TESIS DE LA UNIVERSIDAD 2022
DE ZARAGOZA 1 29

Ana Isabel Gallego Lleyda

Mecanismos efectores
Inmunologicos y su
aplicacion como terapia
anti-tumoral

Martinez Lostao, Luis
Pardo Jimeno, Julian

155N 2254-T606




© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

@ @ @ ISSN 2254-7606



«2s Universidad
Zaragoza

Tesis Doctoral

MECANISMOS EFECTORES INMUNOLOGICOS Y
SU APLICACION COMO TERAPIA ANTI-TUMORAL

Autor

Ana Isabel Gallego Lleyda

Director/es

Martinez Lostao, Luis
Pardo Jimeno, Julian

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

Programa de Doctorado en Bioquimica y Biologia Molecular

2020




Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es



«2s  Universidad
101 aragoza

mcultad de Ciencias
Universidad Zaragoza

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

N

Tesis Doctoral

MECANISMOS EFECTORES INMUNOLOGICOS
Y SU APLICACION COMO TERAPIA ANTI-
TUMORAL

Memoria presentada por

Ana Isabel Gallego Lleyda
Licenciada en Bioquimica
Para optar al grado de Doctor en Ciencias por la

Universidad de Zaragoza

Julio 2020









Esta tesis doctoral ha sido realizada gracias a un contrato de Personal
Investigador Predoctoral en Formacion del Gobierno de Aragon (BOA num. 214
de 10/12/2014).






“Conserva celosamente tu derecho a pensar, porque incluso pensar de manera

errdnea es mejor que no pensar”

Hipatia de Alejandria






ABREVIATURAS

7-AAD
ALT
Apaf-1

AST
BCA
BH
BORT
BSA
CARD
CDK
CEA
cFLIP
CHOL
CK
CRD
CrmA
DAMP
DD
DED
DISC
DOX
DR
DUB
EDF
EGFR
EPR

ER
ERK

FasL
FADD
FDA
FITC
FVP
HDAC
HDACi
IAP

7-Aminoactinomicina D
Alanina aminotransferasa

Apoptosis Protease-Activating Factor-1 (Factor-1 de activacion de proteasas
apoptoticas)
Aspartato aminotransferasa

Bicinchoninic acid assay

Bcl-2 Homology (Homdlogo Bcl-2)

Bortezomib

Bovine Serum Albumin (AlbUmina sérica bovina)

Caspase Recruitment Domain (Dominio de reclutamiento de caspasa)

Cyclin Dependen Kinase (Quinasa dependiente de ciclina)

Carcinoembryonic Antigen (Antigeno carcinoembrionario)

Cellular FLICE-like Inhibitory Protein (Inhibidor celular protéico similar a “Flice”)
Colesterol

Creatin-Kinasa

Cystein Rich Domains (Dominios ricos en cisteina)

Cytokine Response Modifier A (Modificador A de respuesta a citoquinas)
Damage-Associated Molecular Patterns (Patrones moleculares asociados a dafio)
Death Domain (Dominio de muerte)

Death Effector Domain (Dominio efector de muerte)

Death-Inducing Signaling Complex (Complejo sefializador inductor de muerte)
Doxorrubicina

Death Receptor (Receptor mortal)

Enzima deubiquitinasa

Edelfosina

Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del factor de crecimiento epidermal)

Enhaced Permeability and Retention Effect (Efecto de mejora en la permeabilidad y
retencion)
Estrés del reticulo endoplasmatico

Extracellular Signal-Regulated Kinases (Quinasas reguladoras de la sefial
extracelular)
Fas ligando

Fas Associated Death Domain (Dominio de muerte asociado a Fas)

Food and Drug Administration (Administracion de alimentos y medicamentos)
Fluorescein Isothiocyanate (Isocianato de fluoresceina)

Flavopiridol

Histone Deacetylase (Enzima histona deacetilasa)

Histone Deacetylase Inhibitor (Inhibidor de histona deacetilasa)

Inhibitor of Apoptosis Protein (Inhibidor de proteina de apoptosis)



IFNy
IPTG

JNK
kDa
LUBAC
LUV
MAC

MAPK
MITC
MOMP

MTT

MVB
Nec-1
NEMO
NF-kB

NK
OPG
PBMC
PBS
PC
PCR
PEG
PHH
PLAD
RANKL
RING
RIP1

ROS
SAMP
scFv

SD
SDS-PAGE

SFB
SM
Smac/DIABLO

Interferon y

Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

International Activity Units (Unidad internacional de actividad)

c-Jun N-terminal Kinases (Quinasas N-terminal c-Jun)

KiloDallton

Large Ubiquitin Binding Complex (Complejo grande de union de ubiquitina)
Large Unilamellar Vesicles (Vesiculas unilaminares grandes)

Mitocondrial Apoptosis-Induced Channel (Canal mitocondrial de induccidn de
apoptosis)
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAP quinasa)

Mitomicina C

Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization (Permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial)

Dimethylthiazol-diphenyltetrazolium bromide (Bromuro de dimetil-
tiazoliltetrazolio)

Multivesicular Bodies (Cuerpos multivesiculares)

Necrostatina 1
NF-kB Essential Modulator (Modulador esencial NF-kB)

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhacer of Activated B Cells (Factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las células B activadas)
Natural Killer (Asesina natural)

Osteoprotegerina

Peripheral Blood Monocytic cells (Células mononucleares de sangre periférica)
Phosphate Buffered Saline (Tampan fosfato salino)

Fosfatidilcolina

Polymerase Chain Reaction (Reaccidén en cadena de la polimerasa)
Polietilenglicol

Primary Human Hepatocytes (Hepatocitos humanos primarios)

Preligand Assembly Domain (Dominio de ensamblaje preligando)

Receptor Activator of NF-kB Ligand (Activador del receptor del ligando NF- kB)
Really Interesting New Gene (Nuevo gen realmente interesante)

Receptor-Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1 (Serin/treonin proteina
quinasa 1 que interactua con receptor)
Reactive oxygen species (Especies reactivas de oxigeno)

Stress-Associated Molecular Patterns (Patrones moleculares asociados al estrés)
single-chain variable Fragment (Fragmento variable de cadena sencilla)
Standard Derivation (Derivacidon estandar)

Sodium Dodecyl! Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico)

