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Introduccion



Las leucemias agudas mieloblasticas (LAM) son un conjunto heterogéneo
de enfermedades clonales originadas por un dafo genético adquirido en una
célula madre hemopoyética, la cual pierde los mecanismos para diferenciarse
normalmente y responder a los mecanismos reguladores de la proliferacion.' ?
Esta pérdida provoca un acumulo de formas inmaduras (blastos) en la médula
Osea, desplazando la hemopoyesis normal, provocando insuficiencia medular, y
otros tejidos, provocando manifestaciones extramedulares (por ejemplo, las
leucémides o leucostasis)

Las Leucemias Agudas Mieloblasticas son las Leucemias Agudas mas
frecuentes en los adultos, con una prevalencia de 3,8 casos/10° habitantes al afo.
La incidencia de las LAM aumenta con la edad, alcanzando hasta incluso 17-20
casos/10° habitantes al afo en pacientes mayores de 65 afos.? La edad media de
la presentacion es 70 anos, y existe un predominio masculino, con 3 varones
afectados por cada 2 mujeres.

El curso dinico de las LAM suele ser brusco, con un intervalo de escasos
dias o semanas entre los primeros sintomas y el diagndstico, aunque,
ocasionalmente, puede ser diagnosticada en un examen rutinario en un paciente
asintomatico.

Desde que se identificaron como una entidad patoldgica hasta mediados
del siglo XX, leucemias agudas mieloblasticas eran consideradas enfermedades
incurables, con resultados desesperanzadores con las terapias disponibles, con las
cuales pocos pacientes alcanzaban remisiones completas y la supervivencia muy
corta* La obtencién de la Remision Completa es el primer objetivo del

tratamiento de una Leucemia Aguda Mieloblastica (Induccién a la remisién) ya



que es la condicién sine qua non para la curacion de la enfermedad.’ La Remisién
Completa es la situaciéon en la cual no existe evidencia ni clinica ni morfolégica de
la enfermedad, con parametros hemoperiféricos normales.® Durante los ultimos
35 anos una serie de ensayos han establecido el tratamiento de los pacientes
afectos de LAM, 7 que consiste en una combinacién de citarabina en infusién
continua durante 7 dias y una antraciclina (Daunorrubicina o Idarrubicina)
durante 3 dias (Régimen 3+7)2° 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,’> '3 o adicion de
un tercer farmaco (andlogos de purinas, inhibidores de topoisomerasas,
inhibidores de la bomba de MDR....) no han confirmado sus tedricas ventajas
sobre el tratamiento estandar.’” Sin embargo, la obtencion de una remisién
completa no equivale a la curacion de la enfermedad, ya que, sin tratamiento
posterior, la mayoria de los pacientes experimentaran una recaida de su
enfermedad en semanas o meses. Estos tratamientos adicionales incluyen la
quimioterapia de consolidacion (o intensificacién)'*'’, tratamientos de
mantenimiento® '® o trasplante de células hemopoyéticas, tanto autélogo,'® 2°
como alogénico.2’?* Sin 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 1,5 meses tras el diagndstico y practicamente ninguno alcanza el
ano de supervivencia.

Las recaidas clinicas son debidas a la presencia de Enfermedad Minima
Residual (EMR) en el paciente que no ha podido ser erradicada con el tratamiento
de primera linea, la importancia de la evaluacion de la EMR es capital ya que

aporta un valor pronéstico independiente tanto al finalizar la induccién como al



finalizar el tratamiento de consolidacion,?”3° y permite el uso de estrategias

adaptadas al riesgo del paciente.?’



Mecanismos de leucemogénesis



La transformacion maligna implica la adquisicion de una serie de eventos
genéticos y epigenéticos que alteran los programas de desarrollo normal dando
lugar a un clon neoplasico con desregulacién de los mecanismos de crecimiento y
de muerte celular?® Las leucemias agudas mieloblasticas son un conjunto
heterogéneo de enfermedades ya que cada una estd producida por un conjunto
de cambios genéticos y epigenéticos. La capacidad de comprender este proceso
requiere la caracterizacién de tanto los eventos moleculares que provocan el
crecimiento tumoral asi como el contexto celular en el que estas alteraciones
genéticas ocurren. A mediados del siglo XX, los mecanismos implicados en la
regulacion de la proliferacion, diferenciacién, maduracién o activacién de las
células hemopoyéticas eran practicamente desconocidos?* En ese momento,
dado que las Unica herramienta era el microscopio y células blasticas tenian un
aspecto inmaduro se pensé que el problema fundamental era el déficit de
maduracion. A lo largo de los Ultimos 20 anos, esta situacion se ha ido cambiando
progresivamente gracias al descubrimiento de genes que controlan las
decisiones de proliferacién a través del control del ciclo celular junto con otros
responsables de los mecanismos impicados en la maduracion celular.?®:3°

La hematopoyesis normal es un proceso dinamico regulado y controlado
por los efectos combinados de los factores de crecimiento (citocinas
hematopoyéticas) y los factores de transcripciéon que activan programas genéticos
qgue llevan a la célula a comprometerse a un linaje especifico y a la diferenciaciéon
final 332

La leucemogénesis implica la adquisicion de una serie de alteraciones que
convierten a una célula madre hemopoyética u otro progenitor hematopoyético

multipotente en una célula madre leucémica capaz de propagar y mantener la



enfermedad. El programa génico leucémico estd caracterizado por parada en los
mecanismos de diferenciacion, aumento de proliferacion y autorenovacién,
disminucién de apoptosis y mantenimiento de telémeros3* A nivel basico,
parecen ser necesarias al menos dos mutaciones, una que confiera ventaja
proliferativa y otra que altere la diferenciacién, aunque otros cambios genéticos y

epigenéticos son necesarios30343°

Modelos de estudio de las leucemias mieloblasticas

Las aproximaciones para entender estos cambios vienen dadas
principalmente por nuestra capacidad de identificar y caracterizar las
translocaciones cromosdmicas y otras alteraciones genéticas/epigenéticas en las
células blasticas. Las translocaciones cromosomicas en LAM suelen ser
balanceadas, sugiriendo un papel causal en la leucemogénesis3® El estudio
riguroso ha llevado al conocimiento de al menos 250 genes de fusién como
mecanismos causales de hemopatias malignas, asi como otras alteraciones
genéticas recurrentes como mutaciones de NPM1 o de FLT33%° Este
conocimiento ha posibilitado el disefio de nuevas terapias dirigidas frente a
dianas moleculares.*'** Para llegar a este conocimiento, se han usado una serie de
modelos de estudio de las LAM, que pasamos a relatar brevemente.

Lineas celulares

Las células hemopoyéticas normales solo pueden sobrevivir en cultivo
unas semanas, en cambio, las lineas celulares son poblaciones monoclonales
inmortalizadas que son capaces de proliferar en un cultivo sin experimentar
fendbmenos de senescencia. ** Han permitido el estudio de oncogenes,

mutaciones y puntos de ruptura de translocaciones, al servir como fuente de



material. > Permiten el desarrollo de farmacos y el estudio de su mecanismo de

accion, tanto clasicos como dirigidos.

Muestra de sangre periférica/médula 6sea de paciente

4

Estudios exvivo Establecimiento de lineas
celulares

Seleccion poblaciones
de Interés

Xenotrasplante Ratones transgénicos

Figura1: Modelos de estudio de las leucemias agudas mieloblasticas

Modelos murinos

Los modelos animales transgénicos permiten una aproximacion a los
eventos iniciales de la leucemogénesis, por lo que pueden contribuir a la
caracterizacién funcional de los oncogenes y los dafos necesarios para la
transformacién leucémica. Sin embargo, estos estudios han de ser valorados
adecuadamente cuando se extrapolan los resultados a humanos, ya que pueden

existir diferencias en los mecanismos de transformacién entre las especies.*s4’
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Estudios in vitro de células hemopoyéticas primarias

Los modelos anteriores presentan el problema de no estudiar las células
en su contexto adecuado. En estos modelos, los oncogenes a estudio son
introducidos en células hemopoyéticas primitivas por medio de retrovirus,
provocando leucemogénesis y permitiendo el estudio de las fases iniciales de la
leucemogénesis. Los primeros estudios datan de los aflos 90,8 y la prueba de la
eficacia de este método de estudio llegd poco después.*® Estos métodos también
permiten estudio de caracteristicas funcionales de los blastos leucémicos, como

por ejemplo, la resistencia a drogas.

Modelos de xenotrasplante

Los modelos de xenotrasplante en ratones inmunodeprimidos han

permitido caracterizar las poblaciones responsables para el inicio de la leucemia.>®
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Citogenética

La clasificacion de las LAM se ha basado fundamentalmente en la
morfologia, reflejando el tipo celular predominante y correlaciondndolo con la
célula que se presupone su contrapartida normal®' La correlacién de las
anomalias citogenéticas con las caracteristicas morfolégicas ha sido posible
gracias al desarrollo del sistema de clasificacion FAB.

El estudio citogenético es fundamental en el manejo de los pacientes
diagnosticados de LMA dado que permite identificar grupos con distinto
pronostico,***>® asi como avanzar en el conocimiento de la patologia molecular
de las LAM?>? En las primeras series de pacientes, aproximadamente, un 50%
presentaban cariotipos anormales en el estudio con bandas G, en el momento
actual, se pueden detectar cariotipos clonales hasta en el 85% de los pacientes

con LAM.

Ganancias y pérdidas cromosomicas

Existe un patrén recurrente de ganancias y pérdidas cromosémicas en las
LAM. Los cambios mds frecuentemente reportados son trisomia del cromosoma 8,
monosomia del 7, monosomia del 5°* Las perdidas o deleciones de los
cromosomas 5 y 7 son especialmente caracteristicas de las LAM secundarias a
tratamiento con agentes alquilantes o Radioterapia. Recientemente se ha descrito
por el grupo HOVON que la monosomia empeoraba drasticamente el prondstico
de los pacientes con LAM de novo. Las anomalias estructurales solo modificaban
prondstico en conjuncién con una monosomia de un autosoma. (SG a 4 afos 24

vs 4%). El concepto de Cariotipo monosémico como predictor de mal prondstico

12



se refiere a la presencia de dos o mas monosomias en autosomas (SG a 4 afnos:
3%) o a la monosomia de un cromosoma junto con otra alteracion estructural (SG
a 4 anos: 4%).>3

La pérdida del cromosoma Y es la segunda alteracion cromosdémica mas
frecuente, sin embargo, el significado de esta alteraciéon es discutido, ya que las
células de donantes sanos, particularmente en pacientes mayores de 60 anos.>®
Las deleciones del cromosoma 17 tipicamente implican la delecion del gen

supresor de tumores p53 y han sido descritas en pacientes con LAM,

normalmente en el seno de una translocacién no balanceada.>®

Pronéstico Alteraciones citogenéticas

t(8;21)
Bueno inv(16);(16;16)

t(15;17)

Intermedio Cariotipo normal
-Y
-5,-7,del (5q) y del (7q) (como anomalias aisladas)
abn 11923

Adverso 1(6:9)

Cariotipo anormal no incluido en otros grupos
Cariotipo monosémico

Muy adverso

abn3qg26

Tabla 1: Alteraciones citogenéticas en las leucemias agudas mieloblasticas.

Adaptado de Breemsetal. >3

Alteraciones estructurales recurrentes

Estas alteraciones incluyen traslocaciones cromosdmicas e inversiones.
t(8:21)
La translocacion balanceada t(8;21) es un evento frecuente en pacientes

con LAM, encontrandose hasta el 18% de los casos con cariotipo anormal y hasta

13



en el 40% de las LAM con maduracion.>*>56%% En la t(8;21) el gen RUNX1 (AMLT,
Core Binding Factor alfa-2, CBFA2) en el cromosoma 21, se fusiona con el gen
RUNX1T1 (ETO, MTG8) en el cromosoma 8, formando la proteina quimérica
RUNXT/RUNX1T1.57° RUNX1 heterodimeriza Core Binding Factor beta (CBF) para
formar un factor de transcripcién, que se une al enhancer core motify regula genes
implicados en el crecimiento, diferenciacion y funcién de células de estirpe
mieloide. ¢° Los ratones mutantes deficientes en RUNX1 o CBF presentan déficit
de hematopoyesis y mueren durante la embriogénesis, lo que indica que el CBF
es esencial para la hematopoyesis global y no solo la de la serie mieloide?' Los
ratones mutantes RUNXT/RUNXTT1 presentan alteracion en la maduracion
mieloide pero sin desarrollar una leucemia' ®? necesitando un segundo evento
para desarrollar una LAM. RUNX1/RUNX1T1 interacciona con el enhancer core motif
ya que el dominio de unién a DNA esta conservado en la proteina de fusién, pero
interfiere con la activacién normal de la transcripcion inducida por RUNX1/CBF3
principalmente por el reclutamiento de Histona Deacetilasas (HDACs). 6% ¢! 63
Ademds, RUNX1/RUNX1T1 tiene otras funciones patolédgicas como aumentar la
expresion de la proteina antiapoptoética BCL2 o c¢-jun, disminuir la expresidon de
genes reguladores de ciclo celular como p14ARF, p15INK4b, o p21°%* y activar
genes implicados en mantenimiento de célula madre, como la via de Wnt-§3
catenina®*%® De esta forma, la leucemogénesis inducida por RUNX1/RUNX1T1
resulta de la regulaciéon transcripcional de AML1 alterada y activacion de genes
gue activan las vias anti-apoptéticas y de proliferacion y evitan la diferenciaciéon
celular.’® Las LAM con t(8;21) tiene un prondstico favorable en adultos, salvo que
se asocie a del(9q).”'’* La terapia postremisidén intensiva permite una duracién de

la respuesta aumentada.’> Debido a su mecanismo patogenético especifico, las
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leucemias que afectan a CBF podrian responder a tratamientos epigenéticos,
como los inhibidores de HDACs, recientemente se han presentado los resultados
de un ensayo clinico en pacientes con LAM avanzada demostrando actividad

antileucémica en monoterapia con Romidepsina en 5 de 7 pacientes.”®

t(15;17)

La Leucemia Aguda Promielocitica presenta tipicamente una translocacion
t(15;17)(q22,911-12) que es diagndstica, ya que no se encuentra en otro tipo de
leucemia o neoplasia.’” Dado que no es objetivo de este trabajo el estudio de
nuevos farmacos en Leucemias Agudas Promielociticas, no realizaremos mas

comentarios sobre ellas.

Inv(16) y t(16;16)

Existe una relacion entre la Leucemia Mielomonocitica Aguda (FAB M4Eo) y
alteraciones del cromosoma 16./27° El punto de ruptura en 16g22 se produce cerca
del final de la region codificante de CBF; el punto de ruptura en 16p se produce
en el gen MYH11 (gen de la cadena pesada de miosina de musculo liso). La
proteina de fusién contiene la region 5 de CBFB con la porcibn que
heterodimeriza con RUNX1 fusionada con MYH11.8%8" |o que provoca pérdida de
funcion del complejo RUNX1/CBFp, alterando la transcripcién® 2 Los ratones
transgénicos CBFB/MYH11 presentan alteraciéon de la maduracion y displasia de la
serie mieloide?®* y, al igual que con RUNX1/RUNXI1T1, los ratones mutantes
necesitan un segundo hit para desarrollar una LAM.# Los pacientes con inv(16) or
t(16;16) tienen una buena respuesta a quimioterapia intensiva, especialmente con

dosis altas de citarabina.””
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Reordenamientos que afectana 11q

Los reordenamientos de 11923 son frecuentes en las Leucemias Agudas
Monobldsticas, particularmente en los casos con monoblastos pobremente
diferenciados (LAM M5a)887 Esta asociacion es particularmente frecuente en LAM
infantil>* Las translocaciones que afectan a 11g23 afectan al gen MLL®8 y tienen
unas caracteristicas especiales: Hay mas de 50 reordenamientos distintos que
afectan a MLL2°°" ademas, estas translocaciones ocurren tanto en LAL como en
LAM, lo que sugiere que el gen MLL puede estar implicado en la diferenciacién de
la célula madre hemopoyética a linaje linfoide o mieloide o que este gen esté
activo en ambos linajes. La proteina MLL contiene un dominio de union al ADN,
un dominio activador de la transcripcion y un dominio represor’? Las
translocaciones provocan la formacion de una proteina quimérica en el

cromosoma derivativo 11, perdiendo el dominio activador de la transcripcién.®?

t(3;3) einv(3)

El gen EVI1, localizado en 3926 no se expresa en células hemopoyéticas
pero se activa en reordenamientos que ocurren en 5’ en el caso de t(3;3) o 3’en el
caso de inv(3)>® EVI1 es un factor de transcripcion que contiene un dominio en
dedos de zinc. La expresiéon de EVI1 también se ha detectado en LAM con
cariotipo normal (LAM-CN)’* confiriendo mal prondstico,’® sugiriendo que su
activaciéon puede ser por mecanismos distintos a la translocacion®® Los

mecanismos por los que EVI1 induce leucemogénesis no son claros.®’

16



Biologia Molecular

La genética molecular ha permitido un mejor conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad, definir con mayor precisién los subgrupos con
distinto pronéstico e identificar dianas para terapias dirigidas. Estos avances son
especialmente patentes dentro del grupo de pacientes con LAM con Cariotipo

Normal (LAM-CN)

Alteraciones en receptores transmembrana

FLT3

Es el homélogo humano del Fetal Liver Tyrosine (FLT) Kynase 3, clonado
hace 15 anos.®® Su producto es una proteina transmembrana de la familia de
receptores tirosin kinasa clase lll. Su porcién extracelular se une a su ligando (FLT3
ligand) produciendo prolferacion de células dendriticas y progenitores
hemopoyéticos?® La mutacion mas frecuente es la ITD (Internal Tandem
Duplication), que aparece en un 25-30% de pacientes diagnosticados de LAM.'%°
Un 7% de las LAM, tienen una mutacion puntual D835Y,°" y un 2% tienen
mutaciones en dominio juxtamembrana.'®> Ademds, FLT3 estd sobreexpresado
hasta en el 50% del resto de casos.'0 103

La ITD consiste en un insercién en los exones 14 o 15 sin cambio de la
pauta de lectura, que lleva a una pérdida de la capacidad de autoinhibicién, lo
que funcionalmente se traduce en una activacion constante.'” La activacion de
FLT3 produce un aumento de la proliferacién celular, inhibicién de la apoptosis y
un paro en la maduracion, al disminuir la expresion de PU1 y CEBPa

(CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha) 03105107
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Figura 2: Estructura esquemdtica de FLT3. En la parte extracelular se encuentralos 5
dominios inmunoglobulina, que actian como receptor, que se siguen de un Unico dominio
transmembrana, que se continta por un dominio yuxtamembrana. El dominio tirosina kinasa
se encuentra en la parte COOH terminal de la proteina. Las localizaciones de las mutaciones

mas frecuentes se muestran con flechas.

Las vias que inducen proliferacion son fundamentalmente JAK2/STAT5
(Que no se activa por WT-FLT3), Ras/Raf/MEK/Erk, Src Kinasas y PI3K/AKT
fundamentalmente.'%'%?

Los pacientes que presentan FLT3-LM (FLT3-Lenght mutation, FLT3-ITD) en el
seno de una LAM-CN suelen presentar una mayor blastosis en sangre y médula y
mayor frecuencia de formas hiperleucocitésicas. La probabilidad de alcanzar una

remision completa es menor, pero no de forma estadisticamente significativa, sin
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embargo, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global si son
claramente inferiores en los pacientes con una FLT-3 ITD.3%4% 1% Ademas, la ratio
entre FLT3-LM y FLT3-WT tiene valor pronéstico. '

Las mutaciones de FLT3 se pueden detectar en células CD34+ CD38- de
pacientes con LAM.""" Las vias activadas por FLT3-ITD y la via de WNT presentan
sinergia para la transformacion leucémica.'’ Sin embargo, la mutaciéon de FLT3 no
necesariamente se encuentra en la recaida.'®'"*""'* y |os pacientes que eran FLT3-
WT pueden adquirir FLT3-LM en la recaida.''® FLT3-ITD es un factor importante en
el inicio y el mantenimiento de la enfermedad, pero puede ser una mutacién
secundaria en un subclon, al que le confiere una ventaja proliferativa por lo que
la recaida puede ser por un subclon diferente o porque el clon adquiera una
mutacion en la misma ruta (downstream) que haga que FLT3-ITD no sea necesario.
Esto conlleva importantes implicaciones para EMR y para terapia con inhibidores
de FLT3.

En cuanto a las mutaciones en el dominio Kinasa (FLT3-TKD), clasicamente
se atribuyd un valor prondstico adverso, sin embargo, parece ser que no modifica
la supervivencia global en la mayoria de los pacientes, la empeora en aquellos en
los que se asocia a PML/RARa, MLL o FLT-ITD y puede ejercer un factor prondstico

favorable en aquellos con mutacién en CEBPa o NPM1.'"5

KIT

Al igual que FLT3, es un receptor tirosin kinasa clase Ill. Se encuentra
expresado en un 80% de las LAM."'S En LAM, las mutaciones mds frecuentes se
localizan en los dominios extracelulares, principalmente en Exon 8.""” Aparece
mutacion en el 22% pacientes con t(8;21) y un 29% de los pacientes con inv(16).

Las mutaciones en los dominios extracelulares favorecen la dimerizacion del
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receptor y por lo tanto, provocan hiperactividad, con la subsecuente actividad de
las vias de Ras/Raf/MEK/Erk y PI3K/Akt''® La mutacion en los dominios
extracelulares provoca la activacion de STAT3, que lleva a aumento de niveles de
BCL XL y MYC y actividad de via de PI3K/Akt, sin embargo, no parece activar la via
de Ras/Raf/MEK/Erk.”’®72° Las mutaciones en el Exon 17 (Cambios de base en D816
o0 N822 del asa de activacidon) también se asocian a mal prondstico.'"”

La importancia de las mutaciones de KIT es poder definir un grupo de
pacientes que se beneficien de tratamiento con inhibidores de tirosina kinasas, en
ese sentido, imatinib puede ser eficaz en un grupo de pacientes con mutacion de
KIT,”'® mientras que existe evidencia de que también puede ser eficaz en
pacientes que expresen KIT sin evidencia de mutacién. > 22 Ademas, las
mutaciones mas frecuentes: D816V y D816Y son resistentes a imatinib, pero

inhibidores como el PCK412 pueden vencer esta resistencia.'??

Alteraciones en diferenciacion

NPM1

El descubrimiento en 2005 de que el producto del gen NPM1
(nucleofosfina) se localizaba en el citoplasma de los blastos en una importante
proporcién de pacientes, fundamentalmente en aquellos con cariotipo normal
constituyd una notable contribucidon en el conocimiento de la patogenia
molecular de las LAM:2® La nucleofosmina es una proteina expresada
ubicuamente, que de forma continua es trasladada del nucleo a citoplasma y que
esta implicada en la estabilidad de los nucleolos, regulacion del ensamblaje
ribosomal y su transporte nucleocitoplasmico, el control de ciclo celular y la

regulacion de P53 y p14ARF124
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Figura 3: Estructura esquematica y funciones principales de NPM1

En el trabajo de Falini se demostré que la mutacion de NPM1 (NPM1mut) es
la alteracién génica mds comun dentro del grupo de LAM-CNj® con una
frecuencia entre 45-62% dependiendo de las series.'” Se han descrito al menos
unas 40 mutaciones distintas, las cuales causan pérdida de los triptofanos 288 y
290 o solo del ultimo que son criticos para la localizacion nuclear de la proteina.’?¢
Clasicamente se ha dicho que la mutacion de NPM1 se asocia con buen
prondstico,*® sin embargo, dado que la mutacion de NPM1 se suele asociar con
otras lesiones génicas, principalmente con FLT3-LM (hasta el 40% de los pacientes
NPM1mut) su valor prondstico ha de verse en el conjunto de las alteraciones.'?*
127130 Asi pues, los pacientes FLT3-WT NPM1mut son los que realmente presentan

buen pronodstico, mientras que los pacientes FLT3-LM NPM1mut tienen un
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prondstico similar a los FLT3-LM NPM1-WT.'%7. 128130, 131 Ademds de lo anterior,
parece claro que los pacientes con NPM1mut, especialmente aquellos que son
FLT3-WT, se benefician del tratamiento con ATRA tras el inicio de la quimioterapia
de inducciéon.’®*® La base de este hecho no esta aclarada, pero parece intervenir la
modulacion de la sensibilidad de las células NPMmut a drogas, ya que se observa

un efecto sinérgico cuando el ATRA se administra tras los citostaticos.'3>'3*

CEBPa

CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha es un factor de transcripciéon
indispensable para la maduracién de progenitores multipotentes hacia linea
mieloide (junto con PU-1, IRF-8, RUNXT, SCL, y GFI1).*>13¢ La funcidn fisioldgica de
CEBPa es provocar la parada proliferativa e iniciar el programa de diferenciacién
terminal.’*® Los mecanismos por los que CEBPa produce la inhibicién del
crecimiento son su interaccion con CDK2/CDK4, regulacion positiva de p21“', el
remodelado de cromatina y la regulacién negativa de c-myc.*¢ Las mutaciones
por pérdida de funcidn se han implicado en la patogenia de las LAM. Dos tipos de
mutaciones se han implicado en LAM esporadica o familiar.*”'*® Por un lado,
mutaciones nonsense en la regién N-terminal que promueven la formaciéon de un
CEBPa truncado que actua de dominante negativo, impidiendo la funcién del
alelo sano.’% % E| otro tipo de mutaciones son en el dominio de cremallera de
leucina C-terminal que provoca proteinas CEBPa con menor capacidad de unién
al ADN. ¢ Ademds de la mutacién, la funcion de CEBPa estd alterada por
mecanismos post-transcripcionales en reodenamientos de CBF.*'2 Mientras que
claramente se ha demostrado que las mutaciones de CEBPa conllevan un buen

prondstico, la razén de este hecho permanece desconocida.'*®
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Vias de senalizacion intraceluar

Sé6lo un 50% de los pacientes presentaran alguna de las alteraciones
citogenéticas o0 mutaciones anteriormente comentadas, '** de ahi la importancia
de conocer las alteraciones que ocurren en las vias de senalizacién intracelular de
las LAM.

Las vias de Ras/Raf/MER/ERK, JAK/STAT vy PI3K/PTEN/Akt/mTOR se
encuentran frecuentemente activadas en los pacientes con LAM, y se asocian a un
peor prondstico.'*' En esta parte nos centraremos en realizar una breve
revision de estas vias y como pueden permitir el desarrollo de nuevos farmacos.

Ras/Raf/MEK/Erk

La via de Ras/Raf/MEK/Erk se activa en respuesta a muchos factores de
crecimiento y citocinas que inducen proliferacion celular y previenen la apoptosis
en las células hemopoyéticas. *8'>3 Tras unirse el ligando al receptor, Shc se une
con el extremo carboxiterminal del receptor transmembrana,’® y recluta a
Grb2/Sos(GTP-exchange complex growth factor receptor bound-2/son of
sevenless exchange) lo que provoca que el Ras unido a la membrana se una a
GPT.">> Ras:GTP recluta a Raf que se activa, probablemente por una kinasa de la
familia de Src.'*®

Raf es una familia de genes que codifica para RAF1, ARAF y BRAF. Las
proteinas de la familia de Raf tienen tres dominios funcionales distintos. CR1 es
necesario para la unién y subsecuente activacién, CR2 es el dominio regulador y
CR3 es el dominio kinasa. La delecion de CR1 y CR2 provoca una proteina
constitutivamente activada.'”’

Las kinasas Raf son necesarias para la fosforilacion de MEK (Mitogen-

associated/extracellular regulated kinase-1)*¢ '8 y MEK fosforila ERK1 y ERK2
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(extracellular regulated kinases) en residuos especificos de T e Y.°% 38 Las
quinasas de serina ERK1 y ERK2 fosforilan y activan una variedad de sustratos.’*®
Entre los que se incluyen Elk1 y Fos que estan implicados en proliferacién y
supervivencia. La activacion de Ras/Raf/MEK/Erk también modula la expresién de
proteinas implicadas en apoptosis como Bcl-2, Bad, Bim, MCL-1, Caspasa 9 y
survivina. '

Raf, ademads, tiene acciones independientes de MEK y Erk, principalmente
dirigidas a la prevencién de la apoptosis,'® muchas de estas acciones se basan en
su interaccién con MST-2 (Mammalian sterile 20-like kinase), que tiene una accion
proapoptdtica y es inhibida por Raf. '6"162

Las mutaciones que provocan la activacion constitutiva de Ras ocurren en
hasta un 30% de los canceres, de hecho NRAS esta mutado y constitutivamente
activado en un 10%-20% LAM, KRAS en 5%-15% de las LAM, mientras que es raro
que HRAS esté mutado.'®®* Posiblemente las mutaciones de Ras estén
infraestimadas, ya que existen mutaciones activantes de Ras con capacidad
leucemdgena en residuos alternativos.'® Se ha sugerido que los pacientes con
mutaciones de Ras se pueden beneficiar de consolidaciones con altas dosis de
Ara-C.'s> Las mutaciones de BRAF son mas frecuentes que las de RAF1 o ARAF en
muchos tumores. Las mutaciones de BRAF en linea germinal parecen ser mas
frecuentes en LAM asociada a tratamiento quimioterapico previo.'®®
Dependiendo de las series, hasta un 50% de las LAM presentan activacién de la
via Ras/Raf/MEK/Erk sin mutacién conocida.'”” La expresion elevada de Erk en
LAM también se ha asociado a mal prondstico,'®® '*° y por tanto, su inhibicién

puede ser una nueva linea terapéutica.'®’
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Jak/STAT

La via de Jak/STAT es otra de las vias principales de transduccién de
senales desde receptores extracelulares.'*® La via consiste en tres familias de
genes: JAK (Janus Kinase), STAT (Signal Transducer and Activators of
Transcripction) y SOCS/CIS (supressor of cytokine signalling/ cytokine inducing SH2-
containing), que sirve para regular a la baja la actividad de Jak/STAT.'#®

Jak es una familia de tirosin kinasas, con 4 miembros descubiertos hasta la
fecha (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2).7° La agregacién de receptores de citocinas
provoca la formacién de homodimeros y heterodimeros que permite la activacién
de las Jak asociadas a ellos.

La familia de STAT consta de 7 miembros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b y STAT6).7° Las funciones de la via de Jak/STAT en la
hematopoyesis normal han sido investigadas en modelos murinos. Los ratones
STAT3” presentan muerte fetal por multiples defectos,'’’ las deleciones de otros
miembros de la familia de STAT producen alteracién en la secrecién de citocinas,
sin defectos embrionarios. La delecion de Jak1l produce muerte fetal por
alteraciones neuroldgica; '*° la delecién de Jak2 produce muerte por defectos en
la hematopoyesis y los ratones Jak3” presentan alteracion timica.'*® La familia de
Jak/STAT esta regulada negativamente por SOCS/SIS, que se une al dominio
quinasa de Jak'’>'73, Otros reguladores negativos de la ruta de Jak/STAT son las
protein-fosfatasas CD45 y PTPeC (Protein tyrosine phosphatase-e C) 7417

STAT 3 tiene propiedades oncogénicas, al aumentar la expresion de

factores antiapoptéticos, especialmente BCL-XL.'’¢
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PI3K/PTEN/Akt/mTOR

La union del factor del ligando a su receptor puede también producir la
rapida activacién de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)' 77 PI3K consta de
una unidad reguladora que contiene dominios SH2 y SH3 y una unidad
catalitica.'”® PI3K realmente es una familia de genes, con al menos 8 formas de la
unidad catalitica descritas y 7 de la unidad reguladora, con funciones distintas y
no del todo conocidas.””® El sustrato favorito de las PI3K de clase | es el
fosfatidilinositos 4,5 bisfosfato, que es fosforilado a fosfatidilinositos 34,5
trisfosfato, que sirve de anclaje para las proteinas como Akt o PDK1, que
contienen un dominio de pleckstrin homology.

