran diferencia de sensibilidad entre lineas,
estando la IC50 a 24 horas en rango 20 nM en HEL frente a 250 nM en HL60.

Figura 1. 5 Dosis-respuesta y tiempo-respuesta de MLN-9708 en HEL
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Figura 1. 6 Dosis-respuesta y tiempo-respuesta de MLN-9708 en HL60
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Puesto que varios estudios ya habian demostrado la eficacia de
MLN9708 en distintos modelos preclinicos de MM'"* y otros SLP-B'"®, se
decidio profundizar en la eficacia de MLN-9708 en LMA, ya que no habia
publicaciones al respecto hasta ese momento. Para ello se realizaron
combinaciones con distintos agentes utilizados en el tratamiento de la LMA
en la practica clinica habitual, como idarubicina, citarabina (o Ara-C) y
fludarabina (Figura 1. 7, Figura 1. 8, Figura 1. 9), buscando un posible
sinergismo del efecto antileucémico de estos agentes. Para estos estudios se
utilizé la linea celular HL60, que habia resultado la mas resistente al farmaco
en el estudio inicial.

En lo que respecta al mecanismo de actuacion de las drogas utilizadas
para los estudios en combinacion, idarrubicina (Figura 1. 7) es un agente
citostatico perteneciente a la familia de las antraciclinas. La idarrubicina forma
complejos con el ADN al intercalarse entre los pares de bases, inhibiendo a la
ADN polimerasa y creando roturas de doble cadena en la hélice del ADN. Por
otro lado, Ara-C o citarabina (Figura 1. 8) es un analogo de la pirimidina por lo

que actua sobre la sintesis de ADN, sobre todo en células en division (fase
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Viabilidad (% Absorbancia)

S). Finalmente, la fludarabina es un analogo de purina que pertenece a la
clase antimetabolitos antineoplasicos al igual que la citarabina, y actua
igualmente inhibiendo la sintesis de ADN. La idarrubicina y la citarabina a
pesar de haberse utilizado desde hace décadas, siguen formando la base del
esquema clasico de tratamiento utilizado en la LMA en aquellos pacientes de
65 afos 0 menores Yy tributarios de tratamiento agresivo; y es que, aunque en
los ultimos afios se ha producido un avance muy significativo en el
conocimiento biologico de la LMA, éste no se ha visto traducido a una mejora
importante de los tratamientos frente a esta enfermedad. En cuanto a la
fludarabina, se utiliza en regimenes orientados a pacientes mayores de 65
afnos o no candidatos a tratamiento intensivo segun recomendaciones del
grupo PETHEMA (Guia asistencial 2014).

Volviendo a nuestros resultados, la combinacion con mejores
resultados en la linea celular de LMA utilizada, fue MLN9708 + fludarabina,
(Figura 1. 9) con indices de combinacién entre 0,5 y 0,7 dependiendo de las
dosis utilizadas (Tabla 1. 1). Se trata de un dato importante a tener en cuenta,
puesto que MLN9708 es un farmaco oral, que junto con la formulacion
también oral de fludarabina podrian constituir dentro de un ensayo clinico un
esquema o parte de un esquema terapéutico util y cdmodo en el paciente
fragil o en aquel refractario a otras lineas de tratamiento. Por lo tanto esta
combinacion posiblemente mereceria un estudio preclinico y clinico en mayor
profundidad, que excede el presentado en el presente trabajo de Tesis
doctoral.

Figura 1. 7 Estudio de eficacia de la combinacion MLN-9708 con
idarrubicina tras 48 horas de incubaciéon
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Figura 1. 8 Estudio de eficacia de la combinacién MLN-9708 y Ara-C tras
48 horas de incubaciéon
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Figura 1. 9 Estudio de eficacia de la combinacién MLN-9708 vy
fludarabina tras 48 horas de incubaciéon
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Tabla 1. 1 indices de combinacion de MLN-9708 con distintos farmacos
anti-leucémicos en la linea celular de LMA HL60

MLN-9708 (nM) Idarrubicina (nM) ICs
50 5 1,6
50 10 0,7

100 5 1,8
100 10 0,6
Ara-C (nM)
50 500 1A
50 1000 2,7
100 500 1,3
100 1000 2,5
Fludarabina (nM)
50 500 1,6
50 1000 1
100 500 0,7
100 1000 0,5

2. EDO-S101 (NL-101)

EDO-S101 es una nueva molécula de fusién que no habia sido probada
previamente en neoplasias hematologicas y sobre la que no existia ningun
dato publicado en el momento de empezar este trabajo de investigacion.
Evaluamos la eficacia de este compuesto en un amplio niumero de lineas
celulares de distintos tumores hematologicos. Tras los experimentos de
tiempos-respuesta iniciales, se decidio realizar los estudios a 48 horas ya que
la eficacia era mejor que a 24 horas y solo ligeramente inferior que a 72 horas
(Figura 1. 10).

La molécula resulto ser eficaz tanto en MM, como en SLP-B y LMA. Las
lineas de MM presentaron un IC50 entre 1,6 y 4,89 pM, siendo la linea mas
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resistente RPMI8226-LR5 que tiene p53 mutado y es parcialmente resistente a
melfalan (Figura 1. 11). Los IC50 en SLP-B (Figura 1. 12) y en LMA (Figura 1.
13) fueron similares, en el rango de 1,2 a 3,7 yM. Dado que la compaiia
propietaria del farmaco dio prioridad inicialmente a su evaluacion en MM y
LMA, se decidié profundizar en el estudio de su eficacia en estos tipos de
neoplasias. Estos estudios se exponen en los capitulos 2 y 3 respectivamente.

Figura 1. 10 Dosis-respuesta de EDO-S101 en la linea celular MM1S a
diferentes tiempos de incubacién

120 . ——MM1S 24H
| - MM1S 48H
< MM1S 72H

-_—
N 00 O
o O O
[ B
il
_|

N
o
1
4

Viabilidad (% control)
I
o o
=1

o

0.5 1 5 10
EDO-S101 (uM)

Figura 1. 11 Eficacia de EDO-S101 en diferentes lineas celulares de MM
tras 48 horas de tratamiento
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Figura 1. 12 Dosisrepuesta de EDO-S101 en lineas celulares de SLP-B

tras 48 horas de tratamiento
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Figura 1. 13 Dosis-respuesta de EDO-S101 en diferentes lineas celulares

de LMA tras 48 horas de tratamiento
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Tabla 1. 2. IC50 de EDO-S101 en las distintas lineas celulares empleadas

IC50 (uM) IC50 IC50
MM LMA SLPs-B

MM.1S 3,3 KG1 3,71 JEKO 2,7
MM.1R 3 HL60 2,55  SUDHL6 3,08
U266 1,63 HEL 1,83 MEC-1 2,11
U266-LR7 2,85 MV411 1,23

RPMI8226 4,07
RPMI-LR5 4,89

3. ZALYPSIS (PM-104)

Esta molécula ya habia sido evaluada previamente en nuestro
laboratorio en distintas enfermedades, por lo que nos referimos a las
diferentes publicaciones en MM'*® y LMA'"®. A continuacion, se expone,
como referencia, una grafica representativa de su eficacia en cada una
de las neoplasias analizadas en los articulos mencionados (Figura 1. 15,
Figura 1. 15).

Figura 1. 14 Eficacia de zalysis en diferentes lineas celulares de LMA

a distintos tiempos de incubacion
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Figura 1. 15 Eficacia de zalypsis en distintas lineas celulares de MM con
distintos tiempos de incubacién
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Partiendo de los datos anteriormente publicados, en este trabajo se ha
intentado profundizar en la sinergia de este farmaco en MM en combinacion
con otros farmacos con efecto anti-mieloma utilizados en el tratamiento
habitual de esta neoplasia, como son el bortezomib y la dexametasona. Estos
resultados se exponen en el capitulo 4 de la presente tesis.
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% MTT metabolization

4. PIM447

La eficacia de este pan-inhibidor de PIM quinasas se evalud en los 3
grupos de neoplasias hematologicas previamente mencionados. En el caso

del MM hacemos referencia a los estudios que ya fueron publicados por

nuestro grupo en multiples lineas de MM (Figura 1. 16).">°

Figura 1. 16 Dosis-respuesta de PIM447 en lineas celulares de MM a

distintos tiempos de incubacién

24 hours 120 48 hours 120 72 hours —o—MM1S
w{ = RPMI-8226
100 100 4

T
80 - 80 e U266
—— NCI-H929
60 1 60 - —O— OPM-2
40 - 40 - —a— RPMI-LRS
20 - 20 -
0 -

—— MM1R
e () 266-Do x4
Y
oo(s%g{‘.\ @:‘,@ Wt
e

% MTT metabolization
% MTT metabolization

0 S —t— U266-LR7
» & S 8
OSSN
(,°°Q.°" o o? w

PIM447 PIM447
T. Paino. Clin. Cancer Res. 2016

La molécula también resulté igualmente eficaz en lineas celulares de
LMA (Figura 1. 17) y SLP-B, a dosis similares (Figura 1. 18). No obstante, en
Basandonos en los recientes trabajos publicados acerca de la importancia de
las PIM quinasas en la supervivencia de los linfocitos B en LLC vy las
interacciones entre éstos con el microambiente, se decidié profundizar en el
estudio de PIM447 en LLC (capitulo 5 del presente trabajo)."*
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Figura 1. 17 Dosis-respuesta de PIM447 en distintas lineas de LMA tras
48 horas de incubacion
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Figura 1. 18 Dosis-respuesta de PIM447 en distintas lineas celulares de
SLP-B tras 48 h de exposiciéon

120 'l ==JVM-2
100 SUDHL-6

S —

\ MEC-1

0.1 0.5 1 5 10
PIM 447 (uM)

[
o
L

H
o
1

Viabilidad (% control)
N (2]
o o

o
o

5. DISCUSION

En resumen, una vez realizado las pruebas de eficacia iniciales, se
decidi6é proseguir el estudio con EDO-S101, por lo novedoso de la molécula y
su potencial eficacia tanto en MM como en LMA (Capitulos 2 y 3).

Con respecto a zalypsis, los buenos datos de eficacia ya publicados
por nuestro grupo en MM vy los resultados preliminares obtenidos en
diferentes combinaciones, hicieron que se decidiera profundizar en el estudio
de la combinacién de este farmaco con otros agentes con efecto anti-MM,

fundamentalmente bortezomib y dexametasona (Capitulo 4).
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Por ultimo, decidimos estudiar el efecto de PIM447 como pan-inhibidor
de las PIM quinasas en leucemia linfatica crdénica, tanto para evaluar la
eficacia del farmaco como para valorar el papel de las PIM quinasas en la

evolucion de la enfermedad y en la resistencia a otros farmacos. (Capitulo 5).
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CAPITULO IIl. ESTUDIO DE LA EFICACIA

PRECLINICA DE EDO-S101 EN
MIELOMA MULTIPLE

Este trabajo esta en revision para publicacion en una revista del primer

decil.

1. ANALISIS DE LA EFICACIA DE EDO-S101 IN VITRO Y EX

VIVO

En primer lugar, se evalu6 mediante el ensayo colorimétrico MTT la
actividad citotoxica de EDO-S101 a concentraciones crecientes en siete
lineas celulares de MM representativas de la enfermedad y con diferente
perfil citogenético y de resistencia a farmacos (Figura 2. 1). Se tom6é como
referencia un tiempo de actuacion del farmaco de 48 horas, ya que su
eficacia anti-MM era mayor que a 24 horas y similar a la de 72 horas.

Figura 2. 1 Analisis de eficacia de EDO-S101 en distintas lineas
celulares de MM (48 horas)
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Las lineas celulares que se incluyeron fueron: MM1S y MM1R,
sensible y resistente a dexametasona respectivamente; RPMI-8226 y U266
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ambas con p53 mutado y parcialmente resistentes a melfalan; RPMI-LR5 y
U266-LR7 ambas también con p53 mutado y con mayor resistencia a
melfalan; y JUN3 sin expresion de p53 debido a una delecion mono-alélica y
al silenciamiento genético del otro alelo."””” El tratamiento con dosis
crecientes de EDO-S101 (0,1-10 pM) durante 48 horas disminuyo la
viabilidad celular en todas las lineas celulares estudiadas. Los valores 1C50
de EDO-S101 fueron 3,3 yM (MM1S); 3 yM (MM1R); 1,6 uM (U266); 2,8 uM
(U266-LR7); 4 uM (RPMI8226), 4.8 uM (RPMI8226-LR7) y 2,5 uM para JIJN3.
Las lineas celulares fueron sensibles a EDO-S101 independientemente del
estado mutacional de p53. Ademas, se demostré que EDO-S101 in vitro era
también eficaz en lineas celulares resistentes a melfalan. En la Figura 2. 2, se
observa como las lineas celulares U266-LR7 y RPMI8226-LR5 son
relativamente mas resistentes a melfalan con respecto a su contrapartida
sensible (U266 y RPMI8226), mientras que EDO-S1010 no mostrd
diferencias de eficacia entre ambos pares de lineas (sensibles vs resistentes)

indicando que es capaz de vencer la resistencia a este otro agente alquilante.