Suero fetal bovino

Esfingomielina

Second Mitochondria-Derived Activator of Caspases/ Direct IAP-Binding Protein
with Low pl (Segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria/Proteina



sTRAIL
STS

THD
TNF
TNF-R
TNF-RSC
TRAB
TRADD
TRAF2
TRAIL

TRAIL-R
XIAP

de union directa a IAP con bajo pl)

TRAIL soluble

Soft Tissue Sarcoma (Sarcoma de partes blandas)

TNF Homology Domain (Dominios de homologia TNF)

Tumor Necrosis Factor (Factor de necrosis tumoral)

Tumor Necrosis Factor Receptor (Receptor del factor de necrosis tumoral)
TNF-Receptor Signalling Complex (Complejo sefializador del receptor TNF)
Trabectedina

TNF-R Associated Death Domain (Dominio de muerte asociado a TNF-R)
TNF Receptor-Associated Factor 2 (Factor 2 asociado al receptor TNF)

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (Ligando inductor de apoptosis relacionado
con TNF)
Receptor de TRAIL

X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (Inhibidor apoptético proteico ligado a X)






INDICE






indice

INDICE

1

1\ {0]1U 701 ] N SR
1.1 MUEIE CIUIAN . ...ttt
L.1.1 APOPLOSIS. ..o
1111 Moléculas implicadas en el proceso de apoptosis....................
1112 RUAS QPOPLOLICAS ... .
1.1.2 Otros tipos de muerte celular programada: Necrosis programada .....
R AN o 0 2 I I | P
1.2.1 Estructura y fuNCION .......ccooiiiiiii e
I S = Tol T o] (0] =2 PSP

1.2.3 Oligomerizacion de los receptores para la correcta sefializacion

=T 010] 010 1] 1< TSP

de

1.2.4 Mecanismos de regulacion de la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL30

1241 Regulacion de la secrecion de ApO2L/TRAIL.........ccoeeviiiiennnee.

1.2.4.2 Modificaciones post-traduccionales de los receptores
Y o Lo )2 I N 3 A 1 USSR

de

1.2.4.3 Regulacion en la presencia de los receptores de Apo2L/TRAIL

en la membrana plasmAatiCa ............evveiiiieiiiiiie e
1244 Regulacion a nivel de formacion del DISC...........ccccceeeiiiiineee.
1.2.45 Regulacion a nivel de la via intrinseca............ccccccvvvveeennnnnnnnns
1.2.5 Ruta no canodnica de APO2L/TRAIL........coooviiiiiiiiiiieeeeeeeeee
1.3 Terapias anti-tumorales basadas en APO2L/TRAIL...........ccvvviiiiiieenrinenns

1.3.1 Desarrollo de nuevas estrategias en la terapia basada
AN o 0 )2 I I A | PSR

13.11 Nuevas formulaciones de APO2L/TRAIL ..........ccccivviiiiiiiiniinnnns

1.3.1.2 Nanoparticulas en el tratamiento con Apo2L/TRAIL ................

en



Indice

1.4 SAPCOMES ...ceeeeerrinu e e eeeeeeent e e e e et e ee s e e e e et e e enrn e s s e e e e e eenenrnnaa s e aeeaeeennnes 53
1.4.1 Generalidades ... 53
1.4.2 Tratami€nto .....ccooeviiiiiiiiii e 54
1.4.3 APOZL/TRAIL €N SAICOMAS .......ceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 55

2 ANTECEDENTES Y OBJIETIVOS ... .o 59
2.1 ANTECEUEBNIES ... 59
DA © o T1=1 1)/ 1 60

3 MATERIALES Y METODOS .......ooiiieieeeece ettt 65

3.l MAEEIIAIES ...t 65
3.1.1 Reactivos y compuestos qUIMICOS .........ccciviuriiiiiiieeeeeeeeiiiiee e e e e e eeeenns 65
.12 PrOEINAS ...ttt 66
3.1.3  ANTICUBTPOS. ..ttt 66
314 TAMPONES. ....euuii ettt e ettt e e e et e e et e e e e e et e e re e eaeeennne 67
.15 LIPIUOS et 67
3.1.6 Medios de cultivo, suplementos de cultivo y material para cultivo...... 68
3.1.7 Cepas baCterianas.........ccceeieeeiiiiiiiiiie e 69
3.1.8 Lineas CelUIAres..........coouuiiiiiiiiiee e 69
3.1.9  INSIUMENTOS ...ttt e e e e e e e e ennnes 70

3.2 MBLOTOS ...ttt e e e e 71
3.2.1 Técnicas de biologia MOIECUIAr.............ccoiiiiiiiiiiiiiie e 71

3.2.1.1 Preparacion de medios de cultivo bacterianos......................... 71
3.2.1.2 Obtencion de bacterias competentes............cccvvvveeeeeeeeiiiinnnee. 71
3.2.1.3 Transformacion de bacterias ............ccccvveveiiieiiiiiiiiiiiieee e 72
3.2.14 Extraccion de DNA plasmidiCO............uuuuemmmemmmmmmmiiiiiiiiiiiiniennnnns 72
3.2.15 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) .......ccccccovviiiinnee. 73