Akt (o PKB, protein kinase B) tiene tres isoformas (Akt-1, Akt-2 y Akt-3) que
PDK1 fosforila en residuos especificos, dando lugar a su activacién. La Akt
activada se encuentra tanto en el nucleo como en el citosol, teniendo efectos
antiapoptoéticos cuando su localizacién es nuclear.'®® 8" Se ha postulado que Akt
fosforila a mas de 9000 proteinas distintas, por lo que es un regulador
fundamental para la célula.'® '8 Akt ademas, fosforila I-kK (I-kB kinase), que es
marcado para degradacion por el proteasoma, por lo que dejara de inhibir a NF-
kB.'84

Akt puede fosforilar CREB que regula la expresién de genes
antiapoptoéticos como Mcl-1, Bcl-2 y ¢c-Jun.*® Ademds, la activacién de la via Akt
provoca activacion de mTOR (mammalian target of rapamycin) y proteinas kinasas
ribosomales como p70%K'4 153 Akt fosforila a proteinas implicadas en el
crecimiento celular, como GSK-3b (Glycogen synthase 3-b), ASK1, Bim, Bad, MDM-

2, p21<"1, XIAP y Foxo3a.'*
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La via de Akt esta regulada negativamente por fosfatasas, como PTEN
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) que elimina el
fosfato en posicion 3 del inositol trifosfato desactivando la via.'*® Otras fosfatasas
como SHIP-1 y SHIP-2, eliminan otros residuos de fosfato del inositol trifosfato
distintos (posicion 5) provocando también inactivacién de la sefal. La pérdida de
funcion de estas fosfatasas pueden llevar a la progresién tumoral.'*

Wnt-b catenina

La familia de Wnt estd formada al menos por 19 proteinas altamente
conservadas que regulan los procesos del desarrollo, aunque también esta
implicada en procesos de autorenovacion y diferenciacién de HSC y estd
implicada en la oncogénesis cuando estd constitutivamente activada.'®>'® La
sobreexpresion via de Wnt en LAM es frecuente y poco estudiada por el
momento.'® aunque parece ensombrecer el prondstico de los pacientes que

presentan activacion de esta via.'*®
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Epigenética

Aunque al principio se pensé que era un simple “embalaje” para el ADN, la
configuracion de la cromatina constituye un aspecto fundamental de la biologia
celular, implicando funciones como el control transcripcional, estabilidad
cromosdmica, reparacion de ADN vy replicacion de ADN.”' La interaccién entre el
ADN y la cromatina con sus modificaciones codifica una capa de informacién, que
puede ser preservada durante la division celular.'?

La informacidén epigenética estd recogida por tres mecanismos: Metilacion

del ADN, Modificaciones de histonas y ARN no codificante.

ARN doble hebra
mlcro ARN

ARN diana

Degradacién del ARN diana
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X

Figura 4: Principales mecanismos de regulacién epigenética.
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Metilacion del ADN

Las DNA metiltransferasas catalizan la adicion de un grupo metilo a la
posicion 5° del anillo de citosina de las secuencias CpG, localizadas
principalmente en la regién 5” de los genes (islas GpG). La principal funcién de la
metilacion de ADN es la regulacién transcripcional. Un gran numero de estudios
han demostrado una correlacion inversa entre la metilacién de las islas CpG y la
expresion génica.'’

Las leucemias agudas presenta alteraciones con respecto al patrén de
metilacion normal,'?* % ademds, estos cambios no son aleatorios, si no que un
grupo de genes son preferentemente inactivados por metilacion en LAM. Ademads,

estos cambios son especificos de enfermedad.’®®

Modificaciones de Histonas

Las cuatro histonas del nucleo (H2A, H2B, H3 y H4) junto con las 147pb del
ADN 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 acetilacién, metilacién, ubiquitinacién, ADP-ribosilacion,
sumolacion de lisinas, metilacion de argininas y fosforilacién de serinas y
treoninas.'®® Las modificaciones covalentes, salvo la metilaciéon, cambian la carga
eléctrica de la proteina, reduciendo la afinidad de las interacciones
internucleosdmicas o entre el ADN y las histonas. La acetilacion de las histonas H3
y H4 por las Histona acetiltransferasa (HAT) promueve la transcripciéon, mientras
que la accién del las Histona Deacetilasas (HDAC) promueve la formaciéon de

heterocromatina, inhibiendo la transcripcién.’” En las leucemias agudas
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mieloblasticas, el balance entre HATs y HDACs esta inclinado hacia los HDACs, y
farmacos que puedan revertir esta situacion tienen una base racional para su

investigacion.

ARN no codificante

La modulacion de la expresion génica por ARN no codificante es
principalmente debida a la silenciacion post-transcripcional mediante
oligonucleétidos antisentido 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 reducciéon

especifica de su producto.'” %8

El estudio de las modificaciones de cromatina, ademas de constituir una
oportunidad de contribuir al conocimiento acerca de la patologia molecular de
las LAM, puede generar nuevos tratamientos para los pacientes afectos de estas

enfermedades.’®®
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Interacciones de la célula blastica con

el estroma

Las células progenitoras hematopoyéticas y leucémicas residen en areas
especializadas de la médula o6sea (nichos) que presentan las condiciones
estructurales y bioloégicas idoneas para su proliferacion y crecimiento.?°® Las
células madre leucémicas pueden mantenerse en esos nichos evitando la muerte
por agentes quimioterapicos.?°’ Los mecanismos de proteccion inducida por el
estroma son multiples y estan interrelacionados, implicando una serie de
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesidon, que pueden aumentar las
proteinas antiapoptadticas. 202203

El stroma-secreted median la migracién, implantacién y movilizacién de las
células hemopoyéticas, lo que?®*?°” La unién de 2°® que estd mediado
intracelularmente por las vias de ERK y PI3K:2°° Los niveles de CXCR4 tanto en
superficie como intracelulares estan elevados en un grupo de LAM,
principalmente en aquellos pacientes con FLT3-LM'° sin embargo, el prondstico
desfavorable de los niveles altos de CXCR4 es independiente del estado

mutacional de FLT3:2'7-212
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Ciclo celular

La capacidad de proliferacién de una célula viene determinada por la
maquinaria molecular implicada en 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 la célula crece y
duplica su material genético. La interfase se divide en tres subfases: G1, Sy G.. En
G; se sintetizan las proteinas necesarias para la progresiéon a fase S (“sintesis”), en
la que se produce la replicacion del material genético. La fase G,, precede a la fase
de mitosis o fase M, en la que tiene lugar la division nuclear y citoplasmatica. 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 segregacién de los cromosomas y la presencia de lesiones en el ADN.2'32'* Los
puntos de control que responden a sefiales externas actian principalmente en G.
En esta fase se ha definido un periodo de tiempo denominado en mamiferos
punto R o de restriccidn, 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 progresidon del ciclo celular, volviéndose
refractarias a la accion de sefales extracelulares'2'¢ Al final de la fase G, existe el
punto de control Go/M, en el que la célula comprueba que ha duplicado su masa
y que ha duplicado su ADN Unicamente una vez?2' 2> Una vez superado este
punto la célula estd preparada para entrar en mitosis. En esta fase, el punto de

control M, asegura una correcta organizacién del huso mitético. Los checkpoints
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o puntos de control de dafo en el ADN actuan en tres fases del ciclo celular: en la
transicion G;/S, en el control de la progresién a través de la fase S, y en la
transicion G,/M y aseguran que una célula con dafio en el ADN o una incorrecta

replicacion no progrese a través del ciclo.'>?"’

Base molecular del ciclo: CDKs y Ciclinas.

Las principales proteinas del ciclo celular son las ciclinas (CCN) y las
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs: Cyclin-Dependent Kinases).2'® 29 Estos
dos tipos de proteinas se asocian formando complejos, en los que la quinasa es la
subunidad catalitica y la ciclina la subunidad reguladora. Estos complejos estan
sometidos a un importante sistema de regulacion por multiples vias, ya que son
los encargados de activar el ciclo celular al fosforilar a diversos sustratos entre los
que se encuentra principalmente la proteina retinoblastoma (Rb).'#®

Las CDKs son quinasas serina/treonina que 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. Las
ciclinas presentan una homologia superior al 50% y se unen a las quinasas a
través de una secuencia conservada de 87 aminodacidos, llamada “caja ciclina”.
Segun su patron de expresion y actividad se agrupan en 3 categorias: ciclinas de
fase G1 (C, D1-3, E1-2, F y G); ciclina Ay ciclinas de fase G2 (B1-B2) que se unen y
activan a diferentes quinasas (CDK1-9). En la fase G1 se produce un incremento de
la expresion de las ciclinas D (D1, D2 y D3), estos tres tipos de ciclina D se expresan
de forma especifica en diferentes tejidos.?°

Las principales CDKs responsables de la progresion a través de la fase G1y

la entrada en la fase S son CDK2, CDK3, CDK4 y CDK6.2'*22™ Las ciclinas D se unen a
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CDK4 y CDKB6, la actividad de estas quinasas se detecta a partir de la mitad de G1y
se incrementa a medida que se acercan a la transicion G;/S.2' CDK4 parece ser la
principal quinasa dependiente de ciclina implicada en procesos neoplasicos. CDK4
es una diana transcripcional de c-myc, ya que contiene 4 lugares de unidén
altamente conservados en su promotor.??? De esta manera se estableceria una
union directa entre los efectos oncogénicos de c-myc y la regulaciéon del ciclo
celular.2??

A medida que la célula progresa a través de la fase G; existe un incremento
en la expresion de la ciclina E. La ciclina E se une principalmente a la CDK2.2?® Este
complejo esta activo hacia el final de G; y en la fase S, en la cual también
permanecen activos los complejos CDK2-ciclina A. Los complejos CDK2-ciclina E
son requeridos para la transicion desde G; hacia S. El incremento de la expresion
de ciclina A ocurre en la transicion G:/S y persiste a través de la fase S22 Con la
unién de la ciclina A a CDK2 tiene lugar la sintesis de ADN; en la ultima parte de la
fase S la ciclina A se asocia con CDC2. En la transicion G,/M y en la mitosis se

encuentran activos principalmente CDC2-ciclina Ay CDC2-ciclina B.2*

Complejos CDK-ciclinas

Los complejos CDK-ciclina fosforilan diferentes sustratos en las diferentes
fases del ciclo celular. El principal sustrato de los complejos constituidos por
ciclinas de fase G; es la proteina del gen Rb. Rb es un gen supresor de tumores
gue ejerce su control sobre la proliferacién celular a través de la asociacién con
varias proteinas celulares?** La proteina de Rb contiene 16 motivos de
reconocimiento de CDKs y es regulada a través de fosforilaciones. Rb inhibe la

progresién del ciclo celular cuando se encuentra hipofosforilada, porque en esta
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forma secuestra factores necesarios para la transcripcion de genes implicados en
la progresion hacia la fase S, entre los que se encuentran la familia de factores de
transcripciéon E2F y correpresores como HDACs (Histone Deacetylases) y BRG1
(Brahma-Related Gene-1), parando a las células en la fase G; del ciclo celular y
pudiendo iniciar el programa de apoptosis por vias dependientes de p53.22422¢
Este bloqueo es liberado por una creciente fosforilacion mediada por las CDKs
que se inicia cuando las células en G1 se aproximan al punto R (permitiendo a los
factores de transcripcién ejercer su regulacién transcripcional) y es bruscamente
invertido al final de la fase M. Las ciclinas de tipo D y E unidas a CDK2, CDK4 y
CDK®6 parecen ser los principales complejos implicados en la fosforilacién de pRb.

224,225 (Figura 5).

G1

Figura 5: Fosforilacion de Rb en la progresion del ciclo celular.
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Los niveles de CDKs no parecen variar de forma importante durante el ciclo
celular, aunque hay evidencias de que ciertas sefales estimuladoras o inhibidoras
del crecimiento pueden regular su expresién. Los niveles de las ciclinas son

regulados a nivel de su tasa de sintesis y destruccion.?*

Inhibidores de CDKs

Los inhibidores de CDKs se han agrupado en dos familias, en funcién a la
similitud de sus secuencias, su modo de accién y su especificidad de sustrato. Una

de ellas es la familia KIP y la otra la denominada INK4.

Familia KIP
Dentro de la familia KIP se engloban p21/CIP1/WAF1, p27/KIP1 y
p57/KIP2227: 228 | os componentes de esta familia comparten un dominio
inhibitorio homélogo y son capaces de inhibir todos los complejos CDK-ciclina de
lafase G1yS.
p21 fue una de las primeras proteinas inhibidoras de CDKs identificada.
Forma complejos cuaternarios con la mayoria de las CDKs y también con el
antigeno de proliferacién nuclear (PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen)**> Al
unirse a PCNA puede inhibir su actividad replicativa sin inhibir su capacidad
reparadora. p21 protege a las células de la apoptosis parando el ciclo celular e
induciendo la reparacion del ADN dahado, puede ser activado por p53 y a través
de vias independientes de p53.2%® p21 parece tener un efecto protector sobre la

leucemogenesis inducida por AML1/ETO.5*
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p27 también interactia con diferentes complejos CDK-ciclina, siendo el
complejo CDK2-ciclina E su principal diana.?*® Existen muchas evidencias de que
p27 juega un importante papel en muchos procesos celulares, incluyendo
proliferacion, diferenciacién y apoptosis.*?° Diversos estudios sobre p21 y p27
indican que las alteraciones de estas dos moléculas en procesos tumorales son
extremadamente raras o inexistentes.??823° Sin embargo, son fundamentales para
la diferenciacién mieloide normal. '

p57, al igual que p21, contiene dominios de unidén a PCNA y podria estar
implicado en la salida de las células del ciclo celular durante el desarrollo y en la

diferenciacion de algunos tipos celulares. 228

Familia INK4

La familia INK4 estd formada por cuatro miembros: p16/INK4a, p15/INK4b,
p18/INK4c y p19/INK4d. 2?7 Son inhibidores especificos de CDK4 y CDK6 y su
mecanismo de accion consiste en competir con las ciclinas D por la unién a las
CDKs. Algun miembro de esta familia parece capaz de unirse al complejo
CDK/ciclina interfiriendo en la accion del complejo sobre sus sustratos. Las
proteinas INK4 se caracterizan por tener una regulacion post-transcripcional por
metilacion 2’

La inactivacion de p15/INK4b ocurre hasta en el 80% de los pacientes con
leucemia aguda mieloblastica, aunque puede no ser fundamental para el
desarrollo de la enfermedad, 2233 y no parece tener un claro valor pronéstico por
si solo,2*2%, aunque si en conjuncién con otros genes como ESR1 y IGSF4,2%¢ o E-
cadherina®’ si podria ser usado como marcador de respuesta en pacientes con

terapia basada en farmacos hipometilantes o epigenética. 76238
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p16/INKa y p14ARF son dos proteinas codificadas por el mismo gen,
debido a un marco de lectura alternativo pero con funciones bioldgicas parecidas.
Las alteraciones de p16/INKa y p14ARF son poco frecuentes en los pacientes
diagnosticados de LAM (5%) pero predicen una menor supervivencia global y
una mayor probabilidad de recaida sin afectar la tasa de remisiones completas. 23°
La pérdida de funcion de p16/INKa y p14ARF provoca aumento de niveles de
MDM?2, aunque este no es el inico mecanismo que lo produce. ?*°

p18/INK4c actia de manera especifica sobre CDK6 y débilmente sobre
CDK4.2% Sin embargo, parece que su alteracién no es muy frecuente en LAM.2*
Por su parte, p19/INK4d presenta una gran homologia con p15/INK4b vy
p16/INK4a. Es capaz de unirse e inhibir tanto a CDK4 como a CDK6, aunque
también se han descrito complejos ternarios entre CDK-ciclina y p19/INK4d que

son inactivos.??’

p53

p53 es, posiblemente, el gen supresor de tumores mejor conocido y mas
estudiado. p53 es una proteina con multiples funciones que puede actuar a través
de vias dependientes o independientes de la transcripcién. En situaciones de
estrés celular, p53 puede iniciar la reparacion de ADN, esta implicado en
senescencia y, aunque no es esencial para la progresién del ciclo, puede regular
de forma negativa la proliferacién celular a través de dos mecanismos: el bloqueo
del ciclo celular y la apoptosis. 226:241-246

p53 esta involucrado en los puntos de control o checkpoints de respuesta al
dafno 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 expresién
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de genes que mediaran la supresion del crecimiento como p21, GADD45 (DNA
Damage-Inducible Gene-GADD45) y 14-3-30. 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 accién de p53 encontramos también
genes implicados en la apoptosis como Bcl-2 (B-Cell CLL/Lymphoma-2) y Bax (Bcl2

Associated-X Protein). 226:241243

Estrés Radicales libres
Agentes metabdlico de 0, -
quimioterapéut Daiio al ADN
icos
I
Estrés celular
GADDA45 D — Senescencia
PUMA I —> Apoptosis
P21
> Parada de ciclo
celular
MDM2
L

Figura 6: Principales accionesy mediadores de la actividad de p53

Se estima que las mutaciones en la via de p53 son el suceso genético mas
frecuente en los tumores humanos, ocurriendo en mas del 50% de los casos. Las
alteraciones de p53 en LAM de novo suelen ser por deleciéon de un alelo, bien por
translocacion o bien por delecién de 17p, y mutacion del otro alelo,

fundamentalmente en los exones 4-8. Sin embargo, la inactivacién de p53, en
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pacientes con LAM se ha definido clasicamente como un hecho raro, 3" 247249
siendo mas frecuente en LAM secundarias a tratamiento quimioterdpico y en
pacientes con cariotipos complejos, pero de cualquier manera se asocia con mal

prondstico. 220252
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Mecanismos de muerte celular

La muerte celular es un proceso fisioldgico, caracterizado por disminuciéon
del tamano celular, formaciéon de vesiculas y condensaciéon nuclear necesario para
el control de la morfogénesis y organogénesis durante el desarrollo embrionario,
y de la homeostasis tisular en organismos adultos.**?® La apoptosis, descrita por
primera vez por Kerr 3 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 radiaciones ionizantes y los agentes
guimioterdpicos.?*® 2532%° pPyede considerarse como un proceso que facilita la
eliminacion de células defectuosas, por tanto la alteracién en la regulaciéon de los
genes implicados en la muerte celular por apoptosis puede ser causa y estar
asociada al desarrollo de diferentes neoplasias, enfermedades autoinmunes,
infecciones virales y enfermedades neurodegenerativas, entre otras y estd
implicada en la respuesta a tratamiento de distintas enfermedades neoplasicas.
259-264

A diferencia de la necrosis, o muerte celular accidental, la apoptosis es un
proceso activo en el que inicialmente las células reaccionan ante un estimulo
ejecutando ellas mismas el proceso de muerte programada.®* ¢°* Durante la
apoptosis la célula sufre cambios morfoldgicos asociados a una disminucion de la
adhesiéon y los contactos intercelulares, alteraciones del citoesqueleto,
condensacion de la cromatina nuclear, desintegracion de los nucleolos,

disminucién del tamafio nuclear, y condensacion del citoplasma y organulos.2®?
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Paralelamente se producen una serie de procesos bioquimicos en la célula que
incluyen una disminucién del potencial de membrana mitocondrial, pérdida de la
asimetria en la composicién de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, con la
exposicién al exterior de residuos de fosfatidilserina y fragmentacién del ADN,
debido a la activacion de endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+ que
cortan el ADN gendmico por los espacios internucleosomales.?°¢2¢8 Finalmente, se
forman fragmentos nucleares recubiertos de membrana (cuerpos apoptéticos)
gue son fagocitados sin evidencia de reaccion 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 progresién en ciclo celular, las
seflales mediadas por fosforilacion y la reparacion de dafo al ADN.!77 270272
Actualmente se cree que la apoptosis se lleva a cabo principalmente por dos vias
distintas.25% 260.263.273. 274 Fotas dos vias alternativas de induccién de apoptosis se
dividen en: 1) Apoptosis mediada por receptores de muerte expresados en la
superficie celular o via extrinseca; y 2) Apoptosis mediada por la mitocondria o via
intrinseca. La sefalizacién 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 préoximos al acido aspartico.?®® Las caspasas iniciadoras dan
comienzo una cascada de eventos que convergen dentro de una via comun de
caspasas efectoras que conducen a la ejecucién de la apoptosis, y que se traduce
en los cambios bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos de este fenémeno
descritos anteriormente. Ademas, la via intrinseca induce también muerte celular a

través de una via independiente de caspasas.?>*2¢3
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La deregulacién del complejo equilibrio entre proliferaciéon y supervivencia
y muerte celular juega un papel importante en el desarrollo del cancer,
incluyendo las LAM. En este sentido, la resistencia a la apoptosis es una de las seis
alteraciones esenciales en la fisiologia celular que dicta el crecimiento de las
células tumorales y es uno de lo hechos distintivos de practicamente todos los
canceres?”> En el caso de las LAM, el estudio de las alteraciones en la apoptosis,
ligado a los mecanismos patogenéticos, ha sufrido un avance importante en los
ultimos anos y, ademas, puede transformarse en nuevas vias terapéuticas para
estos pacientes. Por ejemplo, es conocido que las proteinas de fusién pueden
interacionar con los mediadores de la apoptosis enviado sefales antiapoptdticas
que favorezcan la supervivencia de las células leucémicas, asi en la inv(16) se
altera la via de p53,>’% en t(8;21) se aumentan los niveles de BCL2,%¢ las alteraciones
de 11923 pueden inhibir la apoptosis alterando la expresion de varios genes.?’”’
Las mutaciones puntuales que afectan a Nucleofosmina se asocian un mejor
pronéstico dentro del grupo de LAM-CN a pesar de favorecer un estado anti-
apoptotico. La nucleofosmina puede actuar en situaciones de estrés como un
regulador negativo de p53 para proteger a las células de la apoptosis, mientras
que ante otros estimulos favorece fendémenos de senescencia?’® La
nucleofosmina mutada puede perturbar las acciones proapoptéticas de p53 y
proteger a las células de la apoptosis.?’??8' Las mutaciones de FLT3 provocan una
activacion constitutiva de MAPK, Akt y STAT5 que conlleva activacién de Pim-1 e
hiperexpresion de BCL-XL.28228% Ademas de los ensayos clasicos, los estudios de
expresion génica han diferenciado varios grupos de perfiles de expresién con
implicaciones prondsticas en pacientes con LAM en funcién de la expresion de

genes implicados en apoptosis, proliferaciéon y resistencia a fdirmacos. 28428’
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Ademas, de mecanismo patogenético, la deregulacion de la apoptosis
puede ser una de las causas de la disminucion de la sensibilidad de las células
tumorales a los quimioterapicos que ejercen su efecto anti-tumoral a través de la
induccion de apoptosis.?®® 28 La induccion de apoptosis por quimioterapia esta
asociada con la activacion de genes pro-apoptéticos y la supresion de genes anti-
apoptoticos, mientras que la atenuacion de los genes pro-apoptoticos y el
incremento de los genes anti-apoptoticos causa resistencia. Aunque son cada vez
mas numerosos los genes identificados que participan en la regulacién, iniciacién
y ejecucion de la apoptosis, y sus correspondientes proteinas, en esta
introduccion nos centraremos de forma especifica en algunas proteinas, que
intervienen en la regulacién de la apoptosis a través de la via extrinseca y de la
via intrinseca que incluye la apoptosis dependiente e independiente de

caspasas.’®?

Via extrinseca: Receptores de muerte

La via extrinseca es activada por los ligandos de la familia del TNF-a que al
unirse a sus receptores desencadenan la activacién de caspasas y la apoptosis.2?
Los receptores de muerte se caracterizan por tener dominios extracelulares ricos
en cisteina. Todos tienen en comun un dominio DD (Death Domain) en la regién
citoplasmatica. De forma general, la unién de ligandos a los receptores de muerte
induce su trimerizacion, y posteriormente los dominios DD reclutan moléculas
adaptadoras que posteriormente activaran a la Caspasa-8 y ésta, al ser activada,
activara a su vez la Caspasa-3.2%® Los receptores de muerte mejor estudiados son
Fas (Apo-1 o CD95), TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor) y TRAIL-R (TNF-Related

Apoptosis-Inducing Ligand Receptor). 22023
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TRAIL, FASL
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Figura 7: Esquema de las sefales apoptdticas de la via extrinseca (mediada por
receptores de muerte celular). Al unirse el ligando al receptor de muerte, FADD activa la
procaspasa 8, que a su vez actla 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 estd altamente expresada en linfocitos
T y células NK (Natural Killer) activadas.?*°?°2 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 formacién del complejo DISC (Death-Inducing

Signalling Complex) en el cual interviene una molécula adaptadora llamada FADD
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(Fas Associated Death Domain) y la procaspasa-8. FADD se une a Fas mediante sus
respectivos dominios DD y a la procaspasa-8 mediante un dominio DED (Death
Effector Domain). La oligomerizacién de la procaspasa-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 (BH3 Interacting Domain
Death Agonist), una proteina proapoptoética de la familia de Bcl-2. La translocaciéon
de la forma truncada de Bid a la mitocondria activard la via mitocondrial 2°°
(Figura X). Se ha descrito que esta via participa en la muerte inducida por algunas

drogas citotéxicas como son la doxorubicina y el metotrexato.?

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, 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 y la activacion de la Caspasa-8. Ademas de la via apoptética,
TNF induce otras vias de transduccion de sefales a partir de TRADD que
desencadenan la activacion de NF-kB y INK (c-Jun Kinase)/Ap-12*° (Figura 5) La
demostracion de que TNF-a podia eliminar selectivamente las células tumorales
respetando las células sanas rapidamente llevé al optimismo, sin embargo, dadas
las potentes capacidades inflamatorias del TNF-q, la administraciéon sistémica no

era tolerada 2*°
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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 de los
cuales dos (TRAIL-R1T o DR4 y TRAIL-R2 o DR5) inducen apoptosis y seran los que
determinaran si una célula serd resistente o sensible a TRAIL°* 2°¢ Estudios
iniciales sugieron que la terapia con TRAIL puede ser una de las estrategias en el
futuro, aunque no de forma individual, al menos en LAM por la alta expresion de
TRAIL-R3 y TRAIL-R4, **°pero si combinada con drogas; en este sentido, en
experimentos in vitro y ex-vivo se ha demostrado sinergismo con otros nuevos

tratamientos para LAM 2%72%°

Caspasas

Las caspasas se sintetizan en forma de precursores inactivos (zimégenos)
de 30-50 KDa que presentan tres dominios: un dominio amino-terminal
(prodominio), un dominio que dard lugar a una subunidad grande y otro
dominio que dard lugar a una subunidad menor.2®® En presencia de estimulos
apropiados, hay un proceso de protedlisis en residuos conservados de cisteina
proximos a residuos acido aspartico entre los dominios, generandose los
fragmentos activos. Basandonos en el nivel de la cascada apoptética donde
ejercen su accion podemos dividir a las caspasas en dos grupos: las caspasas
iniciadoras (Caspasas 2, 8, 9 y 10) que son activadas en respuesta a senales de
estrés o dano celular durante el inicio del proceso de apoptosis y que proteolizan
y activan a las caspasas efectoras o ejecutoras (Caspasas 3, 6 y 7), éstas, una vez

activadas, seran las responsables de la protedlisis directa de un amplio espectro
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de proteinas celulares que, ultimamente, daran lugar a la muerte de la célula. Uno

de los primeros sustratos identificados fue PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase).*¢®

Prodominio
grande

Prodominio
pequeno

Dominios
adaptadores
Caspasa 2 h
Caspasa 9 Q

Caspasa 8

Caspasa 3

Caspasa 6

Caspasa 7

Dominio efector de
muerte (DED)

EEE EEEE

Dominio de activacion y
reclutamiento

Figura 8: Estructura esquematica de las caspasas. De acuerdo con su funcién, las

- Caspasas

Iniciadoras

Caspasas
efectoras

caspasas pueden ser divididas en tres grupos: Caspasas implicadas en el inicio de la sefal de

muerte celular, caspasas implicadas en la ejecucién de la muerte celular y caspasas

implicadas en respuestas inflamatorias (no mostradas).

Las caspasas inciadoras presentan en su region N-terminal uno o dos

dominios adaptadores que son esenciales para su funcion. En cambio, las

caspasas efectoras no presentan dichos dominios. Existen dos vias fundamentales

por las cuales las caspasas pueden ser activadas (via intrinseca y via extrinseca de

la apoptosis dependiente de caspasas) pero, aunque ambas vias convergen en las

caspasas efectoras, requieren distintas caspasas para iniciar el proceso. Asi, la

activacion de la via extrinseca provoca fundamentalmente reclutamiento de
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caspasa 8y la via intrinseca provoca fundamentalmente reclutamiento de caspasa
9.263

Los niveles de caspasa 3 han sido estudiados en LAM mediante técnica de
Western Blot, con resultados interesantes. Los niveles altos de pro-caspasa 3 se
han relacionado con mal pronéstico en LAM de novo, hecho que podria ser debido
a una resistencia a la apoptosis, que provocaria falta de procesamiento de
caspasa 3, lo que llevaria a su acumulacién en el citoplasma, mientras que los
pacientes que presentaban caspasa 3 procesada de forma espontdnea al

diagnéstico presentaban mejor supervivencia. 3°°

IAPs, las proteinas inhibidoras de caspasas

Las proteinas denominadas IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins), tienen la
capacidad de inhibir la apoptosis mediante la unidn selectiva e inhibicion de la
actividad de caspasa 3, 7 y 8, pero no caspasa 8. Los IAPs bloquean la cascada de
caspasa e inhiben la muerte celular en respuesta a estimulos proapoptéticos3’
Actualmente hay 8 miembros de esta familia, pero dos de ellos, Survivina y XIAP
(X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) han recibido especial atencién.

XIAP es posiblemente la IAP mejor estudiada tanto a nivel estructural como
a nivel mecanistico3? Ademas, XIAP es el Unico miembro de esta familia que
puede inhibir tanto las caspasas efectoras como las iniciadoras. XIAP estd
frecuentemente elevada en células tumorales, provocando resistencia a
quimioterapia3® XIAP, por lo tanto, es una buena diana terapéutica, en base a sus
funciones, ademas, la inhibicién de XIAP restaura la quimiosensibilidad de las
células 304305

La survivina es la Unica IAP que se asocia al huso mitético.2% Su expresion

es ciclo dependiente3?”-3° Tiene una funcién doble, inhibe la apoptosis mediante
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su interaccién directa e indirecta con las caspasas y regula el ciclo celular3® La
survivina se expresa en tejido embrionario y se halla sobreexpresada en células
tumorales, asocidandose con la resistencia a la quimioterapia, pero no en tejidos

adultos normales 393399

Via intrinseca: La mitocondria

La via de muerte mitocondrial se observa en respuesta a agentes
oxidantes, drogas y factores de crecimiento. Inicialmente, la mitocondria se
considerd un elemento pasivo en la muerte celular por apoptosis, que sélo
reflejaba dafos en las funciones criticas debido a la muerte celular. Pero, el hecho
de que Bcl-2 se hallara en la membrana mitocondrial externa sugirié que la

mitocondria podia tener una funcién especial en la apoptosis. 3'°

Apoptosis dependiente de caspasas

Familiade Bcl-2.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 contienen por lo menos uno de los
dominios conservados, conocidos como Bcl-2 homology domains (BH1-BH4) y se
clasifican en base a su funciéon y estructura en 1) Proteinas antiapoptéticas, que
contienen los dominios BH1 y BH2, 2) Proteinas proapoptéticas que contienen los
dominios BH1, BH2 y BH3, y 3) Proteinas proapoptdticas que contienen
Unicamente el dominio BH3.256 257,262,311 312 F| dominio BH3 es esencial para la
actividad apoptotica. Dentro del primer grupo de proteinas que inhiben la
apoptosis y/o promueven la supervivencia celular se incluyen Bcl-2, Bcl-X y Mdl-1,
entre otras, y se localizan en la membrana mitocondrial externa. Dentro de los
miembros de la familia de Bcl-2 que inducen apoptosis, con homologia

restringida al dominio BH3, se agrupan las proteinas Bim (Bc/2-Interacting Protein
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BIM), Bad, Bid y Bnip3 (BCL2 adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1 NIP3), ademas
de las proteinas Bax y Bak (Bc/2 Antagonist Killer); se localizan principalmente en el
citosol y en respuesta a estimulos apoptdéticos se traslocan a la mitocondria
(Figura XX). Los cambios de localizacién pueden ser debidos a cambios de
conformacién u oligomerizacién, como ocurre con la proteina Bax, a cambios en
su estado de fosforilacion descrito en la proteina Bad o por protedlisis como
ocurre en la proteina Bid. Muchas de estas proteinas interactian entre ellas
formando una red compleja que determina una mayor o menor susceptibilidad
para la activacion o la inhibicion de la puesta en marcha de la via intrinseca de la
apoptosis3'313

Falta de Inhibidores del

~ L proteasoma. Agentes
;’i:?::iz:; Irradiacion UV Canales de quimioterapicos
calcio
e
’\ e / BIMF BIM p53
——
BAD —l / ,BCL X|r_\\\‘ (’// BCL 2\\\‘ NOXA
\\\ i — < /" \\ ,// ’
| PUMA
BID BAX

Figura 9: Senales activadoras de la via mitocondrial de la apoptosis.