Figura 2. 2 Andlisis de eficacia de EDO-S101 en lineas celulares
sensibles y resistentes a melfalan
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Posteriormente, el efecto de EDO-S101 se investigd ex vivo en células
plasmaticas de meédula 6sea (MO) de 6 pacientes diagnosticados de MM. Los
aspirados de MO que contenian células plasmaticas tumorales se incubaron
con diferentes concentraciones de EDO-S101 durante 48 horas, y la
apoptosis se analizoé por citometria de flujo (Figura 2. 3). EDO-S101 indujo
apoptosis en todos los casos, incluyendo pacientes con MM en recaida
(pacientes 5 y 6) y citogenética adversa (p53 mutado, en el caso del paciente

6 y ganancia de 1q en el paciente 4).

Figura 2. 3 Analisis de eficacia de EDO-S101 en células plasmaticas de

MO de pacientes con MM
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En la Figura 2. 4 se muestra un diagrama de cajas en el que se
representa la mediana = la desviacion estandar (SD) de células plasmaticas
apoptoticas o Anexina V+, tras incubacion durante 48 horas con las dosis
indicadas de EDO-S101.
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Figura 2. 4 Diagrama de cajas del analisis de eficacia de EDO-S101 en
células plasmaticas de MO de pacientes con MM
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2. ESTUDIO DE LA EFICACIA ANTI MIELOMA DE EDO-S101

EN UN MODELO DE MICROAMBIENTE DE MM

Con el objetivo de evaluar si EDO-S101 era también eficaz en
presencia de factores que ofrecen ventaja proliferativa a la célula tumoral de
mieloma,'®® incubamos células MM1S durante 48 horas con IL- 6 (1 nM) o
IGF1 (10 nM) y distintas dosis del farmaco. A pesar de la ventaja proliferativa
que conferian estos factores a la linea celular MM1S, EDO-S101 mantuvo su
eficacia (Figura 2. 5). También se evalud la eficacia anti-mieloma de EDO-
S101 en un co-cultivo de células MM1S-luc y células mesenquimales
estromales derivadas de pacientes con MM (pBMSC). Como se observa en la
Figura 2. 6, EDO-S101 fue eficaz en presencia de estas células protectoras
del microambiente tumoral. Se demostré por tanto que EDO-S101 era capaz
de vencer la ventaja proliferativa y anti-apoptética conferida por algunos

componentes del microambiente medular.
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Figura 2. 5 Eficacia de EDO-S101 en células MM1S en presencia de IL-6
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3. ANALISIS IN VITRO DE LAS PROPIEDADES
FARMACOLOGICA DE EDO-S101 COMO ALQUILANTE Y

COMO INHIBIDOR DE HISTONA DEACETILASA

Para investigar el mecanismo de accion de EDO-S101, y teniendo en
cuenta la doble naturaleza de esta molécula, se evaluaron por un lado sus
efectos de acetilacion sobre diferentes sustratos y por otro lado la induccion
de dafo sobre el ADN. El tratamiento de células MM1S con EDO-S101 a
dosis tan bajas como 1 0 2,5 uM durante 48 horas aument6 notablemente la

acetilacion de las histonas H3 y H4 y también la de a-tubulina (Figura 2. 7).

Figura 2. 7 Hiper-acetilacion de histonas y de alfa-tubulina tras 48 horas
de incubacién con dosis crecientes de EDO-S101
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Al analizar el efecto alquilante de EDO-S101 se observd que inducia
un aumento temprano en los niveles del sensor de dafio p-ATM y su efector
p-Chk2 en la linea MM1S, de manera dosis y tiempo dependiente. Los
niveles de otro de los sensores de dafo, p-ATR, no se modificaron por el
tratamiento, sin embargo, su efector p-Chk1, se indujo claramente tras el
tratamiento con EDO-S101 (Figura 2. 8). Tras el tratamiento también se
observaron niveles elevados de p53 y p-H2AX (yH2AX), que se puede
considerar como un marcador de roturas del ADN de doble hebra (Double
Strand Breaks, DSBs).

108



Figura 2. 8 Induccion de proteinas implicadas en la respuesta a daino del
ADN tras incubacién con EDO-S101

EDO-S10148 h (uM)  EDO-S1015 uM (hours)

0 1 25 5 0 12 24 48  (KDa)
PCHK1 | — —— | — — | - 56

PATM S wen e == [on GEID ®wm «=| _350

PCHK2| == eew gy |  « @Dy -
pros [ | [ T o ] -0
pH2AX | Q || —— |

TUDUIING | s s s s | | s s——— _ 55

Ademas, se demostré que este efecto alquilante fue claramente
superior al inducido por bendamustina, a pesar de utilizar dosis mucho mas

elevadas de este ultimo farmaco (Figura 2. 9).

Figura 2. 9. Induccién de proteinas implicadas en la respuesta a daio
tras 48 horas de incubacion con EDO-S101 o bendamustina
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Dado que la linea celular MM1S, tiene p53 wt (wild type) se evaluo
también este efecto de dafio a ADN en dos lineas celulares de MM con p53
mutado (RPMI-8226 y U266), confirmandose los resultados previamente
obtenidos (Figura 2. 10).
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Figura 2. 10 Induccion de proteinas implicadas en la respuesta a dafo a
ADN tras 48 horas de incubacion con EDO-S101 en lineas celulares con

p53 mutado
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En concordancia con la induccién de dano, el ensayo cometa

demostré un aumento de la fragmentacién del ADN después del tratamiento

con EDO-S101 (Figura 2. 11).

Figura 2. 11 Ensayo cometa en MM1S tras 48 horas de incubaciéon con

EDO-S101
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4. ANALISIS DE LOS EFECTOS DE EDO-S101 EN EL CICLO
CELULAR Y EN LOS MECANISMOS DE INDUCCION DE

APOPTOSIS

Dado el dafio inducido por EDO-S101 sobre el ADN, se estudiaron
posteriormente los posibles efectos que este evento producia sobre el perfil
del ciclo celular y la apoptosis. El tratamiento con EDO-S101 resulté en una
acumulacion de células en las fases G2-M del ciclo que fue independiente del
estado mutacional de p53 de las lineas evaluadas, seguida de un aumento de
células apoptoticas (fase sub-Gyp), como se observa en la Figura 2. 12.

Figura 2. 12 Analisis del ciclo celular tras incubacién durante 48 horas
con EDO-S101 a las dosis indicadas
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Esta induccion de apoptosis también se demostré mediante el marcaje
de la linea celular MM1S con Anexina V tras incubacion con EDO- S101 por
48 horas (Figura 2. 13).

Figura 2. 13 Analisis por citometria de flujo de la apoptosis inducida en
MM1S tras incubacién con EDO-S101 (0-1-2,5 y 5 uM) durante 48 horas
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Para evaluar el mecanismo responsable de esta muerte
desencadenada por EDO-S101 se analizaron las caspasas, proteinas
implicadas en la sefalizacion (caspasas iniciadoras) y ejecucidén (caspasas
efectoras) de la muerte celular. Por un lado, se observé como las caspasas
iniciadoras, tanto la caspasa 9 (via mitocondrial) como caspasa 8 (via
extrinseca) se activaban tras 12 y 24 horas de incubacién con el farmaco
respectivamente. Ademas, se observo el procesamiento de las caspasas
efectoras 3 y 7 tras 24 horas de incubacién. Curiosamente, el procesamiento
de PARP se detecto antes de la activacion de las caspasas efectoras (tras 12
horas de tratamiento), lo que sugiere la implicacién potencial de mecanismos

apoptoticos independientes de caspasas.
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Figura 2. 14 Induccion de caspasas y PARP tras incubaciéon con EDO-
S101
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-113
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PARP es una proteina implicada en la fase final de la muerte celular
mediante la fragmentacién del ADN. Puede ser activada por las caspasas
efectoras u obedecer a otras proteinas pro-apoptéticas independientes de
caspasas. De hecho, la pre-incubacién con el inhibidor pan-caspasa Z-VAD-
FMK fue incapaz de inhibir la muerte inducida por EDO-S101 (Figura 2. 15),
lo que sugiere la posible implicacion de mecanismos independientes de
caspasas en la muerte celular inducida por EDO-S101 en MM1S (Figura 2.
15). Como control positivo se utilizO bortezomib, un farmaco que induce
muerte dependiente de caspasas en MM1S y en cuyo caso la pre-incubacion
con Z-VAD-FMK fue capaz de inhibir casi totalmente la apoptosis.
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Figura 2. 15 Analisis por citometria de flujo de células en apoptosis tras
24 horas de incubacion sin tratamiento (control), con EDO-S101 (10 pM)
y con bortezomib (2 nM), y a los que se les hizo un pre-tratamiento con
o sin Z-VAD-FMK (50 pM)
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Atendiendo a la intima relacion existente entre la alteracion del
potencial de membrana mitocondrial y la muerte celular se analizaron las
alteraciones inducidas por EDO-S10 en este organulo celular. Tras la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis o via mitocondrial (iniciada por
la caspasa 9) inducida por EDO-S101, se observo una disminucién en el
potencial de membrana mitocondrial (AWm) (Figura 2. 16), seguida de la

consecuente translocacion de AlF de la mitocondria al nucleo (Figura 2. 17).

Figura 2. 16 Disminucion del potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) en la linea MM1S, tras 48 horas de incubacién con EDO-S101
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Figura 2. 17 Translocacion de AIF desde la mitocondria al nucleo en la
linea celular MM1S tras 48 horas de incubacion con distintas dosis de
EDO-S101
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Otras proteinas que juegan un papel importante en la muerte celular
son las pertenecientes a la familia de Bcl-2. A este respecto, se observo una
ligera disminucion de la proteina anti apoptética Bcl-XL, asi como la
traslocacion de la proteina Bax desde el citoplasma al nucleo celular (Figura
2. 18). Ambas proteinas se han relacionado también con los efectos
previamente observados: la disminucién del AWm, la formacion de poros en
la membrana externa mitocondrial y la liberacion de AIF desde la

mitocondria.*

Figura 2. 18 Analisis de la expresion de proteinas de la familia Bcl2 en
MM1S, tras incubacion con EDO-S101 48 horas
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5. ANALISIS DE LA INHIBICION DE LA REPARACION DEL
ADN MEDIANTE RECOMBINACION HOMOLOGA

INDUCIDA POR EDO-S101

Recientemente se ha descrito que los inhibidores de deacetilasas de
histonas, pueden inhibir la via de reparacion del ADN por recombinacion
homoéloga (homologous recombination, HR) en MM.'® Ademas, esta
propiedad también ha sido demostrada para otros HDACi en cancer de

79 o cancer de ovario.'® Basandonos en estos trabajos, se explord si

prostata
la eficiencia reparadora del ADN por HR se veia afectada en lineas celulares
de MM tras su incubaciéon con EDO-S101. Para ello se utilizaron dos lineas
celulares de MM, U266HR y JUIN3HR, con una secuencia genética conocida,
cromosOmicamente integrada en su genoma y que expresan GFP (proteina
verde fluorescente) cuando se produce reparacion mediante HR.?® En
resumen, las células-HR se pre incubaron durante 24 horas con EDO-S101 a
dosis bajas y sin el farmaco. Transcurridas 24 horas las células se
transfectaron con endonucleasa /-Scel (capaz de inducir una rotura de doble
cadena en un punto concreto del gen integrado) y con el plasmido pDsRed-
N1 (emisor de fluorescencia roja), utilizado como control de transfeccion. Las
células se incubaron durante 30 horas mas con dosis bajas de EDO-S101
(sub-letales) o sin él, y los resultados se analizaron por citometria de flujo.
Cuando las células eran capaces de reparar la ruptura endégena por HR,
ésta daba lugar a la expresion de GFP funcional (fluorescencia verde). La
eficiencia reparadora se calcul6 transcurridas esas 30 horas, como la razén
entre las células GFP+ (verdes) y las células DsRed+ (rojas). Como se
puede observar en la Figura 2. 19, las células tratadas con EDO-S101
presentaron una importante reduccion en su capacidad reparadora (verdes)
comparandolas con las células control (sin tratamiento con EDO-S101). La
cuantificacion de la eficiencia reparadora se presenta en la Figura 2.20. Se
us6 como control mirin, un inhibidor de Mre11-Rad50-Nbs1, complejo
requerido para completar el proceso de reparaciéon mediante HR.*?
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Figura 2. 19 Células JUJN3HR y U266HR pre tratadas o no con EDO-S101
durante 24 h, transfectadas con 5 ug de /-Scel y 1 ug de pDSRed2-N1, e
incubadas durante 30 h mas con o sin EDO-S101. Se analizaron por
citometria de flujo células GFP+ y/o DsRojas+ (100.000 células en el
caso de JUIN3HR, y 200.000 en U266HR).

Control no tratado EDO-S101 0.5 uM

W72

JJN3 HR-.