indice

3.2.1.6

Electroforesis de DNA en gel de agarosa ..............cccevvvvvvnennnnes 73

3.2.2 Expresion y purificacibn de TRAIL recombinante en condiciones

NALIVAS ... 74
3.2.3 Técnicas basadas en proteinas ...........cc.eeeeeeeriiiiiiiiiiiieee e 76
3.2.31 Analisis de la expresion de proteinas en la superficie celular ..76
3.2.3.2 Extraccion de proteinas celulares totales.............cccccvvvvvnnnnnnns 76
3.2.3.3 Cuantificacion de proteinas ..........ccuvveeeieeeiiiiiiiiiiieee e 77
3.2.34 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide gel
ElECIIOPNOIESIS) ..cvviiii i e e e e aaaae 77
3.2.35 TiNCION d€ COOMASSIE .....uvvviiiieeeeee ettt e e 78
3.2.3.6 Técnica de Western bBIOt ..........ooooeiiiiiiiiiiiiieceeieeee e 78
3.2.4 Generacion de nanoparticulas lipidicas .........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiini e, 79
3.24.1 Preparacion de liposomas tipo LUV .........cccceeiiieiiiiiiiiiieeeeeee, 79
3.24.2 Variacion en la composicion lipidica de los LUV ...........cccc...... 80
3.243 Generacion de LUV-TRAIL ........oooiiiiiiiieeeeiiieeee e 84
3.2.4.4 Generacion de LUVDOX y LUVDOX-TRAIL .......ccoeeeeeeeeeeeenn. 84
3.2.45 Estudio de la encapsulacion de flavopiridol dentro de liposomas
86
3.2.5 CUltiVOS CEIUIAIES. ......covviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieee e 88
3.25.1 Congelacion y descongelacion de lineas celulares.................. 88
3.25.2 Mantenimiento del cultivo celular..............cccccciiiiiiiiiiiiiiiininns 89
3.25.3 Obtencién de células primarias tumorales a partir de muestras
de PACIENIES CON SAICOMA. ...uuuueeeeeeeeeittiaaa e e e aeeeeaeennaa e e e eeeeeeanennaaeaeeeaeenenes 89
3.2.6 Estudios de proliferacion y muerte celular..............ccccccvvveeeiinnennnnnnnnns 90
3.2.6.1 Determinacion de la viabilidad celular..................ccccceiniiiinnnnn. 90
3.2.6.2 ENsayo ClIONOGENICO........ccciieiiiiiiee e 91



Indice

3.2.6.3 Determinacién de la apoptosis y muerte celular mediante

ANEXINA-V Y T-AAD ... e e e 92
3.2.7  IMICTOSCOPIA -.ttttteteeee e ettt e e e e e e e e e e e e s 93
3.2.7.1 Tincion nuclear mediante fluorescencia.............ccccvvveevieeennnnn. 93
3.2.7.2 Muestras hiStOlOgICAS .......cceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 93
3.2.8 EXPerimentacion iN VIVO ..........c.couiiiiiiiiiiiiae e 94
3.28.1 Modelo animal de experimentacion ..............ccccveeeeeeeeeniiiinnnne. 94
3.2.8.2 Estudio de la toxicidad in vivo de LUVDOX-TRAIL .................. 94

3.2.8.3 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-TRAIL
LYo ] o] (L= (U] E= T 0O PP 95

4  RESULTADOS Y DISCUSION......cooiiiiiitiiticieieeee ettt 99

4.1 Estudio comparativo del efecto de TRAIL soluble y LUV-TRAIL sobre

lineas celulares tumorales d& SArCOM@ .......veunveeeee e 99

4.1.1 Estudio de la citotoxicidad de sTRAIL y LUV-TRAIL sobre lineas

celulares tumOorales dE SAICOMA .. .c.uee e e 99

4.1.2 Estudio de la muerte celular inmunogénica inducida por TRAIL sobre

lineas celulares tumorales de SArCOMA .......cuoveueeee e 108
4.2 Tratamiento combinado de TRAIL con agentes sensibilizantes.............. 111

4.2.1 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con agentes sensibilizantes

en lineas celulares de sarcoma resistentes a TRAIL........cvveevieiiiiiieeiennn. 112

4.2.2 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con agentes sensibilizantes

en lineas celulares de sarcoma sensibles @ TRAIL ......cooevieieieiiiiiiieeieeenn. 117

4.2.3 Estudio de los mecanismos de accion de los agentes sensibilizantes a

la apoptosis inducida por TRAIL ... 124
4231 Estudio del mecanismo de accién de flavopiridol.................... 125
4.2.3.2 Estudio del mecanismo de accion de doxorrubicina............... 129
4.2.3.3 Estudio del mecanismo de accion de trabectedina ................ 133



indice

4.2.4 Caracterizacion de la muerte celular inducida por TRAIL en

combinacién con flavopiridol ..o 136

42.4.1 Andlisis del efecto a largo plazo en la supervivencia celular del

tratamiento combinado de TRAIL con flavopiridol............cccooooeeiiiiiiiinnnnnn. 143
4.3 Tratamiento combinado de TRAIL con inhibidores de histona deacetilasas146

4.3.1 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con inhibidores de HDAC en
lineas celulares de sarcoma sensibles @ TRAIL .....couveeiveeieieieeeeeeeea 147

4.3.2 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con inhibidores de HDAC en
lineas celulares de sarcoma resistentes a TRAIL .....veeveeeeeieiiieeeeaeeenn, 150

4.4 Efecto de la variacién de la composicion lipidica en la citotoxicidad de
[0 I | R 155

4.4.1 Efecto de la variacion de la concentracién de esfingomielina en la
citotoxicidad de LUV-TRAIL ......oouuuiiii et 155

4.4.2 Efecto de la variacion de la concentracion de fosfatidilcolina en la
(of1(0)(0) (el [o F=To W (ST I G AV I = N TR 158

4.4.3 Efecto de la variacion de la concentracion de colesterol en la
(of1(0)(0) (el [o F=To W (ST I U AV I = N TR 161

4.4.4 Efecto de la adicién de edelfosina en la citotoxicidad de LUV-TRAIL163
4.5 Encapsulaciéon de agentes sensibilizantes en el interior de LUV-TRAIL . 171

4.5.1 Encapsulacion de flavopiridol en LUV-TRAIL y estudio de su potencial

(o3 10] (0 )4 (o] o FHTEE NN 171

4.5.2 Encapsulacion de doxorrubicina en LUV-TRAIL y estudio de su

potencial CIHOLOXICO........ccevieieieeie e 177

4.6 Estudio de la actividad anti-tumoral ex vivo de LUVDOX-TRAIL en células

TUMOrAlES PrIMANTAS ...eeeeieiie et e et e e e e e eeeeaa e e e eeeas 195

4.7 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-TRAIL en un

MOdelo tUMOTAl ANIMAL ... .. aaees 198

4.7.1 Estudio de la toxicidad in vivo de LUVDOX-TRAIL ....cccovviviiiiniininnns 198



Indice

5

VI

4.7.2 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-TRAIL....... 201
DISCUSION GENERAL ...ttt ettt e e e eeea e e e eeeeaaeaeeieaeaans 207
5.1 Validacién del efecto de LUV-TRAIL sobre lineas celulares de sarcoma 208

5.2 Optimizacion del efecto citotéxico de LUV-TRAIL a través de diferentes

aproximaciones experimentales ..o 212
5.2.1 Terapia combinada de TRAIL con agentes sensibilizantes............... 212
5.2.2 Modificacion de la composicion lipidica de LUV-TRAIL.................... 216

5.2.3 Encapsulacion de agentes sensibilizantes en el interior de LUV-TRAIL220
CONCLUSIONES ..ottt e et aee e e e e e e e e s snsasraneaaaeeeeannes 227

BIBLIOGRAFIA ......ooviitiiteieieteee ettt 231



INTRODUCCION






Introduccién

1 INTRODUCCION

1.1 Muerte celular

La muerte celular se consideraba inicialmente un evento fisiolégico pasivo
gue tenia lugar en los organismos vivos. Los estudios de la metamorfosis en
anfibios evidenciaron por primera vez la existencia de este proceso en 1842,
cuando Karl Vogt describi6 la destruccion de células de la notocorda para la
posterior neoformacion de la estructura vertebral [1].