La expresion del oncogen Bcl-2 desempefa un papel importante en las
neoplasias linfoides de linea B3' La translocacién t(14;18)(q32;921) da lugar a una
expresion anormalmente aumentada de la proteina Bdl-2, que conduce a la

inhibicion de la muerte celular, contribuyendo a incrementar la supervivencia de
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las células B y asi perpetuar el proceso neopldsico’' La sobreexpresién de la
proteina BCL2 resulta en la resistencia a una amplia variedad de estimulos
proapoptoticas como los quimioterapicos?'?3'* lo que se ha traducido en peores
tasas de remision en los pacientes afectos de LAM 3'%3'7 |La ratio entre Bax (pro-
apoptotico) y BCL2 (antiapoptédtico) medidos por citometria de flujo en pacientes
con LAM tiene un alto poder predictivo para la remisién completa, la
supervivencia global y la tasa de recaidas?'® Las poblaciones CD34+ de las
leucemias agudas mieloblasticas son mas resistentes a la apoptosis que las
poblaciones CD34- y esto esta debido principalmente a una mayor expresién de
BCL-2, BCL-XL y MCL-1 y una menor expresion de Bax.2'®32° El aumento de la
expresion de las proteinas antiapoptotica Bcl-2 y BCL-XL bloquea la apoptosis
inducida por la doxorubicina3?'

BCL-XL estd frecuentemente elevado en células blasticas CD34+ vy
contribuye a la quimioresistencia de esta poblacion3* Este hecho no es
sorprendente, ya que BCL-XL es una diana de STAT572* y de FLT3 tanto por
internal tandem duplication como por mutacion en dominio tirosin kinasa
(vehiculado por STAT5).282324 Ademas de lo anterior FLT3-ITD provoca fosforilaciéon
de BAD3?

Mcl-1 no tiene un papel tan claro como Bcl-2 en las LAM, ya que sus niveles
no parecen guardar relacion con la respuesta a tratamiento, si bien, parece que
estos aumentan en la recaida. 3263/

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

cytosol se une a la proteina APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) y a la
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procaspasa-9, formando el complejo llamado apoptosoma, induciendo Ia
activacion de la Caspasa-9 y la cascada de activacion de caspasas,?®*3%® (Figura XX).
Los defectos en la formacién del apoptosoma son un fendmeno poco estudiado,
en muestras de lineas celulares de LAM y el experimentos ex vivo, se ha
demostrado que los niveles de APAF son bajos en una proporcion elevada de
pacientes, y que su patron de expresion se correlaciona con la induccién de
apoptosis.®?° Esta baja expresién es debida en parte a metilacion anormal de su
promotor, ya que APAF-1 se reexpresa con tratamiento con 5-aza-
2’deoxycitidina*° pero otros mecanismos post-traduccionales deben de regular
la expresion de APAF ya que existe poca relacion entre los niveles de mRNA y de

proteina3?’

Procaspasa 3

Procaspasa 9 Caspasa 9 Activa

Citocromo C Dj _—
E — ‘
— = \/

\/ \/ \ BS Caspasa 3 A

H
Endo-G £ ;
AIF L

SMAC/Diablo ‘

APOPTOSIS
APOPTOSIS

BAX

Figura 10:Via mitocondrial de la apoptosis.
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Smac/Diablo.

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 unién con las IAPs3'%332 Debido a la
pérdida del potencial mitocondrial, y al mismo tiempo que se produce la
liberaciéon de Citocromo-C, se libera Smac/Diablo que se une a las IAPs (XIAP, c-
IAP1, c-1AP2, y survivina) en el citoplasma y las bloquea, inhibiendo su funcién y
potenciando la activacion de caspasas y la via de apoptosis mitocondrial3*® La

liberacion de Smac/Diablo es inhibida por Bcl-2 y Bcl-xL3*3* (Figura 6).

Apoptosis independiente de caspasas

Como acabamos de describir, la pérdida de potencial mitocondrial,
aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial y el resultado es la
liberacion de pequenas moléculas como Citocromo-C y Smac/Diablo que activan
la via dependiente de caspasas. Pero ademas de estas proteinas, también se
liberan otras moléculas como AIF (Apoptosis-inducing factor) y Endonucleasa G
(Endo-G) que activan una via de apoptosis independiente de caspasas.?3:328:33>

AIF (Apoptosis inducing factor).

AIF es una proteina altamente conservada filogenéticamente, esencial para
el desarrollo embrionario. Como Smac, se sintetiza en forma de precursor
inmaduro,**¢ se trasloca a la mitocondria y en el espacio intermembranal se
proteoliza, la forma madura tiene actividad oxidasa.?3”:33® En respuesta a sefhales
de muerte, AIF sale de la mitocondria se traslada a través del citosol hasta el
nucleo donde se une al ADN provocando condensacion de la cromatina vy

fragmentaciéon de ADN en fragmentos de aproximadamente 50 Kb (Figura 7).33¢

54



EndonucleasaG.
Endo-G, es una proteina esencial para la replicacién del ADN mitocondrial.
Se aislé6 a partir de la fraccibn mitocondrial tratada con la forma activa
proapoptotica de Bid: tBid.23*%34° Una vez liberada al citosol se traslada al nucleo
dénde fragmenta ADN, incluso en presencia de inhidores de caspasas.®*® (Figura

10). Endo-G coopera con la exonucleasa y ADNasa facilitando el procesamiento de

ADN.
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Dano y reparacion del ADN

El genoma esta sujeto a varios tipos de dano al ADN por agentes exdgenos
(radiacion, citotéxicos,...) o enddgeno (radicales libres, recombinacién,.) La
capacidad de reparar el dano al 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 al dafo
al ADN (DNA-damage repair, DDR), para detectar las lesiones al genoma, sefalizarlas
y proceder a su reparacion2*' Aunque las respuestas difieren para distintos tipos
de daio, siguen un patrén general, en el que multiples procesos actian de forma

cooperativa y comparten efectores.

Mecanismos de reparacion del daino al DNA

Dado que existe una variabilidad en las distintas formas en que se puede
producir dafo al ADN, existen multiples mecanismos de reparacién. El estudio de
la secuencia exacta de la reparacién del dafio al ADN es dificil, dado que muchos

eventos tienen escasa separacion temporal u ocurren simultdneamente.
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Figura 11: La presencia del dafo al ADN es reconocida por una serie de proteinas

que inician cascadas de transduccion de sefales que tienen impacto en un serie de procesos

celulares.

De forma resumida, los mecanismos de reparacién del dafno al ADN

podemos encontrarlos en la tabla 2 y los podemos catalogar en:

Lesiones enlas
que actua

Mecanismo
de DDR

Componentes principales

Rzzlgign 0% alkilguanina
Faltade
complementariedad en el
ADNYy horquillas de
insercion o delecion
durante lareplicacion
Bases anormales de ADN,
pérdida de bases aisladas,
SSB generadas dafio
oxidativo al ADN o
inhibicion de la
topoisomerasa

MMR

BERy SSB

O6-metilguanine methyltransferasa

Sensores: MSH2-MSH6 y MSH2-MSH3 junto
con MLH1-PMS2, MLH1-PMS1, PLH1-MLH3,
EXO1, polymerasas & y €, PCNA, RFC, RPA, ligasa
I

ADN glicosilasas (sensores), APE1
endonucleasa, ADN polimerasas (B, 6 y €) y
factores asociados, flap endonucleasa FENT,
ligasa | o ligasa Ill. SSB puede precisar la
actividad liasa de la polimerasa B, XRCC1,
PARP1,PARP2,y aprataxin.
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Mecanismo

Lesiones enlas

Componentes principales

de DDR

NER

NHEJ

HR

Complejo de
Anemiade
Fanconia

Senales
mediadas por
ATM

Senales
mediadas por
ATR

que actua

Lesiones que
desestructuran la doble
hélice

Roturas de doble hebra

Recombinaciéon homoéloga

Uniones entre las dos
hebras

Roturas de doble hebra

ADN monocatenarioy
roturas de doble hebra

Sensores: ARN polymerase, XPC-HR23B vy
DDB1/2, y XPA, XPE, XPF/ERCC1, XPG, CSA, CSB,
TFIIH, ADN polimerasas incluyendo K y factores
asociados, PCNA, RPA, ligasal y Il

Sensores: Ku y DNA-PKcs junto con XRCC4,
XLF/Cernunnos y ligase IV. También usa el
complejo  MRE11-RAD50-NBS1,  Artemis
nucleasa, polinucleotido kinasa, aprataxin and
polymerases pand A.

RADS51, proteinas reacionadas con
RAD51(XRCC2, XRCC3, RAD51B, RADS5I1C,
RAD51D, DMC1), RAD52, RAD54, BRCA2, RPA,
FEN1, ADN polimerasa y factores asociados.
Promovida por MRN, CtIP, BRCA1 y la via de
ATM.

ANCA, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL,
FANCM, FANCN, PALB2 y otros factores
implicados en la HR

ATM, MRN y CHK2. Promovida por mediadores
como MDC1, 53BP1 MCPH1/BRIT1, y por
ubiquitin ligasas RNF8, RNF168/RIDDLIN vy
BRCA1

Sensores: ATR, ATRIP y RPA y el complejo
RAD9-RAD1-HUS1 (9-1-1). RAD17 (RFC1-like) y
CHK1. Promovida por MRN, CtIP y proteinas
mediadoras como TOPBP1, Claspin,
MCPH1/BRIT1 and BRCAT1.

Tabla 2: Principales mecanismos y componentes de reparacion del dafio al ADN.

Reversion

Es capaz de eliminar dano al ADN revirtiéndolo quimicamente, sin

necesidad de una hebra molde, por ejemplo, resolucién de dimeros de bases

pirimidinicas tras el dafio por UV mediante la actividad photolyasa.

Dano a una hebra unica de ADN

Cuando sélo una hebra del ADN esta danada, la otra hebra puede ser

usada como molde par su reparacién.
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Reparacion por excision de bases (Base excision reparir, BER).

Es capaz de reparar el dano por oxidacion, alkilacion, hidrélisis o
demidacion de una unica base. El encima ADN glicosilasa la base danada y la ADN
polimerasa resintetiza el nucleotido que falta y una ADN ligasa mantiene la
continuidad de la cadena.’*?

Reparacion por excision de nucleoticos (Nucleotide excision repair, NER).

Reconoce dafno al ADN que 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, se
forma un ADN monocatenario de 22-30 pares de bases sobre el cual actian las
ADN polimerasas y posteriormente la ligasa3*3

Mismatch repair (MMR)

Corrige dano en la replicacion y recombinacién debido a la no
complementariedad de bases, por lo que se produce una elminacion del
nucleotido por accion de una nucleasa y posteriormente una ADN polimerasa y

una ligasa3*

Dano ala doble hebra del ADN

Las roturas de la hebra de ADN son las formas mas citotéxicas de dafo al
ADN. De forma general, podemos considerar dos tipos de roturas: roturas de
doble hebra (double strand breaks, DSBs) o roturas de hebra sencilla (single strand
breaks, SSBs).

Las roturas de doble hebra son generadas de forma natural cuando las
horquillas de replicacion se encuentran con lesiones que bloquean su avance y

provocan su colapso como ocurre, por ejemplo con el dafio por radicales libres de
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oxigeno, y también cuando las células son expuestas a agentes que danan el ADN
como la radiacidon ionizante o agentes que promueven la generacion de radicales
libres de oxigeno, lesiones que bloquean el avance de las horquillas de
replicacién como los agentes alquilantes o agentes que provocan crosslinks, o
farmacos que inhiben la topoisomerasa. La incapacidad de reparar estos dafo
puede provocar muerte celular o cambios a gran escala en los cromosomas
(deleciones, translocaciones, fusiones), lo que llevara a la inestabilidad gendmica.
Las células eucariotas reparan las DSBs por medio de dos mecanismos principales:
Non-homologous end joining (NHEJ) y Recombinacion homodloga (Homologous
recombination, HR)2** El motivo por el cual una célula decide una via u otra de
reparacion excede los objetivos de esta revisidon, pero puede ser consultado en el

articulo de Shrivastav et al3*

NHEJ

El mecanismo de reparacion NHEJ puede actuar en cualquier fase del ciclo
celular. Aunque clasicamente se han descrito como un mecanismo tendente al
error, esto es una sobresimplificacion,**¢ ya que una parte hasta el 50% de las
DSBs pueden ser reparadas por NHEJ de forma precisa, y una parte importante
también mediante alineamiento de unos pares de bases con cierto grado de
homologia, lo que puede llevar a pequenas inserciones y deleciones. En este
mecanismo, las roturas de doble hebra son reconocidas por la proteina Ku, que se
une y activa las proteina-kinasas DNA-PKcs, que reclutan polimerasas, ADN ligasa

IV'y otros enzimas para reparar la rotura
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HR

La recombinacion homdéloga 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 reparacion, por
lo que sélo puede actuar en fase de sintesis y G2. De esta forma, si la “plantilla” es
perfectamente homoéloga, la reparacién puede ser totalmente precisa. Con la
excepcion del uso de una cromatida hermana, la HR puede desencadenar en una
pérdida de heterocigosidad o disomia uniparental.

En estos procesos, existen multiples proteinas y complejos proteicos
implicados, con varias vias posibles, aunque como normal la recombinacién
homologa se inicia con la generacion de un ADN monocatenario. La formacion de
este ADN monocatenario estd iniciada por la actividad del complejo MRN. El
complejo MRN es un grupo de proteinas con actividad quinasa que es
fundamental en la fase precoz del dafio al ADN. Estas funciones incluyen ademas
de la reparacion de roturas de doble hebra del ADN, el mantenimiento de los
telémeros y, durante la replicacion, resolucién de horquillas y estructuras
estancadas.3*’-3*® En el modelo actual de resolucién de DSBs, MRN, posiblemente,
en asociacion con otros complejos como SOSS, es reclutado hacia los sitios de
dano al ADN. A través de MRE11, se une a los extremos libres de la hebra de ADN
y, mediante enlaces de Zn?* e interacciones Rad50-Rad50 forma puentes entre los
fragmentos del cromosoma. A través de MBST, se recluta la ATM en su forma
inactiva. Mientras tanto, en los extremos del ADN, los complejos MRN, junto con
Sae2/CtIP, procesan los extremos (desenrollamiento, reseccién de fragmentos,

reseccion de horquillas,...), para formar un producto intermedio con pequefios
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fragmentos de ADN monocatenario, sobre el que actuaran otras proteinas como
helicasas, DNAsas, o RPA.

ATM y ATR son dos proteinas clave en la sefalizacion de las roturas de
doble hebra que son reclutadas y activadas en los focos de rotura. En esa
situacién, actuan sobre unas 700 proteinas distintas, principalmente implicadas en
reparacion del dafo al ADN y muy interconectadas entre si?**° como el complejo
MRN2>° NBN (Nibrin)?*' H2AX?*>?2 MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint T1)3°3
BRCA1,*>* SMC1 (structural maintenance of chromosome 1)2°° p53,2°¢ RPA (replication
protein A),**” FANCD2 (Fanconi anemia complementation group D2 isoform)3>83>9 y
otras. Ademds del efecto directo sobre otras proteinas, las sefales inducidas por
ATM y ATR promueven la expresidon y activacién de otras proteinas implicadas en
la reparacién del ADN modulando cambios como fosforilacion, acetilacién,
ubiquitilacién o SUMOQilacion.

Dos de las proteinas activadas por ATM y ATR mejor estudiadas son CHK1y
CHK2 (checkpoint kinase 1 y 2)3°5:35° CHK1 y CHK2, junto con ATM y ATR ejercen un
efecto de parada del ciclo celular al actuar sobre distintas ciclinas dependientes
de kinasas (CDKs) por vias dependientes de p53 y por vias independientes de p53.
La fosforilacion de CHK1 se ha documentado in vitro en lineas celulares de
leucemia aguda mieloblastica en respuesta a tratamientos que inducen dano al
ADN 3¢

La forma activa de ATM fosforila a la histona 2AX (yH2AX) en respuesta a
roturas de doble hebra modificando la estructura de la cromatina. yH2AX es una
proteina fundamental en la sefalizacién 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. yH2AX colocaliza con otras proteinas implicadas en la reparacién del ADN
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como MDC1, ATM, p53BP1, BRCAT y el complejo MRN. La funciéon de yH2AX parece
ser el fomentar la acumulacién de estas proteinas, mdas que reclutarlas, en el foco
de la rotura.

Si los eventos anteriores producen una reparacion exitosa, la célular podra
mantener sus funciones normales y sobrevivir, en cambio, si el dafio no puede ser
reparado y ocurre de forma crénica, la célula puede entrar en senescencia o
apoptosis, lo que puede tener implicaciones terapéuticas, por ejemplo, el uso de
inhibidores de PARP1 en células deficientes en BRCA1 y BRCA2 362364

Breast cancer 1, BRCAT1, es una proteina implicada en el reconocimiento y
reparacion mediante recombinacion homéloga de las roturas de doble hebra de
DNA. La proteina BRCAT1 tiene un importante papel en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica, actuando de esa forma como un supresor tumoral. BRCAT
se combina con otras proteinas con funcién oncosupresora, sensores de dafo al
ADN y transductores de sefales para formar un gran complejo protéico conocido
como el BRCAT-associated genome surveillance complex (BASC).2%> Otras asociaciones
descritas son con MRE-11, RAD50 y p95, actuando también en la respuesta al dafo
al ADN 3¢¢

BRCA1 se asocia también con la ARN polimerasa Il y con complejos de
histona deactilasas. De esa forma, ademas de sus efectos en la reparacién del
dafo al ADN y resolucidon de la recombinacién gendmica, tiene un papel en la
transcripcion.

Breast cancer 2, BRCA2, es una proteina del complejo de Anemia de Fanconi,

FANCD1.2%” que estd implicada en la reparacién del dafio de doble hebra del ADN.
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Daio al ADN en leucemias agudas mieloblasticas

Boherer et al demostraron en una serie de pacientes diagnosticados de
LAM y SMDs que existia un grado de variabilidad interindividual al estudiar la
activacion de proteinas implicadas en el dafio al ADN como pCKH1, pCHK2, pATM
y YH2AX3%® Aunque es cierto, que cuantitativamente era mayor en los grupos de
pacientes con SMD de alto riesgo y LAM que en los SMD de bajo riesgo. Esto
indica que, al igual que en los tumores sélidos, la via ATM/CHK1/CKH2 esta
activada con la transformaciéon neopldsica y posteriormente a esta.

Otra linea de evidencia del dano al ADN en las leucemias agudas
mieloblasticas es la presencia de alteraciones en el nimero de copias usando
arrays de hibridacion genémica comparada (CGH array). En el trabajo de Suela et
al, se encuentran alteraciones genémicas por CGH array en un 74% de los
pacientes diagnosticados de LAM, afectando a todos los grupos citogenéticos
cladsicos, con una mediana de 2 alteraciones por caso (rango 0-35)3%° Estas

alteraciones son un reflejo de la inestabilidad genémica de las LAM 3%°
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Mecanismos generales de resistencia a

drogas

El objetivo de todo tratamiento contra el cancer es la erradicacion de las
células tumorales mientras se preserva o se inflige el minimo dafo a los tejidos
normales. Esto se consigue de varias formas, bien inhibiendo directa o
indirectamente las sefales necesarias para la proliferacion y viabilidad de las
células tumorales o bien estimulando una respuesta inmune. La resistencia a
drogas continua siendo uno de los mayores problemas en el tratamiento de las
neoplasias, ya que al final, la mayoria de los pacientes moriran por progresién de
su enfermedad, al ser ésta refractaria a los tratamientos administrados.

Los mecanismos que pueden explicar la refractariedad de las
enfermedades neoplasicas a los tratamientos son varios. En primer lugar, la célula
tumoral puede ser intrinsecamente resistente debido a alguna de sus
caracteristicas genéticas. En segundo lugar, las células tumorales pueden adquirir
mecanismos de resistencia tras la exposicion a una droga. Los mecanismos de
resistencia en las células tumorales irbnicamente, en ocasiones derivan de los
mecanismos presentes en las células normales para resistir el estrés citotoxico,
Entre ellos nos encontramos mecanismos que alteran el transporte del farmaco a
través de la membrana plasmatica, reparacion de ADN, alteraciones en moléculas
diana, dificultad del farmaco para acceder a las células diana y factores de

crecimiento.
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Alteraciones en el transporte transmembrana

Son, probablemente, el conjunto mas frecuente de mecanismos de
resistencia observado en tumores. En 1976, se describié una glicoproteina (P-gp)
gue se asociaba con disminucion de permeabilidad a farmacos en células de
ovario de hamster chino. 3° Posteriormente, se demostré que dicha proteina
existia en células normales y que conferia resistencia multidroga a células
humanas2’" Se demostré que la P-gp era una bomba de eflujo dependiente de
energia’’? La expresion de P-gp se ha asociado cladsicamente a mal prondstico en
los pacientes con LAM 373 Estos descubrimientos hicieron suponer que P-gp seria
el mayor causante de resistencia multidroga y que su inhibicién llevaria a una
nueva clase de tratamientos antineoplasicos eficaces. Actualmente sabemos que
P-gp es uno de los 48 ATP-Binding Cassette transponters (ABC transporters).3’* Los ABC
transporters facilitan el transporte de varios substratos a través de membranas
intra y extracelulares. Todos los ABC transporters son capaces de transportar
farmacos citotoxicos de la misma manera que la P-gp. La relevancia clinica de este
hecho se basa en dos hechos, el primero se trata de que que los estudios in vitro
prueban que las células que expresan estos transportadores efluyen los
citotoxicos y les confiere resistencia a drogas en cultivos; el sequndo hecho es
que los pacientes que presentan expresiéon de ABC transporters en sus blastos
tienen prondstico desfavorable.

La P-gp (ABCB1, MDR1) confiere resistencia in vitro a farmacos usados en el
tratamiento de las leucemias como antraciclinas, alcaloides de la vinca,
mitoxantrone, metotrexate y otros.3’> Multiples estudios han confirmado que P-

gp es un marcador de mal prondéstico en LAM del adulto,*’¢382 sin embargo, este
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hecho ha de ser matizado ya que el impacto de la expresion de P-gp es mas
acusado en individuos mayores de edad.’’’-378:383 Este mal prondstico puede ser
debido a que la expresion de P-gp es mas alta en individuos mayores, o bien a la
mayor intensidad de dosis de los protocolos de pacientes pediatricos.>*

La Breast Cancer Resistance Protein (ABCG2) fue descubierta en una linea
de cancer de mamaJ3® Sus niveles altos in vivo y su funcién se correlacionan
refractariedad al tratamiento de induccién y menor supervivencia global. 380386388

ABCC1, MRP1 o Multidrug resistance associated protein tiene un papel
controvertido en el pronéstico en LAM, ya que no existen resultados
concluyentes en la literatura, si bien los trabajos son metodologicamente
cuestionables #9393 sin embargo, si parece claro su factor prondstico adverso en

los pacientes tratados con Gentuzumab ozogamicin 39439

Lesiones genéticas

Los defectos en la maquinaria apoptdtica pueden constituir un modelo
alternativo de resistencia a drogas como se ha explicado anteriormente, ademas
de ello, otras vias de transduccién de sefiales como Raf/MEK/Erk,'#® 153 160

PI3K/PTEN/AKkt,'#1%° o JAK/STAT,'*° pueden provocar resistencia a drogas.

Reparacion de ADN

Otra de las formas en las que las células se pueden volver resistentes es
mediante la accién de proteinas de reparacion de ADN, si bien este campo no esta

explorado en las LAM 3%
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Metabolismo de los farmacos

No ahondaremos en este tema, aunque existen evidencias de que los
polimorfismos en enzimas implicados en la metabolizacion de téxicos pueden
provocan cambios en la respuesta al tratamiento de las LAM, o incluso en su

desarrollo 3°7:398

68



Tratamiento de las leucemias agudas

mieloblasticas

La combinacién de citarabina en infusién continua durante 7 dias y una
antraciclina (Daunorrubicina o Idarrubicina) durante 3 dias (Régimen 3+7)
permanece como el patron estandar de tratamiento de la LAM desde hace mas de
30 anos. Desafortunadamente, en todo este tiempo, y a pesar de modestos
incrementos en la supervivencia, gracias a una mejoria del tratamiento de
soporte, no ha habido aportaciones sustanciales en sentido de descubrimiento de
nuevos farmacos activos en las LAM."7?

El tratamiento de las LAM consta de dos fases. La primera o induccién a la
remision intenta conseguir una remisiéon completa, con menos de un 5% de
células inmaduras en médula 6sea, sin evidencia clinica ni morfolégica de la
enfermedad y con recuperacién hematopoyética, definida como recuento de
neutrofilos mayor de 1000/uL y recuento de plaquetas mayor de 100000/uL® La
obtenciéon de una remision completa es condicién sine qua non para la curacién
de la enfermedad’?

La segunda fase, o de consolidacién intenta aumentar la duraciéon de la

remisiéon completa. La capacidad de mantener ésta aumenta con el tiempo 3%°

69



Tratamiento en pacientes jovenes

La combinacién de las antraciclinas daunorubicina (45mg/m? o 60mg/m?) o
idarubicina (12mg/m?) en bolo durante tres dias con citarabina a dosis estandar
(100-200mg/m?) dutante 7 dias en infusién continua, permite una tasa de
remision completa entre de 65-75% en pacientes entre 18 y 60 afios de edad."’?

El mecanismo de accion de las antraciclinas es la inhibicién de Ia
topoisomerasa y la induccién de apoptosis por dafio al ADN y a p53,%°% 4" La
citarabina, tras ser fosforilada por la deoxicitidina kinasa actia como un
antimetabolito que mata de forma ciclo especifica impidiendo la progresién en la
fase S, fundamentalmente por la inhibicion de la ADN polimerasa, pero también
se incorpora en el ADN y ARN pudiendo desencadenar sefales de dafio al ADN,
ademas de activar caspasas, degradar BCL-2, liberar radicales libres de oxigeno y
desfosforilar la unidad p65 de NF-kappaB.#02403

Los intentos por aumentar la tasa de remisiones completas mediante el
uso de mitoxantrone,*** altas dosis de citarabina,'®*°> moduladores de MDR-1,%%¢-
408 un tercer agente citotdxico,***'' o factores de crecimiento, han fracasado,
aunque podrian mejorar la tasa de remisiones en ciertos subgrupos de pacientes.

El mayor problema del aumento de dosis es el incremento de toxicidad y
mortalidad relacionada con el tratamiento, particularmente en los subgrupos de
buen pronéstico como t(8;21), inv(16), LAM-CN con NPM1mut y FLT3-WT) o con
mutaciones de CEBPA.!' Otro problema es qué hacer con los pacientes con
cariotipos de mal prondstico, donde la tasa de remisién completa no suele
superar el 50%,*°373.412 siendo por lo tanto, candiatos a nuevas terapias dentro

del marco de ensayos clinicos bien disefiados dado su mal prondstico.
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Tras la obtencion de una remision completa, los pacientes toleran mejor el
tratamiento, por lo que pueden recibir dosis de quimioterapia mas altas. La
citarabina a dosis altas es la base del tratamiento postremisiéon en leucemias con
alteraciones del CBF, con superviencias globales en torno al 60-75%.”>%'3, En los
pacientes de riesgo intermedio, el trasplante alogénico o autélogo parece ofrecer
una supervivencia similar a los tratamientos de consolicacion,'®2%2%414 sj bien hay
un trabajo que muestra ventaja en supervivencia en el grupo de trasplante
alogénico*'® En cambio, en los pacientes de alto riesgo, los resultados de la
consolidacion con quimioterapia o trasplante autélogo son muy malos, con
menos de 10% de largos supervivientes.”>*'* Estos malos resultados en pacientes
de alto riesgo han inclinado la balanza a favor del alotrasplante en primera
remision completa.*'* 416418 Sin embargo, se requiere mds ensayos prospectivos

para definir el papel definitivo de los tratamientos de consolidacién en LAM.

Tratamiento en pacientes mayores

Los pacientes mayores presentan unas caracteristicas especiales dentro de
las Leucemias Agudas Mieloblasticas, tanto por parte de la enfermedad en si,
(hemopatia previa, aumento de resistencia a drogas,..) como por las caracteristicas
del paciente, lo que limita los tratamientos disponibles34'%42° Esto hace que los
tratamientos de induccidén en pacientes mayores tengan peores resultados y mas
toxicidad que en los pacientes mds jovenes.*?' Las opciones terapéuticas que se
pueden contemplar en los pacientes mayores son: quimioterapia convencional,
quimioterapia a dosis bajas, agentes no mielosupresivos, tratamiento de soporte

o farmacos experimentales.
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Caracteristicas de las LAM del anciano

Mayor incidencia de LAM secundaria
Peor estado general
Citopenias mas frecuentes al diagnostico
Menor porcentaje de blastosis medular
Mayor expresion de proteinas MDR
Mayor frecuencia de cariotipos de pronéstico adverso

Mayor morbimortalidad asociada con el tratamiento

Tabla 3: Caracteristicas de las Leucemias agudas del anciano. Adaptado de Craig et

all
Nuevos farmacos en LAM

Si bien el tratamiento estandar de los pacientes jovenes de riesgo bajo o
intermedio esta bien establecido; el tratamiento de los pacientes jovenes con
cariotipos de mal pronéstico y de la mayoria de pacientes mayores no deberia
limitarse necesariamente al el 3+7 si no que otras aproximaciones deberian de ser
consideradas. Entre los nuevos farmacos con potencial terapéutico en la LAM nos

encontramos:

Anticuerpos monoclonales

Gentuzumab ozogamicin: Se trata de un anticuerpo monoclonal murino
anti-CD33 humanizado unido a calicheamicina, con indicaciones aprovadas en
LAM refractaria en pacientes mayores de 60 afnos, donde tiene una tasa de

respuesta del 30% en monoterapia.**’> Presenta efecto sinérgico con agentes
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guimioterdpicos como antraciclinas y citarabina,*?* lo que mejora potencialmente
sus resultados, aunque no existe todavia ningun ensayo randomizado que haya
confirmado esta hipoétesis.*?* Los pacientes tratados con Gentuzumab ozogamicin
(GO) presentan mayor riesgo de sindrome de obstruccién sinusoidal,
principalmente a dosis altas de GOA4*3

Su valor en primera linea o en el tratamiento de acondicionamiento en
pacientes refractarios estd siendo probado en varios ensayos clinicos
prospectivos, aunque ya existen ensayos fases I/ll que muestran un perfil de
seguridad aceptable con bajas o nulas tasas de sindrome de obstrucciéon

sinusoidal y una alta tasa de remisiones completas.*>**?’

Andlogos de purinas

Los analogos de purinas son antimetabolitos que simulan la estructura de
purinas inhibiendo la sintesis de ADN. Los dos mas usados en LAM son la
Fludarabina y la Clofarabina. Fludarabina ha sido usada en regimenes de rescate
(FLAG vy variantes principalmente)*?®3°, Fludarabina presenta sinergia con Ara-Cy
G-CSF.#!

La clofarabina, es un andlogo de purinas con unas caracteristicas
especiales, entre ellas, la presencia de un grupo alquilante, por lo que, ademas de
la inhibicion de sintesis, produce dano directo al ADN.**? Ademds, produce
acumulaciéon de Ara-CTP, metabolito activo de citarabina**?® La actividad de
clofarabina ha sido estudiada tanto sola como en combinacién, principalmente
en pacientes mayores, con tasas de remisién completa en torno al 60% en
tratamiento de primera linea y con resultados esperanzadores en pacientes

refractarios. #3436
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Inhibidores de Kinasas

Como hemos visto anteriormente, entre un 15y un 35% de los pacientes
con LAM serdn portadores de una FLT3-LM, con mayor frecuencia en pacientes
mayores.**’ Los inhibidores de tirosin kinasas compiten con el ATP, por lo que,
aunque la proteina estd presente, no serd capaz de fosforilar sustratos.**” Los
inhibidores de FLT3 han mostrado eficacia en monoterapia, pero la pérdida de
respuesta (resistencia secundaria) o la no respuesta (resistencia primaria) de
muchos pacientes con FLT3-LM, puede comprometer su uso.” **® Esa pérdida de
respuesta es atribuida en principio a sobreexpresién de FLT3 y compensacién de
su pérdida de funcién por otras vias, aunque también puede ser producida por
otras mutaciones adicionales a FLT3-LM o distintas mutaciones del dominio
tirosin kinasa.****** Al igual que con GO, los inhibidores de kinasas no parecen
farmacos idéneos para la monoterapia y probablemente serdn mas efectivos
cuando se combinen con quimioterapicos cldsicos o con inhibidores de vias de
senalizacién intracelular.f**44

Los inhibidores de FLT3 en fases mas avanzadas de desarrollo clinico son:

Lestaurtinib (CEP701): Produce inhibicion de la fosforilacion de FLT3 de
forma dosis dependiente. No presenta inhibicidon significativa de PDGFR, FMS o
KIT 246

Midostaurina (PKC412) Presenta efecto sinérgico con farmacos clasicos en
lineas celulares con FLT3-LM, pero es antagdnico con los mismos farmacos en
lineas FLT3-WT, probablemente debido a sus efectos diferenciales sobre ciclo

celular: provoca parada en GO-G1 en las primeras y en G2-M en las segundas.**’
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Sorafenib: Es un inhibidor multikinasa, Raf, VEGFR, PDGFR, KIT y FLT3.%4844?
Actualmente aprobado para el tratamiento de Hepatocarcinoma y carcinoma
renal de células claras, pero tiene un potente efecto antileucémico.**°

Sunitinib: Es un inhibidor multikinasa que afecta a VEGFR, PDGFR, GSF-1,
KITy FLT3.**' Se ha demostrado que presenta sinergia in vitro con inhibidores de
mTOR:***

Tandutinib: Inhibe receptores tirosin kinasa de clase 1lI**?, y presenta un
perfil farmacocinético que facilita su administracion oral*>3

AC220: Es un nuevo inhibidor de tirosina kinasa que presenta actividad en

el rango nanomolar bajo, con una vida media larga en suero y con actividad en

modelos animales y con una actividad prometedora en ensayos clinicos precoces.