FL2-H

FL2-H
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Figura 2. 20 EDO-S101 reduce la eficiencia reparadora por HR. Los datos
se representan como medias de 3 experimentos independientes * SD
(***, p<0.001, comparando células tratadas con EDO-S101 con las no

tratadas)
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Para investigar el mecanismo subyacente a esta deficiencia funcional
en la via de HR, se investigd el efecto de EDO-S101 sobre los niveles de
algunas proteinas implicadas en la reparacion de DSBs (roturas de doble
cadena), tales como RADS51 y BRCAA1. El tratamiento con el farmaco indujo
una disminucién en los niveles de RAD51 en ambas lineas celulares,
U266HR y JJN3HR. Respecto a BRCA1, los resultados fueron mas
heterogéneos, ya que mientras dosis crecientes de EDO-S101 indujeron una
disminucién de la proteina en U266HR, esta variacidon no se observé en el
caso de JUN3HR (Figura 2. 21). La disminucién de las dos proteinas, RAD51

y BRCA1 en U266HR, podria estar relacionada con la menor eficiencia
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reparadora por HR observada en el ensayo funcional en U266HR en
comparacion con JIN3HR (Figura 2. 20).

Figura 2. 21 Proteinas de la via de recombinacién homéloga implicadas

en la reparacioén de las roturas de doble cadena

EDO-S101 48 h (uM) JUJN3 HR EDO-S101 48 h (uM) U266 HR
0 0.5 1 2.5 0 0.5 1 25
Rad 51 ———— o — GOED o @ - 51
BRCA1 — - - B e & & el - 220

Tubulina  [SEE——— — — —— | "

Puesto que la radiacién también induce roturas de doble cadena en el
ADN y pone en marcha mecanismos de reparacion, evaluamos el efecto de
EDO-S101 en células de MM irradiadas. Las lineas celulares U266HR y
JUN3HR se pre-incubaron con dosis bajas de EDO-S101 durante 24 horas,
se irradiaron con 2 Gy y se incubaron en presencia del farmaco durante 5
horas mas. Transcurrido este tiempo se analiz6 por inmunohistoquimica el
marcaje para pH2AX (marcador de DSBs) y para RAD51 (proteina
reparadora de la via HR). Se observé que el porcentaje de células con focos
positivos para RAD51 y pH2AX (RADS51+ pH2AX+) era menor en las
muestras tratadas con EDO-S101, tanto en U266HR como en JJN3HR. .
Ademas, las células tratadas con EDO-S101 presentaban una distribucion de
la proteina RAD51 mas difusa, con focos menos definidos y localizados no
solo en el nucleo sino incluso a nivel citoplasmatico (Figura 2. 22, Figura 2.
23). Todo esto es indicativo de que EDO-S101 actua como un HDACI, al
inhibir el correcto reclutamiento de RAD51 a los sitios de dafo sobre el ADN.
Este nuevo agente terapéutico, EDO-S101 es capaz de actuar tanto como
agente alquilante, induciendo dafio sobre el ADN, y como HDAC: inhibiendo

Su reparacion.
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Figura 2. 22 Marcaje inmunofluorescente para p-H2AX y RADS51 en
JJN3HR 5 horas tras la irradiacién con 2 Gy en células incubadas o no
(control) con EDO-S101

Irradiado

JIN3 HR YH2AX Rad51 Compuesto+DAPI

Control

EDO-S101
1uM

Figura 2. 23 Cuantificacion de focos doblemente positivos para RAD51 y
pH2AX (RAD51+ y pH2AX+) del experimento anterior en cada una de las

condiciones indicadas
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6. ESTUDIO DE LA EFICACIA IN VIVO DE EDO-S101 EN

MODELOS MURINOS DE MM

La actividad in vivo de EDO-S101 se evalu6 en dos estudios
diferentes. En el primero, se emplearon ratones CB17-SCID con un
xenotrasplante de plasmocitoma subcutaneo de células MM1S; estos ratones
fueron aleatorizados a recibir tratamiento con el vehiculo de EDO-S101
(ratones control), bendamustina, vorinostat, bendamustina + vorinostat o
EDO-S101. Se llevé a cabo un experimento preliminar para definir la dosis
maxima tolerada de cada droga, de forma que las dosis individuales de
vorinostat y bendamustina fueron las correspondientes a la dosis maxima
tolerada cuando los dos agentes eran utilizados en combinacién. Asi, los
ratones se trataron durante 21 dias (n = 5 /grupo) con vehiculo (grupo
control), bendamustina (15 mg / kg iv, una vez a la semana); vorinostat (100
mg / kg ip, cinco dias por semana); bendamustina + vorinostat a las dosis
indicadas, y EDO-S101 (60 mg / kg iv, una vez a la semana). Como se
observa en la Figura 2. 24, EDO-S101 produjo una fuerte inhibicién del
crecimiento tumoral estadisticamente significativa a partir del dia 7 (p< 0,05)
comparado con el resto de tratamientos, excepto con vorinostat +
bendamustina. Ademas, EDO-S101 prolongé significativamente la mediana
de supervivencia en comparacion con los grupos control, bendamustina y
vorinostat en monoterapia (p< 0,05) y unos 24 dias (76 vs 52) respecto a
bendamustina + vorinostat (p = 0,06) (Figura 2. 25). En cuanto a la toxicidad,
los ratones que recibieron EDO-S101 mostraron una pérdida de peso
corporal de 10-20% (Figura 2. 26), que se recuperd espontaneamente en
todos los ratones excepto en uno, que murié prematuramente en el dia 23 de
tratamiento (la curva de crecimiento tumoral se continué ya que la muerte
temprana no afecté a la mediana del grupo). En el grupo de ratones que
recibieron la combinacion de bendamustina + vorinostat, se produjo una
muerte no relacionada con el tratamiento en el dia 8, y dos ratones mas
murieron de forma prematura (dias 33 y 37) con necrosis de la cola y

ulceracioén del tumor.
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Figura 2. 24 Evolucién del volumen tumoral en el modelo murino de

plasmocitoma subcutaneo
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Figura 2. 25 Curvas de supervivencia de los distintos grupos de

tratamiento mostrados en la grafica anterior (modelo de plasmocitoma

subcutaneo)
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Figura 2. 26. Evolucién del peso de los ratones
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El segundo estudio in vivo se realizd también en ratones CB17-
SCID, pero con tumores de mayor tamafio. El volumen tumoral promedio al
inicio del tratamiento fue de 4.000 mm?® y los ratones se randomizaron a los
mismos grupos de tratamiento, aunque en este caso habia 4 ratones por
grupo. Dos ratones de cada grupo se sacrificaron de forma precoz, antes de
finalizar el tratamiento de 21 dias, para realizar estudios
immunohistoquimicos en el tumor y evaluar el mecanismo de accion de los
distintos farmacos in vivo. Los otros dos ratones de cada grupo recibieron el
tratamiento completo durante 21 dias, evaluandose el volumen tumoral y
peso de los ratones. Como se puede observar en la Figura 2. 27, EDO-S101
fue capaz de reducir el tamafo de estos tumores a pesar de su gran volumen
inicial. En este segundo modelo, aunque la combinacion de bendamustina y
vorinostat también fue capaz de controlar los tumores grandes, se observd
una toxicidad excesiva en los ratones tratados con ambos farmacos a la vez.
Por razones éticas en este experimento se empled un escaso numero de
ratones por grupo, por lo que no fue posible analizar la supervivencia. De
manera descriptiva, sin embargo, podemos decir que los ratones en el grupo
tratado con EDO-S101 fueron sacrificados el dia 46 y 53 debido a la
progresion del tumor en comparacion con los dias 16 y 35 para los ratones

tratados con la combinacion (por toxicidad y progresion, respectivamente).
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Figura 2. 27. Evolucion del volumen tumoral de plasmocitomas
subcutaneos grandes en un modelo murino.
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En los estudios inmunohistoquimicos se observd un aumento
importante del marcaje para la histona H3 acetilada y para H2AX fosforilado
en los tumores de ratones tratados con EDO-S101. El incremento fue
superior al observado en los tumores de ratones tratados con bendamustina
o vorinostat en monoterapia e incluso con respecto a los tratados con la
combinacion. Por otro lado, EDO-S101 también indujo una mayor reduccion
del marcaje para Ki67 como indicativo del indice proliferativo celular en
comparacion con cualquiera de los otros grupos. Los grupos presentaron
menos diferencias respecto a PARPc (Figura 2. 28). Estos datos apoyan la

accion anti-proliferativa y el efecto pro-apoptético de la molécula EDO-S101.
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Figura 2. 28 Marcaje inmunohistoquimico en plasmocitomas de distintas
proteinas implicadas en el mecanismo de accion de EDO-S101 in vivo
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7. EVALUACION DE LA EFICACIA DE EDO-S101 EN
COMBINACION CON OTROS FARMACOS CON EFECTO

ANTI-MIELOMA

Con el objetivo de evaluar la eficacia de EDO-S101 en combinacion
con otros tratamientos utilizados en la clinica habitual para tratar el MM, se
trataron células MM1S con concentraciones subodptimas de EDO-S101 junto
con dexametasona, bortezomib, lenalidomida o pomalidomida. EDO-S101
potencio la actividad de todos los agentes con indices de combinacion (IC) en
el rango aditivo / sinérgico segun las concentraciones utilizadas: bortezomib
(IC: 0.6); dexametasona (IC 0.7); lenalidomida (IC 0.7) y pomalidomida (IC
0.4). Ejemplos representativos de cada doble combinacion se muestran en la
Figura 2. 29.
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Figura 2. 29 EDO-S101 en combinacién con otros farmacos utilizados en
MM
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A la vista de estos resultados, se consider6 que la combinacion de
EDO-S101 con bortezomib y dexametasona era particularmente
prometedora, ya que los inhibidores del proteasoma han sido los agentes
mas frecuentemente combinados con agentes alquilantes en el ambito
clinico.”"'8 Por ello, se profundizé en esta combinacién evaluando también
su eficacia in vivo. Se utilizaron ratones CB-17 SCID con un xenoinjerto de
plasmocitoma subcutaneo de células MM1S, que fueron randomizados una
vez que el tumor era palpable para recibir tratamiento con vehiculo (grupo
control), bortezomib, EDO-S101 y EDO-S101 + bortezomib. Como se
muestra en la Figura 2. 30 la combinacion EDO-S101 + bortezomib prolongd
la supervivencia (72 dias) en comparacion con bortezomib o EDO-S101 en
monoterapia (39 y 44 dias respectivamente; Log Rank, p<0.001, Figura 2.
31). Respecto a la toxicidad, los ratones tratados con EDO-S101 +
bortezomib mostraron una pérdida de peso moderada (<20%), que se
recuperé6 de forma espontanea una vez finalizadas las 3 semanas

programadas del tratamiento.
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Figura 2. 30 Analisis de eficacia de EDO-S101 en combinacion con
bortezomib en un modelo murino de plasmocitoma subcutaneo de
células MM1S
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Figura 2. 31 Curvas de supervivencia del experimento anterior, con
prolongacion significativa de la supervivencia con el tratamiento EDO-
S101 + bortezomib
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Ademas se evalué el mecanismo de accion de EDO-S101 +

bortezomib in vitro, observandose que la combinacion resultaba en un
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aumento de la acetilacion y del dafio inducido sobre el ADN en comparacion
con los respectivos agentes en monoterapia (Figura 2. 32).

Figura 2. 32 Analisis del mecanismo de acciéon de EDO-S101 y

bortezomib en combinacion
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8. ANALISIS DE EFICACIA DE EDO-S101 EN MM.

DISCUSION.

Estudios preclinicos previos ya habian demostrado la sinergia de la

combinacién de los inhibidores de HDAC vy los alquilantes en MM'%%18

y en
otros SLP-B."®* Sin embargo, la toxicidad puede ser relevante en el entorno
clinico, y de hecho, la elevada toxicidad hematoldgica observada con la
combinacion melfalan y panobinostat en MM, impidio la constatacion clinica
de eficacia en este ensayo clinico en particular.'®® Una de las hipdtesis que
promovié el diseio EDO-S101 como nueva molécula de fusion, fue que la
administracion combinada de ambos agentes en el mismo compuesto,
aumentaria la eficacia de ambos mecanismos, disminuiria la toxicidad y
facilitaria su administracion.