A pesar de que Vogt no acufidé ningan término especifico, otros cientificos a
lo largo de todo el siglo XIX y mitad del siglo XX utilizaron conceptos como
“histdlisis” [2], “cromatosis” [3] y “oncosis” [4] para definir el proceso de muerte
celular en distintas situaciones fisiologicas y tisulares. Es en el afio 1964 cuando
los cientificos Lockshin y Williams introdujeron el término “muerte celular
programada” tras observar la presencia de una regulacién en el mecanismo de
muerte celular en estudios de metamorfosis de insectos [5]. Posteriormente, Kerr,
Wyllie y Currie diferencian dos tipos de muerte celular, aquella producida de
forma patologica por un dafio agudo (necrosis) y aquella producida de forma
natural o fisiol6gica (apoptosis) [6]. Al afio siguiente, en 1973, Schweichel y
Merker realizaron una nueva clasificacion atendiendo al analisis morfolégico,
observando 3 tipologias de muerte celular, lo que actualmente conocemos como

apoptosis, autofagia y necrosis [7].

La ruta genética implicada en la muerte celular programada fue descrita
inicialmente en C. Elegans [8] y posteriormente, empleando diversos modelos
animales, se comprobd que en mamiferos la ruta era similar, siendo mas compleja
al poseer mayor numero de elementos y mecanismos reguladores adicionales [9].
Por estos hallazgos, los cientificos Brenner, Horvitz y Sulston fueron

galardonados con Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 2002.
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1.1.1 Apoptosis

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular programada y se
caracteriza por un proceso de activacion y ejecucion de forma ordenada,
siguiendo una secuencia de eventos definidos cuyos elementos se codifican

genéticamente [10].

Los estimulos que activan el programa apoptdtico son muy variados,
englobando sefiales extra e intracelulares, que alertan de un dafio celular
irreparable que desencadena un suicidio celular silencioso, también llamada
“‘muerte limpia”. Los cambios bioquimicos y morfolégicos resultantes del proceso
de apoptosis van a dar lugar al llamado fenotipo apoptotico [11], caracterizado
principalmente por una estructura nuclear determinada (la condensacién anormal
de la cromatina y fragmentacién nuclear), la caida del potencial mitocondrial y la
exposicion en la cara externa de la membrana plasmatica de la fosfatidil-serina.
Este Ultimo evento supone una sefial de reconocimiento por parte de los
macréfagos, que de forma fisioldgica eliminan los cuerpos apoptoéticos
eficazmente sin que elementos citosdlicos celulares queden expuestos al espacio
extracelular, evitando asi el desencadenamiento de un proceso inflamatorio [12-
14].

La apoptosis, junto con las sefiales de proliferacion, forman parte del
balance que mantiene la homeostasis de los tejidos durante todo el desarrollo y la
vida de los organismos pluricelulares. El desequilibrio, en cualquiera de los dos
sentidos, desencadena situaciones patolégicas asociadas con diversas

enfermedades [15] (Figura 1.1).
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INCREMENTO DE LA APOPTOSIS INHIBICION DE LA APOPTOSIS
(aumento de la muerte celulary (aumento de la proliferacién)
disminucion de la proliferacion)

Enfermedades neurodegenerativas | Cancer
* Alzheimer * Leucemiasy linfomas
* Parkinson * Gliomasy neuroblastomas
* Esclerosis lateral amiotréfica * Carcinomas (colon, higado,
* Retinosis pigmentaria mama, ovario, prostata)
* Epilepsia + Tumores hormono-dependientes
* Degeneracion cerebelosa
Enfermedades hematologicas
Enfermedades hematoldgicas * Lupus eritematoso
* Anemia apldsica * Glomerulonefritis autoinmune
* Sindrome mielodisplasico *  Miastenia gravis
* LinfocitopeniaT CD4+
* Deficienciaen G6PD Enfermedadesinflamatorias
+ Asma brinquial
Dafio tisular * Enfermedad inflamatoria
* Infarto de miocardio intestinal
* Accidente cerebrovascular
» Dafio isquémico renal Infecciones viricas
* Rifidn poliquistico * Adenovirus (E1B)
* Dafio hepatico por alcohol + Herpesvirus
* Poxvirus
SIDA * Baculovirus

Figura 1.1 Patologias asociadas con alteraciones en el balance de los procesos apoptdéticos y
de proliferacién celular. Modificada de “El suicidio y la muerte celular’, Lizarbe Iracheta, M.A.
(2007).

1.1.1.1 Moléculas implicadas en el proceso de apoptosis

1.1.1.1.1 Caspasas

El término caspasa se acufid en 1996 debido a la necesidad de
homogeneizar la nomenclatura variada que se utilizaba hasta la fecha para
designar a las proteasas de la familia ICE/CED3 [16]. Estas cistein-proteasas son
proteinas evolutivamente muy conservadas, con capacidad hidrolitica especifica
tras residuos de acido aspartico [17]. Los miembros de esta familia se clasifican
en dos grupos principales o subfamilias, en relacién a su estructura y funcion:

caspasas apoptoticas e inflamatorias.

A nivel estructural las caspasas se caracterizan por poseer un dominio
variable en la regién N-terminal, seguido de una subunidad catalitica grande (p20)
y otra pequefa (p10) que juntas conformaran el dominio proteasa. Existen unas
estructuras en el extremo N-terminal llamados dominios CARD (Caspase

Recruitment Domain) o DED (Death Effector Domain) encargados del

5
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reclutamiento y conformacion de un multi-complejo proteico necesario para la
activacion de distintas vias de sefalizacion. Los elementos CARD y/o DED
constituyen lo que se denomina pro-dominio. Estos dominios estan presentes en
las caspasas pro-inflamatorias, encargadas del procesamiento y maduracién de
diversas citoquinas, y en las caspasas iniciadoras de la apoptosis, encargadas de
activar la sefializacion de la apoptosis a través del procesamiento de las caspasas
ejecutoras que serdn las encargadas de proteolizar distintos sustratos
desencadenando la muerte celular (Figura 1.2).