IC5oFLT3 WT IC50 FLT3-
Farmaco t112, suero (h)
(nM) ITD (nM)
Lestaurtinib 10 2 8
Midostaurina 30 3 >24
Sorafenib 28 3 >24
Sunitinib 2 1 >24
AC220 5 1 >24
Tandutinib 220 10-30 <24

Tabla 4: Caracteristicas de los distintos inhibidores multikinasa en desarrollo para

Leucemias Agudas Mieloblasticas. Adaptado de Pratz et al.**°

Otros inhibidores de quinasas como dasatinib e imatinib han sido poco

estudiados en LAM salvo en crisis blasticas de Leucemias Mieloides Cronicas.
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Modulacion epigenética

Los agentes hipometilantes azacitidina o decitabina pueden modificar la
historia natural de los sindromes mielodisplasicos.*** Dado el solapamiento entre
los SMD y las LAM, esto podria ser cierto también en éstas, y esa confirmacion
lleg6 indirectamente, al analizar los resultados de los ensayos 8421, 8921, y 9221
del Cancer and Leukemia Group B, y observar que lolos pacientes reclasificados como
LAM tenian un aumento de supervivencia con Azacitidina frente a abstencién.***

El mecanismo de accién se basa en la inhibiciéon de la ADN metiltransferasa.
La decitabina solamente se incorpora al ADN, con mayor actividad invitro, aunque
no se ha realizado comparacién invivo**

Los inhibidores de histona deacetilasas pueden evitar la condensacion
cromatinica y permitir una expresién génica normal.**¢*°% Los agentes usados en
los primeros trabajos son fenilbutirato, acido valproico y vorinostat. Los
resultados con estos agentes no han sido los esperados,”® **° por lo que
rapidamente se ha pasado a ensayos de combinacién de un agente
hipometilante y un inhibidor de histona deacetilasa,’”® o con antraciclinas.*6% ¢
Ademas nuevos inhibidores de histona deacetilasa estan en desarrollo, tanto in

Vitro como in vivo.*6%463

Inhibidores de moléculas de adhesion

El chemokine stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) y su receptor, CXCR4 son
parte de los mecanismos por los que el blastos se mantienen en el
micromedioambiente medular y son importantes en su liberacion a sangre

periferica, por lo que los inhibidores de CXCR4 podrian movilizar los blastos del
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nicho medular y favorecer el efecto de los farmacos tanto quimioterapicos

clasicos como nuevas terapias.**+%8

iMIDs

La eficacia de talidomida en pacientes con LAM ha sido modesta.***"" La
Lenalidomida ha demostrado eficacia en pacientes con LAM,*? %73 aunque de
momento se trata de casos aislados, sin ningln ensayo clinico que sostenga su

uso.

Inhibidores de apoptosis

Oblimersen es un oligonucledtido antisentido disefiado para unirse a los
seis primeros codones del BCL2 human?”® Los ensayos clinicos fase I/Il indican
actividad en combinacion con quimioterapia cldsica o con GO.*74*76,
encontrandonos en este momento en espera de resultados de ensayos fase lll.

Los inhibidores de XIAP se encuentran en fases tempranas del desarrollo,
existen dos grupos principales, los oligonucleétidos antisentido y las pequenas
moléculas.3°477

La inhibicién de TRAIL por anticuerpos monoclonales no afecta a la
hematopoyesis normal, aunque puede suprimir el crecimiento de las células
iniciadoras de leucemia en un modelo de trasplante,*’® y no parece verse afectado

por altos niveles de proteinas antiapoptéticas.*”®
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Hipdtesis y Objetivos
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A pesar de los avances en el conocimiento de la patogenia de las leucemias
agudas mieloblasticas, su tratamiento especifico no ha sido modificado
substancialmente en las uUltimas décadas y una parte importante de los enfermos
presentan resistencia terapéutica primario o falleciendo de su enfermedad. Para
estos pacientes, la busqueda de nuevos fdmacos, con mecanismos de accién
diferentes de los agentes convencionalmente usados en las leucemias agudas
mieloblasticas, es una necesidad imperiosa. En esta situacién, nuestra hipotesis es
que disponder de modelos preclinicos, utilizando lineas celulares de leucemias
agudas mieloblasticas y muestras exvivo de pacientes, podria contribuir a la
investigacion sobre la eficacia y mecanismo de accidon de nuevos farmacos. Mas
aun, pensamos que un apartado de particular importancia seria el estudio de
posibles sinergimos farmacolégicos que pudieran contribuir a descubrir
combinaciones de alto potencial antileucémico y que eventualmente se traujeran
en la translacion a los pacientes a través de los oportunos ensayos clinicos.

Basandonos en esta hipdtesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Establecer la eficacia antileucémica de farmacos cldsicos como Arac-
C, Fludarabina y Doxorubicina, con el fin de disponer de un patrén de referencia
para la ulterior comparacibn con nuevos farmacos en fase
preclinica/experimental. La eficacia se definird en lineas celulares y células de
pacientes.

2. Investigar la eficacia y mecanismo de acciéon de tres farmacos en
fase preclinica:

2a. El inhibidor del proteasoma Bortezomib (PS-341)

2b. El inhibidor Pan-acetilasa: Panobinostat (LBH589)
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2c. Zalypsis, un nuevo farmaco de origen marino.
Para realizar el Segundo objetivo, en cada farmaco se estudiara
1a. El efecto antitumoral y el perfil de toxicidad.
1b.  El posible sinergismo de las combinaciones de estos agentes con
agentes clasicos.
1c. El efecto sobre el ciclo celular y apoptosis.

1d.  Los cambios que inducen en el perfil de expresidon génica.
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Material y Métodos

81



1- Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares de LAM: HEL, KG-1, HL-60 y MV4-
11 (Dr. HG. Dexler, DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH). Todas ellas fueron cultivadas en atmodsfera humeda en
presencia de 5% de CO, y 95% de aire a 37°C, en medio RPMI-1640 con 2 mM de L-
glutamina, suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y antibidticos
(penicilina a 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml) (Invitrogen Corporation

(Gaithersburg, Md.), en placas de 9 cm de diametro. Las caracteristicas de cada

l[inea celular se resumen en la Tabla 5.

Linea Biologia
Origen Inmunofenotipo Citogenética
celular Molecular
CD3-,CD13+,CD14-, Tetraploide, con
LAM- Amplificacién de
HL-60 CD15+,CD19-,CD33+, subpoblacién casi
M2 c-myc
CD34-, HLA-DR- tetraploide.
CD3 -, CD13 +,CD14 -,
LAM- Hipotriploide. Mutacion de
HEL CD15 +,CD19 -, CD33+,
M6 del(5g)ydel(20)  JAK2

CD34+,CD41 +,CD235a+
CD3 -, CD4 +,CD5 -, CD8 -, 48 (46-48)

LAM- CD10-,CD13 +,CD14 -, <2n>XY,+8,+18,
MV4-11 FLT3-ITD
M5 CD15 +,CD19-,CD21 -, +19,-21,
CD25 -, CD33 +,CD34 - t(4;,11)(921;923)
Hipodiploide con
CD3 -, CD4-,CD13 +,CD14 -, Reordenamiento
LAM- una poblacion
KG-1 CD15+,CD19-,CD33 +, que afectaa
M6 marginal
CD34 +,HLA-DR + FGFR1
hiperdiploide

Tabla 5: Caracteristicas de las lineas celulares de Leucemia Aguda Mieloide usadas

en este trabajo
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2- Células procedentes de pacientes

Se aislé la fraccion mononucleada procedente de aspirados de médula
0sea (MO) de 40 pacientes diagnosticados de LAM al diagndstico o en recaida. Las
células se cultivaron en frascos de 75 cm? en las mismas condiciones que las
lineas celulares, excepto en la cantidad de FBS, que fue del 20%. Las caracteristicas
de los pacientes de los que se obtuvieron muestras de médula ésea para los

estudios de toxicidad exvivo se especifican en los capitulos correspondientes.

3- Medida de la viabilidad y

proliferacion celular

3.1. MTT

El ensayo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium
bromide) es un método colorimétrico que mide cuantitativamente la actividad
metabdlica de las células viables*® Las células metabdlicamente activas reducen
en la mitocondria la sal de tetrazolium (MTT), de color amarillo e hidrofilica, a un
compuesto hidrofébico (formazan), de color azul oscuro. Tras la captacién del
MTT, las células se rompen y se solubiliza el formazan con Isopropanol:HCI. La
absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al numero de células
viables, por lo que se puede calcular la inhibicion de crecimiento provocada por
los farmacos. Concentracién inhibitoria minima 50 (ICso) es aquella concentracion
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de farmaco que provoca una disminucién del 50% de reduccién del MTT con

respecto al control.

Reactivos

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

. Isopropanol-Acido clorhidrico (Isopropanol:HCl), 480 mL Isopropanol
+ 20mL HCI 1N.

Procedimiento

1. Sembrar 30.000 células (100 ul/pocillo) en placas de 96 pocillos.

2. Después del tratamiento con cada farmaco a diferentes
concentraciones y tiempos, anadir 10 ul de MTT a cada pocillo e incubar durante 2
horas a 37°C.

3. Anadir 100 pl de Isopropanol:HCI, mezclando hasta resuspender el

boton celular.

La absorbancia se midié en un lector de placas (TECAN Infinite F500), a una
longitud de onda: A=570 nm, utilizando una A de referencia de 630 nm. Se
analizaron 3 experimentos independientes realizados por cuadriplicado, los datos
se presentan como la media + desviacion estandar de cuadruplicados. La ICso se

calculé con el programa Microsoft Office Excel.

84



4- Estudio de apoptosis por Citometria

de Flujo Multiparamétrica

4.1. Anexina V-loduro de Propidio. Estudio en lineas celulares.

Durante la apoptosis ocurren cambios tempranos en la superficie celular,
gue llevan al reconocimiento y fagocitosis de las células apoptoéticas. Los cambios
en la superficie celular como la pérdida de residuos de acido sidlico y la pérdida
de la asimetria en los fosfolipidos de la membrana, principalmente, la
externalizacion de la fosfatidilserina (PS), que altera la carga e hidrofobia de la
misma. 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 membrana, con
acciones procoagulantes y proinflamatorias, manteniéndose la integridad de la
membrana celular?%® La anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos
cargados negativamente, dependiente de Ca**, que se une con gran afinidad a los
residuos de fosfatidilserina de la membrana celular**? por lo que permite medir la
pérdida de polaridad de la membrana celular, y, por tanto, ser usada como
marcador de apoptosis incluso antes de que la integridad de la membrana celular
se haya perdido e incluso antes de la aparicion de cambios morfolégicos
asociados con la apoptosis.267:268:481

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 del nucleo.
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Este marcaje adicional nos permite diferenciar las células en apoptosis tardia y las

células necréticas (Figura 12).482

[ ] AV+ PI-

AV+ Pl+

06
FL2-H:IP-FL2 LOGARITHMIC

FL1-H: Amnexina V LOGARITHMIC FL1-H: Amne: FLL-H: Amexina V L

0nM 100 nM 1000 nM 10000 nM

Figura 12: Las células HL60 fueron tratadas con Citarabina a las dosis indicadas
durante 24horas y posteriormente se realiz6 marcaje con anexina V (AV) y ioduro de

propicio (PI).

Reactivos:

Para el marcaje utilizamos el siguiente “kit”: human Annexin V-FITC (Bender
MedSystems™), que contiene Anexina, IP (20ug/ml) y tampdén de unién
(Hepes/NaOH, 10 mM, pH 74, NaCl, 140 mM, CaCl, 2,5 mM).

Procedimiento:

Para la deteccion de apoptosis se marcaron 1 x 10° células, control y
tratadas con cada farmaco a diferentes tiempos y dosis.

1. Recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos.

2. Lavar con D-PBS que contiene: CaCl ;, MgCl, (Gibco) y diluir en 200 ul
de tampdn de union.

3. Anadir 10pl de Anexina y 10 ul de IP e incubar durante 15 minutos a

temperatura ambiente y en oscuridad

Se adquirieron un total de 50.000 células en un citémetro de flujo
FACSCalibur utilizando el programa CellQuest™ (BD Biosciences). Para el analisis

fenotipico se utiliz6 el programa Paint A Gate-PRO™ (BD Biosciences) y el
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programa Infinicyt™ (Cytognos, Salamanca, Espana). Las células blasticas se
identificaron basandonos en las caracteristicas tipicas de dispersiéon de luz-
tamano celular (FSC, “forward scatter”) y complejidad interna (SSC, “side scatter”) al

tratarse de una poblacién pura.

4, 2. Estudios exvivo.

4.2. 1. Separacion de capamononuclear con Ficoll-Hypaque
La separacion por Ficoll-Hypaque se basa en una centrifugacién con
gradiente de densidad para separar las distintas células de la médula ésea o

sangre periférica.

Reactivos:

. Ficoll-Paque™ Plus. (Ameresham Biosciences)

. RPMI-1640.

. RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, 20% de suero bovino fetal y 100

U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina. (Invitrogen Corporation

(Gaithersburg, Md.).

Procedimiento:

1. Colocar cuidadosamente 4mL de sangre periférica (0 2mL de médula
6sea) sobre 8mL de Ficoll-Paque™ Plus (diluciéon 1:2 o 1:4 respectivamente)

2. Centrifugar 35minutos a 1800 r.p.m.

3. El sobrenadante tras la centrifugacién, contendrd plasma vy
plaquetas, mientras que el pellet contendra los granulocitos y hematies que han
pasado la capa de Ficoll. Conservar la capa de células que se ha depositado sobre

el reactivo de separacién, evitando su contacto con el Ficoll.
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4, 2, 2. Lisis de Hematies con Cloruro Amodnico

Reactivos:

. Tampon de lisis que contiene: EDTA, KHCO; y NH4Cl.

. RPMI-1640.

. RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, 20% de suero bovino fetal y 100

U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina. (Invitrogen Corporation
(Gaithersburg, Md.).

Procedimiento:

1. Mezclar 2 ml de la muestra de MO con 7 ml de tampdn de lisis y
mantener a 4°C durante 15 minutos.

2. Centrifugar a 300 g, durante 10 minutos a 4°C.

3. Lavar dos veces con RPMI-1640.

4, Cultivar en RPMI-1640 al 20% de SBF.

5. Plaguear 1.000.000 células en dos ml de medio en placas de 6
pocillos.
6. Anadir cada farmaco e incubar durante 18-48 horas, dependiendo

del farmaco a estudio.

7. Recoger las células y lavar con 1 ml de PBS.

4. 2. 3. Identificacion de las poblaciones de interés
Para diferenciar las células blasticas de otros tipos celulares, realizamos un

marcaje multiparamétrico basado en la combinacién de Anexina V-FITC y
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anticuerpos monoclonales (CD33, CD34 y CDA45). El uso de los tres primeros
permite la identificacién de los blastos mieloides, incluso diferenciando las
poblaciones mas maduras (CD33-/+; CD34-; CD45dim) de las mas inmaduras
(CD34+, CD45dim); CD45, junto con las caracteristicas de FSC/SSC, contribuye a la
identificacion de otras poblaciones hematopoyéticas, en la misma muestra
incluyendo linfocitos (CD45++, SSClow) y monocitos (CD45+, CD33++).

Esta técnica permite, mediante paneles adecuados, (ver apartado “paneles”),
la identificacion de cada poblacién celular presente en la muestra y el estudio
independiente de apoptosis sobre cada una de ellas, incluyendo a las células
precursoras CD34+ de muestras de enfermos con Leucemias Mieloblasticas o en
donantes sanos, incluso definiendo subpoblaciones dentro de las células

inmaduras (no comprometidas a linea, comprometidas a linea mieloide y a linea

|inf0ide) 320,483-487
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APG66789.001 APG66789.005
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?% & Blastos CD34+

0, o a
40% T T P T

— ARG86789.001 A7666789.005
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AP§6789.006
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APG66789.001 ARG66789.005

Annexin V-FITC

Figura 13: Medida de la apoptosis en células de pacientes.
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Reactivos:
Anexina V-FITC (Bender MedSystems).
Anti-HLA-DR-PE (BD Biosciences).
Anti-CD64-PE (Dako).
Anti-CD45-PerCP/Cy5 (BD Biosciences).
Anti-CD19-PerCP/Cy5 (BD Biosciences).
Anti-CD34-APC (BD Biosciences).
Anti-CD45-AmCyan (BD Biosciences).
Anti-CD38-AlexaFluor 700 (BD Biosciences).
Paneles:
AnexinaV-FITC/CD33-PE/CD45-PerCP-Cy5/CD34-APC;
AnexinaV-FITC /HLA-DR-PE/CD45-PerCP-Cy5/CD34-APC;
AnexinaV-FITC/CD64-PE/CD19-PerCP-Cy5/CD34-APC/CD45-AmCyan/CD38-
Allexa Fluor 700;
Procedimiento:
1. Recoger las células de las placas
2. Lavar con PBS Ca** Mg?*.
3. Preparar Binding buffer.
4. Anadir 10 pl de anticuerpo conjugado con PE, 8 ul de anticuerpo
conjugado con PerCP/Cy5, 5 ul de anticuerpo conjugado con APC, AmCyan
o Allexa Fluor700,y 5 pl de Anexina V-FITC.

5. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
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6. Lavar con PBS Ca** Mg?*.

7. Adquirir en citdbmetro.

5- Potencial de membrana mitocondrial

La disfuncion mitocondrial dentro del proceso apoptoético estd
frecuentemente asociada con la pérdida de potencial de la membrana
mitocondrial (PMM), que ocurre durante las primeras fases de la apoptosis.*8 48
Una técnica para medir alteraciones en la membrana es el marcaje con 3,3" di-
hexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6), que es un flourocromo catiénico que se
acumula en la mitocondria**° La disminucion del PMM se asocia con la
disminucién de la captacién de DIOC6. #9193

Reactivos:

. DiOC6 (3) (Molecular Probes).

Procedimiento:

1. Recoger y centrifugar 500.000 células a 300 g durante 3 minutos.

2. Lavar con PBS y resuspender en 200 pl.

3. Incubar con DiOCs 20 nM, durante 20 min, a 37°C, en oscuridad.

4. Lavar con PBS.

5. Anadir 10 ul de IP (20 pug/ml).

A continuacién se procedié a la medida del potencial mitocondrial
utilizando un citémetro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD
Biosciences). Para el andlisis de los datos se utilizé el programa Paint A Gate-PRO
(BD Biosciences) y el programa Infinicyt™ (Cytognos, Salamanca, Espafa). (Figura

14).
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M Diocé ()
l DiocC6 (+)

Figura 14: Anadlisis del potencial mitocondrial por citometria de flujo antes y

despuésdel tratamiento con bortezomib en lalinea celular HEL.

6- Fragmentacion de ADN en geles de

agarosa.

La apoptosis se caracteriza bioquimicamente por la rotura del ADN
gendmico en pequeiios fragmentos de unos 180pb. Se trata de un proceso
bastante temprano (anterior a la desintegracion de la membrana), irreversible y
generalizado, que conduce a la muerte celular. El estudio cualitativo de este
fendmeno se realiza al extraer el ADN de las células y observar el caracteristico
patron del ADN fragmentado, tras hacer una electroforesis en gel de agarosa.

Reactivos:

Tampodn de lisis (5 mM Tris-HCl pH 7,4, 20 mM EDTA, 0,5% Triton X-100).

TE (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, pH 8,0).

TBE (45 mM Tris, 45 mM acido bérico, 1 mM EDTA pH 8,0).

Bromuro de etidio (BrEt, 10 mg/ml).

Procedimiento:

1. Recogery lavar con PBS 2 x 10° células para cada tratamiento.
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2. Anadir tampén de lisis, y dejar a 4°C durante 20 minutos.
Centrifugar durante 15 minutos a 13000 g y a 4°C. En el
sobrenadante queda el ADN.

3. Extraccion del ADN con fenol-cloroformo-isoamilalcohol (25:24:1).

4. Precipitacién del ADN con 0.1 Volumenes de acetato sédico 3 M,
pH=7,y 2 Volimenes de etanol, durante 30 minutos. Centrifugar a
13.000 g, 10 minutos y a 4°C.

5. Lavar con etanol al 70%, centrifugar la muestra 10 minutos a 13.000
gy dejar secar.

6. Diluir el ADN en 40 ul de TE.

7. Incubar con ARNsa A (20 ug/ml) durante 30 minutos a 37°C antes de
analizar en un gel al 1.2 % agarosa-TBE.

Como control positivo en estos ensayos utilizamos Bortezomib, un

inhibidor del proteasoma, que induce fragmentacion de ADN.'®

7- Estudio del ciclo celular

La cuantificaciéon del contenido ADN permite determinar la distribuciéon de
una poblacién celular a lo largo de las distintas fases del ciclo celular. La
distribucién celular de una poblacién se analiza por citometria de flujo utilizando
colorantes de ADN que se unen a los acidos nucleicos de forma estequiométrica
incrementando su fluorescencia. La cantidad de colorante unido serd
proporcional a la cantidad de ADN, y por tanto la cantidad de fluorescencia

emitida es proporcional a la cantidad de ADN de cada célula.
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7.1.loduro de Propidio

El fluorocromo mads utilizado para este tipo de estudios es el ioduro de
propidio. Sus ventajas principales son la facilidad de uso, estabilidad y espectro
de absorcion/emision, que le hace valido para la mayoria de citdmetros de flujo.
Se excita con luz entorno a los 480 nm (para lo cual resulta valido un laser de
Argén-ién) y emite fluorescencia roja (620 nm). Las moléculas de ioduro de
propidio se intercalan entre los pares de bases de los acidos nucleicos, tanto del
ADN como del ARN, por lo cual es necesario eliminar éste ultimo por procesos
enzimaticos (RNAsa) si se quiere una determinacidon lo mas exacta posible de la
cantidad de ADN.**

Se sembraron 2 x 10° células (1 x 10° células/ml) para cada tratamiento en
placas de 6 pocillos.

Reactivos y procedimiento:

1. Recoger y centrifugar las células en tubos limpios a 300 g durante 3
minutos.
2. Lavar con PBS, y resuspender en 700 pl etanol frio al 70%, incubar

durante toda la noche a 4°C.

3. Lavar las células tres veces y resuspender en 1 ml de PBS.

4, Anadir 15 ug de ioduro de propidio (IP) y 0,5 mg de RNAsa A. Incubar
durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitacién y oscuridad.

A continuacién se procedié a la medida del ciclo celular utilizando un
citometro de flujo FACSCalibur y el programa CellQuest (BD Biosciences). Para el
analisis de los datos se utiliz6 el programa Paint A Gate-PRO™ (BD Biosciences) y

el programa Infinicyt™ (Cytognos, Salamanca, Espafia) (Figura 15).
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Figura 15: Ejemplo de estudio de ciclo celular con ioduro de propidio. Se utilizaron

células HEL en tercer pase.

7.1. DRAQ5™
DRAQ5™ en una sonda de reciente introduccién derivada de antraquinonas
que emite en el rojo lejano que presenta la particularidad de unirse al ADN de
células viables sin necesidad de permeabilizacién celular, por lo que no daha
antigenos de superficie, sin unirse al RNA.#9>4%7
Se sembraron 1 x 10° células (0,5 x 10° células/ml) para cada tratamiento en
placas de 6 pocillos.
Reactivos y procedimiento:
1. Recoger y centrifugar las células en tubos limpios a 300 g durante 3
minutos.
2. Lavar con PBS y resuspender, obteniendo una concentraciéon celular
menor de <4 x 10°/mL.
3. Anadir 5uL DRAQ5™ directamente al volumen final.
4. Incubar de 5-30 minutos en oscuridad.
A continuacién se procedié a la medida del ciclo celular utilizando un
citometro de flujo FACSCanto Il y el programa FACSDiva (BD Biosciences). Para el
analisis de los datos se utiliz6 el programa Infinicyt™ (Cytognos, Salamanca,

Espana) (Figura 15).
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8- Microarrays de RNA

Se analizaron los cambios inducidos por los diferentes farmacos en los
perfiles de expresién génica de las células blasticas al inicio de la muerte celular, y
por tanto, cuando las células todavia son viables y mantienen un ARN de buena
calidad. Para ello se realizaron estudios de tiempo-respuesta con Anexina /IP con
el fin de determinar las condiciones que inducian un minimo de apoptosis (15 %

de la fraccion viable de la muestra) con cada farmaco.

8.1. Extraccion del ARN total.

Se congelaron 107 células en 1 ml de Trizol® (Invitrogen Life Technologies,
Gaithersburg, MD) a -80°C. Posteriormente se procedio a la extraccion del ARN.

Reactivos y procedimiento:

1. Descongelar la muestra en un bafno a 37°C y homogeneizarla con

una jeringa con aguja de 0,5 mm.

2. Anadir 500 pl de isopropanol e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente.
3. Centrifugar a 13.000 g, durante 10 minutos a 4°C, lavar el sedimento

con 1 mldeetanol al 75% y centrifugar a 11.000 g durante 5 minutos a 4°C.
4, Eliminar el etanol, y dejar secar el ARN en hielo.

5. Disolver el ARN en 100 ul de H,O DEPC (Ambion).

8.2. Purificacion del ARN.
Con este proceso se pretende mejorar la calidad del ARN y asegurar una
mejor hibridacién sobre los microarrays de Affymetrix-. Se realiz6 mediante las

columnas “RNeasy- Mini”, (Qiagen, Valencia, CA).
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Reactivos y prodecimiento:

1. Anadir 350 pl de solucion RLT y mezclar.

2. Anadir 250 pl de etanol 100% y mezclar.

3. Pasar el volumen total a una columna de purificacion.
4, Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos.

5. Lavar con 500 ul de solucién RPE.

6. Centrifugar a 9.000 g durante 15 segundos.

7. Repetir el lavado con RPE.

8. Anadir 30 ul de agua DEPC, y pasar el ARN a un tubo nuevo.

8.3. Medida de la concentracion y calidad del ARN

La evaluacion de la integridad del ARN es un paso critico en los analisis de
la expresidon génica. Para medir la concentracion y al mismo tiempo valorar la
calidad del ARN, se utiliz6 el sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo
Alto, CA) con el kit “RNA 6000 Nano LabChip”, en el que se pueden medir hasta 12

muestras (1 pl por cada una) en un rango de concentracidon entre 25y 250 ng/pl.
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Figura 16: Cuantificacién de ARN y determinacién de su calidad.

Para cada muestra el bioanalizador calcula automaticamente la relacién
entre las areas de las bandas ribosomales 28S y 18S, que idealmente debe estar
entre 1,8 y 2,1. Este valor puede ser utilizado como un parametro de la calidad de
la muestra. La variacion de esta ratio puede indicar degradacion parcial de la
muestra o contaminaciéon de la misma. En los casos de completa degradacién las
bandas llegan a desaparecer.

Los picos mas diferenciados y de mayor tamafo se corresponden con las
fracciones ribosémicas 18S y 28S. La linea entre 29S y la fraccién 18S ha de ser
practicamente recta y los picos pequenos corresponden a pequefias moléculas de

ARN (Figura 16).

8.4. Sintesis de ADNc a partir del ARN total

En todos los casos se partié de 3 ug de ARN total. Se utilizd el kit de
Affymetrix: “One Cycle cDNA Synthesis”.

8.4.1. Sintesis de laprimera hebrade ADNCc:

Reactivos y procedimiento:

1. Mezclar en un tubo eppendorf la muestra (ARN) y el primer T7-(dT),4:
2. Incubar a 70°C durante 10 minutos.
3. Enfriar la reaccion en hielo durante 2 minutos.

4, Afnadir: 5X First Strand cDNA Buffer, DTT (0,1 M), dNTP mix (10 mM).
5. Incubar durante 2 minutos a 42°C.
6. Anadir 1.5 ul de SuperScript Il RT.

7. Mezclar bien los reactivos y e incubar durante 1 hora a 42°C.
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8.4.2. Sintesis de lasegundahebrade ADNc:

1. Enfriar la reaccién.

2. Anadir: H,0 DEPC, 5X Second Strand Reaction Buffer, dNTP mix (10
mM)

DNA Ligase (10 U/pl), DNA Polymerase | (10 U/ul), RNase H.

3. Mezclar bien, e incubar a 16°C durante 2 horas.

4, Anadir 2 ul (10 U/ul) de T4 DNA Polymerase.

5. Incubar 5 minutos mas a 16°C.

6. Anadir 10 ul de 0,5 M de EDTA.

8.4.3. Purificacion de ladoble hebrade ADNc:

Se realiza a temperatura ambiente.

PLG (Phase Lock Gels)-Extraccion con Fenol/Cloroformo:

En la purificacién con fenol/cloroformo, PLG forma una barrera inerte entre
las fases acuosa y orgdnica. A este gel, en alicuotas de 1,5 ml, se anaden la
muestra y el fenol/cloroformo.

1. Anadir el mismo volumen que el que tenemos de ADNc de
fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) a la muestra de ADNc y pasar al tubo
PLG.

2. Centrifugar el tubo de PLG a 13.000 g. durante 20-30 segundos, para
precipitar el gel.

3. Transferir todo el volumen a otro tubo de PLG.

4, No mezclar con vortex, este gel no debe llegar a ser parte de la

suspension. Centrifugar a 13.000 g durante 2 minutos.
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5. Transferir la fase acuosa que contiene el ADN a un tubo nuevo de
1,5 ml.

Precipitacion del ADN con etanol:

1. Anadir 0,5 volumenes de NH,AC 75 M y 2,5 volumenes de etanol
absoluto frio a la muestra y mezclar.

2. Centrifugar a 13.000 g durante 20 minutos a temperatura ambiente.

3. Eliminar el sobrenadante y lavar el sedimento dos veces con 0,5 ul
de etanol frio al 80%.

4, Centrifugar a 13.000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Dejar secar el ADN.

7. Resuspender en 12 ul de agua DEPC.

Comprobar la sintesis del ADNc en un gel de agarosa.

8.4.4. Gel agarosa.

Reactivos y procedimiento:

Disolver 0,8 gr de agarosa (MS-12: Pronadisa) en 50 ml de TBE (Tris base
0,004 M, acido bérico 0,001 M; EDTA 0,5 M; pH 8) con BrEt (0,5 mg/mL), para hacer

un gel al 1,6%.

8.5. Sintesis de ARNc marcado con biotina. Purificacion y fragmentacion.

Una vez que sintetizado el ADNc de doble cadena, se realizd una
transcripcién in vitro (IVT) y marcado fluorescente mediante el kit de Enzo®. El
resultado es una amplificacion lineal (entre 40-80 veces) del ARN.

8.5.1. Transcripcion “in vitro”: IVT.

Reactivos y procedimiento:
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1. Mezclar el ADNc con 10X HY Reaction Buffer, 10X Biotin Labeled

ribonucleotides, 10X DTT, 10X RNase Inhibitor Mix, 20X T7 RNA Polymerase.

2. Incubar a 37°C en un bafo durante 5 horas, mezclando cada 45
minutos.
3. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, seguir con el proceso

de purificacién como se ha descrito en el apartado 6.2.

8.5.2. Cuantificacion del ARNc:

La concentracién del ARNc se determina midiendo la absorbancia a 260 nm
(A260) en un espectrofotometro. Hay que tener en cuenta que la absorbancia de
una unidad a 260 nm se corresponde con 40 pg de ARN por ml. [ARN] (ug/ml) = 40
X Axo X factor de dilucion. La relacion entre los valores A,so/Ass0 debe ser
aproximadamente 2. Los rangos entre 1,65 — 2,2 también son aceptables, para
tener un ARN de buena calidad.