En nuestros estudios, EDO-S101 mostro eficacia en todas las lineas
celulares de MM estudiadas (mediana IC50 = 3,1 uyM) y también en las
células plasmaticas de pacientes previamente no tratados y aquellos

refractarios (mediana IC50 = 5 pM), independientemente del estado
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mutacional de p53. Curiosamente, EDO-S101 fue igualmente eficaz en las
lineas celulares que presentaban resistencia farmacoldgica a tratamientos
anti-mieloma convencionales, tales como dexametasona (MM1R), y en
particular el melfalan (RPMI-LR5, U266-LR7), lo que indica que este
compuesto es, por lo menos en el entorno in vitro, mas potente que otros
alquilantes como el melfalan, y podria ser utilizado para vencer la resistencia
a esta droga. Los datos in vivo también apoyan la eficacia de EDO-S101,
tanto retrasando el crecimiento tumoral de plasmocitomas pequefios como
reduciendo el tamafo de los grandes. Por otra parte, y atendiendo a otros
estudios de EDO-S101 in vivo, cabe destacar la alta tasa de respuesta
inducida por EDO-S101 en el modelo de MM de ratén, Vk*MYC,'® disefiado
por ingenieria genética y reconocido como un modelo predictor de eficacia de
drogas y respuesta clinica en MM."® En ese estudio, realizado en
colaboracion con la Clinica Mayo y que se ha incluido en la publicacién de
este trabajo de investigacion, la respuesta a EDO-S101 se mantuvo durante
mas de 3 meses en ratones que recibieron sélo 2 dosis del farmaco. Ademas,
EDO-S101 fue el unico agente con actividad anti-mieloma en monoterapia
identificado en el modelo trasplantado multiresistente de MM en
recaida/refractario Vk12653.'®® Atendiendo al mecanismo de accién, la
hipétesis para el desarrollo de EDO-S101 se bas6é en que la actividad
inhibidora de deacetilasa de histonas (vorinostat) abriria la cromatina, lo que
facilitaria que el agente alquilante, bendamustina, ejerciera dafio sobre el
ADN. Nuestros estudios in vitro e in vivo demuestran esta actividad alquilante
con un aumento en la fosforilacion de H2AX y en la fragmentacion del ADN.
En los experimentos in vivo, aunque la combinacion por separado de
vorinostat y bendamustina fue también sinérgica, los niveles de pH2AX
fueron mas altos en los plasmocitomas de ratones tratados con EDO-S101,
entendiéndose que EDO-S101 ejercia mas dafio sobre el ADN que las dos
drogas administradas de forma independiente. De cara a profundizar en el
mecanismo de accién de EDO-S101, se estudiaron proteinas implicadas en
la respuesta al dafio ejercido sobre el ADN y se observo que ATM podria ser
la proteina iniciadora de la cascada de senalizacion, con un aumento precoz
en sus niveles de fosforilacion y una posterior disminucién. Esta activacion

limitada en el tiempo de ATM seria suficiente para inducir la fosforilacion y
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consecuente activacion de las proteinas efectoras de la respuesta a dafio®:
Chk2'® e incluso Chk1'"', ya que no se pudo demostrar la activacién de
ATR, la otra quinasa que participa en la fosforilacion de Chk1.

El efecto pan-inhibidor de deacetilasas de histonas de EDO- S101 se
demostré por la acetilacion de las histonas 3 y 4 (consecuencia de la
inhibicién de las desacetilasas de clase | DAC1 y DAC2'%?) y también por la
acetilaciéon de o-tubulina (sustrato de DAC6'®, deacetilasa de histonas de
clase IlI). Ademas, también ha quedado demostrado que EDO-S101 puede
inhibir la reparacion de DSBs por HR, lo que concuerda con trabajos previos
de otros grupos que han demostrado una reduccion en la actividad HR tras el
tratamiento con inhibidores de HDAC. En esta linea, se ha demostrado
recientemente el papel de la HDACS8 en la reparacién de los DSBs, ya que
esta proteina co-localiza con RADS51 en los lugares de dafio del ADN
inducidos por radiacion, y la inhibicion de la HDACS8 se ha correlacionado con
una disminucién en la actividad del promotor de RAD51.'"® Estos datos
podrian explicar el defecto en el reclutamiento de RAD51 a los sitios de dafio
en células pre-tratadas con EDO-S101 e irradiadas posteriormente.

Un punto importante para cualquier nuevo agente terapéutico es la
capacidad de sinergia con otras drogas con efecto anti-mieloma. En este
sentido, EDO-S101 mostré sinergia in vitro con varios agentes, tales como
dexametasona, bortezomib e IMiDs. Son numerosos los estudios que han

181,182,193,194
b , s ) y

de bortezomib con HDACI,'®>'® tanto en la pre-clinica como en la clinica.

demostrado la sinergia entre agentes alquilantes y bortezomi

Atendiendo a la sinergia observada entre EDO-S101 y bortezomib existen
dos premisas que podrian explicarla; la primera la potenciacion por parte de
bortezomib del dafio inducido sobre el ADN, y la segunda la inhibicidon
simultanea, por un lado, del proteasoma (provocada por el bortezomib) y la
inhibicion del agresoma inducida por EDO-S101 y que se evidencia por la

6 Esta circunstancia conllevaria la

hiper-acetilaciéon de la o-tubulina.™
acumulacién de gran cantidad de proteinas mal plegadas,'®’ que contribuirian
a la muerte celular.

En resumen, nuestros resultados demuestran la eficacia anti- mieloma

in vitro, ex vivo e in vivo, de EDO- S101 a través de su actividad inhibidora de
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HDAC vy la actividad alquilante. El mecanismo de accion particular de EDO-
S101, con la participacion de diferentes vias simultaneas, apoya el inicio de
los estudios clinicos en pacientes con MM, tanto en monoterapia como en

combinacién con bortezomib.
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CAPITULO Ill. ESTUDIO PRECLINICO
DE LA EFICACIA DE EDO-S101 EN
MONOTERAPIA Y EN COMBINACION
EN LEUCEMIA MIELOBLASTICA
AGUDA

1. ANALISIS DE LA EFICACIA DE EDO-S101 EN LMA

El cribado inicial mediante ensayo colorimétrico MTT demostré la
actividad citotoxica de EDO-S101 en lineas celulares de LMA con distinto
perfil citogenético y pertenecientes a diferentes subtipos morfoldgicos (Figura
3. 1). Para los estudios in vitro se utiliz6 el tiempo de 48 horas, ya que a este
tiempo EDO-S101 era mas eficaz que a 24 horas, y con eficacia similar a la
de 72 horas (Capitulo I). Las lineas celulares utilizadas fueron KG1 y HEL,
ambas establecidas a partir de células de pacientes con diagnodstico de
leucemia eritroide aguda y que presentan fusion de FGFR1 y mutacion de
Jak2 respectivamente; HL60, establecida a partir de una muestra de leucemia
aguda con maduracion y que expresa c-Myc amplificado y MV4-11
establecida a partir de una leucemia monocitica aguda con t (4;11) y
duplicacion en tandem de FLT3.
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Figura 3. 1 Analisis de eficacia de EDO-S101 en lineas celulares de LMA

tras 48 horas de incubacion
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Tabla 3. 1 IC50 a 48 horas de EDO-S101 en varias lineas celulares de

LMA

IC50 (M)
KG1 3,7
HLG0 2,55
HEL 1,83
MV411 1,23

Para comprobar la eficacia ex vivo de EDO-S101 en LMA se utilizaron

células de MO de dos pacientes con diagndstico de LMA no promielocitica

(Figura 3. 2). Atendiendo al perfil inmunofenotipico, la muestra LMA1

presentaba 2 poblaciones blasticas, las dos con expresiéon de CD33, una

CD34 negativa y otra CD34 positiva. La muestra LMA2 presentaba una
poblacién blastica con expresiéon de CD33, CD117 y CD45 débil, y CD34 y

CD64 negativos.
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Figura 3. 2 Analisis de apoptosis ex vivo en muestras de MO de
pacientes con LMA tras 24 horas de incubaciéon con EDO-S101
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En este caso, no se profundiz6 en los mecanismos de actuacién del

farmaco, ya que esto se habia hecho de forma detallada en el capitulo de MM

2. EVALUACION DE LA EFICACIA IN VIVO DE EDO-S101 EN

UN MODELO MURINO DE LMA

Para realizar este estudio se inyectaron de forma subcutanea 3 x10°
células de la linea celular HEL en el flanco derecho de ratones CB17-SCID.
Cuando los tumores fueron palpables se randomizaron al grupo de
tratamiento control (que recibié el vehiculo) y EDO-S101 (iv, 60 mg/kg/
semana), durante 3 semanas. Durante el tratamiento y posteriormente se
llevd a cabo la monitorizacién del volumen tumoral, peso de los ratones y
perfil de toxicidad. Se utilizé el mismo esquema terapéutico y dosis que en el

estudio in vivo de plasmocitoma subcutaneo.
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Los ratones recibieron el farmaco intravenoso (iv) los dias 1, 8 y 18.
Aunque inicialmente EDO-S101 consigui6 reducir el tamafo tumoral, una vez
finalizado el tratamiento en el dia 18, el tumor de los ratones tratados con
EDO-S101 presentd un rapido crecimiento, y unicamente se observaron
diferencias significativas de EDO-S101 respecto al control en el volumen
tumoral en los 3 dias posteriores al final del tratamiento (T student; p= 0,02).
La curva de supervivencia tampoco mostré que EDO-S101 fuera superior al
control de forma significativa (Log Rank test; p > 0,05).

Figura 3. 3 Modelo murino de LMA
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Puesto que el estudio in vivo de EDO-S101 no mostré diferencias
significativas de eficacia en comparacion con el control a las dosis y con el
esquema utilizado, se decidié no proseguir los estudios de este farmaco en
monoterapia en LMA.
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3. ANALISIS DE LA EFICACIA DE EDO-S101 EN
COMBINACION CON OTROS FARMACOS CON EFECTO

ANTI-LEUCEMIA

Por ultimo, se realizaron estudios de combinacién in vitro, de EDO-
S101 y agentes con conocido efecto anti-leucemia, para evaluar si existia
efecto sinérgico entre ellos. Se utilizaron las lineas celulares HEL y HL60 a
tiempos de 24 horas, siendo los resultados en ambas lineas similares.

EDO-S101 se combino con citarabina (Ara-C), un agente
antimetabolito que interfiere en la sintesis del ADN y que es utilizado en el
esquema clasico de tratamiento de la LMA. Los resultados en la linea HEL se
muestran en la Figura 3. 4 y Tabla 3. 2; y en la linea HL60 en la Figura 3. 5 y
Tabla 3. 3.

Figura 3. 4 Eficacia de EDO-S101 en combinacién con citarabina en la
linea celular HEL tras 24 horas de incubacion
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Tabla 3. 2 indices de combinacién de citarabina y EDO-S101 en la linea

celular HEL
EDO-S101 Citarabina Fa Cl
(nM) (nM)
300 250 0.246748  1.240
600 500 0.66748 1.253
1200 1000 0.865041 1.619

Figura 3. 5 Eficacia de la combinacion EDO-S101 y citarabina en la linea
celular HL60 tras 24 horas de incubacion
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Tabla 3. 3 indices de combinacién de EDO-S101 y citarabina en la linea
celular HL60

EDO-S101 Citarabina Fa Cl
(nM) (nM)

600 62,5 0.0349776 2.709
1200 125 0.664126 0.928
2400 250 0.761435 1.503
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También se evalud la combinacién de EDO-S101 con 5-azacitidina, en
la linea HEL(Figura 3. 6, Tabla 3. 4) y en la linea HL60 (Figura 3. 7). La 5-
azacitidina es un nucledsido pirimidinico analogo de la citidina, que ejerce sus
efectos antineoplasicos mediante la hipometilacion del ADN y mediante
citotoxicidad directa sobre las células hematopoyéticas anormales de la
médula 6sea. Es utilizada en sindromes mielodisplasicos de alto riesgo y en
pacientes con LMA no tributarios de terapias agresivas.

Figura 3. 6 Eficacia de EDO-S101 en combinacion con 5-azacitidina en la
linea celular HEL tras 24 horas de incubacion
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Tabla 3. 4 indices de combinacién de EDO-S101 y 5-azacitidina en la
linea celular HEL

EDO-S101  5-Aza Fa Cl
(nM) (nM)
300 50 0.0398175 1.394
600 100 0.325591 0.835
1200 200 0.750726 0.836

Figura 3. 7 Eficacia de la combinacion ED0-S101 y 5-azacitidina en la
linea celular HL60 tras 24 horas de incubacion
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Finalmente se evalu6é también la combinacion de EDO-S101 con el
analogo de purinas, fludarabina, tanto en la linea HEL (Figura 3.8; tabla 3. 5)
como en la HL60O (Figura 3. 9, Tabla 3. 6). La fludarabina se utiliza en

esquemas terapéuticos de leucemia mieloblastica refractarias o en recaida
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(esquema FLAG-IDA') y también como esquema alternativo de primera
linea en pacientes mayores de 65 afios o no tributarios de terapias agresivas
(esquema FLUGA)."®®

Figura 3. 8 Eficacia de EDO-S101 en combinacién con fludarabina en la
linea celular HEL tras 24 horas de incubacion
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Tabla 3. 5 indices de combinacién de EDO-S101 y fludarabina en la linea

celular HEL
EDO-S101 Fludarabina Fa Cl
(nM) (nM)
300 100 0.277642 1.333
600 200 0.670325 1.159

1200 400 0.873577 1.288
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Figura 3. 9 Eficacia de la combinacion EDO-S101 y fludarabina en la
linea celular HL60 tras 24 horas de incubacion
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Tabla 3. 6 indices de combinacién de EDO-S101 y fludarabina en HL60

EDO-S101 Fludarabina Fa Cl
(nM) (nM)

100 100 0.658744 1.224
1200 200 0.893722 0.803
2400 400 0.944843 0.981
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Puesto que ninguna de las combinaciones estudiadas presentdé un
indice de combinacion suficientemente sinérgico como para continuar el
estudio en esa linea, se concluyo que con los farmacos y dosis utilizadas in
vitro EDO-S101 no resultaban eficaz en combinacion en las lineas celulares
HEL y HL60.