Caspase-1 NH, —( COOH
Caspase-4 (h) NH, ) COOH
Inflammation —
Caspase-5 (h) NH, { COOH
Caspase-11 (m) NH, \ ~‘ COOH
5 | Caspase-8 NH —(E)— (S } COOH
2 Caspase-9 NHz - ( COOH
" |Caspase-to(h) NHa—( ) ) COOH
Apoptosis - =
g Caspase-3 NHz COOH
‘(;‘) Caspase-6 NH; COOM
@
0 |Caspase-7 NH, COOH
Cell cycle Caspase-2 NH, () COOH
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Figura 1.2 Representacion esquematica de la clasificacion funcional y estructural de la familia
de las caspasas humanas (h) y murinas (m). “Caspases in cell death, inflammation, and disease”,
Van Opdenbosch, N. and Lamkanfi, M. (2019).

El mecanismo de auto-activacion que presentan las caspasas con pro-
dominio (caspasas inflamatorias e iniciadoras de la apoptosis) se denomina
activacion inducida por proximidad, en el que la dimerizacion de las moléculas
genera unos cambios conformacionales que permiten la escision y separacion del
pro-dominio de las subunidades grande y pequefia. Las caspasas efectoras no
disponen de pro-dominio, por tanto requieren de las formas activadas de las
caspasas iniciadoras para la escision y activacion de sus subunidades cataliticas,

también en forma dimérica [17] (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Estructura y mecanismo de activaciéon de las caspasas. A. La estructura pro-dominio
esta unida al dominio catalitico a través de un linker. A su vez, las subunidades pequefia y grande
estan asociadas entre si por otro linker. En estas regiones de union se encuentran los residuos de
acido aspartico. B. La activacion de las caspasas iniciadoras consiste en la dimerizacion y unién a
proteinas adaptadoras para formar multi-complejos proteicos donde se producira la maduraciéon a
las formas activas de la proteina. Estas proteolizaran las formas inactivas de las caspasas efectoras.
“Human caspases: activation, specificity, and regulation” Pop, C. and Salvesen, G.S. (2009).

1.1.1.1.2 Inhibidores de caspasas
Las caspasas apoptéticas son proteasas cuya activacion es irreversible,
ejerciendo una actividad letal en las células. Es por ello que presentan un

complejo sistema de regulacién que abarca distintos niveles.

A nivel genético, algunas caspasas presentan regulacion mediante
agentes de transcripcion, como es el caso del interferon y (IFN-y) [18], 0 a través
de modificaciones post-traduccionales, como fosforilaciones o nitrosilaciones, que
modulan la actividad catalitica de la proteina [19]. La localizacién subcelular
también juega un papel clave en el control de la transduccion de la sefial
apoptética. Aunque las caspasas efectoras se encuentran presentes en el citosol,
las caspasas iniciadoras estdn ancladas a plataformas iniciadoras y soélo se
liberan cuando se han activado en dicho complejo tras el reclutamiento de todos

los elementos necesarios para ello [20-23].
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Las caspasas son enzimas y, por tanto, estdn sometidas también a
mecanismos de inhibicion mediados por proteinas. Los péptidos CrmA (Cytokine
Response Modifier A) y p35, ambos de origen viral y pertenecientes a una familia
de proteinas denominada IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), fueron las primeras
moléculas descritas con capacidad de inhibir las caspasas. Estas proteinas
confieren a los virus una doble proteccion ya que bloquean la induccion de muerte
celular, permitiendo una Optima replicacion viral, e inhiben la activacion de
procesos inflamatorios. CrmA procede del virus Cowpox y es capaz de bloquear la
sefializacion de apoptosis a través de TNF (Tumor Necrosis Factor) al inhibir las
caspasas -1, -8 y -10 [24]. Por otro lado, p35 procede de otro baculovirus
(Autographa californica) y actla sobre un amplio abanico de caspasas pro-
inflamatorias y pro-apoptéticas [25]. El mecanismo de accién descrito consiste en
una inhibicién competitiva, donde las proteinas actian como pseudo-sustratos
uniéndose al sitio catalitico de su molécula diana e impidiendo su procesamiento y

maduracioén a la forma activa.

En mamiferos, los miembros de la familia IAP se han descrito como los
principales inhibidores fisiolégicos de la apoptosis, sin embargo, también se
encargan de regular otras vias de sefializacion como el movimiento y migraciéon
celular o la autofagia [26-28]. EI miembro de la familia IAP mejor estudiado es
XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein), cuya estructura se caracteriza por
tener dominios BIR (Baculoviral IAP Repeat) y RING (Really Interesting New
Gene). XIAP es capaz de unirse a caspasas iniciadoras (caspasa-9) y caspasas
efectoras (caspasa-3 y -7) a través de los dominios BIR, impidiendo asi su
dimerizacién y activacion [29-31]. Por otro lado, los dominios estructurales RING
permiten el reclutamiento de otras proteinas que transferiran radicales de

ubiquitina, marcando el complejo para su degradacion en el proteasoma [32].

Existe una proteina con homologia a las caspasas-8 y -10, conocida como
CFLIP (cellular FLICE-like Inhibitory Protein), con un papel muy relevante en el
control de la activacion de las caspasas [33]. Aunque esta proteina presenta 3
isoformas distintas, todas estructuralmente presentan 2 dominios DED en el

extremo N-terminal, de forma equivalente a las caspasas-8 y -10. La isoforma
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larga (cFLIP.), a diferencia de las isoformas cortas (cFLIPs y cFLIPR), dispone
ademas de una region pro-dominio semejante a la de las caspasas, con la
diferencia de no poseer centro catalitico activo (Figura 1.4). Es por ello que la
proteina cFLIP recibe el nombre de pseudo-caspasa, ya que es una proteina
homéloga a ellas pero careciendo de actividad proteasa [34, 35]. Esta
caracteristica hace que sea un elemento competitivo en el reclutamiento de las
caspasas como parte del multi-complejo encargado de activar la sefial apoptotica,

modulando su activacion.