Comprobamos este ARNc en un gel de agarosa al 1%.

8.5.3. Fragmentacion del ARNc:

Posteriormente se procede a la fragmentacién de 25 ug de ARNc a 95°C con
MgCl, a 10 mM, en este proceso se obtienen fragmentos de ARNc entre 35y 200
pares de bases, que son los éptimos para la correcta hibridacion en los chips.

Affymetrix recomienda que el ARN utilizado en la fragmentacién debe estar
lo suficientemente concentrado (como minimo una concentracién de 0,6 ug/ul)
para mantener un volumen pequefio durante este proceso.

Reactivos y procedimiento:
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1. Anadir 2 ul del 5X Fragmentation Buffer 200 mM Tris-acetate pH 8,1,

500 mM KOAc, 150 mM MgOAc) por cada 8 ul de ARNc.

2. Incubar a 94°C durante 35 minutos. Enfriar en hielo después de la
incubacion.
3. Guardar una alicuota con al menos 1 ug de este ARNc fragmentado

para correr en un gel de agarosa.

8.6. Hibridacion, tincion y lavado de los arrays de Affymetrix®: Test3y HG-
U133Plus 2

Se hibridaron 15 ug del ARNc fragmentado, junto con los controles
internos de la transcripcion, hibridacion y marcaje en el array de Affymetrix®
durante 16 horas a 45°C con rotacién constante a 04 g. Después de la hibridacion,
se realizé la tincidn que incluye estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) (10 ug/ul) y
anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados (3 ug/ul). Tras las tinciones y lavados,
estos chips fueron escaneados con un “Agilent GeneArray Scanner Version
G2.500A", cada chip fue escaneado dos veces, durante 5 minutos cada vez y el
resultado se comprobé con el programa Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0, Affymetrix),
con el que también se realizaron los andlisis de las intensidades absolutas de
cada sonda.

8.6.1. Test 3:

Antes de la hibridacion de los chips humanos (HG-U133 Plus 2) se hibridan
los test, que proporcionan informacién sobre el estado del ARNc fragmentado.
Los chips comerciales tipo Test3 contienen Unicamente genes control, necesarios
para el proceso celular en un amplio rango de tipos celulares y tejidos, y cuya
expresion no depende del estado de desarrollo, fisico o patolégico de la célula,

como GAPDH y otros genes que no pertenecen al organismo en estudio.
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8.6.2. GeneChip Human Genome-U133 Plus 2
El protocolo de hibridacién del HG-U133 Plus 2 es igual al de hibridacion

del Test3. Se utilizan los 15 pg de ARN usados en la hibridacion del Test3.

8.7. Andlisis de los datos:

Los valores de expresion absolutos para cada sonda se calcularon
mediante el software MAS 5.0. En todos los casos se cumplian los criterios de una
hibridacién de buena calidad: Scaling factor (SF) menor de tres veces, es decir, el SF
mas elevado no superaba en 3 veces al mas bajo; proporcién entre la senal del
extremo 3" de GAPDH y el extremo 5 inferior a 2,5; y nimero de sondas presentes
en el chip superior al 40%.

Los andlisis comparativos se realizaron mediante el programa Dchip
(Harvard School of Public Heath and Dana-Farber Cancer Institute) y el software
Ingenuity Pathway Analisys (Ingenuity Systems, Redwood, CA). Los genes con
cambios de expresién superiores a 2 veces (FC: Fold Change) tanto en sentido
positivo como negativo se consideraron significativos.

Los colorgramas funcionales se realizaron con el “software” GeneCluster2

(Cancer genomics Group, Whitehead Institute for Biomedical Research).

9- Western Blot.

9.1. Obtencion de la fraccion proteica.
Para obtener la fraccién proteica total utilizamos 10’ células por
tratamiento (10° células/ml).

Reactivos:
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. Tampon de lisis: NaCl 140 mM, EDTA 10 mM, glicerina 10%, Nonidet
P-40 1%, Tris pH 8,0 20 mM, PMSF 1TmM, pepstatina 1 ug/ml, aprotinina 1 ug/ml,

leupeptina 1 ug/ml, sodio ortovanadato 1 mM.

Procedimiento:
1. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién con cada farmaco (de
1 a 48 horas), recoger y centrifugar a 300 g durante 3 minutos.
2. Lavar con PBS frio.
3. Anadir 800 pl de tampdn de lisis, centrifugacion a 15.000 g durante
10 minutos a 4°C.
4, El sobrenadante que contiene las proteinas se recoge y se conserva

a -20°C.

9.2. Cuantificacion protéica de los extractos celulares.

Se utilizé el método disenado por Bradford.

Reactivos:

. Bio-Rad Protein Assay.

. BSA (seroalbumina bovina)

Procedimiento:

1. Preparar alicuotas con BSA a 0, 100, 250, 500 y 750 pg/ml, para la
recta patron.

2. Diluir cada muestra en 1 ml de Bio-Rad Protein Assay.

3. Medir la absorbancia en el espectrofotometro, que es directamente

proporcional a la cantidad de proteina.
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9.3. Electroforesis en geles de acrilamida.

Los extractos una vez cuantificados, se utilizaron para realizar la
electroforesis.

La técnica llamada SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel
electrophoresis) permite separar las proteinas de una muestra en funcién de su
tamano, mediante la aplicacion de un campo eléctrico.

Reactivos:

. Acrilamida:Bisacrilamida.

. Tris-HCl pH 8,8, 1,5M.

. Tris-HCl pH 6,8, TM.

. TEMED

. APS (persulfato amoénico)

. Tampodn de carga: 200 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol,

0,05% azul de bromofenol y 5% f-mercaptoetanol.

. Tampoén electrodo 1X: 25mM Tris -HCl pH 8,3, 192 mM glicina y
0,1%SDS.

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

Procedimiento:

1. Los geles se prepararon segun Laemmli, a un determinado

porcentaje entre el 6 y 12% de acrilamida, en funcién del peso molecular de la
proteina.

2. Mezclar la muestra con tampén de carga y calentar 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.
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3. La electroforesis se realizé con tampdn de electrodo 1X, en cubetas
Mini-PROTEAN®IIl (Bio-Rad), o en cubetas grandes de tipo Sturdier, a voltaje

constante de hasta 120 V o0 200 V respectivamente.

9.4. Transferencia de proteinas a una membrana de PVDF.

Después de correr la electroforesis las proteinas fueron transferidas a
membranas de PVDF (Polivinilideno difluoruro).

Reactivos:

. Tampon de transferencia 1X: 20 mM Tris, 192 mM glicina, 0,02% SDS
y 10% metanol.

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

Procedimiento:

La transferencia se realiza a una corriente constante de 500 mA durante un

tiempo variable en funcién del grosor y porcentaje de acrilamida del gel.

9.5. Bloqueo, marcaje con anticuerpos y revelado.

Reactivos:

. Tampoén de bloqueo TBST-BSA (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
Tween 20 0,1%; BSA 1%, N3:Na 0.05%).

. Tampon de lavado TBST (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20
0,1%).

. Anticuerpos  primarios: Se especifican en los capitulos
correspondientes.

. Anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo-HRP e IgG anti-raton-HRP

(Amershan).
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. Solucién de revelado: TRIS 0,1 M pH: 9,35, Luminol, p-lodophenol,

H,O, (1 120.000)

Procedimiento:

1. Bloquear la membrana al menos durante una hora a temperatura
ambiente.

2. Incubar al menos 2 horas con el anticuerpo correspondiente diluido
en TBST.

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

4, Incubar con el correspondiente anticuerpo secundario, durante 30
minutos.

5. Lavar las membranas con TBST (3 lavados de 7 minutos).

6. Incubar 1 minuto con la soluciéon de revelado.

7. Revelar.

9.7. Extraccion proteica de las fracciones citosdlica, mitocondrial y nuclear.

Reactivos:

. Tampon de lisis de homogenizacion (LH): Hepes pH 7,5, 20 mM, Mg
Cl; 1,5 mM, KClI 10 mM, EDTA 1T mM, EGTA 1T 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.

Procedimiento:

1. Recoger y centrifugar las células (30 x 10 6 de células por
tratamiento (1 x 10 6 células/ml) a 300 g durante 3 minutos.

2. Lavar 2 veces con PBS frio y resuspender en 1.500 pl de tampén de
lisis de homogeneizacion.

3. Pasar las células por un homogeneizador manual 60 veces.

107



4. Centrifugar a 700 gdurante 10 minutos a 4°C.

5. Recoger el sobrenadante que contiene la fraccién citoplasmatica, (en
el botén celular quedan los nucleos).

6. Centrifugar a 10.000 g, durante 25 minutos a 4°C, el sedimento

contiene las mitocondrias que se resuspenden en 130 ul de LH.

7. Centrifugar el sobrenadante a 100.000 g, durante 1 hora a 4°C.

8. Recoger el sobrenadante que contiene la fraccién citosélica y anadir
1.300 pl de LH.

0. Los extractos se conservaron a -20 °C.
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CAPITULO 1: Bortezomib en LAM
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La via de ubiquitina-proteasoma juega un papel fundamental en la
homeostasis celular al actuar como uno de los reguladores claves de la
proliferacion y la apoptosis. La inhibicion de los proteasomas representa una
nueva modalidad de terapia antitumoral**® siendo el Bortezomib el primer
inhibidor de proteasomas que ha alcanzado la clinica. Los efectos antitumorales
de Bortezomib han sido demostrados in vitro e in vivo en varias patologias, como
el mieloma multiple,****% y otras enfermedades hematolégicas.>°'>% Ademas, el
Bortezomib puede potenciar el efecto antineoplasico de otros farmacos.>%*>% En
este capitulo presentamos el efecto y mecanismo de accién del Bortezomib en
lineas celulares y en células obtenidas de pacientes diagnosticados de Leucemia
Aguda Mieloblastica.

Bortezomib presenté una potente actividad antileucémica con
concentraciones inhibitorias minimas (IC50) menores de 50nM para las cuatro
lineas de LAM estudiadas, dichas concentraciones fueron sensiblemente menores
que las IC50 para los farmacos tradicionalmente empleados en el tratamiento de
las LAM como Doxorubicina, Citarabina y Fludarabina. En linea con los
experimentos en otras neoplasias, Bortezomib presenta un efecto sinergico con
quimioterapicos como la Citarabina y la Doxorubicina, con indices de
combinacién medidos por el método de Chou-Talalay menores de 1% A nivel de
mecanismo de accidon, Bortezomib provoca una parada en el ciclo celular en las
fases G2/M debido a aumento de niveles de p27 y una muerte por apoptosis por
vias dependientes e independientes de caspasas.

En los estudios ex vivo en muestras obtenidas de pacientes en el momento

del diagnoéstico de las LAM, Bortezomib fue eficaz, mostrando un claro efecto
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proapoptotico. Ademds, al analizar las distintas subpoblaciones de células
blasticas mediante antigenos de inmadurez y de madurez, y realizar un estudio de
muerte celular en ellas, se comprobdé como Bortezomib presenta una actividad
similar frente a las poblaciones blasticas mas inmaduras (definidas como CD34+)
como frente a las maduras, hecho que no ocurre con un agente clasico como la
Doxorubicina. Estos estudios sugieren que Bortezomib puede vencer la
resistencia a drogas asociada a fenotipos inmaduros. Los linfocitos normales
residuales de cada una de las muestras y cuatro muestras de medula 6sea fueron
usados como control para evaluar la posible toxicidad de Bortezomib, mostrando
baja induccidon de apoptosis en dichas poblaciones.

Como conclusién, Bortezomib es una farmaco que muestra un potente y
selectivo efecto antileucémico, por lo que seria un agente potencialmente util en
el tratamiento de las Leucemias Agudas Mieloblasticas, dicho papel debera ser

definido en ensayos clinicos.
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ABSTRACT

Background

Proteasome inhibition represents a promising novel anticancer therapy, and bortezomib is a
highly selective reversible inhibitor of the proteasome complex. Acute myeloid leukemia (AML)
is an immnunophenotypically heterogeneous group of diseases, with CD34" cases being asso-
ciated with drug resistance and poor outcome. We investigated the effects of bortezomib on the
growth and survival of AML cells.

Design and Methods
We studied the in vitro activity and mechanism of action of bortezomib on both cell lines and
fresh cells from 28 AML patients including CD34* and CD34- cases.

Results

Bortezomib showed potent anti-AML activity (ICso < 50 nM), which was greater than that of con-
ventional agents (doxorubicin, cytarabine and fludarabine). Moreover, synergistic effects were
observed when bortezomib was adminstered in combination with doxorubicin and cytarabine.
Mechanistically, bortezomib induced accumulation of cells in the Go/M phase, with up-regula-
tion of p27, together with cell death through an increase in the mitochondrial outer membrane
permeability involving caspase-dependent and -independent pathways. The apoptotic activity
of bortezomib on fresh CD34" blast cells from patients was similar to that observed on CD34-
blast cells. Importantly, bortezomib was significantly more active than doxorubicin in the imma-
ture CD34" cells, while there were no differences in its action on CD34- cells.

Conclusions

Bortezomib induces apoptosis in acute myeloid leukemia cells in vitro. Whether this drug might
be useful in the treatment of patients with acute myeloid leukemia can be established only in
ad hoc clinical trials.
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Introduction

The ubiquitin—proteasome pathway plays a funda-
mental role in cellular homeostasis as a critical regulator
of cell proliferation and apoptosis. For this reason, the
proteasome represents an attractive target for therapeu-
tic intervention in cancer patients,' and this is supported
by the results obtained in different malignancies with
the proteasome inhibitor bortezomib (Velcade®, former-
ly PS-341), which is a highly selective, reversible
inhibitor of the 26S subunit of the proteasome complex.’
Studies on the mechanism of action of bortezomib have
indicated that this drug stabilizes p21, p27 and p53, as
well as the pro-apoptotic Bid and Bax proteins, caveolin-
1 and IkB-a.** The last protein prevents activation of
NFkB-induced cell survival pathways in several cellular
systems, including a multiple myeloma model.” The
anticancer effects of bortezomib have been demonstrat-
ed in vitro and in vivo for different malignancies such as
multiple myeloma,”” adult T-cell leukemia,® melanoma,’
lung,®*" breast,” pancreatic,®" prostate,®'® ovarian,”
head and neck,'® and colon cancer.”” Moreover, several in
vitro experiments have also shown that bortezomib
enhances the antitumor properties of various antineo-
plastic drugs.””

Clinical investigations concerning the efficacy and
safety of bortezomib alone or in combination with
chemotherapy in multiple myeloma have been complet-
ed”” and bortezomib was approved in 2003 for the
treatment of relapsed and refractory multiple myelo-
ma.” More recently, bortezomib was also approved for
the treatment of mantle cell lymphoma. As far as con-
cerns acute myeloid leukemia (AML), three small clinical
trials have been conducted;** in two of them, borte-
zomib was combined with conventional agents,*" and
in one it was used as a single agent, but only modest and
transient antileukemic activity was observed.”

In spite of these data, there is little information on the
in vitro activity and mechanism of action of bortezomib
in AML to support its clinical use. This is important, par-
ticularly due to the heterogeneity of AML, including a
wide array of genetic lesions and immunophenotypic
profiles. The CD34 antigen identifies early progenitor
cells and, accordingly, AML can be divided into imma-
ture and mature forms (CD34" and CD34, respectively),
the former subset associated with drug resistance and
poorer outcome,”® as compared to the more mature
CD34  cases. Moreover, at relapse, blast cells usually dis-
play a more immature phenotype, as a reflection of drug
resistance.”” In fact, it has been suggested that the pres-
ence of an immature phenotype,™® together with age
and cytogenetics represent important prognostic factors
in AML.* On this background, we carried out a detailed
analysis of the in vitro activity and mechanism of action
of bortezomib on AML cells using both cell lines and
fresh cells from patients including CD34* and CD34"
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cases. In addition, we compared the activity of borte-
zomib with that of conventional agents used for the
treatment of AML.

Design and Methods

Reagents and immunochemicals

Cell culture media, serum and penicillin-streptomycin
were purchased from Invitrogen Corporation (Gaithers-
burg, MD, USA). Bortezomib (formerly known as PS-
341; Millenium Pharmaceutics Inc. Cambridge, MA,
USA) was dissolved in DMSO and stored at —20°C until
use. Doxorubicin, cytarabine (ara-C) and fludarabine
were purchased from Sigma (USA). Annexin V-FITC
was obtained from Becton Dickinson (San Diego, CA,
USA). Calpeptin and Z-VAD-FMK were from Cal-
biochem (San Diego, CA, USA). Other generic chemicals
were purchased from Sigma Chemical Co., Roche
Biochemicals (Mannheim, Germany), or Merck
(Darmstadt, Germany). The origins of the different
monoclonal antibodies employed in the western blot-
ting analyses were as follows: the anti-p21, anti-pErk,
anti-Erk1/2, and anti-caspase-3, were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-Apaf-1, anti-
caspase-8, anti-caspase-9, anti-AlF, anti-Bcl-X, anti-
PARP, anti-Bcl-2, anti-Cdk4 and anti-cyclin D1 antibod-
ies were from Becton Dickinson, anti-p53 antibody was
from Calbiochem Science, and the HRP-conjugated sec-
ondary antibodies were from Bio-Rad.

Cell lines: cell proliferation, cell cycle and apoptosis
assays

All AML cell lines (HEL, KG-1, MV4-11 and HL-60)
were cultured in RPMI 1640 containing 10% fetal-
bovine serum (Gibco), 2x10° M glutamine, 100 units/mL
penicillin and 100 e<g/mL streptomycin at 37°C in a
humidified atmosphere in the presence of 5% C0:-95%
air. HL60 cells were derived from a patient with FAB M2
AML, the HEL and KG-1 cell lines were derived from
patients with erythroid leukemia (FAB M6), while the
source of MV4-11 was a patient with myelomonocytic
leukemia (FAB M4). The proliferation of AML cells was
examined using MTT colorimetric assays as described
elsewhere.®* Pilot studies were conducted on all the
AML cell lines to optimize cell concentrations and incu-
bation times with the different drugs. Interactions
between bortezomib and other anti-AML drugs were
analyzed using the Calcusyn software program (Biosoft,
Ferguson, MO, USA). Data from cell viability assays
(MTT) are expressed as a fraction of cells with growth
affected (FA) in drug-treated versus untreated cells. This
program is based upon the Chou and Talalay method."*
For flow cytometric evaluation of apoptosis, 110° of
HEL cells were washed with phosphate-buffered saline
(PBS) and resuspended in binding buffer (10 mM
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Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl).
Cells were incubated with 5 pL of annexin-V-FITC for
15 min at room temperature in the dark, and then 10 pL
of propidium iodide (PI) were added.

To obtain a quantitative evaluation of the mitochondr-
ial transmembrane potential (=), cells were incubated
in PBS with 20 nM 3,3"-dihexyloxacarbocyanine iodide
[DiOC6(3)] (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands)
for 20 min at 37°C in the dark, washed with PBS and,
then, following addition of 10 pL PI (Calbiochem, San
Diego, CA, USA) underwent flow activated cell sorting
(FACS) on a FACScalibur flow cytometer (BD Bio-
sciences) and analysis with the Paint-a-gate program.

To analyze the cell cycle distribution, cells were made
permeable by the addition of 70% ethanol for 4 h at 4°C
and stained with PI in the presence of 5 pg/mL RNAse
(Sigma). Ten thousand events were acquired on a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences) and ana-
lyzed with the Paint-a-Gate program.

Western blotting

Cell lines were treated with 50 nM of Bortezomib and
were collected and centrifuged at 10,000 x g for 2 min.
The cells were then washed with PBS and lysed in ice-
cold lysis buffer (140 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10%
glycerol, 1% Nonidet P-40, 20 mM Tris (pH 7.0), 1 pM
pepstatin, 1 wg/mL aprotinin, 1 pg/mL leupeptin, 1 mM
sodium orthovanadate). Samples were centrifuged at
10,000 x g at 4°C for 10 min and supernatants were
transferred to new tubes.

Subcellular fractionation

HEL cells were harvested in isotonic mitochondrial
buffer (250 mM sucrose, 20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5
mM MgCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1
wM pepstatin, 1 pg/mL aprotinin, 1 pg/mL leupeptin, 1
mM sodium orthovanadate) and Dounce homogenized
by 60-70 strokes. Samples were transferred to Eppendorf
tubes and centrifuged at 770 x g for 10 min at 4°C to sep-
arate nuclei and unbroken cells. The resulting super-
natant was centrifuged at 10,000 x g for 25 min at 4°C to
obtain the mitochondrial pellet. The supernatant was
further centrifuged at 100,000 x g for 1 hour at 4°C to
yield the final soluble cytosolic fraction.

Patients’ samples and apoptosis assays

For cytometric analyses of apoptosis in bone marrow
(BM), cell subpopulations from 29 AML patients, exclud-
ing those with acute promyelocytic leukemia, were
obtained at diagnosis before any treatment. Both CD34"
and CD34 cells co-existed in nine cases. In seven cases, all
blast cells were CD34", while in the other 13 samples, they
were all CD34". Accordingly, a total of 16 samples had a
significant CD34" population, either as a pure population
or in a mixture, and in 22 samples a CD34" population was
identified and available for investigation of drug-induced
antitumor activity. The multiparametric flow cytometry
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analysis of the CD34 populations showed that in all cases,
these populations were inmunophenotypically more
mature cells based on the expression of different matura-
tion antigens (CD15, CD11b, CD64, CD14, CD65, cMPO,
CD45%). The average age of the patients was 64+12 years
(mean=SD). Cytogenetic information was available for 22
samples (7 complex karyotype or 11q23; 15 normal risk
karyotypes), the remaining seven patients had no mitoses.
According to the FAB classification, the distribution of
cases was as follows: two MO, (7%); eight M1, (28%); five
M2, (17%); four M4, (14%); eight M5 (28%); one M6,
(4%) and one case was considered not classifiable. Patients
were treated according to the Spanish Cooperative
PETHEMA group’s protocols LAM99 <65 (n=19), and
LAM99>65 (n=1), and 68% (n=14) of 20 evaluable patients
achieved morphological complete remission. The remain-
ing patients (n=9) were considered to have received only
supportive care, due to older age.

Mononuclear cells (MNC) were isolated by a Ficoll-
Hipaque density sedimentation and maintained in IMDM
containing 15% FCS; the percentage of blasts after purifi-
cation was 88+9%. To consider a MNC sample as valid,
it had to have less that 5% trypan blue-positive cells at
arrival at our laboratory, and, after incubation for 18 h
with drugs, there had to be less than 40% annexin V pos-
itive events in the control. In order to analyze the apop-
totic activity of bortezomib and to compare it with that
of doxorubicin and cytarabine, 1x10° BM cells were incu-
bated in six-well plates with bortezomib (50 nM), dox-
orubicin (1 wM) or cytarabine (1 wM), or without any
drug (control) for 18 h at 37 °C in a humidified atmos-
phere in the presence of 5% C02-95% air. The drug con-
centrations were selected based on the median plasma
levels achieved in patients for these drugs and our results
in cell lines. Subsequently, cells were incubated for 15 min
at room temperature in the dark with 5 pL annexin-V-
FITC (Bender MedSystems, Burlingame, CA, USA)
together with a combination of monoclonal antibodies:
anti-CD33-PE, anti-CD34-PerCP, anti-CD45-APC (BD
Biosciences). A total of 50,000 cells were acquired on a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences) and ana-
lyzed with the Paint-a-Gate program. Using quadruple
staining (annexin V/CD33/CD34/CD45), we were able to
identify and distinguish the most immature blast cell pop-
ulation (CD34*, CD45%") from the more mature blast cell
population (CD33, CD34) and normal residual lympho-
cytes (CD45", SSC®). The number of apoptotic cells was
measured in each cell population. The percentage of
apoptotic events was corrected according to the propor-
tion of apoptotic cells in the control tube (to which no
drug was added).

Statistical analysis

The percentage of apoptotic cells referred to the viable
fraction of cells, which was calculated using the control
tube, for normalization in order to reduce the variability
among samples. Induction of apoptosis (annexin V*
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Figure 1. Effect of bortezomib
on the proliferation of acute
myeloid leukemia cells. MTT
uptakes of acute myeloid
leukemia cell lines incubated
with different doses of borte-
zomib (A), doxorubicin (B),
cytarabine (C), and fludarabine
(D). Cells were plated at identi-
cal densities in 96-well dishes.
Bortezomib, doxorubicin,
cytarabine and fludarabine

10"

were added at the indicated
concentrations. MTT uptake
assays were performed 48
hours later as described in the
Design and Methods section.
The average proliferation val-
ues of control untreated sam-
ples were taken as 100%.
Data are represented as the
mean + SD of quadruplicates
of an experiment that was
repeated at least twice. (E)
Bortezomib (15 nM) was com-
bined with doxorubicin (250
nM), cytarabine (250 nM) or
fludarabine (250 nM) and 48
hours later, MTT assays were
done in HEL cells.
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events) was calculated on the total blast cell population,
CD34" blast cells, CD34 blast cells and normal residual
lymphocytes. Statistical analyses were performed using
the SPSS 11.0 statistical package.

Results

Activity of bortezomib in AML cell lines

To investigate the effect of bortezomib on the growth
and survival of AML cells, we first used MTT assays on
four different representative AML cell lines. Treatment
with increasing doses of bortezomib (0.1-100 nM) for 48
hours potently suppressed MTT uptake (Figure 1A), with
[Cso values between 5 nM and 10 nM for all four cell lines
used. Comparisons of the IC= values of bortezomib with
those of other drugs commonly used in AML indicated
that bortezomib was clearly more potent than doxoru-
bicin (Figure 1B), cytarabine (Figure 1C) and fludarabine
(Figure1D). MV4-11 was resistant to doxorubicin, and
the ICs value for doxorubicin for HEL, HL60 and KG-1
were 500 nM, 1 uM and 1 pM, respectively. All cell lines
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were resistant to pharmacological doses of cytarabine,
and cell growth inhibition was only observed with
micromolar concentrations. MV4-11 was resistant to flu-
darabine and growth inhibition appeared only at 10 uM,
while the ICs values for HEL and KG-1 were 500 nM,
and that for the HL60 cell line, 3 uM.

Bortezomib increases the action of doxorubicin
and cytarabine

In order to investigate whether bortezomib could
increase the activity of conventional drugs used in AML
treatment, HEL cells were treated with several combina-
tions of bortezomib and conventional drugs (doxoru-
bicin, fludarabine and cytarabine). For these experi-
ments, we used suboptimal doses of the compounds,
and evaluated their combined effect by MTT
absorbance assays, then analyzed the data using the
Calcusyn program. As shown in Figure 1E, bortezomib
was found to synergistically increase the anti-AML
effect of doxorubicin (CI: 0.17) and cytarabine (CI: 0.51).
However, bortezomib did not enhance the ability of flu-
darabine to inhibit the proliferation of HEL cells.
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Bortezomib provokes cell cycle arrest in AML cells

We next evaluated whether the reduced MTT uptake
observed in AML cell lines treated with bortezomib was
due to stimulation of cell death or cell cycle arrest. HEL
cells were cultured with bortezomib 50 nM for 0, 3, 6,
12, 18 and 24 hours and then cell cycle profile was ana-
lyzed by PI staining. As shown in Figure 2A, bortezomib
caused an increase in Go/M and a marked decrease in
Go/Gt and S phases in a time-dependent manner.
Analyses of several proteins implicated in cell cycle pro-
gression indicated that bortezomib decreased the levels
of pRb, but rapidly increased the levels of p27 and cyclin
E. Bortezomib also decreased the amount of kB, and
provoked a shift in the molecular weight towards a
faster migrating form, likely representing dephosphory-
lated or underphosphorylated IkB. No major changes in
p21, cyclin B, CDK2, CDK4, NF«B or p53 levels were
observed, except at longer incubation times after which
a decrease in most of these proteins was detected, prob-
ably due to massive protein degradation.

Bortezomib causes apoptosis in AML cells

We then investigated whether bortezomib caused
apoptotic cell death. A significant, time-dependent
induction of annexin V-positive cells was observed in
HEL-cells after treatment with bortezomib (Figure 3A).
Treatment with bortezomib also caused internucleoso-

files using propidium iodide staining. The table shows the
percentages of cells in the different phases of the cell
cycle. (B) HEL cells were treated with bortezomib (50 nM)
for the indicated times, and the expression of cell cycle-
related proteins was analyzed by western blotting. The
position of the Mr marker is shown at the right.

mal DNA fragmentation indicative of cell death (Figure
3B). As mitochondria appear to be organelles critically
involved in the triggering of apoptotic cell death, we
explored whether bortezomib altered mitochondrial
membrane potential (W=). Analysis of W= by the use of
the mitochondrial membrane potential probe DioCe(3)
showed a decrease in Wn in cells treated with borte-
zomib, suggesting that mitochondria were indeed affect-
ed in HEL cells treated with this compound (Figure 3C).

We next evaluated the biochemical parameters that are
affected upon apoptotic cell death. Apoptosis triggered
by bortezomib provoked cleavage of PARP, caspase-3,
caspase-8 and caspase-9, with the generation of active
low M cleaved fragments, (Figure 4A), suggesting that
bortezomib exerts its effect by activating both the intrin-
sic and extrinsic caspase pathways. To investigate the
importance of caspases in the anti-leukemic action of
bortezomib, the ability of the caspase-3 inhibitor Z-
VAD-FMK to rescue from cells from bortezomib-induced
death was evaluated. HEL cells were preincubated for 60
minutes with Z-VAD-EMK, then bortezomib was added,
and the incubation continued for 24 hours. As shown in
Figure 4B, preincubation with the caspase-3 inhibitor
blocked bortezomib-induced cell death. These results
indicate that bortezomib activated the caspase-depend-
ent apoptotic pathway, and that this activation was the
main executor of cell death caused by this compound in
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Figure 3. Bortezomib causes apoptotic cell death in an acute
myeloid leukemia cell line. (A) Time-course of the effect of borte-
zomib on HEL cells. Cells were plated in 6-well plates, treated with
bortezomib (10 nM), and 18 hours later, stained with annexin V-
FITC and propidium iodide. (B) Bortezomib provokes internucleo-
somal DNA fragmentation, HEL cells were treated with bortezomib
for the indicated times and DNA was isolated and analyzed by
agarose gel electrophoresis. The position of the Mr markers is
shown at the right. (C) Bortezomib induces A'Wm disruption. HEL
cells were treated with bortezomib (50 nM), and the AY¥Ym analy-
ses performed with [DiOCs®] by flow cytometry.

HEL cells. Loss of W= often reflects increases in mito-
chondrial outer membrane permeability. Bcl-2 family
members act as important regulators of mitochondrial
outer membrane permeability. Western blot analyses
indicated that bortezomib down-regulated the Bcl-2 fam-
ily member BCLX, but not BCL2, and slightly increased
MCL1 levels within the first 12 hours of treatment.
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Mitochondria Cytosol

(Figure 4C). The increase in mitochondrial outer mem-
brane permeability also favors the release of AIF, a medi-
ator of caspase-independent cell death.” Subcellular frac-
tionation of HEL cells treated for 18 hours with borte-
zomib showed that this drug caused a translocation of
AIF from the mitochondrial to the cytosolic fraction after
18 hours of treatment (Figure 4D).