4. ANALISIS DE LA EFICACIA DE EDO-S101 EN LMA.

DISCUSION.

Desde hace 40 afos el esquema clasico de tratamiento de la leucemia
mieloblastica aguda no ha sufrido apenas cambios. Una serie de ensayos
establecieron entonces el tratamiento de los pacientes afectados de LMA con
citarabina en infusidbn continua durante 7 dias y wuna antraciclina
(daunorrubicina o idarrubicina) durante 3 dias (régimen 3+7)."'% Con este
esquema el 60-80% de los pacientes alcanzan una RC', aunque una
proporcion importante de ellos presentara recaida y moriran a causa de su
enfermedad. Ademas, existe un 20-50% de enfermos que seran resistentes al
tratamiento de induccidn, por lo que la investigacion en el campo de la LMA 'y
la busqueda de nuevos tratamientos no ha cesado desde entonces. Los
avances en la biologia molecular de las LMA han contribuido sobre todo a un
mejor conocimiento de las bases moleculares y patogénicas de esta
enfermedad y a la definicion de distintos grupos de riesgo e incluso al
desarrollo de algunos tratamientos especificos como los inhibidores de
FLT3.%%° Pero estos avances no se han traducido en una mejora significativa
de la supervivencia, y las unicas mejoras conseguidas se han debido
basicamente a los progresos en el tratamiento de soporte de estos
pacientes.?"’

El caracter bifuncional de EDO-S101, con actividad como inhibidor de
HDAC vy actividad alquilante, podria jugar un papel en el tratamiento de la
LMA. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron la
actividad preclinica de agentes alquilantes como zalypsis'* y de moléculas

t202

inhibidoras de HDAC como panobinostat®™ asi como la sinergia de éstos con
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agentes utilizados en el tratamientos habitual de la LMA. A pesar de esos
indicios, con los estudios realizados en este trabajo no podemos confirmar la
eficacia de EDO-S101 en LMA. Otros esquemas terapéuticos, como
combinaciones dobles, triples o secuenciales podrian ser eficaces en esta
neoplasia; también la investigacion en otras lineas celulares, dada la
heterogeneidad de la enfermedad, podrian aportar datos de eficacia en

futuros estudios.
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CAPITULO IV. EVALUACION

PRECLINICA DE LA COMBINACION

ZALYPSIS + BORTEZOMIB +

DEXAMETASONA EN MIELOMA

MULTIPLE

Zalypsis es una molécula que ha demostrado un potente efecto
anti-mieloma en estudios pre-clinicos realizados por nuestro grupo® y
que también ha sido evaluada en un ensayo clinico fase I/l en
pacientes con MM previamente refractarios a otras lineas de
tratamiento. En este ensayo se observo que zalypsis era capaz de
conseguir la estabilizacion de la enfermedad en algunos pacientes,
sobre todo al combinarlo con dexametasona, con un perfil de toxicidad
reversible y manejable.?®* En base a estos resultados se planted la
hipotesis de que la combinacion de zalypsis (Za) con uno de los
estandares de tratamiento en MM como es bortezomib (B) +
dexametasona (De), podria mejorar la eficacia de este esquema y
ayudar a vencer las resistencias farmacologicas al actuar la triple
combinacion simultdneamente sobre distintas vias oncogénicas. En
este capitulo se presentan los principales resultados al respecto que
han sido publicados en la revista Haematologica. 2%°
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1. ESTUDIOS DE EFICACIA DE LA COMBINACION ZALYPSIS +
BOTEZOMIB + DEXAMETASONA IN VITRO Y EX VIVO

La eficacia de la triple combinacion ZaBDe, se compard con las tres
combinaciones dobles (ZaB, ZaDe y BDe) y con los respectivos agentes en
monoterapia, en la linea celular MM1S usando el ensayo de MTT durante un
periodo de incubacién de 48 horas. Los tres compuestos se combinaron con
dosis subdptimas y crecientes manteniendo una proporcion constante entre
las concentraciones de los farmacos. Asi se demostré que las combinaciones
dobles eran mas eficaces que los farmacos en monoterapia; ademas, la triple
combinacion demostré ser notablemente mas eficaz que cualquiera de las
dobles (Figura 4. 1).

Figura 4. 1 Estudio de eficacia en MM1S de zalypsis en combinaciéon con
distintas dosis de bortezomib y/o dexametasona
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La sinergia entre los tres farmacos se estudié utilizando el software
Calcusyn. Los indices de combinacion (IC) para la triple combinacion se
encontraban en rangos sinérgicos, variando entre 0,2 y 0,6 en funcion de las
dosis utilizadas (Tabla 4. 1).

Tabla 4. 1 indices de combinacién (IC) y fraccién de células afectadas
por el tratamiento (Fa). Resultados representativos de tres experimentos
independientes

Za (nM) B (nM) De (nM) Fa IC
0.1 1 0.28 0.96
0.2 2 0.58 0.93
0.4 4 0.81 0.99
0.1 25 0.41 0.91
0.2 5 0.61 0.67
0.4 10 0.77 0.63
1 25 0.49 0.75
2 5 0.62 0.86
4 10 0.81 0.80
0.1 1 25 0.59 0.60
0.2 2 5 0.87 0.41
0.4 4 10 0.98 0.24

Con el objetivo de estudiar la sinergia de la combinacién ZaBDe en un
contexto mas fisioldgico, se realizaron experimentos en los que la linea
celular MM1S se cultivo en presencia de componentes del microambiente de
la médula 6sea (MO) por un periodo de 48 horas. Asi, la triple combinacion
mantuvo su eficacia incluso en presencia de IL-6 o IGF-1 (Figura 4. 2).
Ademas, se evaluo la eficacia de la combinacion ZaBDe en la linea celular
MM1S-luc en co-cultivo con células mesenquimales estromales de médula
osea (hMSC-TERT). La triple combinacion, también en estas condiciones,

conservo el efecto anti-mieloma (Figura 4. 3).
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Figura 4. 2 Incubacién de MM1S +/- IL-6 o IGF-1 durante 48 horas. Los
datos se representan como la media de 3 experimentos independientes
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Figura 4. 3 Incubacién de MM1S-luc +/- hMSC-TERT, durante 48 horas.
Los datos se representan como la media de 3 experimentos
independientes
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Por ultimo, se evalu6 si el efecto sinérgico de ZaBDe se extendia a
células de MM primarias extraidas de pacientes. Para ello se utilizaron
células plasmaticas de médula 6sea (MO) de 6 pacientes con MM que se

incubaron ex vivo con los distintos farmacos durante 48 horas. ZaBDe fue
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eficaz en todos los pacientes, incluyendo dos con delecién de p53 (uno al
diagnodstico y el otro tras haber recibido varias lineas de tratamiento sin
respuesta), mejorando los resultados de las dobles combinaciones (Figura 4.
4). Respecto a la toxicidad sobre los linfocitos normales de la MO, éstos
quedaban minimamente afectados por el tratamiento, observandose una

evidente ventana terapéutica para la combinacion ZaBDe (Figura 4.4).

Figura 4. 4 Células de MO de 6 pacientes con MM. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la apoptosis de células
plasmaticas tratadas con ZaBDe y los tratamientos indicados(#p< 0.05)
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2. ESTUDIOS IN VIVO DE ZALYPSIS + BORTEZOMIB +

DEXAMETASONA EN MODELOS MURINOS DE MM

La actividad anti-mieloma de la combinacién ZaBDe fue evaluada in
vivo en dos modelos murinos de xenoinjerto de MM: uno de plasmocitoma
subcutaneo y otro de MM diseminado. En el primer modelo, ratones CB17-
SCID con un plasmocitoma subcutaneo de células MM1S fueron
aleatorizados a recibir tratamiento con vehiculo (grupo control), zalypsis (0,75
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mg / kg iv, semanal, tres dosis totales), bortezomib (0,1 mg / kg ip, 5 dias a la
semana, de forma indefinida), dexametasona (1 mg / kg ip, 5 dias por
semana, de forma indefinida) y las respectivas combinaciones dobles vy triple
(n = 10 /grupo). Probablemente debido a las bajas dosis utilizadas, ninguna
de las combinaciones dobles mejord la actividad de los agentes en
monoterapia de forma estadisticamente significativa. Sin embargo, cuando se
combinaron los tres farmacos, se observé una clara inhibicion del crecimiento
tumoral que se mantuvo durante mas de 75 dias, comparandola con menos
de 25 dias para la doble combinacion mas activa (ZaDe). Las diferencias en
el volumen tumoral de los ratones que recibieron la triple combinacion fueron
estadisticamente significativas desde el dia 29 (p< 0,001) con respecto al

resto de grupos de tratamiento (Figura 4. 5).

Figura 4. 5 Evolucion del volumen tumoral del plasmocitoma

subcutaneo desde el inicio del tratamiento

2.500 - ——C
~ =—e=7a
£ 2.000 "B
= De
S 1.500 ZaB
g ZaDe
=
£ 1.000 *—BDe
) —ZaBDe
E
3 500 |
0 t T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Dias de tratamiento

Ademas, estos resultados se tradujeron en una mejora de la
supervivencia de los ratones tratados con la triple combinacién, con una
supervivencia media de 102 dias (rango, 27 hasta 191 dias),
estadisticamente significativa en comparacion con el resto de tratamientos
(Log-Rank test, p <0,05), (Figura 4. 6).
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Figura 4. 6 Supervivencia de los distintos grupos de tratamiento en el
modelo de plasmocitoma subcutaneo representada por curvas de
Kaplan-Meier. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (Log-rank test p <0.05) entre ZaBDe y el resto de

tratamientos
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En lo que respecta a la toxicidad, se observo una pérdida moderada de
peso corporal en los ratones que recibieron combinaciones que incluian
zalypsis. Dos de los 10 ratones de la triple combinacion fallecieron de forma
prematura por toxicidad una vez recibidas las tres dosis programadas de
zalypsis y mientras estaban siendo tratados con dexametasona + bortezomib.
Los ratones restantes del grupo ZaBDe recuperaron completamente el peso
corporal inicial (Figura 4. 7).
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Figura 4. 7 Evoluciéon del peso corporal de los ratones del modelo de

plasmocitoma subcutaneo tratados con los farmacos y combinaciones

indicadas
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Debido a la toxicidad observada en este experimento y buscando una
mayor eficacia de la combinacion in vivo, se decidio ajustar las dosis de los
distintos farmacos y valorar la eficacia de la triple combinacion en un segundo
modelo de MM, un modelo diseminado. En éste modelo, se inyectaron 3 x
10° células MM1S-luc por la vena caudal y los ratones fueron randomizados a
los mismos grupos de tratamiento previamente comentados (n = 5 / grupo,
excepto Za y ZaB con n = 4 / grupo). Otras modificaciones fueron: la
administracion de dexametasona dos dias por semana en lugar de cinco, y el
aumento de la dosis de bortezomib de 0,1 a 0,5 mg / kg. De manera
semejante al experimento anterior, los ratones se trataron con zalypsis
durante tres semanas, mientras que bortezomib y desametasona se
administraron de forma indefinida. La triple combinacion ZaBDe mostré un
beneficio estadisticamente significativo (p <0,01) en cuanto a la inhibicion de
la diseminacion tumoral en comparacién con las dobles combinaciones ZaDe,
BDe y los agentes individuales (Figura 4. 8, Figura 4. 9). Aunque la doble
combinacion ZaB resulté ser muy eficaz en la inhibicion de la diseminacion
tumoral, ZaBDe demostr6 ser aun mas eficaz con diferencias
estadisticamente significativas desde el dia 62 de tratamiento (p = 0,04)
(Figura 4. 8).
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Figura 4. 8 Evolucion de la carga tumoral de ratones CB-17 SCID con

mieloma multiple diseminado
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Figura 4. 9 Imagenes representativas de la carga tumoral, visualizada
por bioluminiscencia de cada ratéon en el modelo de mieloma
diseminado. Las imagenes corresponden a los dias 27, 37 y 48 tras

iniciarse el tratamiento

Control Zalypsis Bortezomib Dexa

Ademas, el grupo ZaBDe alcanz6 una mediana de supervivencia de 99

dias (rango, 92 a 135 dias), significativamente mejor que la mediana de 69
dias (rango, 65 a 93 dias) alcanzada por el grupo tratado con ZaB (Log-rank

test, p = 0,007), (Figura 4. 10).
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Figura 4. 10 Analisis y comparacion de la supervivencia de los distintos

grupos de tratamiento en el modelo murino de mieloma multiple

diseminado
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En lo que respecta a la toxicidad, los ratones tratados con zalypsis
tanto en monoterapia como en combinacién mostraron una pérdida moderada
de peso corporal que fue recuperada tras finalizar las tres dosis del farmaco
planeadas (Figura 4.11).
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Figura 4. 11 Porcentaje de variacion del peso de los ratones durante el

estudio en el modelo de MM diseminado
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3. ANALISIS DEL MECANISMO DE DE ACCION DE LA TRIPLE

COMBINACION

DEXAMETASONA

ZALYPSIS + BORTEZOMIB +

Nuestro grupo habia demostrado previamente que zalypsis actua, al

menos parcialmente, a través de la induccidn de dafio sobre el ADN,

utilizando mecanismos dependientes e independientes de p53.2°® En el

presente estudio se demostr6 que la combinacion ZaBDe indujo la

fragmentacion del ADN como se observa en el ensayo cometa (Figura 4. 12).