2217215

c-FLIPgg
caspase-8/10

Figura 1.4 Representacion esquemética de la estructura de las distintas isoformas de cFLIP y
caspasa-8/10. El dominio DED esta presente en la proteina cFLIP y las caspasas-8 y -10. La
isoforma cFLIPL tiene un pro-dominio homologo al presente en las capasas. Esta region, a pesar de
disponer de sitios de corte (residuos de acido aspartico, Asp), carece de actividad catalitica,
considerandose una pseudo-caspasa. El nimero de amino&cidos de la proteina se muestra en el
margen derecho. Modificado de “Cellular FLICE-inhibitory protein (c-FLIP) signalling: A key regulator
of receptor-mediated apoptosis in physiologic context and in cancer”, Bagnoli, M. et al. (2009).
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Los niveles de cFLIP, por tanto, van a determinar la sensibilidad de las
células a la induccion de muerte celular estimulada por sefiales pro-apoptéticas.
Se ha observado correlacién entre los elevados niveles de expresion de las
distintas isoformas de cFLIP y la baja respuesta clinica al tratamiento en ciertos

tipos de cancer [36-44].

Aungue la principal funcion de cFLIP es la prevencion de la apoptosis, en
determinados contextos celulares también es capaz de regular la sefializacion de
supervivencia, proliferacion y carcinogénesis. Se ha descrito que elevados niveles
de cFLIP. son capaces de activar las vias de sefalizacién a través de NF-kB
(Nuclear Factor kappa-light-chain-enhacer of Activated B Cells) y ERK
(Extracellular Signal-Regulated Kinases) [45, 46].
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Por dltimo, ademas de todas estas proteinas fisioldgicas, hay que destacar
gue se han desarrollado compuestos sintéticos, disefiados a partir de la estructura
de los sustratos de las caspasas, con objetivo de producir la inhibicion alostérica
(compuesto 34) o competitiva (z-VAD-fmK) de las caspasas [47, 48].

1.1.1.1.3 Proteinas de la familia Bcl-2

Las proteinas de la familia Bcl-2 son las principales responsables de la
regulacién apoptética de la via intrinseca (1.1.1.2.1). El factor comdn para todos
los miembros del grupo es la presencia de regiones homélogas a Bcl-2,
denominados dominios BH (Bcl-2 Homology). Sin embargo, a pesar de compartir
estos elementos estructurales, las proteinas de esta familia presentan funciones
opuestas en la mediaciéon de la muerte celular, promoviendo o inhibiendo la
apoptosis a través de interacciones entre ellas [49]. Es por ello que su

clasificacion responde a diferencias estructurales y funcionales (Figura 1.5).

1. Anti-apoptotic BCL2 proteins 2. Pro-apoptotic multidomain BCL2 proteins
SECTEE . _ IR X
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Figura 1.5 Representacién esquemética de la clasificaciéon funcional y estructural de las
proteinas de la familia Bcl-2. Presencia y localizacién de los dominios BH1, BH2, BH3, BH4 y TM
(region transmembrana). Modificado de “Targeting anti-apoptotic BCL2 family proteins in
haematological malignancies — from pathogenesis to treatment”, Vogler, M. et al. (2017).

Existen 4 tipos de dominios BH distintos. Los dominios BH1, BH2 y BH3
estan presentes en las proteinas anti-apoptoéticas y pro-apoptoticas, siendo el
dominio BH3 diferente en ambos grupos. Ademas, el dominio BH4 se localiza
exclusivamente en las proteinas anti-apoptéticas, dado que son las estructuras
encargadas de interaccionar con los canales mitocondriales impidiendo la

alteracion de este organulo requerida para la apoptosis [14].
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Las proteinas pro-apoptéticas se pueden subdividir en dos grupos. Las
proteinas que presentan sélo el dominio BH3, denominadas BH3-only, constituyen
el grupo de proteinas iniciadoras pro-apoptéticas, cuyo rol consiste en unirse
directamente y secuestrar a las proteinas anti-apoptéticas, liberandose asi las
proteinas pro-apoptoticas efectoras. Este otro grupo se encarga de dimerizar y
oligomerizar en la membrana externa mitocondrial, permitiendo la
permeabilizacion de membrana (MOMP, Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilization) con la consiguiente liberacion de proteinas inductoras de la
apoptosis como citocromo C o Smac/DIABLO (Second Mitochondria-Derived
Activator of Caspases/ Direct IAP-Binding Protein with Low pl) [50] (Figura 1.6).

o A A7 Pro-apoptotic
Anti-apoptotic | | '— | initiators
O (BH-3 only)
7 ' Pro-apoptotic » X/ /
Anti-apoptotic  initiators effectors S
A A P Pro-apoptotic
(M) ’\ \’ / / : effectors
BCL-2 BIM BAX UL ]\
BCL-X PUMA BAK . N e
BCL-W BID BOK o ® ®e
MCL-1 BIK o MOMP
A1/BFL-1 BAD
NOXA
BMF
HRK

Apopiosis

Figura 1.6 Proteinas de la familia Bcl-2 y su mecanismo de regulacion de la apoptosis. Las
proteinas pro-apoptoticas iniciadoras se activan ante sefiales de estrés celular, produciendo la
inhibicion de las proteinas anti-apoptoticas y activando las pro-apoptéticas efectoras. Las proteinas
efectoras van a producir la permeabilizacion de la membrana por el mecanismo MOMP, que permite
la ejecucion del programa apoptético. Modificado de “Targeting the Bcl-2 family in B cell lymphoma”,
Adams, C.M. et al. (2019).

1.1.1.2 Rutas apoptoticas

Existen dos vias apoptéticas bien diferenciadas: la ruta intrinseca y la ruta

extrinseca.
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1.1.1.2.1 Viaintrinseca

Algunas sefiales de estrés celular son las responsables de activar la ruta
mas conservada a nivel evolutivo, la ruta intrinseca de la apoptosis. Esta via
también es conocida como ruta mitocondrial, ya que este organulo tiene un

especial protagonismo en la regulacion de la apoptosis [51].