Bortezomib induces apoptosis in CD34* and CD34-
cell populations from fresh AML samples

We used a multiparametric flow cytometry method to
discriminate blast cells from normal residual lympho-
cytes, and, more interestingly, to discriminate between
immature and more mature leukemic cell populations.
The average percentage of apoptosis induced by borte-
zomib in the total blast cell of the whole series of 28
patients was 48+22% (mean+SD). In 14 samples, borte-
zomib induced apoptosis in 250% of leukemic cells. In
12 samples, between 50 and 20% of leukemic cells
became apoptotic, and only in two samples was the
level of apoptotic leukemic cells less than 20%. The
apoptotic activity of bortezomib on CD34" blast cells
was similar to that observed in CD34 blast cells
(48+22% versus 57+27 %, p=0.86; Figure 5A)

Bortezomib induces apoptosis more efficiently than
doxorubicin and cytarabine in AML samples from
patients

In a set of seven samples from AML patients, cytara-
bine (mean apoptosis induction+SD: 10+6%) was
shown to be less cytotoxic than either bortezomib or
doxorubicin (37+16% and 21+14%, respectively). For
this reason, we decided to continue our experiments
using only doxorubicin as the reference drug. When the
effect of bortezomib was compared with that induced
by doxorubicin, using both drugs at their optimal con-

Figure 4. Effect of bortezomib on apoptotic
pathways. (A) HEL cells were treated with
bortezomib (50 nM) for the indicated times,
and the expression of PARP, caspase-3, cas-
pase-8 and caspase-9 proteins analyzed by
western blotting. GAPDH was used as the
loading control. (B) Effect of the pan-caspase
inhibitor, Z-VAD-FMK, on bortezomib-induced
cell death. HEL cells were plated and pre-treat-

& 4‘9 ed, where indicated, with Z-VAD-FMK (20 M)
& & for 60 minutes. Bortezomib (50 nM) was
o added to the corresponding samples, and the

experiment continued for 24 hours. MTT
absorbance tests were carried out as
described above. (C) The action of bortezomib
on the levels of Bcl-2, Bcl-X and MCL-1 pro-
teins. HEL cells were treated with bortezomib
(50 nM) for the indicated times, and cell
extracts were used for western blotting with
anti-Bcl-2, anti- Bcl-X or anti-MCL-1 antibodies.
(D) HEL cells were treated for the indicated
times with bortezomib (50 nM), and the sub-
cellular distribution of AIF in mitochondrial
and cytosolic fractions was analyzed by west-
ern blotting.
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percentage of apoptotic CD34* blast cells is higher for bortezomib-treated cells than for dox-
orubicin-treated cells (mean+SD: 48+22% versus 31+26%, p=0.002). (C) Bortezomib is less
toxic to normal residual lymphocytes. In 22 samples normal residual lymphocytes were iden-
tified and the percentage of apoptotic events induced by either bortezomib or doxorubicin

was measured (18+12% versus 27+22%, p=0.053).

centrations, we observed that doxorubicin was slightly
less cytotoxic on the total blast cell population (39+33%
versus 48+22%, p=0.30 data not shown). More interesting
was the difference between the two compounds’ activi-
ties on CD34" and CD34" blast cell subsets. Bortezomib
was significantly more active than doxorubicin in the
immature CD34" cells (48+22% versus 31+26%,
»=0.002). (Figure 5A) In contrast, the activity of the two
drugs on the CD34" subset did not differ significantly
(67+27 % versus 47+35%, p=0.17). Considering paired
samples from single cases, we observed that the effect of
bortezomib on CD34" cells was greater than that of dox-
orubicin, suggesting that bortezomib may overcome
drug resistance associated with the immature phenotype
(Figure 5B).

Bortezomib is less toxic than doxorubicin to normal
residual lymphocytes

Within the same samples we analyzed the toxicity to
residual normal lymphocytes. Our results demonstrate

that bortezomib is highly specific for leukemic cells,
since the toxicity to residual normal lymphocytes was
low (18+12%). Moreover, this toxicity was lower than
that observed for doxorubicin (Figure 5C). Finally, we
analyzed the toxicity of bortezomib against normal
CD34" cells from four normal bone marrow samples,
and found that bortezomib is highly specific for CD34
leukemic cells, since toxicity to normal CD34" cells was
low (6+5.2%, data not shown).

Discussion

Nearly 80% of patients with AML achieve a com-
plete remission with induction chemotherapy.
However, a high proportion relapse, and eventually die
of their disease."* Recent studies have shown that pro-
teasome inhibitors represent a valuable novel anti-
cancer therapy. These agents inhibit the degradation of
multiubiquitinated target proteins, i.e., cell cycle regu-
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latory proteins such as cyclins and cyclin-dependent
kinase inhibitors, and regulate cell cycle progression.*
Bortezomib is the first proteasome inhibitor that has
been introduced into clinical practice for the treatment
of relapsed multiple myeloma,*”*¥* and active clinical
investigation is ongoing in other malignancies.”* In
this study we provide the framework for more inten-
sive clinical investigation of bortezomib in AML. MTT
uptake experiments on AML cell lines, sensitive and
resistant to conventional chemotherapeutic agents,
indicate that bortezomib is efficient at concentrations
in the low nanomolar range, within pharmacologically
achievable doses. Moreover, the in wvitro activity of
bortezomib appears to be clearly superior to that of
conventional agents currently used for AML treatment
such as doxorubicin, cytarabine and fludarabine. In
addition, bortezomib showed a synergistic effect with
doxorubicin and cytarabine against AML cells. This
may be important since both conventional agents rep-
resent the backbone of AML treatment. Our studies on
the mechanism of action of bortezomib indicate that
this compound affects several pathways involved in the
control of cell cycle progression and apoptosis. In HEL
cells, bortezomib caused a progressive accumulation of
cells in G2/M with a decrease in the percentages of cells
in Go/G1 and S phases. Induction of G2/M arrest has pre-
viously been shown to occur in multiple myeloma,™
non-small cell lung cancer,""" and ovarian cancer"” cells
treated with bortezomib. Western blotting analyses
indicated changes in the amounts of pRb, p27 and
cyclin E. Furthermore, increased p27 levels have been
reported in multiple myeloma cells® as well as in ovari-
an cancer cells” following treatment with bortezomib.
In addition to its effect on the cell cycle, bortezomib
provoked cell death, as shown by annexin V positivity,
loss of mitochondrial membrane potential, and DNA
fragmentation. Analyses of the effect of bortezomib on
AML cells indicated that this compound caused cleav-
age of the initiator caspases -8 and -9, effector caspase-
3; and PARP. The cleavage of caspase-3 and PARP is
consistent with results obtained in other types of tumor
cells®*""" treated with comparable exposure to borte-
zomib. Moreover, pretreatment with Z-VAD-FMK
blocked bortezomib-induced cell death suggesting that
the caspase-dependent apoptotic pathway is the main
executor of cell death caused by this compound. In line
with our observations, Hideshima et al.* also showed
that caspase inhibitors were able to prevent borte-
zomib-induced apoptosis in multiple myeloma cells.
The progressive loss of mitochondrial membrane
potential reflected an increase in the permeability of
the outer mitochondrial membrane, which allowed
release of pro-apoptotic proteins, such as AIE The
release of AIF is facilitated by decreased levels of Bcl-2
family members, which have been shown to regulate
mitochondrial outer membrane permeability.*”
Western blot analyses indicated that bortezomib
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caused translocation of AIF from the mitochondrial to
cytosolic fraction and down-regulated the antiapoptot-
ic Bcl-2 family member Bcl-X. To the best of our
knowledge, the contribution of AIF to bortezomib-
induced cell death has not been previously reported. As
AIF has been involved in caspase-independent cell
death, our data both suggest a dual apoptotic mecha-
nism induced by bortezomib in AML cells, involving
both caspase-dependent and -independent pathways.

Finally, we had the opportunity to analyze the effect
of bortezomib (compared to doxorubicin) on fresh cells
obtained from a cohort of AML patients. As mentioned
in the Design and Methods section, by using an appropri-
ate triple antigen combination plus simultaneous stain-
ing with annexin V we were able to separate the blast
cell population from the residual normal hematopoietic
cells and to assess the proportion of apoptotic cells
induced by the drug in each cell population. Moreover,
even in cases with co-existence of CD34" and CD34
blast cells, our immunophenotypic approach clearly
discriminated these two blast cell populations and
enabled subsequent measurement of apoptosis induced
in each subset. For this study, we used doxorubicin as a
reference drug since it is a cornerstone of the treatment
of AML. As observed in the cell lines, bortezomib
showed greater antitumor activity than doxorubicin on
patients’ fresh blast cells, although the difference did
not reach statistical significance. Interestingly, howev-
er, differences emerged when the CD34" and CD34
blast cell subsets were analyzed separately. Thus, while
bortezomib had a similar pro-apoptotic effect on both
cell populations, doxorubicin showed greater activity
on the more mature cells (CD34). Moreover, borte-
zomib was significantly more active than doxorubicin
on immature CD34" blast cells. This finding supports
the belief that bortezomib could overcome the drug
resistance associated with the immature phenotype.*
Moreover, since the cell subset most commonly respon-
sible for relapses is the CD34"subset, bortezomib may
represent an ideal drug for the eradication of minimal
residual disease, which is currently the major therapeu-
tic challenge in the treatment of AML. Finally, we
observed that the antileukemic effect of bortezomib
was selective, since the toxicity to normal residual lym-
phocytes was low. Similarly, proteasome inhibition
specifically provoked apoptosis in CD347/CD387/
CD123" cells (leukemic stem cells) without significant
toxicity to normal hematopoietic stem cells.”®”

In summary our study indicates that bortezomib has
marked in vitro activity in both AML cell lines and fresh
blast cells obtained from patients. Moreover, the simi-
lar antileukemic effect of bortezomib on CD34" and
CD34" AML cells suggests that this agent may over-
come the drug resistance associated with the immature
CD34" phenotype. Collectively, these data open new
pathways for the clinical development of bortezomib
in the treatment of AML, and may add this already



approved drug to the therapeutic armamentarium
against AML. For more than 30 years very few novel

Bortezomib in acute myeloid leukemia

agents have been introduced to treat AML,” and yet

many patients continue to relapse due to the persist-
ence of residual resistant leukemic cells. Our data clear-
ly support that further clinical investigation of borte-
zomib, particularly in combination with conventional

agents, is warranted.
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CAPITULO 2: Panobinostat y

Doxorrubicina en LAM
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La deregulacién epigenética es un fenémeno clave dentro de la patogenia
de las leucemias mieloblasticas, lo que resulta en la transcripcion aberrante de
genes implicados en el la proliferacién, diferenciacion y muerte celular?™ La
acetilacion de histonas es un mecanismo de regulacién epigenética que esta
mediado por la actividad de las Histona Acetil Transferasas (HATs) y las Histona
DeAcetilasas (HDACs)#**® 5" El delicado equilibrio presente en las células
normales,”'? se ve roto en las LAM debido a distintos mecanismos.**® 31" 513
Panobinostat (LBH589) es un nuevo inhibidor pan-acetilasa de la clase de
compuestos de CAH (Cinnamic acid hydroxamate) que ha demostrado actividad
en modelos preclinicos de distintas neoplasias y se encuentra en fase de
investigacion clinica. 463514515

En este capitulo se presenta la evaluacién de los efectos de Panobinostat
en monoterapia y en combinacidon con agentes convencionales en el tratamiento
de la LAM. Panobinostat presenta un alto efecto antileucémico, tanto en lineas
celulares como en muestras obtenidas de pacientes en el momento del
diagnéstico de la LAM, incluso a concentraciones menores que farmacos
convencionales como doxorubicina, citarabina y fludarabina, con una ICso en el
rango nanomolar bajo, mientras que no se observa un efecto téxico sobre los
linfocitos residuales de la muestra. Mas importante, Panobinostat presenta un
claro efecto sinérgico con citarabina y, especialmente, con doxorubicina. Debido
este potente efecto sinérgico, se decidié explorar en profundidad el mecanismo
de accidon de Panobinostat y doxorubicina. La combinacidon afecta a varias rutas
implicadas en el control de la progresion en ciclo celular, ademas de rutas

implicadas en apoptosis y en reparacion de dano al ADN. A nivel de expresién
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génica, un gran numero de genes (588) aparecieron deregulados solamente en la
combinaciéon de Panobinostat y doxorubicina, sin estar afectados por ninguno de
los dos farmacos de forma independiente, lo que implica que esta desregulacion
gendmica no es debida al efecto individual de Panobinostat y doxorubicina, si no
a mecanismos singulares generados por el sinergismo entre ambos farmacos. La
combinacion de panobinostat y doxorubicina provoca muerte celular mediante
un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que se
acompana de aumento de las proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bax,
junto con apoptosis dependiente de caspasas. La importancia de la activacion de
caspasas fue evaluada con el uso de un inhibidor (Z-VAD-FMK) que fue capaz de
evitar la muerte dependiente de caspasas. Ademas de los efectos anteriormente
descritos, la combinacién de Panobinostat y Doxorubicina provoca un dafo
directo al ADN, posiblemente secundario a roturas de doble hebra.

En resumen, Panobinostat presenta un potente efecto antileucémico, que
es sinérgico con farmacos clasicamente usados en el tratamiento de las LAM. El
mecanismo de accion de su combinacion con doxorubicina es multiple,
implicando deregulacion del ciclo celular, dafo al ADN e induccion de vias
apoptéticas dependientes e independientes de caspasas. El papel real del
Panobinostat en el tratamiento de las LAM, dado su favorable perfil preclinico,

debera de ser confirmado en ensayos clinicos.
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The synergy of panobinostat plus doxorubicin in acute myeloid leukemia suggests a role
for HDAC inhibitors in the control of DNA repair
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Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disorder characterized
by the accumulation of myeloid blasts in the bone marrow.
Here, we report the effects of the novel histone deacetylase
inhibitor panobinostat (LBH589) in combination with doxo-
rubicin on AML cells. Panobinostat exhibited potent anti-
AML activity in all AML cell lines tested and in primary AML
cells from patients (IC5o<20nm). In addition, panobinostat
potentiated the action of several standard-of-care anti-AML
compounds, particularly, doxorubicin. The molecular effects
induced by panobinostat and doxorubicin treatment were
investigated by analyzing gene expression, cell cycle, apopto-
sis and signaling pathways. Analyses of gene expression
profiles identified 588 genes whose expression was exclusively
affected by the combination of panobinostat and doxorubicin.
The combination induced AML cell death by an increase in the
mitochondrial outer membrane permeability and release of
cytochrome c¢ from the mitochondria, resulting in caspase-
dependent apoptosis and accompanied by the upregulation of
Bax, Bak and, particularly, Bad. The drug combination
provoked a strong activation of a DNA damage response,
indicating that this combination may trigger cell death by a
mechanism that induced DNA double-strand breaks. These data
indicate that the combination of panobinostat and doxorubicin
may be an effective therapy for the treatment of AML.
Leukemia advance online publication, 8 October 2009; doi:10.1038/
leu.2009.182

Keywords: panobinostat; LBH589; acute myeloid leukemia; HDAC
inhibitor; apoptosis; doxorubicin

Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous, clonal
disorder of hematopoietic progenitor cells that lose the ability to
normally differentiate and to respond to regulators of prolifera-
tion." Although important advances have been made in the
knowledge of the pathophysiologic bases of this disease, the
treatment of AML has remained largely unchanged for more
than 30 years.” Thus the identification of novel drugs for the
treatment of AML is a significant unmet need, as 20-40% of
patients do not respond to initial chemotherapy, and approxi-
mately 50% of responding patients will eventually relapse.’?
Epigenetic deregulation is a key feature in the pathophysio-
logy of AML, resulting in aberrant transcription of genes
involved in cell growth, proliferation, differentiation and
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apoptosis.* Histone acetylation is a major epigenetic mechanism
for the regulation of gene expression and is maintained by the
activities of histone deacetylases (HDACs) and histone acetyl-
transferases (HATs). Rather, in normal cells, there is a balance
between the activities of HDACs and HATs.>® In leukemic cells,
this balance is disrupted by mechanisms that include chromo-
somal translocations, which promote oncogenesis by recruit-
ment of HDAC activities, as well as aberrant expression of
HDAC or HAT enzymes.”® These events lead to altered levels
and patterns of histone acetylation and deacetylation that alter
normal gene expression.”® A prominent example of an HDAC-
associated translocation in leukemogenesis is the t(8;21) that
results in the fusion protein AMLT-ETO. AML1-ETO combines
the DNA-binding activities of a critical regulator of hemato-
poiesis with the HDAC-recruiting capabilities of a co-repressor
to generate dominant-negative inhibitors of AML1-responsive
promoters, resulting in the silencing of genes involved in
myeloid differentiation.”

Given the epigenetic deregulation observed in AML patho-
genesis, agents such as histone deacetylase inhibitors (HDACi)
and DNA methyltransferase inhibitors are in clinical develop-
ment for AML treatment. HDACi have not only been classically
proposed to restore the balance of histone acetylation and
regulation of gene expression but also to target many other non-
histone HDAC substrates involved in the regulation of multiple
cellular functions, including cell cycle, cell proliferation and
cell death. In transformed cells, HDACi have been shown to
induce growth arrest, activation of the extrinsic and/or intrinsic
apoptotic pathways, autophagic cell death, reactive-oxygen-
species-induced cell death, mitotic cell death and senes-
cence.”'® HDACi have shown particular efficacy in hematolo-
gic malignancies, and the hydroxamic acid (vorinostat, SAHA) is
the first to be approved by the US Food and Drug Administration
for the treatment of cutaneous T-cell lymphoma. Vorinostat and
other HDACi have been already tested in phase I/l trials in
patients with refractory acute leukemias."’

Attempts to improve HDACi potency led to the development
of a novel class of cinnamic acid hydroxamate compounds,
being panobinostat (LBH589), a prominent example of this
group of agents. Panobinostat has shown strong preclinical
activity in several preclinical cancer models,'*'* and is
currently in clinical trials for a number of hematologic
malignancies, including lymphomas, leukemias and myelodys-
plastic syndromes.

In the present study, we have investigated the in vitro anti-
AML activities of panobinostat alone and in combination with
other agents. Our results demonstrate that panobinostat has
potent activity against AML cell lines and primary AML cells
from patients. Owing to the large body of evidence indicating
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that combination treatments often result in an increased efficacy
in AML, we investigated potential synergy of panobinostat with
well-established anti-AML agents that are currently in the clinic.
A significant level of synergy in combination with doxorubicin
was observed. Moreover, the combination of panobinostat and
doxorubicin was found to affect the expression of a significant
number of genes, which were unaffected by either of the two
compounds as single agents. These data have been the bases
for a clinical trial that will test this combination in refractory
AML patients.

Materials and methods

Reagents and immunochemicals

Cell culture media, serum and penicillin-streptomycin were
from Invitrogen Corporation (Gaithersburg, MD, USA). Panobi-
nostat was provided by Novartis Pharmaceuticals (East Hannover,
NJ, USA). Doxorubicin, daunorubicin, cytarabine (Ara-C) and
fludarabine were purchased from Sigma Chemical (Madrid,
Spain). Bortezomib was obtained from Millennium Pharmaceu-
ticals (Cambridge, MA, USA). Annexin V-FITC was obtained
from BD Biosciences (San Diego, CA, USA). Z-VAD-FMK,
Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK, SB203580 and SP600125 were from
Calbiochem (San Diego, CA, USA). Other generic chemicals
were purchased from Sigma Chemical, Roche Biochemicals
(Mannheim, Germany) or Merck (Darmstadt, Germany).

The origins of the different monoclonal antibodies used in the
western blotting analyses were as follows: anti-Bcl-2, anti-Mcl-1
and anti-Bak were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA); anti-p-Histone H4, anti-p-H2AX, anti-p53, anti-Bcl-X,
anti-Bad, anti-Bax, anti-PARP, anti-caspase-3, anti-caspase-7,
anti-caspase-8, anti-caspase-9, anti-p-p38, anti-p38, anti-pATM,
anti-pCHK1, anti-pCHK2, anti-RAD51 and anti-RAD54B were
from Cell Signaling (Boston, MA, USA); the anti-cytochrome
c was from BD Biosciences. The horseradish-peroxidase-
conjugated secondary antibodies were from Amersham
(Buckinghamshire, UK).

Cell culture

All AML cell lines (HEL, HL60, KG-1 and MV4-11) were
cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
C0O»,-95% air. HL60 was derived from a French—-American—
British (FAB) M2 AML patient; HEL derived from an FAB M6
AML patient and carried an activating mutation of JAK2; MV4-
11 was derived from an FAB M4 AML patient and carried an
mixed-lineage leukemia rearrangement and an FLT3-internal
tandem duplication (ITD); KG-1 was derived from a patient
diagnosed of a blastic crisis of an MPD and carried a
rearrangement of FGFR1. Cell lines and cells obtained from
AML patients were cultured in RPMI 1640 medium with
L-glutamine and supplemented with antibiotics (penicillin at
100 U/ml, streptomycin at 100 ug/ml) and 10% fetal bovine
serum (FBS) for cell lines or 20% FBS for patient cells. The
source of the AML cell lines was described previously.'”

Cell proliferation, cell cycle and apoptosis assays

The proliferation of AML cells was examined using 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
colorimetric assays, as described.'® For cytometric evaluation
of apoptosis in AML cell lines, we washed 1 x 10° HEL cells
with phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in
binding buffer (10 mm HEPES/NaOH (pH 7.4), 140 mm NaCl,
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2.5mm CaCl,). Cells were incubated with 5ul of Annexin
V-FITC for 10 min in the dark at room temperature, followed by
addition of 10 ul propidium iodide (PI; Calbiochem).

To qualitatively evaluate the mitochondrial transmembrane
potential (A¥,), we incubated cells in PBS with 20nm
3,3-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC¢@3); Molecular
Probes, Leiden, the Netherlands) for 20min at 37°C and
washed with PBS, followed by addition of 10 pl PI (Calbiochem)
and fluorescence-activated cell sorting analysis."?

Evaluation of the potential synergism of panobinostat
with other compounds

HEL cells were treated for 24 and 48 h with increasing doses of
panobinostat and doxorubicin as indicated. Cell viability was
analyzed by MTT assay. The potency of the combination was
quantified with the Calcusyn software (Biosoft, Ferguson, MO,
USA), which is based on the Chou-Talalay method'® that
calculates a combination index (Cl) with the following
interpretation: Cl>1, antagonistic effect; Cl=1, additivity;
Cl<1, synergistic effect.

Ex vivo experiments in freshly isolated AML cells

The cytometric analyses of apoptosis have been described
elsewhere.'” Briefly, bone marrow (BM) cells were obtained
from six AML patients at diagnosis before any treatment, 1 x 10°
BM cells were incubated in six-well plates with panobinostat
(10nMm), doxorubicin (500 n™m), both, or without any drug
(control) for 18 h at 37 °C in a humidified atmosphere with 5%
CO,-95% air. The drug concentrations were selected based on
the median plasma levels achieved in patients for these drugs
and our own results of cell lines. Using quadruple staining
(Annexin V-FITC/CD33-PE/CD45-PerCP/CD34-APC), we were
able to identify and distinguish the blast cell population
(CD34—/+, CD33—/4, CD45dim) from the normal residual
lymphocytes (CD45+, SSClo) and quantify the number of
apoptotic cells in each cell population. The percentage
of apoptotic events was adjusted according to the proportion
of apoptotic cells in the control group. Statistical significance
between the combination and each drug in monotherapy was
analyzed by using the Mann-Whitney U-test.

Microarray RNA analyses

HEL cells were treated with panobinostat (10 nm) or doxorubicin
(500 nMm) for 24 h and with the combination for 12 h. Total RNA
was extracted using Trizol reagent from Life Technologies,
(Rockville, MD, USA) and purified with RNAeasy Mini kit from
Qiagen (Valencia, CA, USA). RNA integrity was verified with the
Agilent 2100 Bioanalyzer from Agilent (Santa Clara, CA, USA).
Double-stranded cDNA and biotinylated cRNA were synthe-
sized with T7-polyT primer and the BioArray RNA labeling kit
from Enzo (New York, NY, USA), respectively. Labeled RNA
was fragmented and hybridized to Affymetrix HG-U133 Plus 2.0
GeneChip oligonucleotide arrays from Affymetrix (Santa Clara,
CA, USA), which were scanned in a GeneArray scanner and
analyzed using the DNA-Chip Analyzer software from DChip
(Boston, MA, USA). Changes in expression greater than twofold
were considered significant.

Western blotting

Cells were collected and centrifuged at 10000 g for 2 min. Cells
were washed with PBS and lysed in ice-cold lysis buffer (140 mm
NaCl, T0mm EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40, 20 mm
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Tris (pH 7.0), 1um pepstatin, 1pg/ml aprotinin, 1 pg/ml
leupeptin, 1mM sodium orthovanadate). Western blotting
analyses were performed as described previously.'?

Subcellular fractionation

HEL cells were harvested in isotonic mitochondrial buffer'?
(250 mMm sucrose, 20mm HEPES, 10mm KCI, 1.5 mm MgCl,,
1Tmm EDTA, Tmm EGTA, Tmm DTT, 1uM pepstatin, 1 pg/ml
aprotinin, 1 ug/ml leupeptin, T mm sodium orthovanadate) and
Dounce homogenized by 60-70 strokes. Samples were
transferred to Eppendorf tubes and centrifuged at 770g for
10min at 4°C to separate nuclei and unbroken cells. The
resulting supernatant was centrifuged at 10000 g for 25 min at
4°C to obtain the mitochondrial pellet. The supernatant was
further centrifuged at 100000 g for 1h at 4 °C to yield the final
soluble cytosolic fraction.

Results

Panobinostat induces histone acetylation in AML cells

To verify whether panobinostat induces hyperacetylation of
histones in AML, we treated HEL cells with different concentra-
tions for 24 h and with panobinostat (100 nm) for different times,
and acetylation of histone H4 was analyzed by western blotting.
HEL cells exhibited a progressive increase in histone H4
acetylation correlating with panobinostat dose (Figure 1a) and
length of treatment (Figure 1b).

Action of panobinostat in AML cells

We assessed the biologic effect of panobinostat on AML cells by
using MTT assays on four different representative AML cell lines:
HEL, HL60, KG1 and MV4-11. Treatment with increasing doses
of panobinostat (1-1000 nm) for 48 h suppressed MTT metabo-
lization, indicating potent inhibition of cell proliferation and
viability (Figure 1c). ICsq values for panobinostat in these cell
lines were 9nm (HEL), 7nm (HL60), 17nm (KG1) and 6 nm
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(MV4-11). Comparison of these 1Cso values for panobinostat
with those of other compounds commonly used in AML treat-
ment indicated that panobinostat was more potent than Ara-C,
fludarabine, doxorubicin and bortezomib (IC5q =740, 362, 220
and 14 nM, respectively, for HEL cells; data not shown).

Synergy of panobinostat with doxorubicin in AML
To investigate whether panobinostat could potentiate the
activity of other anti-AML agents, we treated HEL cells with
combinations of panobinostat and four other compounds;
Ara-C, fludarabine, doxorubicin and bortezomib (Figure 2a).
As shown in Figure 2a, the combination of panobinostat with
Ara-C, fludarabine or bortezomib was found to further decrease
AML cell viability, compared with single-agent treatment.
However, especially significant effects were observed in
combination with doxorubicin. This potentiation was also
explored using daunorubicin, another anthracycline which is
commonly used in the treatment of AML, displaying similar
results as those shown with doxorubicin (Supplementary data).
To verify whether panobinostat was able to increase the effect of
doxorubicin in other AML cell lines (including cell lines partially
resistant to doxorubicin), we tested the effect of the combination
on the viability of HEL, HL60, KG1 and MV4-11 cell lines for
treatment periods of 24 and 48 h. As shown in Figure 2b, the
combination of panobinostat and doxorubicin resulted in
significant growth inhibition of all cell lines tested, compared
to that seen with single-agent treatment. The CI values for the
combination consistently indicated significant synergy, as
defined by Cl<1, ranging from 0.05 to 0.53 in HEL; 0.11 to
0.26 in HL60; 0.04 to 0.09 in KG1 and 0.21 to 1.66 in MV4-11
after 24 h (Table 1). In the MV4-11 cell line, the CI range value
decreased up to 0.17-0.41 after 48h of treatment (data not
shown). The effects of sequential drug treatment were also
explored, showing similar results when panobinostat
and doxorubicin were administered sequentially, rather than
simultaneously (data not shown).

The effects of panobinostat with doxorubicin on primary
leukemic cells were assessed on cells from six AML patients. As

b [Panobinostat], nM

0 5 10 50 100 M, kDa
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Figure 1

Effect of panobinostat on acetylation of histone H4 in acute myeloid leukemia (AML) cells and on the proliferation of AML cells.

(a) Effects of panobinostat on histone H4 acetylation in AML cells. HEL cells were treated for the indicated times with panobinostat (100 nm), and
doses for 24 h with panobinostat (b), and acetylation of histone H4 was detected by western blotting with anti-acetyl-histone H4 antibody. Anti-
tubulin detection is shown as a loading control. (c) Dose effect of panobinostat on HEL, HL60, KG1 and MV4-11 cells. Cells were plated at
identical densities in 48-well dishes; panobinostat was added at the indicated concentrations. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) uptake assays were performed at 48 h as described in Materials and methods. The percentages of viable cells
after treatment are compared to untreated cells (dose 0), which is considered the control experiment.
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T

illustrated in Figure 2c, the combination of 10 nM panobinostat
and 500 nm doxorubicin significantly increased the number of
apoptotic blasts, as measured by Annexin V staining, indicating
increased antileukemic activity compared to the single-agent
compounds. Interestingly, all samples were sensitive to the
combination, despite the heterogeneity of their biologic
features: patient 1 had a relapsed FAB M5 AML; patients 2, 3
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and 5 were newly diagnosed patients with FAB M1 AML
whereas patient 6 was an M2 AML; patient 4 was a blast crisis of
a chronic myelomonocytic leukemia. Cytogenetic and fluores-
cence in situ hybridization studies were performed in four of the
samples without any abnormality in any of the patients.
Regarding mutational status, it was performed in three patients:
patient 1 did not show FLT3-ITD or mutation of NPM-1; patient
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5 displayed both abnormalities and patient 6 was FLT3-ITD A conjunct analysis of the activity of panobinostat and
negative with mutated NPM-1. Notably, there was no increase doxorubicin in the blast population of the six patients shows

in the levels of apoptosis in normal residual lymphocytes, statistically significant superiority for the combination as
suggesting cancer-cell-specific cytotoxicity of the combination. compared to the drugs in monotherapy (Figure 2d).
Table 1 Summary of Cls generated from the isobologram of increasing concentrations of panobinostat and doxorubicin for HEL, HL60, KG1

and MV4-11 cell lines

Combination LBH589 (nmv) FA, BHs89 Doxorubicin (niv) FApoxo FAcomb Cl
HEL (24 h)
1 5 0.1534 0.25 0.3233 0.4730 0.533
2 5 0.15634 0.5 0.4468 0.7249 0.114
3 5 0.1534 1 0.5672 0.8378 0.051
4 10 0.4259 0.25 0.3233 0.7923 0.131
5 10 0.4259 0.5 0.4468 0.8528 0.082
6 10 0.4259 1 0.5672 0.8621 0.077
7 50 0.7360 0.25 0.3233 0.8965 0.260
8 50 0.7360 0.5 0.4468 0.9158 0.202
9 50 0.7360 1 0.5672 0.9417 0.131
HL60 (24 h)
1 5 0.3318 0.25 0.2743 0.6479 0.268
2 5 0.3318 0.5 0.6552 0.8509 0.122
3 5 0.3318 1 0.8299 0.8555 0.232
4 10 0.4091 0.25 0.2743 0.6759 0.232
5 10 0.4091 0.5 0.6552 0.8249 0.156
6 10 0.4091 1 0.8299 0.8725 0.193
7 50 0.4416 0.25 0.2743 0.7345 0.176
8 50 0.4416 0.5 0.6552 0.8585 0.114
9 50 0.4416 1 0.8299 0.8786 0.180
KG1 (24h)
1 5 0.0549 0.25 0.0889 0.7373 0.094
2 5 0.0549 0.5 0.3209 0.9202 0.046
3 5 0.0549 1 0.5977 0.9285 0.08
4 10 0.2186 0.25 0.0889 0.8628 0.05
5 10 0.2186 0.5 0.3209 0.9235 0.047
6 10 0.2186 1 0.5977 0.9321 0.079
7 50 0.3126 0.25 0.0889 0.8653 0.099
8 50 0.3126 0.5 0.3209 0.9393 0.055
9 50 0.3126 1 0.5977 0.9443 0.081
MV411 (24h)
1 5 0.2226 0.25 0.1252 0.2408 1.114
2 5 0.2226 0.5 0.1576 0.3117 0.794
3 5 0.2226 1 0.3959 0.4946 0.307
4 10 0.3959 0.25 0.1252 0.4014 0.531
5 10 0.3959 0.5 0.1576 0.4487 0.449
6 10 0.3959 1 0.3959 0.56937 0.213
7 50 0.4416 0.25 0.1252 0.4476 1.666
8 50 0.4416 0.5 0.1576 0.4974 1.239
9 50 0.4416 1 0.3959 0.6914 0.337

Cl less than 1.0 indicates synergistic effect, Cl equal to 1.0 indicates additive effect and Cl greater than 1.0 indicates antagonism. FA,anopinostat
indicates fraction of growth inhibition by panobinostat alone; FApoxo, fraction of growth inhibition by doxorubicin alone and FAcomp, fraction of
growth inhibition by panobinostat plus doxorubicin.