Para realizar el ensayo cometa y estudiar el mecanismo de accidon se

utilizaron las siguientes dosis y grupos: control (vehiculo de zalypsis),

zalypsis 0.2 nM, bortezomib 2 nM, dexametasona 5 nM vy la triple

combinacion ZaBDe a las mismas dosis indicadas para cada farmaco.
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Figura 4. 12 Ensayo cometa en células MM1S después de ser tratadas
durante 48 horas con los farmacos indicados y las dosis ya

mencionadas

Control Zalypsis Bortezomib Dexametasona ZaBDe

Ademas, la triple combinacion indujo un aumento de la fosforilacion de
H2AX, un marcador de roturas de doble cadena (DSB) del ADN, comparado
con zalypsis en monoterapia. El tratamiento de la linea MM1S con ZaBDe
también indujo un aumento temprano de p53, indicando una respuesta al
dafo sobre el ADN. Este efecto fue mas evidente que el inducido por
bortezomib o zalypsis por separado. Algunas proteinas diana de p53, como
PUMA, p16 y p21, también se indujeron tras so6lo 12 horas de tratamiento;
mientras que los niveles del inhibidor de p53, MDM2, no presentaron cambios

significativos (Figura 4. 13).
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Figura 4. 13 Proteinas implicadas en la respuesta al daihio a ADN, tras 48

horas de incubacion de MM1S
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A pesar de los niveles aumentados de los reguladores del ciclo celular

p16 y p21, el perfil del ciclo celular no mostré modificaciones significativas

(Figura 4. 14).

Figura 4. 14 Analisis del ciclo celular de la linea MM1S tras 48 horas de

incubacion con los farmacos indicados
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Como aparece descrito en la literatura, la via de NF-xB también se
activa en respuesta al dafo sobre el ADN en un intento de conseguir la
supervivencia celular a pesar de la genotoxicidad.’®® En nuestro estudio,
aunque los niveles de la subunidad p65 de NF-kB no mostraron cambios
significativos en el citosol tras el tratamiento con la triple combinacion, si se
observo una clara disminucion de los niveles de NF- kB en el nucleo tras 48
horas de incubacion con ZaBDe. Esto sugiere que con la tripe combinacion
NF-xB no esta activo, y por tanto el mecanismo de resistencia que induce se
encuentra disminuido. Por el contrario, no se observo una reduccion de los
niveles de NF-«B tras el tratamiento con los agentes en monoterapia, aunque
si se evidencio con la doble combinacion BDe, disminuyéndose aun mas al

anadir zalypsis en la triple combinacion (Figura 4. 15).

Figura 4. 15 Niveles de NF-xB en nucleo y citosol en la linea MM1S tras

48 horas de incubacién con las drogas indicadas
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Atendiendo al mecanismo final desencadenante de la muerte celular,
por un lado, se demostré6 que ZaBDe inducia apoptosis celular en base al
aumento de células Anexina V positivas observable por citometria de flujo

(Figura 4. 16). Por otro lado también observamos el procesamiento de las
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caspasas -8, -9, -3 y PARP mediante Western blot (Figura 4. 17). Estos
resultados sugieren la implicacién de la caspasas en la muerte celular, con

implicacién tanto de la via extrinseca como intrinseca de la apoptosis.

Figura 4. 16 Evaluacién de la inducciéon de apoptosis por citometria de
flujo en células MM1S tratadas con las drogas, tiempos vy
combinaciones indicadas. Los datos se representan como media =+ DE

de tres experimentos independientes
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Figura 4. 17 Induccién de proteinas implicadas en la muerte celular tras

exposicion a las distintas drogas o combinaciones a los tiempos

indicados
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Sin embargo, el hecho de que el pre-tratamiento con el inhibidor de
pan-caspasas Z-VAD-FMK (50 uM administrado cada 24 horas) solo rescate
parcialmente de la apoptosis, parece indicar la participacion concomitante de
otros mecanismos caspasa - independientes en la muerte celular (Figura 4.
18).

160



Figura 4. 18 Analisis de la apoptosis en MM1S +/- preincubacién con Z-
VAD-FMK. Los datos se presentan como media + DE de tres

experimentos independientes
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Debido a su implicacion en la regulacion de la via intrinseca de
apoptosis, también se estudio el papel de los miembros de la familia Bcl-2 en
el mecanismo de apoptosis inducida por ZaBDe. En este sentido, solamente
se observo un aumento temprano de BIM (con una bajada posterior) y un
ligero aumento de BAX después del tratamiento con la triple combinacion
(Figura 4. 19).
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Figura 4. 19 Proteinas de la familia Bcl-2 analizadas por Western blot en
la linea celular MM1S tras el tratamiento con las drogas, combinaciones
y tiempos indicados
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BIM y BAX son proteinas pro-apoptoéticas estrechamente asociadas a
la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, por lo que la
pérdida de potencial de membrana mitocondrial (AWYm) observable por
citometria después del marcaje con DiOC6(3) puede deberse en parte a la
actividad de estas proteinas (Figura 4. 20).
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Figura 4. 20 Analisis del potencial de membrana mitocondrial (A¥m).
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De acuerdo con este aumento de la permeabilizacion de la membrana

mitocondrial externa, se observé un aumento de los niveles del citocromo C
en el citosol tras el tratamiento con ZaBDe. Ademas, los niveles de otras

proteinas implicadas en la via apoptdtica independiente de caspasas, tales
como AIF (apoptosis-inducing factor) y Endo-G (endonuclease G)*°' también

se encontraron aumentados en el nucleo donde estas proteinas desarrollan

su actividad pro-apotética (Figura 4. 21).
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Figura 4. 21 Localizaciéon de distintas proteinas implicadas en la muerte

celular tras incubacién con las drogas que se indican y a los tiempos

referidos
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4. EFICACIA DE LA TRIPLE COMBINACION ZALYPSIS +

BORTEZOMIB + DEXAMETASONA EN MM. DISCUSION.

La naturaleza incurable del MM y el mal prondstico de los pacientes

que se vuelven refractarios a los estandares actuales de tratamiento, hacen

gue sea necesaria la busqueda de nuevos compuestos 0 combinaciones que

ataquen multiples vias oncogénicas de forma simultanea. En este contexto,
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este trabajo ha evaluado la combinacion de bortezomib y dexametasona con
zalypsis, un nuevo agente derivado de organismos marinos que dana el ADN,
y que ha demostrado efecto anti-mieloma en estudios preclinicos®® y en

ensayos preclinicos fase 1/11.2%

Nuestro estudio muestra que la combinacion ZaBDe fue mas eficaz
que los agentes en monoterapia y que las combinaciones dobles, tanto en
lineas celulares de MM in vitro como ex vivo en muestras de pacientes, con
diferencias altamente significativas y con ICs en el rango sinérgico. Mas aun,
los resultados mas llamativos fueron las diferencias en términos de inhibicion
del crecimiento tumoral y en la supervivencia en los dos modelos murinos
analizados. Este potente efecto sinérgico sugiere que incluso con dosis bajas
de los agentes que participan en la triple combinacién, se puede obtener un
beneficio clinico significativo, con un perfil de toxicidad aceptable. Respecto a
la toxicidad, los estudios ex vivo en muestras de pacientes han demostrado
que la triple combinacion induce la apoptosis de células plasmaticas
preservando al mismo tiempo los linfocitos normales de la médula, y
asegurando de esta manera la tolerabilidad del tratamiento. Esto es
importante porque una de las principales toxicidades con zalypsis en
monoterapia es hematoldgica, y con estos resultados se evidencia que la
toxicidad sera menor con la combinacion, ya que es posible que se puedan
reducir las dosis de los farmacos lograndose ademas una mayor eficacia. De
hecho, en el estudio publicado previamente sobre el efecto preclinico de
zalypsis en monoterapia®®® el agente fue bastante téxico para los linfocitos
normales de MO de pacientes ex vivo. Sin embargo, en el presente trabajo, la
toxicidad de los linfocitos fue mucho menor de lo esperado, probablemente
debido a las dosis mas bajas de zalypsis utilizadas. Los estudios in vivo
apoyan la buena tolerancia de la combinacién, porque a pesar de las dos
muertes tempranas de los diez ratones del grupo ZaBDe en el modelo de
plasmocitoma, el modelo diseminado mostr6 una excelente tolerabilidad
manteniendo la eficacia.

Atendiendo al mecanismo de accion, este estudio ha demostrado que
la triple combinacion puede aumentar de forma sinérgica el dafio sobre el

ADN, tal como indica el aumento en la fosforilacion de H2AX, marcador de
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DSB. Las DSBs son las formas mas severas de dafo en el ADN y afectan a
la estabilidad gendmica. El supresor de tumores p53 desempefia un papel
importante en la respuesta a este tipo de dafio sobre el ADN, ya sea
mediante la detencion del ciclo celular en un intento de reparar el dano, o
induciendo la muerte celular en las células con un dafio severo.?’® El dafio
sobre el ADN inducido por la combinacién ZaBDe parece ser severo, ya que
se detectd un efecto preferencialmente apoptético, en lugar de la detencion
del ciclo celular. Por otra parte, la inhibicion de la recombinacién homaologa

inducida por bortezomib?%®

podria también jugar un importante papel en esta
sinergia. Ademas, en base a los estudios ex vivo y a los resultados anteriores
con zalypsis en monoterapia,®® podriamos decir que la triple combinacién,
ZaBDe, es efectiva también en células plasmaticas con delecion de p53, un
marcador de mal prondstico en los pacientes con MM. 42

La induccion de apoptosis tras el dafo sobre el ADN, puede ser
inhibida por el factor de transcripcion NF-kB?'", un heterodimero compuesto
de las subunidades p50 and p65 y que es el principal factor de transcripcion
de supervivencia en la respuesta a dafo.?® En este estudio, hemos
observado que la combinacion ZaBDe puede bloquear la activacion de NF-
KB mediante la prevencion de su translocacion al nucleo en respuesta al dafio
del ADN, un evento que no se observd con zalypsis ni con dexametasona en
monoterapia, pero que se evidencid con la triple combinacién.

La via mitocondrial parece jugar un papel importante en el mecanismo
apoptotico de ZaBDe, con la activacion simultanea de rutas dependientes de
caspasas Yy caspasa-independientes. Por un lado, el citocromo C, un
importante activador de caspasas, parece ser liberado al citosol, donde en
ultima instancia, ejerce su actividad a través de mecanismos dependientes de
caspasas; por otra parte, dos proteinas implicadas en la apoptosis
independiente de caspasas, AlF y endo -G, son trasladadas de la mitocondria
al nlcleo. Estas dos ultimas proteinas se han relacionado con la
fragmentacion del ADN, la condensacion nuclear y la muerte celular,?'?

incluso en presencia de inhibidores de caspasa.*

En conclusién, hemos demostrado la sinergia de la triple combinacién

ZaBDe en varios modelos preclinicos de MM. La actividad anti-mieloma de

166



esta combinacion se basa en parte en la induccion de dafio sobre el ADN y al
bloqueo de la activacion de NF- kB, lo que resulta en la induccion final de la
apoptosis mediante mecanismos caspasa-dependiente y caspasa-
independiente. Estos resultados sirven de base para el disefio de futuros
ensayos clinicos que utilicen la combinacion ZaBDe para el tratamiento de

pacientes con MM en recaida y refractario.
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CAPITULO V. ESTUDIO PRECLINICO DE
LA EFICACIA DEL INHIBIDOR DE PIM
QUINASAS PIM447 EN LEUCEMIA
LINFATICA CRONICA

Nuestro grupo ya ha demostrado la eficacia y descrito con detalle el
mecanismo de accion de este farmaco en otro tipo de neoplasia de células B
maduras como es el MM."™® Como se comentd en la Introduccion, existe
evidencia cientifica que apoyaria el uso de PIM447, como agente pan
inhibidor de las PIM quinasas en la LLC. Este capitulo esta enfocado a
evaluar la eficacia de PIM447 en células de pacientes con esta enfermedad,
estudiar el potencial efecto sinérgico del farmaco en combinacion vy

correlacionar el papel de PIM2 con el prondstico y la evolucién de LLC.