Las lesiones celulares que desencadenan esta via apoptética se pueden
producir a causa del mal funcionamiento de elementos internos, como el estrés
del reticulo endoplasmico producido por el plegamiento incorrecto de proteinas, o
por agentes externos como la quimioterapia o radioterapia, que afectan
directamente al DNA. Los dafios producidos en el DNA van a activar los
mecanismos de reparacién de DNA, regulacién del ciclo celular, anti-angiogénesis
y transcripcién de proteinas pro-apoptéticas, a través de la fosforilacion de la
proteina p53 [52]. La proteina p53 actla por tanto como factor de transcripcién
clave para un amplio nimero de genes implicados en el control de la apoptosis y
del desarrollo tumoral. Es por ello que la presencia de mutaciones en la proteina
p53 esta estrechamente relacionada con la resistencia de las células tumorales a
farmacos quimioterapicos, observandose una tasa de mutacién de p53 del 50%

en el total de cdnceres humanos [52].

La alteracion en el balance de proteinas pro-apoptéticas y anti-apoptéticas
de la familia Bcl-2 es la causa desencadenante de la activacién de la apoptosis
via intrinseca. La formacion de los poros en la membrana externa mitocondrial por
parte de las proteinas Bax y Bak, denominados MAC (Mitocondrial Apoptosis-
Induced Channel), van a permitir la permeabilizacion (MOMP) y la consiguiente
liberacién desde el espacio inter-membrana al citosol de diversos componentes
clave para la ejecucion de la muerte celular. Entre ellos destaca el citocromo C,
proteina que junto con Apaf-1 (Apoptosis Protease-Activating Factor-1) formara
una estructura encargada de reclutar a la pro-caspasa-9, constituyendo asi el
apoptosoma [53]. Este complejo multi-proteico permite la activaciéon de la
caspasa-9 que actuara a su vez activando las caspasas efectoras -3, -6 y -7

induciendo la muerte celular (Figura 1.7).
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Otra proteina liberada del espacio inter-membrana de la mitocondria
durante la permeabilizacion es Smac/DIABLO. Esta se une a XIAP favoreciendo
la activacion de la apoptosis [54-58].
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Figura 1.7 Via intrinseca de la apoptosis. Modificado de “The independence of and associations
among apoptosis, autophagy, and necrosis”, Chen, Q. et al (2018).

1.1.1.2.2 Viaextrinseca

Las proteinas de la familia TNF son las responsables de inducir apoptosis
a través de la via extrinseca. Los miembros de esta familia actian como ligandos,
siendo los mas destacados TNF-a, CD95L/FasL/Apo1L y Apo2L/TRAIL, que
ejercen su funciébn de sefializacién al interactuar con sus correspondientes
receptores especificos, pertenecientes a la familia TNF-R (Tumor Necrosis Factor
Receptor) [59, 60].

Las proteinas de la familia TNF, que también se conocen con el nombre de
ligandos mortales, se expresan como monomeros que deben asociarse
conformando homotrimeros para establecer una forma activa de la proteina.
CD95L/FasL/ApolL y Apo2L/TRAIL inducen principalmente una sefial apoptotica,
mientras que TNF-a impulsa una sefalizacion pro-inflamatoria, aunque bajo

determinadas circunstancias también es capaz de iniciar el programa apoptotico.
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Los ligandos mortales son proteinas transmembrana tipo Il en cuya regién
extracelular se encuentran los llamados dominios THD (TNF Homology Domain),
formados por una secuencia de unos 150 aminoacidos que conformaran 2 hojas 8

anti-paralelas.

Los receptores de los ligandos mortales, también descritos con el nombre
de receptores mortales, son respectivamente TNF-R1, TNF-R2, CD95/Fas,
TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5 [61]. Los receptores se encuentran anclados a la
membrana plasmaética, pertenecientes al grupo de proteinas transmembrana tipo
I. Se caracterizan por poseer una region extracelular formada por unas
estructuras ricas en cisteina llamadas CRD (Cystein Rich Domains), que a través
de la region transmembrana se asocia a la region intracelular, en la que estan
presentes los llamados dominios de muerte o DD (Death Domain). Estas
estructuras tienen un papel clave en la transduccion de la sefial apoptética, siendo
el sitio de unidon donde se llevara a cabo el reclutamiento por parte de las
proteinas adaptadoras, formando el multi-complejo proteico que constituird la

plataforma iniciadora de la sefal apoptética.

Los receptores mortales, ademas, se caracterizan por encontrarse pre-
asociados formando homotrimeros en la superficie celular, gracias a la presencia
de interacciones especificas entre las regiones CRD, denominados PLAD
(Preligand Assembly Domain) [62-64]. Una vez tiene lugar la unién del ligando con
el receptor (ambos en forma homotrimérica), se produce una serie de cambios
estructurales a nivel extracelular e intracelular, que conducen a la asociacion de
las proteinas adaptadoras través del DD [65, 66]. Estas proteinas adaptadoras
presentan en su estructura dominios DD y DED, lo que les permite hacer de
plataforma para la transduccion de sefales gracias al reclutamiento de otras
proteinas con regiones DED que iniciardn la cascada de sefializacion a nivel

intracelular.

Existen 2 plataformas de transduccion de sefial principales. La
correspondiente a la asociacion de TNF-a con TNF-R1 se denomina TNF-RSC

(TNF-Receptor Signalling Complex), mientras que la generada por la union de
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CD95L/FasL/ApolL y Apo2L/TRAIL a sus correspondientes receptores recibe el
nombre de DISC (Death-Inducing Signaling Complex).
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Figura 1.8 Representacion esquemaética de DISC y TNF-RSC. Modificado de “Death receptor
signalling in central nervous system inflammation and demyelination”, Mc Guire, C. et al. (2011).