<
Figure 2 Synergistic effect of panobinostat and doxorubicin in acute myeloid leukemia (AML) cells. (a) HEL cells were treated with single-agent
Ara-C (500 nMm), fludarabine (500 nm), doxorubicin (500 nM) and bortezomib (10 nMm) in the presence or absence of panobinostat (10 nm) for 48 h
and analyzed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays. The average proliferation values of control untreated
samples were taken as 100%. Data are represented as the mean *s.d. of quadruplicates of an experiment that was repeated at least thrice.
(b) Panobinostat (10 and 50 nM) was combined with doxorubicin (0.25, 0.5 and 1 pm), and after 24 h MTT assays were performed in HEL, HL60,
KG1 and MV4-11 cells. The average proliferation values of control untreated samples were taken as 100%. Data are represented as the mean +s.d.
of quadruplicate experiments. (c) AML cells obtained from patients were plated in six-well plates and treated with panobinostat (10 nm) and/or
doxorubicin (500 nm). After 18h, cells were stained with Annexin V-FITC and three monoclonal antibodies for leukemic-associated antigens
(CD33-PE, CD34-PerCP and CD45-APC), and the number of Annexin-V-positive events was measured in blast cell and normal residual
lymphocytes populations in the sample and normalized to the viable cell fraction in the control, untreated cells, as described in Materials and
methods. Results are shown as percentage of apoptotic cells. Apoptosis was not significantly increased in normal lymphocytes with the
combination treatment. (d) Box plots of the percentage of apoptosis in the blast population of the six analyzed patients after treatment with the
indicated doses. Statistical significance was defined as P<0.05 and was analyzed by using Mann-Whitney U-test.
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Doxorubicin potentiates the HDACi activity of
panobinostat

On the basis of highly synergistic activity of panobinostat with
doxorubicin, we decided to explore the anti-AML mechanism of
the drug combination. The effects of the compounds were
analyzed, both as single agents and in combination, on gene
expression profiles (GEP), cell cycle, apoptosis and signaling
pathways in AML cells.

First, we evaluated whether doxorubicin could affect histone
acetylation. As shown in Figure 3a, doxorubicin failed to
provoke any increase in histone H4 acetylation. In contrast,
co-incubation of doxorubicin and panobinostat resulted in a
strong potentiation of histone H4 acetylation (Figure 3b).

Panobinostat plus doxorubicin combination provokes
unique gene expression modifications

As the drug combination also strongly synergized on histone H4
acetylation and these biochemical modifications are expected
to affect a wide array of genes, we decided to perform gene
expression profiling to gain further insights into the synergistic
effect of panobinostat plus doxorubicin on AML cells.

Changes in the GEP of HEL cells were analyzed before and
after treatment with panobinostat (10 nm), doxorubicin (500 nm)
and the combination. Array analysis using RNA from three
independent experiments was performed using the Affymetrix
HG-U133 Plus 2.0 GeneChip, containing 54 613 probe sets.
GEP analysis of treated HEL cells identified 285 genes with
significantly altered expression (transcriptional changes in gene
expression of >2-fold) after 24 h of treatment with panobinostat
and 43 genes after 24 h of treatment with doxorubicin. However
12h of treatment with the combination of panobinostat and

a Time with Doxo, hours [Doxo], uM
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Figure 3 (a) Action of doxorubicin on histone H4 acetylation. Cells
were treated for the indicated times with doxorubicin (1 um, left), and
doses for 24h (right) and acetylated histone H4 was analyzed by
western blotting. (b) HEL cells were treated with panobinostat and
doxorubicin as single agents and in combination for the indicated
times and acetylated histone H4 was analyzed by western blotting. (c)
Venn diagram depicting the overlap of deregulated genes in HEL cells
after panobinostat, doxorubicin, and panobinostat and doxorubicin
treatment.

Leukemia

doxorubicin was sufficient to induce the deregulation of 841
genes (Figure 3c). Of the 841 genes identified, 588 genes were
found to be exclusively affected by the combination. The
majority of alterations in gene expression in response to all
treatments were found to be due to gene upregulation (data not
shown). The above results indicate that the GEP of cells treated
with the combination is not simply the sum of genes altered by
single-agent treatment.

Analysis of the 588 genes exclusively altered by the drug
combination identified cell cycle and apoptosis as the two most
significantly affected functional categories (Table 2). Treatment
with panobinostat plus doxorubicin resulted in decreased
expression of genes involved in cell cycle, such as Cyclin B1
(FC: —3.04), and increased the expression of Cyclin G2 (FC:
5.49). The combination treatment also resulted in decreased
expression of several genes involved in apoptosis: AVEN (FC:
—2.58), which acts as an inhibitor of the apoptosome by
inhibiting caspase-9 activation,'” Bcl-X (FC: —2.96), TNFRSF25
(FC: —3.48) or HSPA5 (FC: —3.87), and increased expression of
genes, such as BTGT (FC: 5.47), KLRC1 (FC: 2.34) or BNIP3L
(FC: 2.17) (Table 2). Moreover, c-jun was upregulated after
treatment with panobinostat (FC: 3.77) and, particularly, with
doxorubicin (FC: 26.30), but the expression was significantly
increased upon treatment with the combination (FC: 58.38).

Panobinostat and doxorubicin synergistically induce
caspase-dependent cell death

The effect of the panobinostat and doxorubicin combination on
apoptotic cell death was next investigated. The combination of
panobinostat and doxorubicin induced a significant increase in
Annexin-V-positive cells, as compared to either of the two
compounds alone (Figure 4a). Treatment with panobinostat plus
doxorubicin induced cleavage of poly-(ADP-ribose)polymerase
(PARP), caspase-3, -7, -8 and -9, with the generation of active,
low molecular weight cleaved fragments within the first 12 h of
treatment (Figure 4b). No effect was observed at 24 h with either
of the two drugs used alone.

To investigate the role of caspase activation in the anti-
leukemic action of panobinostat plus doxorubicin, we assessed the
ability of the caspase-3, -8 and -9 inhibitors, ZVAD-FMK,
Z-IETD-FMK and Z-LEHD-FMK to inhibit the cytotoxicity of
panobinostat plus doxorubicin. HEL cells were preincubated
for 60 min with Z-VAD-FMK, Z-IETD-FMK or Z-LEHD-FMK,
followed by the addition of panobinostat and doxorubicin for
24h. As shown in Figure 4c, preincubation with caspase
inhibitors resulted in decreased Annexin V staining, suggesting
inhibition of compound-induced cell death. Together, these
results indicate that the combination of panobinostat and
doxorubicin activates the caspase-dependent apoptotic pathway
to induce cell death in AML cells.

To further explore the mechanisms of apoptotic cell death
induced by panobinostat and doxorubicin, we assessed the
effects of treatment on the mitochondrial membrane potential
(A¥,,), which reflects the permeability of the mitochondrial
outer membrane. Mitochondria are critically involved in the
triggering of apoptotic cell death and the loss of mitochondrial
membrane potential has been suggested to be one of the earliest
events in apoptosis.'® Analysis of AW, by the use of the
mitochondrial membrane potential probe DioCe(3) indicated a
decrease in AY¥,, in cells treated with panobinostat plus
doxorubicin, and this effect was greater than with either of the
two compounds used alone (Figure 4d).

Bcl-2 family members act as important regulators of
mitochondrial outer membrane permeability. Western blot
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Table 2 Genes exclusively deregulated by the combination of panobinostat and doxorubicin in AML cells

Probe set Gene symbol HEL FC Description

Cell cycle
202551_s_at CRIM1 11.27 Cysteine-rich transmembrane BMP regulator 1 (chordin-like)
202770_s_at CCNG2 5.49 Cyclin G2
202388 _at RGS2 5.26 Regulator of G-protein signaling 2, 24 kDa
210568_s_at RECQL 2.90 RecQ protein-like (DNA helicase Q1-like)
201235_s_at BTG2 2.74 BTG family, member 2
228423 _at MAP9 2.63 Microtubule-associated protein 9
209205_s_at LMO4 2.41 LIM domain only 4
203409_at DDB2 2.40 Damage-specific DNA-binding protein 2, 48 kDa
206499_s_at RCC1 -2.10 Regulator of chromosome condensation 1
202556_s_at MCRS1 -2.33 Microspherule protein 1
227237_x_at ATAD3B —-2.40 ATPase family, AAA domain containing 3B
203425_s_at IGFBP5 —2.46 Insulin-like growth factor binding protein 5
228729_at CCNB1 —-3.04 Cyclin B1
218529_at CD320 -3.21 CD320 molecule
1552641_s_at ATAD3A -3.38 ATPase family, AAA domain containing 3A

Apoptosis
200920_s_at BTG1 5.47 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative
209723_at SERPINB9 4.95 Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 9
206907 _at TNFSF9 3.74 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9
204415_at IFI6 2.51 Interferon, a-inducible protein 6
201301_s_at ANXA4 2.48 Annexin A4
202468_s_at CTNNAL1 2.36 Catenin (cadherin-associated protein), a-like 1
206785_s_at KLRC1 2.34 Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1
218573_at MAGEH1 2.29 Melanoma antigen family H, 1
221479_s_at BNIP3L 2.17 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3-like
219478_at WFDC1 —2.56 WAP four-disulfide core domain 1
219366_at AVEN —-2.58 Apoptosis, caspase activation inhibitor
203005_at LTBR —2.68 Lymphotoxin B-receptor (TNFR superfamily, member 3)
215037_s_at BCL2L1 —2.96 BCL2-like 1
210847_x_at PLEKHG5 -3.15 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25
219423 x_at TNFRSF25 —-3.48 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25
211936_at HSPA5 -3.87 Heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78 kDa)

HEL cells were treated with panobinostat (10nm), doxorubicin (500nM) or the combination of both. RNA was isolated, and GEP analysis was

performed as described in Materials and methods.

analyses demonstrated that the combination of panobinostat and
doxorubicin induced the cleavage of the antiapoptotic protein
Bcl-X, although the levels of Bcl-2 or Mcl-1 were unaffected as
compared with single-agent doxorubicin treatment (Figure 4e).
Regarding the proapoptotic Bcl-2 family members, only a
modest increase in some of them such as Bad or Bak was
observed with the combination (Figure 4e).

The increase in mitochondrial outer membrane permeability
favors the release of cytochrome c that together with caspase-9
and Apaf-1 constitutes the apoptosome, a macromolecular
structure that causes activation of the effector, caspase-3.'®
Subcellular fractionation of HEL cells treated for 24h with
panobinostat, doxorubicin or both revealed that the combina-
tion caused a treatment-dependent translocation of cytochrome
¢ from the mitochondrial to the cytosolic fraction (Figure 4e).
Neither panobinostat nor doxorubicin single agents were found
to induce release of cytochrome c.

Panobinostat and doxorubicin provoke a DNA damage
response

To assess if the increase in apoptosis also reflected DNA
damage, we evaluated the phosphorylation of H2AX, a
surrogate marker of DNA DSB. Treatment of HEL cells with
panobinostat plus doxorubicin induced a marked H2AX
phosphorylation after 24 h of incubation (Figure 5a), whereas
this increase was not detected in cells treated with panobinostat

or doxorubicin as single agents. This suggests that the induction
of DNA damage may be a consequence of the mechanism of
action of the combination. Western blotting studies of other
proteins related with DNA damage pathway indicated that
the double combination of panobinostat and doxorubicin
upregulated the levels of pATM after 6h of treatment and
downregulated the levels of pCHK1, pCHK2 and RAD54B, all
substrates of ATM. Western blot analyses also demonstrated that
the combination of panobinostat and doxorubicin induced the
inactivation/cleavage of RAD51. RAD51 participates in the
DNA response pathway and it is associated with the activation
of double-strand break (DSBs) repair.'® These studies confirmed
that panobinostat plus doxorubicin provoked a DNA damage
response (DDR) probably after inducing DSBs in the DNA.

Discussion

Over the past 30 years, there has been minimal progress in the
treatment of AML, and a substantial proportion of patients either
fail to respond to induction treatment or eventually relapse. AML
has become recognized as a paradigm of epigenetic deregula-
tion in cancer. Compounds such as HDACi, which target
epigenetic processes, may thus represent a novel therapeutic
approach to AML, and several agents have shown preliminary
efficacy in AML.
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Figure 4 Panobinostat and doxorubicin induce synergistic apoptosis. (a) Time-course experiment with panobinostat and doxorubicin showing
increasing cell death (Annexin-V-positive cells). (b) HEL cells were treated with panobinostat (10 nm), doxorubicin (500 nm), or the combination for
the indicated times and expression of poly-(ADP-ribose)polymerase (PARP), caspase-3, -7, -8 and -9 proteins was analyzed by western blotting. (c)
Effect of the caspase-3, -8 and -9 inhibitors, Z-VAD-FMK, Z-IETD-FMK and Z-LEHD-FMK on panobinostat plus doxorubicin-induced cell death.
HEL cells were plated and pretreated as indicated with Z-VAD-FMK (50 pm), Z-IETD-FMK (50 um) or Z-LEHD-FMK (50 um) for 60 min.
Panobinostat (10 nm) and doxorubicin (500 nM) were added to the corresponding samples followed by a 24 h incubation. Induction of cell death in
each condition was assessed by Annexin V staining. (d) Panobinostat and doxorubicin induce AW, disruption. HEL cells were treated with
panobinostat (10 nM) and doxorubicin (500 nM), and A¥,, analyses were performed with DiOCE,(3)[OW by flow cytometry. (e) HEL cells were treated
for the indicated times with panobinostat (10 nm) and doxorubicin (500 nm), Bcl-2 family members and the subcellular distribution of cytochrome ¢
in mitochondrial and cytosolic fractions analyzed by western blotting.

In the present study, we have evaluated the effects of HDAC demonstrated significantly greater potency in AML cell lines
inhibition by panobinostat used both as single agent and in compared to Ara-C, fludarabine and doxorubicin, as indicated
combination with several standard-of-care agents. Panobinostat by ICso values in the low nanomolar range. Moreover,
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Figure 5 Effects of panobinostat and doxorubicin on proteins
involved in DNA damage response. HEL cells were treated with
panobinostat (10 nm), doxorubicin (500 nm), or the combination for the
indicated times and expression of pH2AX, pATM, pCHK1, pCHK2,
RAD54B and RAD51 was analyzed by western blotting.

panobinostat was also effective on patient blast cells, with low
toxicity on normal lymphocytes. The potency of panobinostat
is also notable compared to other HDAC inhibitors
including vorinostat,?%?' MS275,2'723 VPA, 212425 |TF2357%6
and TSA,*”?® which have demonstrated activity in AML cells at
micromolar concentrations. The observed anticancer activity
of panobinostat in AML is consistent with the activity observed
in other tumor models."*'*?° In addition to potency, the
compound demonstrates significant synergistic inhibition of
cell viability in combination with Ara-C, and particularly with
doxorubicin, in all AML cell lines tested, as well as in primary
leukemic cells from patients. These results suggest that the
inhibition of HDAC activity, combined with doxorubicin, may
be highly effective in inducing anticancer effects in AML
patients.

The analysis of the mechanism of action of panobinostat plus
doxorubicin indicates that this combination affects several
pathways involved in the control of cell-cycle progression,
apoptosis and DDR. Notably, the combination was found to
deregulate a substantial number of genes that were not affected
by the compounds as single agents. Therefore, the action of the
combined treatment cannot be explained as a mere addition of
the effects of the single-drug treatments. Thus, new signaling
routes may be affected by the drug combination.

Panobinostat plus doxorubicin was found to induce AML
cell death through caspase-dependent apoptosis. Bcl-2 family
members have been shown to regulate mitochondrial outer
membrane permeability,'®3° and the loss of the mitochondrial
membrane potential has also been shown to reflect an increase
in the permeability of the outer mitochondrial membrane
allowing the release of proapoptotic proteins such as cyto-
chrome c. Panobinostat plus doxorubicin caused the release
of cytochrome c¢ from mitochondria into the cytosol, caspase-9

Synergy of panobinostat and doxorubicin in AML
P Maiso et al

and -3 cleavage, and PARP cleavage. The importance of the
activation of caspases in panobinostat plus doxorubicin-induced
cell death was demonstrated using caspase inhibitors, of which
the pan-caspase inhibitor, Z-VAD-FMK, was the most efficient in
preventing the treatment-dependent induction of apoptosis.
These data identify caspase-dependent apoptosis in the
mechanism of action of the cytotoxic effects of panobinostat
plus doxorubicin in AML. Although the release of cytochrome
c and caspase cleavage are involved in the mechanism of action
of other HDAC inhibitors and doxorubicin, this effect was
clearly more potent in AML cells treated with the combination
of panobinostat and doxorubicin.

In addition to the observed effects, the combination of
panobinostat and doxorubicin also triggers DDR, as indicated
by its action on pH2AX and the deregulation of several proteins
implicated in the ATM and DNA repair pathways. These studies
confirmed that panobinostat plus doxorubicin provoked a DDR
response probably after inducing DSBs in the DNA.

The lower doses and shorter duration of treatment required
for the antileukemic effects of the combination, together with
the observed cancer-cell-specific activity, may translate into
decreased toxicity for normal cells, indicating a potential
favorable therapeutic window. The doses used in the in vitro
experiments correspond to clinically achievable concentrations
observed in phase [ trials. Moreover, the absence of differences
in efficacy observed with simultaneous compared to sequential
treatment would probably favor a schedule using first anthracy-
cline at conventional dose (with or without cytarabine) followed
by low doses of panobinostat (starting from 20 mg up to 40 mg, 3
days per week), to maintain the efficacy of both drugs and try to
diminish the potential toxicity.

In summary, we have identified a synergistic cytotoxicity and
a mechanism of action for the combination of panobinostat and
doxorubicin in AML. Our preclinical studies suggest that the
efficacy of the combination of panobinostat and doxorubicin in
the treatment of AML merits investigation in the clinic. As a
matter of fact, these preclinical data have seeded the design of a
clinical trial in AML that is being developed in our University
Hospital.
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Una de las fuentes de nuevos fdrmacos que mayor importancia ha ganado
en los ultimos anos ha sido el entorno marino. Zalypsis es un alcaloide sintético
relacionado con la familia de la Jorumycina, Renieramycinas, and Safracinas and
Saframycinas que ha demostrado eficacia en varios modelos tumorales, y que se
encuentra en investigacion clinica. En este capitulo se presenta la evaluacién de
los efectos de Zalypsis en monoterapia y en combinacion con agentes
convencionales en el tratamiento de la LAM. Zalypsis presenta un alto efecto
antileucémico, tanto en lineas celulares como en muestras obtenidas de pacientes
en el momento del diagndstico de la LAM, incluso a concentraciones menores
gue farmacos convencionales como doxorubicina, citarabina y fludarabina, con
una IC50 en el rango nanomolar bajo. Mas importante, Zalypsis presenta un claro
efecto sinérgico con farmacos utilizados habitualmente en el tratamiento de las
leucemias agudas mieloblasticas como la citarabina, la daunorubicina y la
fludarabina, ademas de con el bortezomib. Un aspecto importante es que Zalypsis
fue eficaz en lineas celulares en las que no existia una proteina p53 funcional y en
muestras de pacientes con caracteristicas bioldgicas de mal prondstico. En cuanto
a la toxicidad, Zalypsis no resulta toxico para las células hempoyéticas normales
obtenidas de pacientes sin tratamiento y sin patologia mieloide, aunque
mantiene una gran actividad sobre las células leucémicas mas inmaduras, lo que
indica que es un farmaco potencialmente capaz de erradicar las células madre
leucémicas, que son las responsables de las recaidas de los pacientes.

En cuanto a su mecanismo de accion, Zalypsis induce apoptosis por vias
dependientes de caspasas e independientes de caspasas. El analisis del perfil de
expresion génica permitié identificar a un conjunto de genes implicados en el

reconocimiento de roturas de doble hebra de ADN los genes del complejo de

137



Anemia de Fanconi o BRCAT1, pero también genes implicados en la reparacion de
dichas roturas, como RAD51, RAD54 y BRCA2. Esto se pudo comprobar también a
nivel protéico, detectando aumento de pCHK1, pCHK2, pH2AX y GADDA45B.
Ademas de los genes implicados en la deteccidon y reparaciéon de dano al DNA,
Zalypsis también derregulé un gran numero de genes implicados en otras
funciones como la transcripciéon o la replicacién del ADN.

En resumen, la potente actividad antileucémica de Zalypsis, incluso en
poblaciones blasticas inmaduras, probablemente mediante dafo directo al ADN
merece ser evaluada en un ensayo clinico en pacientes con leucemia aguda

mieloblastica.
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Abstract

Although the majority of AML patients initially respond to conventional chemotherapy, relapse
is still the leading cause of death, probably due to the presence of leukemic stem cells, which are
insensitive to current therapies. Novel drugs are necessary for these patients, and, in this regard,
Zalypsis is a novel alkaloid from marine origin, that showed a very potent antileukemic activity in the
four AML cell lines tested and that potentiated the effect of conventional antileukemic drugs such as
cytarabine, fludarabine and daunorubicine. Interestingly, Zalypsis showed remarkable ex vivo
potency in freshly isolated blasts from AML patients, including the most immature blast cells (CD34+
CD38- Lin-) where the leukemic stem cells are found. Zalypsis-induced apoptosis was the result of in
an important deregulation of genes involved in DSB recognition such as Fanconi Anemia genes and
BRCA1; but also genes implicated in DSB reparation, such as RAD51, RAD54 and BRCA2. This
was also confirmed by an increase in several proteins involved in this pathway (CHK1, CHK2 and
pH2AX). The potent and selective antileukemic effect observed in AML cell lines and in patient’s
samples through a DNA damage response, provides the rationale for the investigation of Zalypsis in

clinical trials.
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Introduction

Acute Myeloid Leukaemia (AML) is a heterogeneous clonal disorder of haematopoietic
progenitor cells that loose their ability to normally differentiate and to respond to normal regulators of
proliferation.(1-3) Treatment of AML has traditionally relied in the combination of the pyrimidine
analogue cytarabin (araC), with anthracycline antibiotics such as daunorubicin, and has not evolved
for more than 30 years.(1, 4) Although the majority of patients initially respond, relapse is still the
leading cause of death in AML, probably due, among other reasons, to the presence of leukemic
stem cells, which are relatively insensitive to current therapies.(5, 6). This is especially notorious in
complex karyotype and secondary AML patients, who have a dismal prognosis.(3, 7) Several
cytogenetic abnormalities such as TP53 mutations are particularly frequent in this subset of patients
with bad prognosis. (8-14) In this regard, the presence of a functional p53 is necessary for the
induction of cell death caused by most antitumoral agents, whereas a non functional p53 is clearly
associated with the development of drug resistance.(15)

One of the sources of drugs which has gained interest in the last years is the marine
environment. (16) The antitumoral activity of many compounds obtained from tunicates and other
sea organisms is being tested in preclinical and clinical studies, and some of them, such as
Yondelis®, have already been approved for the treatment of advanced soft tissue sarcomas and
ovarian cancer.(17) Zalypsis (PM00104) is a new synthetic alkaloid related to Jorumycin,
Renieramycins, and Safracins and Saframycins. Zalypsis has demonstrated significant in vitro and in
vivo activity against human solid and haematological neoplasms via p53 dependent and p53
independent mechanisms, (18, 19) Zalypsis is currently evaluated in early phase clinical trials in solid

organ neoplasms and in multiple myeloma.

In the present paper, we have investigated the activity and mechanism of action of Zalypsis in
AML cell lines and patient samples with different biological and cytogenetic characteristics. Zalypsis
resulted to be a very effective antileukemic agent both in vitro and ex vivo, even in samples of
patients with cytogenetic and molecular features of bad prognosis. Noteworthy, Zalypsis was
effective against both mature and inmature blast cell populations while preserving normal
hemopoietic stem cells, suggesting a selective effect, and also potentiated other agents currently

used in AML treatment. All these activities are mediated, at least in part, by the induction of DNA
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damage and the subsequent cellular response. The potent and widespread antileukemic activity of
Zalypsis together with the toxicity profile shown in phase | clinical trials supports the development of

ad hoc clinical trials to evaluate its therapeutic role in relapsed/refractory AML patients.

Materials and methods

Reagents and immunochemicals

Cell culture media, serum and penicillin-streptomycin were from Invitrogen Corporation
(Gaithersburg, Md.). Zalypsis was provided by PharmaMar S.A:U., (Madrid, Spain and Cambridge,
MA, USA). Daunorubicin, cytarabine (Ara-C) and fludarabine were purchased from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Annexin V-FITC was obtained from BD Biosciences (San Diego, CA). Z-VAD-FMK,
was purchased from Calbiochem (San Diego, CA). Other generic chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich, Roche Biochemicals (Mannheim, Germany), or Merck (Darmstadt, Germany).

The origins of the different monoclonal antibodies employed in the Western Blotting analyses
were as follows: anti-Bcl-2 and anti-Mcl-1 were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA);
anti-p53, anti-Bcl-XL, anti-PARP, anti-caspase-3, anti-caspase-7, anti-caspase-8 and anti-caspase-9
from Cell Signalling (Boston, MA); the anti-Cytochrome C, from BD Biosciences. The HRP-

conjugated secondary antibodies were from Amersham (Buckinghamshire, UK).

Cell culture; cell proliferation, cell cycle, and apoptosis analyses; and Western blotting
and subcellular fractionation procedures.

The source and the culture conditions of the AML cell lines as well as the detailed
methodology to analyse proliferation of AML cells using MTT, cell cycle profiles, cytometric
evaluation of apoptosis in AML cell lines using Annexin-V-FITC, mitochondrial membrane potential
(AWm), subcellular fractionation and Western blotting has been previously described.(20)

For combination experiments, we used suboptimal doses of these compounds for 24 and 48
hours, and analyzed the potency of the combination by MTT absorbance assays, followed by

analysis of the data by the Calcusyn program, as previously reported.(21, 22)

Ex vivo experiments in freshly isolated AML cells

The cytometric analyses of apoptosis have been described elsewhere.(20) Briefly, bone
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marrow (BM) cells were obtained from 10 AML patients at diagnosis before any treatment. The
biological characteristics of these patients are summarized in Table 1. 1x10° BM cells were
incubated in six-well plates with Zalypsis (10 nM) for 18 h at 37 °C in a humidified atmosphere in the
presence of 5% CO2-95% air. Using quadruple staining, we were able to identify the blast cell
population (CD34-/+, CD33-/+, CD45dim)(23) and the population of the most immature blasts where
leukemic stem cells are found (CD34+, CD38-, Lin-), and accurately quantify the number of apoptotic
cells in each cell population.(24-26) In addition, the toxicity on normal hematopoietic progenitor cells
(CD34+) was analyzed in bone marrow samples from 4 non-leukemic patients. In all cases, the
percentage of apoptotic events was corrected according to the proportion of apoptotic cells in the
control (untreated) cells. The monoclonal antibodies used for these experiments were: anti-CD33-
PE; anti-CD45-PerCP; anti-CD34-APC; anti-CD64-PE; anti-CD19-PerCP-Cy5.5; anti-CD45-AmCyan

and anti-CD38-Alexa-Fluor-700 (BD Biosciences, San Diego, CA).

Microarray RNA analyses

HEL and HL60 cells were treated with Zalypsis (10 nM) for 16 hours in order to obtain a 20%
of apoptosis assessed by annexin-V staining.(21) At this time point, the total RNA was extracted
using Trizol reagent (Life Technologies, MD, USA) and purified with RNAeasy Mini Kit (Qiagen, CA,
USA). RNA integrity was verified with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, CA, USA). Double-
stranded cDNA and biotinylated cRNA were synthesized with T7-polyT primer and the BioArray RNA
labeling kit (Enzo, NY, USA), respectively. The labeled RNA was then fragmented and hybridized to
HG-U133 Plus 2.0 oligonucleotide arrays (Affymetrix, CA, USA), which were scanned in a Gene
Array Scanner and analyzed using the DNA-Chip Analyzer software (DChip) and Ingenuity Pathway
Analysis (Ingenuity Systems, California, USA). Changes in gene expression greater than two-fold

were considered significant.

Results

Zalypsis displays potent antileukemic activity and potentiates conventional

antileukemic agents

To test the antiproliferative/cytotoxic effect of Zalypsis against AML cells, four cell lines were
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treated with increasing concentrations of the compound (0.1-100 nM) for 24 and 48 hours, and the
viability was analyzed by MTT assay (Figure 1A). Zalypsis showed a very potent antileukemic activity
in the four AML cell lines tested, with IC50s at 48 hours below 1 nM. When compared with the in vitro
activity of conventional antileukemic agents, the potency of Zalypsis turned out to be 10 to 100 times
higher than that of cytarabine, daunorubicine or fludarabine (data not shown).

To investigate if Zalypsis could increase the activity of AML standard of care- drugs, two
different cell lines, HEL and HL60 cells originally derived from a FAB M2 and a erithroid leukemia
respectively, were treated with several combinations of Zalypsis and some conventional antileukemic
drugs (cytarabine, daunorubicin, fludarabine and bortezomib). The greater potentiation in the case of
HL-60 cells was observed at shorter time points (24 hours), probably due to the higher potency of
Zalypsis in this cell line, whereas in HEL cells, for a similar activity 48 hours were required. Zalypsis
increased the effect of all these anti-AML drugs, being the most potent combination in both cell lines
the one that included an anthracyclin such as daunorubicine. Zalypsis was also a good partner for
cytarabine and fludarabine, whereas only a modest effect was observed in the combination with

bortezomib. (Figure 1B)

Zalypsis targets both mature and immature blast cells

We next analyzed the activity of Zalypsis in freshly isolated blast cells from 10 AML patients by
using multiparametric flow cytometry that allows the identification of the blast cells, and, more
interestingly, the discrimination between the more mature leukemic cell populations (CD34-/+, CD33-
[+, CD45dim) and the most inmature (CD34+, CD38-, Lin-) one.(6, 27) At concentrations that can be
clinically achieved in the plasma of treated patients, Zalypsis, induced significant cell death in the
blast population in all cases analyzed (Figure 1C) which, interestingly, included patients with good,
normal and bad cytogenetic prognosis based on karyotypic abnormalities or molecular mutations
(Table 1). In four of these patients we could also analyze the efficacy of Zalypsis in the most
immature blast population where the leukemic stem cells are supposed to be and, in all cases, this
population was also sensitive to Zalypsis (Figure 1 C,D). We finally studied the activity of this drug in
non tumoral CD34+ BM progenitor obtained from four non-AML samples. In these samples, the
CD34+ progenitors were preserved after treatment with Zalypsis (Figure 1C), specially the

CD34+CD38-Lin- population that represents the compartment of the non-lineage commited
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hemopoietic progenitors (data not shown). These findings suggest that, although Zalypsis may target
the leukemic stem cell compartment, the cytopenias caused by the treatment would be reversible,

since the normal immature hemopoietic precursor cells are preserved.

Zalypsis induces apoptosis in AML cells

To assess if the decrease of the MTT uptake induced by Zalypsis was due to cell cycle
blockade, an increase in cytotoxicity, or both, HEL and HL60 cells were treated with Zalypsis (10 nM)
for different times, and, afterwards, changes in cell cycle profiles and in apoptotic induction were
analyzed by flow cytometry. PI staining did not show significant changes in the cell cycle phases
(data not shown). By contrast, a significant time dependent induction of Annexin V-positive cells after
treatment with Zalypsis was observed (Figure 2A) and, accordingly, Zalypsis induced DNA laddering
both in HL-60 and HEL cell lines (Figure 2B). We next evaluated the biochemical parameters that are
affected upon apoptotic cell death. Zalypsis provoked PARP, Caspase-3, Caspase-7, Caspase-8
and Caspase-9 cleavage, with generation of active cleaved fragments in both cell lines (Figure 2C).
This indicates that Zalypsis executed its action by activating both the intrinsic and the extrinsic
apoptotic pathways.(28) Interestingly, and concordant with the results of the Annexin V experiments,
the cleavage of these proteins was more precocious for HL60 than for HEL: thus, while the
processing of PARP, effector caspases 3 and 7, and caspase 8 required 24 hours of treatment with
Zalypsis in HEL cell line, it was already observed at 12h in HL60. Cleavage of caspase 9 was the

first biochemical process observed, after 6 hours in HL60 and after 12 hours in HEL.

Zalypsis deregulates mitochondrial permeability in AML cells

As cleavage of caspase 9 is a very early event in Zalypsis induced apoptosis, and this change
indicates activation of the intrinsic pathway of apoptosis, we next studied the effect of Zalypsis on the
mitochondria, which is critically involved in the triggering of apoptotic cell death through this pathway.
For this purpose we firstly used the DioC6(3) dye to explore whether Zalypsis was able to induce
changes in the mitochondrial membrane potential (AWm), a situation that results in an increase in the
mithocondrial outer membrane permeability.(29) A decrease in AWYm upon treatment with Zalypsis
was observed in both cell lines, and this change was earlier for HL60 (observed after 6 hours), than

for HEL cells (24 hours) (Figure 2D).
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Bcl-2 family members act as important regulators of mitochondrial outer membrane
permeability. Western blot analyses indicated that this drug down-regulated Bcl-2 in both cell lines,
as shown in figure 2E. When other BLC2 family members such as MCL-1 or BLC-XL were studied,
they were processed only in HL60 cells alter treatment with Zalypsis, and their level was stable or
even increased in HEL cell line, probably acting as a paradoxically surviving signal in order to

counterbalance the cytotoxic activity of Zalypsis.