1. ESTUDIO DE EFICACIA EN LINEAS CELULARES DE LLC

DE PIM447

Cabe destacar en este punto que los estudios en LLC siempre se han
visto limitados por el hecho de no existir lineas celulares inmortalizadas y
fielmente representativas de la enfermedad, ya que se trata de células con
muy escasa capacidad proliferativa. Algunas lineas celulares como OSU-
CLL?"™ o0 JVM-22" se han generado a partir de células de pacientes con LLC
pero deben ser infectadas por el virus Epstein Barr para ser inmortales. Otras

lineas celulares como MEC-1 o MEC-2%"

, se derivan de células de LLC
aunque en transformacion pro-linfocitica. Puesto que las lineas celulares de
las que disponemos en la actualidad no son rigurosamente representativas
de la LLC, se decidié hacer el estudio ex vivo en células frescas de sangre

periférica de pacientes con LLC en distintos estadios de la enfermedad. Si se
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utilizaron las lineas comentadas con el fin de obtener un indicador del rango
de dosis en el que actua este farmaco. Asi, el inhibidor de pan PIM quinasas,
PIM447, fue activo en las dos lineas celulares estudiadas, MEC-1 (IC50 5
uM) y JVM2 (IC50 7 uM), respectivamente (Figura 5. 1).

Figura 5. 1 Lineas celulares de LLC tratadas con PIM447
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2. ANALISIS DE LA EFICACIA DE PIM447 EN CELULAS B

PATOLOGICAS DE PACIENTES CONLLC

Se analizaron muestras de 19 pacientes: 2 de ellos con diagnostico de
LBM (linfocitosis B monoclonal), 12 con LLC estable sin criterios para iniciar
tratamiento y 5 con diagndstico de LLC activa que cumplian criterios para
iniciar tratamiento. En este ultimo caso las muestras se extrajeron antes de
iniciarse el esquema terapéutico indicado en cada caso. El farmaco fue eficaz
en la mayoria de muestras evaluadas (Figura 5. 2) no encontrandose
diferencias significativas entre la IC50 de las muestras con LLC asintomatica,
(Figura 5. 3), LLC activa (Figura 5. 4), IGHV mutada o no mutada (Tabla 5. 1).
Cabe destacar que la muestra mas resistente (muestra 32) fue la de un

paciente con LLC activa con criterios de mal prondstico (IGHV no mutado).
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Figura 5. 2 Linfocitos con fenotipo de LLC extraidos de muestras de

pacientes y tratados ex vivo con PIM447 durante 48 horas
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Figura 5. 3 Linfocitos con fenotipo de LLC de pacientes con LLC estable

y sin criterios de tratamiento
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Figura 5. 4 Linfocitos con fenotipo de LLC de pacientes con LLC activa
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Tabla 5. 1 IC50 de PIM447 en muestras de pacientes agrupadas por
estadios de la enfermedad y por estado mutacional de IGHV

LBM LLC LLC IGHV IGHV
estable activa mutado no mutado
17 12 11 12 11
31 13 14 13 14
15 18 15 17
16 32 16 18
29 38 29 38
30 30 44
42 31 32
44 42
45 45
IC 50
(uM) 6,76 4,83 4,71 5,32 4,68

Ademas se evaluo si PIM447 tenia algun efecto sobre el ciclo celular
de las células de los linfocitos B de LLC. Como se ha descrito previamente,
los linfocitos tipicos de LLC se caracterizan por una apoptosis defectuosa
mas que por una capacidad proliferativa aumentada. De hecho, la mayoria de
los linfocitos se encuentran en fase Go como se confirmé también en nuestro
estudio. Tras 24 horas de incubacion con el inhibidor de PIM quinasas a dosis

crecientes se observd un aumento en el porcentaje de linfocitos en Sub Gg
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(indicando células muertas) y una disminucion de linfocitos en fase Gy-G1sin
distinguirse linfocitos en las otras fases del ciclo celular (Figura 5. 5). Esto
indica el efecto predominantemente apoptoético de PIM447 en estas células

frente a un papel antiproliferativo.

Figura 5. 5 Ciclo celular de linfocitos de LLC de paciente, tratados ex
vivo con PIM447
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3. ESTUDIO DE TOXICIDAD DE PIM447 EN LINFOCITOS T

Un punto importante a valorar cuando realizamos el estudio preclinico
de una nueva molécula es la toxicidad hematologica. En el caso de la LLC
nos interesa inducir una muerte selectiva de los linfocitos patologicos B
conservando en la medida de lo posible otras células como los linfocitos T, lo
que conllevaria un menor riesgo de infecciones en pacientes que ya
presentan una predisposicion a ellas dada la naturaleza de la enfermedad. En
este caso utilizamos 6 muestras de pacientes con LLC para comparar la
toxicidad de PIM447 sobre linfocitos B patoldgicos y linfocitos T normales. Se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre la muerte inducida
sobre linfocitos B y T utilizando PIM447 5 yM (p= 0.009) y PIM447 10 uM (
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P= 0.002), lo que es indicativo de una clara ventana terapéutica para este
farmaco en LLC (Figura 5. 6).

Figura 5. 6 Diagrama de cajas que representa la toxicidad de PIM447
sobre los dos tipos celulares indicados
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4. ESTUDIO DE LA SINERGIA DE PIM447 CON OTROS
FARMACOS UTILIZADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA

LLC

Ademas del efecto que PIM447 pueda desempefiar en monoterapia,
se decidio estudiar la existencia de posibles sinergias al combinarla con otros
farmacos utilizados en el tratamiento de la LLC. Asi, se evaluaron las
combinaciones de PIM447 con el alquilante bendamustina (Figura 5. 7, Tabla
5. 2), y con un analogo de purinas, la fludarabina (Figura 5. 8, Tabla 5. 3),
utilizando la linea celular MEC-1. Se demostré que PIM447 podia potenciar la
eficacia de ambos farmacos in vitro, siendo especialmente eficaz la
combinacion de PIM447 con fludarabina mostrando indices de combinacién
(IC) en rangos claramente sinérgicos (0,1-0,6).

Figura 5. 7 Andlisis de la eficacia de PIM447 en combinaciéon con
bendamustina en la linea celular MEC-1 tras 48 horas de incubacion
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Tabla 5. 2. . indices de combinacion de PIM447 con bendamustina en la
linea celular MEC-1 para las dosis indicadas

PIM447 (pM) Bendamustina (pM) IC
1 0,45 0,654
1 1 1,188
1 5 0,816
5 0,5 1,349
5 1 0,911
5 5 1,271

Figura 5. 8 PIM447 en combinacién con fludarabina en la linea MEC-1 en

tras 48 horas de incubacion
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Tabla 5. 3. indices de combinacion de PIM447 con fludarabina en la linea
celular MEC-1 para las dosis indicadas

PIM447 (uM) Fludarabina (uM) IC
1 0,1 0,669
1 0,5 0,177
1 1 0,166
5 0,1 0,786
5 0,5 0,159
5 1 0,172

5. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LOS NIVELES
PROTEICOS DE PIM2 EN LINFOCITOS B

MONOCLONALES Y LA RESPUESTA A PIM447

Tras evaluar la eficacia de PIM447 in vitro y ex vivo se analizd la
expresion de la proteina PIM2 por Western blot en células B monoclonales a
partir de muestras de sangre periférica de pacientes con LLC y donantes
sanos, correlacionando los niveles proteicos con caracteristicas clinicas y
bioldgicas de la enfermedad. Con ello también se traté de buscar un potencial
biomarcador que pudiera predecir la sensibilidad o resistencia al inhibidor de
PIM quinasas en estudio.

Se evaluaron 18 muestras de distintos individuos: 3 controles sanos; 7
linfocitosis B monoclonales (LBM); 12 LLC estables (LLCe); 10 LLC activas
(LLCa) y 4 LLC en recaida tras tratamiento previo (LLCr). Se observo que los
niveles de expresion de PIM2 fueron significativamente mayores en linfocitos
B monoclonales de pacientes con LLC activa o en recaida, en comparacion
con pacientes con LLC estable (p < 0,001), (Figura 5. 9). Ademas, aquellos
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pacientes con linfocitos B monoclonales con IGVH no mutado, y por tanto con
peor prondstico, también mostraron niveles mas altos de PIM2 (p = 0,01),
(Figura 5. 10). Asimismo se compararon los niveles de PIM2 entre pacientes
pertenecientes a los distintos estadios de Binet, observandose que los
linfocitos B monoclonales de pacientes con estadio C y B (estadios mas
avanzados) fueron mas elevados comparados con aquellos pacientes en
estadio A o los controles sanos (p< 0.05), (Figura 5. 11). Finalmente, se
estudio si las muestras con niveles altos de PIM2 eran mas resistentes al
tratamiento con PIM447. Aunque las muestras con niveles mas altos fueron
ligeramente mas resistentes en comparacion con las muestras con niveles de
PIM2 mas bajas, la diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 5.
12).

Figura 5. 9 Comparacion de los niveles de PIM2 en linfocitos B
monoclonales de LLC en distintos estadio de la enfermedad (n= 36)

p=0.01
,157 [ l
T
~
2 10
Ay p <0.001 -
@ l \
=
w
&
)
>
2‘ ,057
= £ B

,00 T T T T
Control LBM LLCe LLCa LLCr

178



Figura 5. 10 Comparacion de niveles de PIM2 en linfocitos B
monoclonales con mutacion o sin mutaciéon de la cadena pesada de las

inmunoglobulinas (n= 33)
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Figura 5. 11 Niveles de PIM2 en pacientes con diferente estadio de Binet
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Figura 5. 12 Niveles de proteina PIM2 y sensibilidad al tratamiento con
PIM447 (n=12)
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6. EFICACIA DE PIM447 EN LLC. DISCUSION.

La LLC es una enfermedad muy heterogénea con pacientes que
pueden no precisar tratamiento y mantener una esperanza de vida similar al
resto de la poblacién, mientras que otros pacientes presentan una rapida
progresion de la enfermedad, con mala respuesta a los tratamientos
existentes.

Antes del desarrollo de la quimio-inmunoterapia el tratamiento de la
LLC se basaba en el uso de agentes alquilantes como el clorambucilo.?'
Fueron los estudios in vitro que identificaron la sinergia entre la fludarabina
(F) y la ciclofosfamida (C)*'’ los que dieron paso al desarrollo de un nuevo
esquema terapéutico, FC,?"® con repuestas globales = 80% aunque solo con
un 35% de respuestas completas en pacientes previamente no tratados,
mejorando los datos obtenidos con clorambucilo. La aparicion del rituximab

(R) en 1997 condujo al inicio de la quimioinmunoterapia. Se trataba de un
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anticuerpo monoclonal quimérico dirigido frente a la proteina de membrana
CD20 especifica de los linfocitos B, que permiti6 dar un nuevo paso en el
tratamiento de esta neoplasia. Se decididé entonces evaluar un nuevo
esquema, el FCR?' en pacientes no tratados previamente, comunicandose
excelentes resultados con respuestas globales del 95% y respuestas

completas del 70%. El ensayo fase Ill CLL8?**

que compard los esquemas
FC vs FCR dio clara ventaja al ultimo, con una supervivencia libre de
enfermedad de 56.8 meses para FCR versus 32.9 meses para FC (hazard
ratio, 0.59; 95%, intervalo de confianza, 0.50-0.69, p < 0.001). Desde
entonces FCR se ha convertido en el estandar de tratamiento en pacientes
con LLC de nuevo diagndstico menores de 65 afos y sin comorbilidades
destacables. No obstante, la toxicidad del régimen con neutropenias grado 3-
4 y frecuentes complicaciones infecciosas que obligan en muchas ocasiones
a discontinuar el tratamiento, y la baja eficacia en pacientes con delecion 17q,
delecion de 11q y IGHV no mutado,?' han obligado a continuar investigando
nuevos esquemas terapéuticos. Otros esquemas como el rituximab-
bendamustina (RB) han demostrado también ser eficaces en esta neoplasia
con datos de supervivencia libre de progresion similares a los obtenidos con
FCR en pacientes mayores de 65 afios y en aquellos con IGHV no mutado,
aunque con datos de eficacia bastante inferiores cuando hablamos de
pacientes mas jovenes. Pero el verdadero avance y novedad en el
tratamiento de esta neoplasia son las nuevas moléculas orales ibrutinib e

idealisib (inhibidor de fosfatidilinositol-3 quinasa, PI3K),2%%%?®

que actuan
inhibiendo el receptores quinasa de la célula B (BCR). Ambas son moléculas
con una posologia facil y con una toxicidad muy manejable, que han
irrumpido con fuerza en el nuevo panorama del tratamiento de la LLC.
Ibrutinib es un inhibidor irreversible de la tirosina kinasa de Bruton (BTK) que
ha demostrado eficacia significativa en LLC en recaida, incluyendo pacientes
con del(17p).?*® Aunque aln son limitados los datos la eficacia en pacientes
con LLC no tratada previamente, parecen ser incluso mejores que en
pacientes en recaida-refractarios.?**

En nuestro caso, PIM447 es una molécula oral y la diana terapéutica a
la que inhibe también se ha correlacionado con la supervivencia de la célula

tumoral de la LLC. Puesto que otros estudios ya publicados habian analizado
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el mecanismo de accion de moléculas similares in vitro en el caso de la LLC y
como ya hemos mencionado también nuestro grupo en el caso del MM,
decidimos realizar la investigacién con linfocitos B patolégicos de pacientes
ex Vivo.

En conclusion, hemos determinado que PIM447 es eficaz en lineas
celulares de LLC in vitro, pero sobre todo es interesante que también resulta
eficaz en linfocitos B patologicos de pacientes con LLC, manteniendo un
buen perfil de toxicidad. Atendiendo a los estudios de sinergia, la
combinacion con fludarabina presenté buenos indices de combinacién. Por
ultimo, las correlaciones de los niveles de PIM2 con distintos factores
pronostico, asi como con diferentes estadios evolutivos de la enfermedad,
han mostrado que los niveles de PIM2 son mas altos en linfocitos
monoclonales B de pacientes con caracteristicas de mal prondstico y en
estadios mas avanzados. También destacar que aunque todos los pacientes
parecen sensibles a PIM447 y no se han encontrado diferencias significativas
ex vivo, seria necesario profundizar en el estudio de los niveles de PIM2
como marcador de sensibilidad ya sea con un mayor numero de muestras o
con el estudio dentro de un ensayo clinico.

En definitiva, estos estudios podrian servir de base para realizar
ensayos clinicos en pacientes con LLC con factores de mal prondstico y

refractarios a tratamiento.
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DISCUSION FINAL

183



184



Aunque cada capitulo del presente trabajo contiene su propia
discusion, se ha considerado conveniente incluir aqui unos parrafos finales
donde se pongan en contexto todos los resultados obtenidos.

Las neoplasias hematolégicas son un conjunto heterogéneo de
enfermedades clonales. El conocimiento sobre las bases bioldgicas de estas
neoplasias ha avanzado mucho durante los ultimos afios, lo que ha permitido
aumentar el arsenal terapéutico para su tratamiento. Esto se ha reflejado en
un aumento en la supervivencia de los pacientes en algunos casos, como en
el MM, y también en una mejora en la tolerancia y comodidad de los
tratamientos, como en el caso de los nuevos farmacos orales en la LLC. No
obstante, estos avances no siempre han repercutido de igual manera en el
tratamiento de las distintas neoplasias hematologicas. De hecho el profundo
avance en el conocimiento molecular de las LMA, a pesar de haber
evolucionado enormemente solo ha desembocado en complejas
clasificaciones de la enfermedad, sin haberse traducido en apenas cambios
en el esquema terapéutico utilizado desde hace 40 anos, a excepcion del
caso de la leucemia prolinfocitica aguda (LPA).

Con el objetivo de aproximar los datos experimentales, sobre
potenciales tratamientos eficaces, a la practica médica diaria, este trabajo de
investigacion se ha centrado en la evaluacion preclinica de distintas
moléculas en diversas neoplasias hematolégicas. Como ya se ha comentado,
aunque los procesos neoplasicos hematologicos son muy heterogéneos,
existen determinadas proteinas, rutas y procesos metabdlicos, necesarios
para la supervivencia de la célula tumoral, que son comunes a todas estas
enfermedades y cuyo conocimiento puede contribuir al desarrollo de
farmacos con una solida base bioldgica para su uso. En esta Tesis doctoral
se ha partido de esta base y se ha intentado explorar la potencial actividad de
nuevos farmacos dirigidos contra estas proteinas, rutas o procesos comunes
de las células tumorales, a través de estudios in vitro en lineas celulares, ex
vivo en células de pacientes e in vivo en distintos modelos murinos. También
se ha buscado la sinergia con otras drogas con eficacia ya conocida y se ha
investigado la base de esta sinergia al inhibir simultdneamente varias vias de

supervivencia de la célula tumoral.
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Dentro de los distintos estudios realizados en esta tesis doctoral, cabe
destacar aquellos dedicados a los farmacos inductores de dafo en el ADN,
como EDO-S101 o zalypsis. Estos farmacos inductores de dafio al ADN han
demostrado su utilidad en enfermedades tan diversas como el MM o la LMA.
En el caso concreto del MM, este tipo de farmacos han tenido histéricamente
una particular importancia en su tratamiento. En una época donde los
farmacos tienden a dirigirse frente a dianas terapéuticas especificas, los
agentes alquilantes y otros agentes inductores de dafio al ADN parecen no
estar aun desterrados del tratamiento del MM. De hecho fue un alquilante, el
melfalan, el primer farmaco en ser usado con éxito en el tratamiento de esta
neoplasia. Aunque el primer caso de MM fue descrito en la literatura moderna
en 1845,% no aparecieron datos sobre su tratamiento hasta la llegada de la
radioterapia, que se utilizé durante afios con escaso éxito. Posteriormente,
Blokhin y cols. reportaron resultados favorables con la mostaza I-fenilamina

226 confirmaron esos datos informando

(melfalan) y en 1962, Bergsagel y cols.
de la induccion de remisiones en aproximadamente un tercio de los pacientes
con mieloma. Desde entonces, el melfalan se ha mantenido como el gold
standard del tratamiento del MM, hasta la aparicién nuevos agentes como el
bortezomib o los IMIDs.

En este trabajo de investigacion se ha demostrado la eficacia
preclinica en MM de un nuevo agente alquilante con un mecanismo
particular, como es EDO-S101, y se ha confirmado el papel de zalypsis, en
este caso en combinacion con bortezomib y dexametasona, en MM. Los
datos expuestos en esta Tesis apoyan el papel que este mecanismo juega en
el tratamiento del MM, y la importancia de seguir utilizando estos agentes
terapéuticos, sobre todo en combinacion. A lo largo de la historia terapéutica
del MM son numerosos los estudios que han demostrado la eficacia de
esquemas terapéuticos que combinan varios farmacos, atacando distintas
vias de supervivencia de la célula tumoral. Este trabajo de investigacion
ademas de demostrar la eficacia de las combinaciones, destaca la sinergia
existente entre la inhibicion del proteosoma y la induccion de dafio sobre el
ADN, como se demuestra para las combinaciones de EDO-S101 o de
zalypsis con bortezomib. Por otro lado, y también en consonancia con lo

anterior, este trabajo demuestra que la inhibicion simultdnea de otra via de
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supervivencia, como es la de reparacion del dafio al ADN, en el caso de
EDO-S101, estaria contribuyendo a la muerte de la célula tumoral.

Respecto a la LMA, ya se ha comentado que a pesar del avance en el
conocimiento sobre las bases moleculares de esta enfermedad, esta
circunstancia no se ha reflejado en una clara mejora o cambio en los
esquemas de tratamiento utilizados en la actualidad. En nuestro caso se ha
investigado la eficacia preclinica en LMA de un inhibidor del proteasoma,
MLN-9708, y del agente bifuncional, EDO-S101, con efecto alquilante e
inhibidor de HDAC. Ambos farmacos demostraron eficacia in vitro en lineas
celulares de LMA. Ademas, en los estudios de MLN-9708 se demostro
sinergia con fludarabina, aunque no se profundizé mas en esa linea de
investigacion, ya que se priorizé el estudio de eficacia de EDO-S101 en LMA,
por lo novedoso de la molécula en aquel momento. Sin embargo, ni los
estudios de combinacién de EDO-S101 in vitro, ni el estudio en monoterapia
en un modelo murino de LMA arrojaron datos de eficacia suficientes para
justificar la continuacion del estudio. Dadas las multiples variantes que
presenta esta enfermedad, no debemos descartar sin embargo, que otros
esquemas terapéuticos combinando distintos farmacos o el uso de otras
lineas celulares o modelos animales, puedan demostrar eficacia en esta
neoplasia.

En el caso de la LLC, las importantes novedades acontecidas en el
conocimiento de la enfermedad durante los ultimos anos, han permitido
detectar numerosas rutas metabdlicas clave, en la supervivencia del linfocito
tumoral. El receptor BCR del linfocito B es la diana terapéutica mas
novedosa, y su inhibicion con ibrutinib e idelalisib, la ultima estrategia
terapéutica en esta neoplasia. Estas moléculas, orales, han demostrado ser
eficaces en pacientes hipertratados y de mal prondstico. Ademas, la utilidad
en combinacién y en primera linea esta siendo objeto de estudio en la
actualidad, con prometedores resultados preliminares. Pero otras vias
oncogeénicas han sido reconocidas como relevantes en la patogénesis y en la
evolucion de la LLC y de otros SLP-B, como es el caso de la ruta de las PIM
quinasas. En esta tesis se mencionan varios trabajos que consideran a estas
proteinas una diana terapéutica clave en la LLC; y de hecho asi lo confirman
nuestros estudios de eficacia con el pan inhibidor de PIM quinasas, PIM447,
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en numerosas muestras de pacientes con LLC en distintos estadios y con
diferentes factores pronodstico. Ademas se trata de una molécula con un perfil
de toxicidad muy favorable, segun demuestran nuestros estudios ex vivo y
que presenta sinergia con algunos farmacos utilizados en la practica clinica
en la LLC, por lo que seria una molécula tributaria de ser evaluada en
ensayos clinicos en esta enfermedad como ya lo esta siendo en otros SLP-B
como el MM.

Aunque la eficacia de una droga en un modelo preclinico de
neoplasias hematolégicas, ya sean lineas celulares o modelos murinos, no
siempre va a representar de forma fidedigna su utilidad en la clinica, se trata
del primer paso hacia una aproximacion terapéutica que puede mejorar la
calidad y la esperanza de vida del enfermo. De hecho, la dicotomia existente
entre lo logrado en el laboratorio y lo conseguido en el paciente, aunque
puede deberse en parte a la falta de modelos preclinicos robustos, también
depende de manera muy importante de la comunicacion existente entre la
clinica y la preclinica, lo que en inglés se denominaria from bench to bedside
(“del laboratorio a la cabecera del enfermo”). Se trata de un concepto que
esta calando en todas las ramas de la medicina, especialmente en el campo
de la oncologia, la llamada medicina traslacional. De esta manera todos los
estudios realizados en este trabajo de investigacién se han hecho con el
objetivo de sentar las bases cientificas de futuros ensayos clinicos de los que
los pacientes se puedan beneficiar.

No obstante, no debemos olvidar que no siempre todos Ilos
experimentos realizados en el laboratorio van a ser un éxito ni van a
demostrar la eficacia buscada y anhelada. De la importancia de comunicar
también esos datos fallidos, de publicar los datos sobre aquellos farmacos o
combinaciones que no resultan eficaces también se encarga la investigacion
preclinica, y aunque actualmente estos datos parecen no tener cabida en la
literatura cientifica actual, se trata de informacién valiosa que también
deberia ser reconocida en el ambito cientifico, no solo para evitar que otros
grupos realicen investigaciones sobre temas ya evaluados, sino que
analizados detenidamente puedan aportar informacidn sobre la naturaleza y

comportamiento de la enfermedad en estudio.
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CONCLUSIONES FINALES
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. Se ha establecido un modelo preclinico de estudio de la eficacia y
mecanismo de actuacion de nuevos agentes antitumorales y sus

combinaciones en diversas neoplasias hematoldgicas.

. El nuevo inhibidor de proteasomas, MLN-9708 (Ixazomib), ha
mostrado ser eficaz en lineas celulares de varias neoplasias
hematolodgicas in vitro y sinergia con fludarabina en leucemia mieloide

aguda.

. EDO-S101 se compone de una molécula de bendamustina, junto con
un radical inhibidor de deacetilasas de histonas, y se ha demostrado
gue mantiene tanto sus propiedades alquilantes como de inhibicién de
deacetilasas de histonas.

. EDO-8101 presenta una potente eficacia preclinica en mieloma
multiple, a través de la induccion de dafio al ADN y de una inhibicion

de los mecanismos de reparacion de ese dafo.

. Se ha demostrado que la combinacion de EDO-S101 y bortezomib ha

demostrado ser sinérgica in vitro e in vivo en mieloma multiple.

. En referencia a EDO-S101 en leucemia mieloblastica aguda (LMA),
aunque se ha observado la eficacia in vitro del farmaco en lineas
celulares de LMA, esta eficacia no ha podido ser probada en el modelo
murino de LMA con las dosis, esquema vy linea celular utilizados.
Tampoco hemos observado un efecto sinérgico relevante con los

farmacos anti-leucemia evaluados.
. La combinacion zalypsis + bortezomib + dexametasona ha

demostrado sinergia y eficacia en modelos preclinicos de mieloma

multiple, y con un buen perfil de toxicidad.
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8. La combinacion zalypsis + bortezomib + dexametasona ejerce su
accion in vitro principalmente mediante la induccién de dafio sobre el
ADN e inhibiendo la traslocacion de NF-kB al nucleo y por tanto su

activacion.

9. El inhibidor de PIM quinasas, PIM447, es eficaz ex vivo, en muestras

de pacientes con LLC, con un buen perfil de toxicidad ex vivo.
10.Los niveles de la proteina PIM2, estan mas elevados en pacientes con

LLC con factores de mal prondstico y podrian representar un potencial

biomarcador de respuesta a PIM447.
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