Zalypsis induces cell death through caspase-dependent and caspase-independent
pathways.

The increase in mitochondrial outer membrane permeability also favours the release of
mediators of the intrinsic pathway of apoptosis such as cytochrome C that together with APAF-1 and
caspase 9 forms the apoptosome. Subcellular fractionation of HEL and HL60 cells treated for 18
hours with Zalypsis showed that this drug caused a translocation of cytochrome C from the
mitochondrial to the cytosolic fraction after treatment (Figure 3A), confirming the activation of the
intrinsic pathway of apoptosis. To further investigate the importance of caspases in the anti-leukemic
action of Zalypsis, the ability of the pancaspase inhibitor Z-VAD-FMK to rescue from Zalypsis-
induced cell death was also evaluated.(30) Cells were preincubated for 60 minutes with Z-VAD-FMK,
then Zalypsis was added, and the incubation continued for 24 hours. As shown in Figure 3B,
preincubation with the caspase-3 inhibitor did not abrogate cell death in HEL cell line and only a mild
effect was observed in HL60 cells. In line with these results, AlF, one of the proteins involved in
caspase independent apoptosis, is also released into the cytosol (Figure 3B) after treatment with
Zalypsis. These results indicated that both caspase-dependent and caspase-independent

mechanisms are implicated in Zalypsis induced apoptosis.

Zalypsis induces a profound gene deregulation.

To futher investigate the mechanism of action of Zalypsis, we analyzed the changes induced
upon treatment in the gene expression profile of two AML cell lines. Using a fold-change of 2, a total
of 1685 genes were deregulated in HEL after treatment with Zalypsis, whereas in HL60 cell line a
more profound gene expression deregulation was observed, with 5576 altered genes. Most of these

genes were down-regulated after treatment with the drug. The most significantly deregulated
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funcional categories were cell cycle (568 and 606 molecules, respectively), DNA replication,
recombination and repair (333 and 424 molecules, respectively), RNA post-transcriptional
modification (96 and 173 molecules, respectively) and cell death (823 and 967 molecules,
respectively).

Interestingly 934 genes were commonly deregulated in both cell lines. (Figure 4A) When we
focused in this group of genes, an important number of DNA damage response (DDR) genes were
found to be deregulated. (Table 2) Among these genes some implicated in DSB (Double Strand
Break) recognition such as Fanconi Anemia genes and BRCA1 were present; but also genes
implicated in DSB reparation, such as RAD51, RAD54 and BRCA2. Therefore, a possible
mechanism of action for Zalypsis is the induction of DNA double strand breaks (DSB). The MRN
complex is composed of Mre11, Rad50 and Nbs1, which acts as a DSB sensor and recruits the ATM
kinase to sites of broken DNA, therefore this complex plays a key role in the immediate early
response to DNA damage.(31-33) Under these circumstances, ATM is activated and phosphorylates
substrates such as Histone H2AX and CHK2.(34, 35) These results were confirmed by using
western blot, since treatment of HEL and HL60 cells with Zalypsis induced Histone H2AX and CHK2
phosphorylation (Figure 4B). In addition, there was a significant increase in GADD45B levels after
treatment with Zalypsis, reinforcing the DNA damage pathway as an important mechanism for the
cytotoxic effect induced by this drug.

In previous studies performed in multiple myeloma (MM) by our group,(18) we had observed
that although Zalypsis was able to induce cell death in all myeloma cell lines, those cells with low
basal levels of p53 by western-blot (indicating a p53 wild type) were more sensitive to the drug. This
situation was also confirmed in AML as all cell lines were extremely sensitive to Zalypsis irrespective
of their p53 status. In fact, some of them displayed high basal levels of this protein by Western-Blot,
corresponding to mutated p53 (HEL and MV4-11),(36) whereas p53 expression in the two other cell
lines was low (Figure 4). Interestingly, the most sensitive cell line, (HL-60) displayed the lowest
levels of p53, whereas the less sensitive (HEL) had high levels of this protein. In HL-60 cells,
exposure to Zalypsis, stabilized or slightly increased the levels of this protein (Figure 4C). By
contrast, HEL cell line, which has high basal levels of p53, showed no increase in the expression of
the protein. The increase in p53 in HL60 levels is likely due to stabilization of the protein, as no

evident changes in the mRNA levels were observed in the microarray data analysis. Interestingly, 60
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genes in p53 canonical pathway were deregulated in HL60 cell line, whereas only 15 genes were

deregulated in HEL cell line.

Discussion

Nearly 80% of patients with AML achieve Complete Remission (CR) with induction
chemotherapy. However, a high proportion relapse, and eventually die of their disease.(1, 2) Recent
studies have shown that Zalypsis may represent a valuable novel anticancer therapy, with strong
preclinical antineoplastic efficacy and preliminary evidences of activity and a good safety profile in
phase | clinical studies. In the present study, this compound was found to have a strong antileukemic
activity in cell lines as well as in fresh leukemic cells from AML patients. Furthermore, Zalypsis
showed a potentiation with conventional drugs used in AML treatment, supporting the future
development of clinical trials using this drug in combination with daunorubicin or cytarabine among
others.

Any successful therapeutic strategy in AML patients, should target not only the mature blast
cells, but also the LSC compartment that is responsible of the eventual recurrence of the disease.
Moreover it is also important to spare normal HSC, otherwise, severe toxicities could develop,
especially at haematological level. To address these issues, we performed multiparametric flow
cytometry experiments in both malignant and normal cells. Zalypsis showed a high antileukemic
activity in all the studied AML samples, and this included the CD34+CD38- blast cells that had a
similar sensitivity to Zalypsis as that observed in more mature blast cell populations. These
observations suggest that Zalypsis targets not only the mature but also the inmature blast cell
populations, where leukemic stem cells are thought to be found. Interestingly, normal HSC were
almost unaffected under the same conditions, which indicates that haematological toxicity would be
reversible, due to the specific action of Zalypsis on the leukemic cells.

The mechanism of action of Zalypsis in AML was found to be multifactorial, and involves a
strong apoptotic response. The apoptosis was detected by both Annexin/Propidium lodide staining
and DNA laddering and indirectly by the loss of mithocondrial membrane potencial observed in AML
cells. Apoptosis was caspase-dependent as cleavage of procaspase 8, 9 and 3 as well as PARP
were detected, but caspase-independent pathways such as the release of AIF from the

mithochondria could also play a role in Zalypsis induced cell death.
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Microarray data interpretation led to the identification of DNA damage as a potential important
player of the mechanism of action of Zalypsis. The gene expression profiling identified several genes
implicated in MRN and BRCA1 pathways, (RAD51, RAD54L, BRCA1, BRCA2 and BARD1) whose
levels were downregulated, in addition to other genes also implicated in DNA double strand break
detection and repair such as MSH6 and MLH1. Western blotting studies confirmed this mechanism
as Zalypsis up-regulated the levels of pH2AX, a surrogate marker of DSB as well as pCHK2, both
substrates of ATM. GADDA45B, another marker of DNA damage also showed higher levels. A large
number of genes implicated in fundamental cellular processes such as transcription or DNA
replication were also deregulated, pointing out that Zalypsis provokes DNA damage. DNA damage
and error-prone repair mechanisms have been implicated in leukemia, causing genomic
instability,(37-39) and thus, can be targeted by drugs inducing additional DNA damage or inhibiting
DNA repair pathways.(40) Importantly, one of the principal routes involved in the DDR is the p53
pathway. In cells with high p53 basal levels, and therefore, nonfunctional p53, Zalypsis was still able
to trigger DDR, as indicated by its action on pH2AX and pCHK2. Consequently, it seems that p53-
independent routes can be activated by Zalypsis in AML. Taking together, these findings suggest
that Zalypsis provokes a DNA damage response, probably double strand breaks in the DNA and that
may be the leading mechanism of action of this drug.

In conclusion, the potent and specific activity of Zalypsis in mature and immature AML blast
cells through the induction of DNA damage, supports the investigation of this novel compound for the

treatment of this disease in ad hoc clinical trials, alone and in combination with other agents.
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Footnotes

Figure 1. Effect of Zalypsis alone and in combination with other agents on the proliferation of
acute myeloid leukaemia cells. A) AML cells were plated at identical densities in 96-well dishes and
incubated with different doses of Zalypsis. MTT uptake assays were performed 24 and 48 hours later.
Data is represented as the mean of quadruplicates of an experiment that was repeated at least twice.
(B) Zalypsis (1 nM) was combined in HEL and HL60 cells for 24 hours with different antileukemic drugs
at the concentrations indicated and viability was analyzed by MTT assay. (C) Box diagrams
representing the percentage of induction of apoptosis after ex vivo treatment with Zalypsis (10 nM) for
18 hours of: freshly isolated bone marrow cells obtained from AML patients (BC) (n=10), inmature blast
cells or leukemic stem cells from patients (LSC) (n=4) and normal hematopoietic stem cells from non-
leukemic donors (HSC) (n=4). (D) A representative example of the apoptosis study on the immature
blast cell compartment (LSC). CD34+ cells were gated as described under Material and Methods. The
first pannel depicts the gating strategy for the identification of the inmature populations with the two
monoclonal antibodies CD34 and CD38. The cuantification of apoptosis induction (by Annexin-V

staining) is displayed in normal HSC (second pannel) and LSC (third pannel).

Figure 2. Zalypsis causes apoptotic cell death in acute myeloid leukaemia cell lines. (A) Time-
course of the effect of Zalypsis (10 nM) on HEL and HL60 cells with Annexin V-FITC and Propidium
lodide (B) Zalypsis provokes internucleosomal DNA fragmentation: HEL and HL60 cells were treated
with Zalypsis for the indicated times and DNA was isolated and analyzed by agarose gel
electrophoresis. (C) HEL and HL60 cells were treated with Zalypsis (10 nM) for the indicated times, and
the expression of PARP, Caspase-3, Caspase 7, Caspase-8 and Caspase-9 proteins analyzed by
Western blotting. Tubulin was used as loading control. (D) HEL and HL60 cells were treated with
Zalypsis (10 nM) for different time points, and the mitochondrial membrane potential (AWm) was
analyzed with [DiOC6(3)] by flow cytometry. (E) HEL and HL60 cells were treated with Zalypsis (10 nM)
for the indicated times, and cell extracts were used for Western blotting with anti-Bcl-2, anti- Bcl-X or

anti- MCL-1 antibodies.
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Figure 3. Zalypsis causes cell death through the caspase dependent and independent
mechanisms. (A) HL60 and HEL cells were treated for the indicated times with Zalypsis (10nM), and
the subcellular distribution of AlF, Endonuclease G and cytochrome C in mythochondrial and cytosolic
fractions was analyzed by Western Blotting. (B) HEL and HL60 cells were plated and pre-treated, where
indicated, with Z-VAD-FMK (20 uM) for 60 minutes. Zalypsis (10 nM) was added to the corresponding
samples, and the experiment continued for 24 hours. MTT absorbance test were carried out as

described.

Figure 4. Zalypsis stimulates a DNA damage response through the induction of DSBs. (A) Venn
diagram depicting the overlap of deregulated genes in HEL and HL60 cells after treament with Zalypsis
10 nM for 16 hours. (B) HEL and HL60 cells were treated with Zalypsis 10 nM for the indicated time
points, cell protein extracts were obtained of each condition and the phosphorylation of H2AX, CHK1
and CHK2 and GADDA45B levels were analyzed by Western blotting. (C) Western blot showing the basal
protein levels of p53 protein in the four AML cell lines tested. (D) HEL and HL60 cells were treated with
Zalypsis 10 nM for the indicated time points, cell protein extracts were obtained of each condition and
changes in P53 were assessed by western blot. Equal loading was confirmed with an anti-tubulin

antibody.
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Table 1: Baseline characteristics of AML patient samples:

FLT3 NPM1 CD34
Cytogenetics
mut mut expression
AML 1* No mitosis WT WT +
AML 2 Normal NE NE -
AML 3 NE NE NE +
46,XY [12]/46,XY,+8 [5]/48,idem,+mar
AML 4 WT WT +
[4]
AML 5 Normal ITD Mut -
46,XY [8]/47XY,+8 [5]/47,idem,-
AML 6 WT WT +
14,+mar [3]
AML 7 45X, -22 [17] WT WT +
AML 8 ** 46,XX [5]/47 XX,+11 [11] WT WT +
AML 9 46,XX [4]/46,XX,-10,-13,+2mar [4] WT NE +
AML 10 Normal ITD WT -

FLT3: fms-like tyrosine kinase 3; ITD: Internal Tamdem duplication; NPM1:

Nucleophosmin; NE: Not evaluated; Mut: Mutated; +: Positive; -: Negative.

* FISH studies demostrated a loss of 5q in 84% of cells

** Molecular Studies demonstrated a JAK2 mutation
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Table 2. Genes involved in the DNA damage pathway deregulated by Zalypsis
in HEL and HL60 cell lines

PROBE SET GENE NAME

207574_s_at

1565716_at

203564 _at

202520_s_at

201663_s_at

201423 s_at

210416_s_at

218397_at

209849 _at_at

204531_s_at

204558_at

208368_s_at

209259 _s_at

205345_at

GADD45B

FUS

FANCG

MLH1

SMC4

CUL4A

CHEK2

FANCL

RADS51

BRCA1

RADS54L

BRCA2

SMC3

BARD1

HEL FOLD
CHANGE

39.10

6,52

-2,22

-2,45

-2,95

-3,39

-3,50

-3,77

-3,93

-4,05

-4,35

-6,45

-7,52

-7,80

HL60 FOLD
CHANGE

5,08

2,53

-5,75

-4,68

-5,37

-8,22

-5,39

-5,32

-3,45

-4,01

-14,99

-24,51

-10,19

-4,54

COMMENTS

growth arrest and
DNA-damage-
inducible, beta

fusion (involved in
t(12;16) in
malignant
liposarcoma)

Fanconi Anemia.
Complementation
Group G

mutL homolog

structural
maintenance of
chromosomes 4

cullin 4A

CHK?2 checkpoint
homolog (S.
pombe)

Fanconi Anemia.
Complementatio
Group L

RAD51Homolog(S.
cerevisiae)

breast cancer 1,
early onset

RAD54-like (S.
cerevisiae)

breast cancer 2,
early onset

structural
maintenance of
chromosomes 3

BRCA1 associated
RING domain 1
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Las leucemias mieloblasticas (LAM) son un conjunto heterogéneo de
enfermedades clonales,” *** en las que el 50-80% de los enfermos alcanzan un
estado de Remisién completa con el tratamiento de induccién, pero una
proporcién importante de ellos presentara recaida y moriran por causas debidas a
su enfermedad. Ademas, existe un 20-50% de enfermos que seran resistentes al
tratamiento de induccién.” 2 & %> Es por ello que se precisan nuevas
aproximaciones al tratamiento de las Leucemias Agudas Mieloblasticas. A lo largo
de los ultimos 30 anos, las aportaciones en el campo de la patogenia molecular
de las LAM han contribuido no solo a un mejor conocimiento de las bases
moleculares y patogénicas de estas enfermedades, si no también a la definicién
de distintos grupos de riesgo e incluso al desarrollo de tratamientos especificos.”
>16 Sin embargo, este progreso en general no se ha traducido en un incremento
significativo en la supervivencia y, de hecho, los incrementos modestos de
supervivencia que se han conseguido a lo largo de las ultimas décadas han sido
debidos fundamentalmente a las mejoras en el tratamiento de soporte.? Quizas la
razén ultima de este estancamiento haya que buscarla en la escasez de nuevos
farmacos, y de hecho, después de 30 alos, la combinacion de Daunorubicina y
Ara-C sigue siendo el tratamiento de induccién estandar.’?44°

La identificacion de moléculas capaces de inhibir in vitro e in vivo
determinadas rutas metabdlicas y procesos necesarios para el mantenimiento de
las células tumorales puede contribuir al desarrollo de farmacos con una sélida
base bioldgica para su uso. En el presente trabajo doctoral hemos querido
explorar la potencial actividad de alguno de estos nuevos farmacos en las LAM a

través de estudios invitro en lineas celulares y ex vivo en células frescas obtenidas
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directamente de pacientes para después intentar optimizar su uso a través de
combinaciones con farmacos clasicamente utilizados en LAM y finalmente tratar
de entender el mecanismo de accidon antitumoral en esta patologia concreta.

En el primer capitulo, presentamos los estudios sobre eficacia y mecanismo
de accién de u inhibidor de proteasomas, Bortezomib en modelos de Leucemia
Aguda Mieloblastica. Bortezomib es un agente capaz de inhibir la degradacién de
las proteinas poliubiquitinadas, entre las que se encuentran reguladores del ciclo
celular como las ciclinas y las CDKs, con lo que puede regular la progresién en
ciclo celular y la apoptosis.”'” Bortezomib es el primer inhibidor del proteasoma
gue ha sido utiizado en clinica para el tratamiento del mieloma multiple 00518321y
existe una investigacion activa en otras enfermedades.”?®* 52232 En el caso de la
Leucemia Mieloblastica, se han desarrollado ya tres ensayos clinicos y otro esta en
fase de reclutamiento de pacientes en el seno del grupo cooperativo PETHEMA.
En el ensayo de MDACC, Bortezomib fue usado en monoterapia en pacientes con
LAM en recaida o refractarios mostrando eficacia antileucémica en algunos casos,
aunque ésta fue transitoria.>*® Un ensayo posterior, asocié Bortezomib con una
antraciclina (Doxorrubicina Liposomal) en pacientes con LAM refractaria o en
recaida tras otros tratamientos, mostrando efecto antileucémico claro en 2 de 5
pacientes tratados’?’ El ensayo con mas pacientes hasta la fecha incluye 31
pacientes, 9 de ellos en recaida, con una edad media de 62 afios. En este ensayo
fase I/ll la tasa de remisién completa fue un 61% sin ser significativamente
diferente en los pacientes en recaida’?® En cuanto a la seguridad, presentd un
perfil adecuado, sin efectos cardiovasculares ni neurolégicos graves o
persistentes (un paciente desarrollé taquicardia sinusal grado IV y discreta

elevacién de la troponina), a pesar de su combinacién con Ara-C>%° El presente
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trabajo, que sirve como base bioldgica para el ensayo clinico Velcaflagida (IIS-VEL-
EU-070/26866138CAN2015) de tratamiento de rescate con Bortezomib y FLAG-Ida
del grupo cooperativo PETHEMA, muestra la eficacia in vitro de Bortezomib frente
a distintas lineas celulares de LAM, algunas de las cuadles son resistentes a
distintos farmacos usados clasicamente en el tratamiento de las LAM. Ademas,
Bortezomib tenia un claro efecto sinérgico con Doxorubicina y Citarabina. En
cuanto al mecanismo de acciéon, Bortezomib provoca un acimulo de células en
fase G2/M del ciclo celular. Por técnicas de Western Blot se demuestra un
aumento significativo de p27, que estd descrito en otros modelos tumorales tras
el tratamiento con Bortezomib.>?°>3" Paralelamente se observa un potente efecto
pro-apoptotico con procesamiento de PARP y caspasa 3 similar al obtenido en
otros tipos celulares con dosis comparables de Bortezomib,>°'-530:332:333 3demds la
incubacion con un inhibidor pan caspasa como el Z-VAD-FMK inhibe
completamente la muerte inducida por Bortezomib en la linea celular HEL,
sugieriendo que el principal mecanismo de apoptosis es por via caspasa-
dependiente. La pérdida de potencial de membrana mitocondrial provoca un
cambio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que permite
la salida de proteinas pro-apoptéticas como AlF, cuya eficacia esta aumentada por
la disminucidon de proteinas antiapoptéticas de la familia de BLC2.>3** Mediante
técnicas de fraccionamiento celular y western blot se ha podido demostrar la
salida de AIF al citosol, que puede iniciar los eventos apoptéticos, hecho no
descrito previamente como parte del mecanismo de accion de Bortezomib en
otros modelos de neoplasia. De esta forma, podemos concluir que Bortezomib
induce muerte celular tanto por vias dependientes de caspasa como por vias

independientes de caspasas. Finalmente, se ha podido estudiar el efecto
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antileucémico ex vivo de Bortezomib en células obtenidas de médula 6sea al
diagnostico de pacientes con LAM. En estos experimentos se ha podido comparar
el efecto de Bortezomib y Doxorubicina y Citarabina dentro de distintas
poblaciones de blastos leucémicos. Los farmacos como la Doxorubicina tienen
menos efecto frente a las poblaciones blasticas mas inmaduras al compararlo con
las mdas maduras, mientras que el efecto de Bortezomib es similar en ambas
poblaciones, lo que sugiere que puede vencer la resistencia a farmacos asociada
con un fenotipo inmaduro de las células blasticas.?**>3* Este hecho es importante,
ya que las poblaciones que son las responsables de la recaida son las mas
inmaduras, por lo que Bortezomib podria convertirse en un farmaco
especialmente util a la hora de erradicar la enfermedad minima residual. En la
misma linea de evidencia, los trabajos del grupo de Craig Jordan con inhibidores
de proteasomas muestran que estos farmacos provocan fundamentalmente
apoptosis a las poblaciones de blastos mas inmaduros o Leukemic Stem cells sin
una toxicidad significativa sobre las células hematopoyéticas normales.32% 336
Como conclusién final, podemos sefalar la investigacién preclinica con
Bortezomib sustenta el interés de promover ensayos clinicos que evaluen su
utilidad en el tratamiento de los pacientes con LAM.

En el segundo capitulo presentamos los estudios sobre mecanismo de
accion y eficacia de la combinaciéon de Panobinostat (LBH589, Novartis) junto con
Doxorubicina en un modelo de LAM. La deregulacion epigenética es un evento
fundamental en la patologia molecular de las LAM, lo que lleva a la transcripcion
aberrante de genes implicados en el crecimiento celular, la proliferacion,
diferenciacion y muerte celular®®’ De hecho, es uno de los principales

mecanismos de progresion a LAM desde Sindromes Mielodisplasicos>'® Las
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alteraciones en la metilacién parecen ser independientes de las alteraciones
citogenéticas en la progresion>*® En los blastos leucémicos, el balance entre
Histona Deacetilasas (HDACs) e Histona Acetiltransferasas (HAT) es modificado por
mecanismos dependientes de traslocaciones cromosémicas, mutaciones
puntuales o cambios en la expresiéon de genes’' *3® Estos mecanismos estan
intimamente ligados con la metilacion de islas CpG mediante las DNA
metiltransferasas, en este momento existe notable interés en la investigacion de
farmacos que inhiban las DNA metiltransferasas o las HDACs como una nueva via
para el tratamiento de los pacientes con LAM.**¢ 457513 En este estudio hemos
evaluado la eficacia de Panobinostat solo o en combinacién con farmacos
actualmente empleados en el tratamiento de las LAM. Panobinostat ha
demostrado una gran eficacia antileucémica en lineas celulares y muestras de
pacientes diagnosticados de LAM. Esta eficacia es claramente superior a la de los
farmacos clasicos, dado que Panobinostat tiene una concentracién inhibitoria 50
(IC50) en el rango nanomolar bajo, lo que concuerda con los resultados en otros
modelos de neoplasia./® *'* Panobinostat presenta una potencia superior a la
descrita en otros inhibidores de HDAC como el Vorinostat, MS275, valproato,
ITF2357 o TSA3393% Esto puede ser debido a que Panobinostat afecta no solo la
acetilacion de histonas si no a otras proteinas como p53, HIF-1a y hsp90, y no
solo a Histona Deacetilasas. Mas importante aun, Panobinostat presenta un
potente efecto sinérgico con farmacos usados convencionalmente en el
tratamiento de la LAM como la Citarabina, pero especialmente con Ia
Doxorubicina. De hecho, esta combinaciéon se ha revelado como una de las que
posee mayor efecto sinérgico de todas las investigadas en nuestro laboratorio,

tanto en el estudio con lineas celulares como en el de muestras frescas de
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pacientes afectos de LAM. Este hecho singular fue el motivo de centrar el estudio
bioldgico sobre la combinacién y no solo sobre Panobinostat en monoterapia. El
analisis del mecanismo de accién indica que la combinacidon afecta varias vias
implicadas en el control del ciclo celular, apoptosis y dafo a DNA. Debe destacarse
que la combinacion afecta a un gran numero de genes que no estadn
desregulados por Panobinostat o Doxorubicina en monoterapia, lo que sugiere
un efecto sinérgico de ambos farmacos a la hora de deregular distintas rutas
metabdlicas.

Panobinostat y Doxorubicina inducen muerte celular por vias
dependientes de caspasas, observandose procesamiento de Caspasas 3,8y 9y de
PARP. La importancia de estas vias se ha demostrado mediante el uso de
inhibidores de caspasas como el Z-VAD-FMK que inhibia la apoptosis
dependiente de Panobinostat y parcialmente la inducida por la combinacion,
aunqgue no inhibia la apoptosis debida a Doxorubicina. La combinacién, ademas
provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, que
permite la liberacién de proteinas pro apoptéticas como el citocromo C. Aunque
el procesamiento de caspasas y la liberaciéon de citocromo C estan descritos con
otros inhibidores de HDACs, el efecto de la combinacién es especialmente rdpido
y potente, por lo que merece la pena ser resefiado. Ademds de los efectos
observados en vias de muerte celular, los combinacion del inhibidor de histona
deacetilasas y doxorubicina desencadena una importante respuesta al dafo al
ADN (DNA Damage Response, DDR). Esto se demostré mediante técnicas de analisis
de expresién génica y estudios de Western Blot que mostraban un claro aumento
de pH2AX y la deregulacién de proteinas de las via de ATM, que esta implicada en

la reparacion de DNAZ7' 352348 Aunque cldsicamente se ha asumido que las
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Leucemias Agudas Mielobldsticas son un grupo de enfermedades con poca
inestabilidad genética, los defectos en las vias de reparacién pueden ser
aprovechados como nuevas dianas terapéuticas, aumentando la apoptosis
inducida por otros farmacos o directamente induciendo muerte celular por
imposibilidad de progresién en ciclo celular y otros mecanismos.?’' 338 549351
Como conclusién final, podemos sefalar que la combinacién de Panobinostat y
Doxorrubicina presenta una importante actividad antileucémica, con una baja
toxicidad para las células normales, lo que ha servido de base bioldgica para el
ensayo clinico PANOBIDARA que ha puesto en marcha el grupo PETHEMA.

En el tercer capitulo presentamos los estudios sobre el mecanismo de
accion y eficacia de Zalypsis (Pharmamar, Madrid, Espafa) en leucemia aguda
mieloblastica. Zalypsis se ha desvelado como la molécula con el mayor efecto
antileucémico estudiada en nuestro laboratorio, siendo capaz de inducir
apoptosis a concentraciones en el rango nanomolar bajo en todas las lineas
celulares estudiadas y mostrando efecto antileucémico en todas las muestras
obtenidas de pacientes de LAM en estudios ex vivo. Ademas, Zalypsis presenta un
efecto sinérgico con otros farmacos utilizados convencionalmente para el
tratamiento de las LAM, lo que apoyaria el desarrollo de ensayos clinicos que
evaluen el estudio de este farmaco en combinacion con antraciclinas y/o
citarabina.

Zalypsis mostré una gran eficacia antileucémica tanto en poblaciones
blasticas mas maduras como en las poblaciones mas inmaduras (CD34+ CD38-),
donde se encuentran las células madre leucémicas. Este efecto sobre las
poblaciones mas inmaduras, convierte a Zalypsis en un farmaco potencialmente

uatil para actuar sobre la enfermedad minima residual. Ademads, el perfil deseable
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de un farmaco antileucémico contemplaria que no fuese téxico sobre las
poblaciones normales, principalmente sobre células hemopoyéticas normales, ya
que si no, los pacientes desarrollarian una toxicidad medular importante o
incluso inaceptable. En este sentido, demostramos que Zalypsis es un farmaco
idoneo ya que tiene un potente efecto sobre las células precursoras leucémicas es
selectivo, y en cambio, presenta baja toxicidad sobre las poblaciones normales.

En cuanto al mecanismo de accién, Zalypsis indujo apoptosis en las lineas
celulares HEL y HL60. Esta apoptosis se demostro tiempo-dependiente y mediada
por activacién de la via caspasa dependiente al detectar procesamiento de las
pro-caspasas 3, 8y 9y PARP, aunque si bien las vias fundamentales de apoptosis
con este farmaco son caspasa independientes, dado que la apoptosis no fue
inhibida por la accion de Z-VAD-FMK. En ese sentido, se demostro liberacién de
AIF (apoptosis inducing factor) al citosol tras el tratamiento con Zalypsis.

El estudio mediante arrays de expresién génica permitié identificar el dafno
a DNA como un importante mediador de la muerte inducida por Zalypsis en las
dos lineas celulares estudiadas. Zalypsis indujo una pronunciada deregulacién
génica, afectando a 1685 y 5576 genes en las lineas HEL y HL60 respectivamente.
Lejos de ser inespecificos, estos cambios afectaron a 934 genes de forma comun a
ambas lineas celulares, lo que nos permitié identificar a un gran nimero de genes
implicados en la deteccién y reparacion del dano al ADN. Dentro de esos genes
alterados comunmente se encuentran genes implicados en la deteccion de
roturas de doble hebra (DSB) como los genes del complejo de Anemia de Fanconi
(FANC) y BRCA1 y genes implicados en su reparacién como RAD51, RAD54, BRCA2,
MSH6 y MLH1. Los estudios por técnicas de western blot contribuyeron a

demostrar el dafno al DNA, al detectar un incremento de la fosforilacion de la
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histona H2AX y de CHK2. Estas proteinas son fosforiladas por ATM en respuesta a
sefales de dafio al ADN.3415>2

El dafno al ADN y los mecanismo de reparacion con tendencia al error han
sido implicados en la patogénesis de las leucemias agudas mieloblasticas ya que
causan inestabilidad gendmica, que es un hecho frecuente en las LAM 30533534 De
este modo, agentes que induzcan directamente dafno al ADN o inhiban las vias de
reparacion pueden ser utiles, ya que provocarian un dafio al ADN irreparable y la
célula entraria en apoptosis3*’ Este principio se ha demostrado ya a nivel clinico
en varias enfermedades neopldsicas.363330:533

Como conclusion final, podemos decir que Zalypsis, debido a su selectivo
potente efecto antileucémico, principalmente mediante una accién de daro al
ADN, y a su sinergismo con otros farmacos utilizados habitualmente en el
tratamiento de las LAM, es un buen candidato para ser evaluado en ensayos

clinicos.
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Conclusiones
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1- Con respecto al conocimiento de la eficacia invitro y ex vivo de farmacos

convencionales usados en LMA:

El estudio sistematizado en lineas celulares y muestras de

pacientes ha establecido un patrén de sensibilidad in vitro y exvivo
de los farmacos convencionalmente utilizados en el tratamiento de

las LAM (antraciclinas, Citarabina y Fludarabina).

2- Con respecto a la eficacia y mecanismo de accion de tres nuevas

moléculas en leucemias mieloblasticas:

a_

Es estudio preclinico de los tres nuevos farmacos (Bortezomib,
Panobinostat y Zalypsis) ha permitido sentar las bases para el
desarrollo de ensayos clinicos que evaluen su efectividad en el
tratamiento de enfermos con leucemias agudas mieloblasticas
dado su efecto potente efecto antileucémico y su sinergismo
con fdmacos convencionales.

Bortezomib, Panobinostat y Zalypsis presentan una accién
selectiva frente a los blastos leucemicos ya que su efecto
citotoxico sobre las poblaciones celulares normales, incluyendo
precursores hematopoyéticos normales es mucho menor, lo que
hablaria a favor de una amplia ventana terapéutica de perfil de
toxicidad.

El mecanismo de accion de cada uno de los nuevos farmacos
incluia una profunda respuesta apoptética, pero en ellos
encontramos  diferencias. Mientras que el mecanismo

fundamental de la apoptosis inducida por Bortezomib son las
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vias dependientes de caspasas y alteracion en el ciclo celular; la
combinacidon de Panobinostat y Doxorubicina induce apoptosis
por vias dependientes de caspasas, pero el mecanismo
fundamental de su efecto parece ser una respuesta de darno al
ADN. Zalypsis, en cambio, ejerce su efecto por vias
independientes de caspasa, fundamentalmente a través de dafo

directo al ADN.
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