La estructura TNF-RSC consta de la proteina adaptadora TRADD (TNF-R
Associated Death Domain), por cuyos dominios DD se asocian TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Factor 2) y RIP1 (Receptor-Interacting Serine/Threonine-
Protein Kinase 1). A su vez, TRAF2 contiene sitios de unién para las proteinas
clAP1 y clAP2. Estas proteinas pertenecen a la familia de E3 ubiquitina ligasas y
se encargan de afadir diferentes cadenas de ubiquitina (K63 y K11) a lo largo de
la secuencia de RIP1. La ubiquitinizacion del complejo permite la asociacion de la
proteina LUBAC (Large Ubiquitin Binding Complex) a la estructura, quien se
encarga de afiadir cadenas lineales de ubiquitina en diferentes localizaciones,
permitiendo el reclutamiento de otros elementos como TAB/TAK (TAK-Binding
Protein/Transforming Growth Factor b-Activated Kinase) o NEMO/IKK (NF-«B
Essential Modulator/Inhibitor of kB Kinase-c) [67, 68]. La estructura establecida
por el conjunto de todos los elementos descritos se denomina complejo |, y
desempefia la funcion de inducir procesos pro-inflamatorios a través de la
sefalizacion via NFkB, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) o JNK (c-Jun
N-terminal Kinases) [69, 70] (Figura 1.8).
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A pesar de que el complejo | es la principal forma de sefalizacidn, existen
determinadas circunstancias por las que éste se modifica y constituye un
complejo secundario. La ausencia de LUBAC, debido a la falta de ubiquitinizacion
por parte de los clAPs, produce el desacoplamiento del complejo I, liberando al
citosol algunos componentes como las proteinas TRADD y RIP1. En el citosol
RIP1 es capaz de reclutar otras proteinas como RIP3, FADD, caspasa-8 y cFLIP,
constituyendo el complejo Il. El grado de activacion de la caspasa-8, regulado
principalmente por los niveles de cFLIP, va a determinar el inicio de distintos
programas de muerte celular, pudiendo desencadenar apoptosis o necroptosis, 0

incluso inducir sefales de supervivencia (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Representacion esquematica de los complejos de sefializacén de TNF. Modificado
de “Regulation of death receptor-induced necroptosis by ubiquitination”, Darding, M. and Henning,
W. (2014).

Por el contrario, la estructura que presenta DISC es mucho mas sencilla e
induce primordialmente sefializacién apoptética [71-76]. La proteina adaptadora
FADD (Fas Associated Death Domain) es la responsable de reclutar a las
caspasas iniciadoras -8 y -10 e inducir su homodimerizacién y activacion tras la
unién del ligando trimerizado CD95L/FasL/ApolL o Apo2L/TRAIL a sus
correspondientes receptores (Figura 1.8). Las caspasas activas son liberadas al

16



Introduccién

citosol, donde ejercen su actividad proteasa sobre sus distintos sustratos. La
caspasa-3 es la principal diana dentro de las caspasas efectoras, sin embargo, las
caspasas-8 y -10 también pueden actuar sobre Bid, una proteina BH-3 only,
generando una forma truncada (tBid) que va a ser el punto de conexion con la via
intrinseca de la apoptosis [77-79]. La proteina tBid interviene favoreciendo la
dimerizacién de Bax y/o Bak en la superficie de la mitocondria, que produce la
permeabilizacion (MOMP) y la consiguiente liberacibn de los elementos que
permiten la formacion del apoptosoma, ejecutandose asi la apoptosis [80].

Dado que la apoptosis inducida por Ilos ligandos mortales
CD95L/FasL/ApolL o Apo2L/TRAIL puede activarse por distintas rutas, se
propuso una clasificacion en base a la conexion con la ruta intrinseca [81-83]. Las
células de tipo | se caracterizan por una activacion suficientemente potente de la
caspasa-8 que conduce al procesamiento de la caspasa-3 y con ello la ejecucién
directa del programa apoptético. Sin embargo, las células de tipo Il presentan una
activacion menor de la caspasa-8, lo que requiere la potenciacion de la sefal

mediante la ruta mitocondrial para producir la muerte celular (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Representacién esquematica de la conexidn entre la ruta extrinseca e intrinseca
de la apoptosis. “Monte Carlo Study elucidates the type 1/type 2 choice in apoptotic death signaling
in healthy and cancer cells”, Raychaudhuri, S. and Raychaudhuri, S.C. (2013).
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Aungque, como hemos descrito anteriormente, cada ligando mortal activa
principalmente unos procesos celulares concretos, es importante destacar que
tanto las plataformas de transduccién de sefial TNF-RSN como DISC son
capaces de activar procesos pro-inflamatorios, apoptoticos o necroptéticos, en
funcién de diversas variables como el contexto celular o la inhibicion de distintos

elementos en la cascada de sefializacion [66, 84-87].

1.1.2 Otros tipos de muerte celular programada: Necrosis programada

Durante décadas se considerd la apoptosis como la principal muerte
celular en el ambito fisioldgico [14]. Sin embargo, descubrimientos posteriores
desvelaron otros tipos de muerte celular con gran relevancia en la homeostasis de
los tejidos, entre los que la necrosis juega un papel relevante [88-90]. La necrosis
programada es un proceso de muerte celular genéticamente modulado y
controlado, caracterizado por una granulacion citoplasmatica. Hay catalogados
varios tipos de necrosis programada, como es la piroptosis o la necroptosis [90].

Existe una muerte celular programada dependiente de caspasas que, a
diferencia de la apoptosis, se caracteriza por la liberacién del contenido celular a
la matriz extracelular, induciendo respuesta inflamatoria en la zona adyacente al
tejido. Este proceso recibe el nombre de piroptosis [91, 92]. Ciertas sefales, como
patdégenos intracelulares, inducen la activacion de la caspasa-1, que se encarga
de procesar citoquinas inflamatorias, concretamente IL-13 y IL-18 (Figura 1.11).
Asi mismo, la caspasa-1 activa es capaz de procesar unas proteinas llamadas
gasderminas que son las encargadas de producir la formacion de poros en la
membrana plasmética [93], generdndose un gradiente de iones que conducira a la
lisis celular. A pesar de la rotura de la membrana plasmatica, la integridad de la
membrana nuclear se mantiene intacta, aunque se observa condensacion de la

cromatina [94].
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Figura 1.11 Representacién esquematica del mecanismo de la piroptosis. “Pyroptosis: host cell
death and inflammation”, Bergsbaken, T. et al. (2009).

Por otro lado, se ha descrito una muerte celular con caracteristicas
equivalentes a la necrosis, pero sometida a un elevado grado de control. Esta
necrosis regulada se designé con el término de necroptosis [95, 96]. Los ligandos
mortales han sido ampliamente estudiados como inductores de necroptosis en
condiciones de bloqueo de la ruta apoptética [95, 97, 98], siendo el receptor
TNFR1 la via de sefalizacién de necroptosis mejor estudiada. La formacion del
complejo Il con ausencia de actividad de la caspasa-8 es el desencadenante para
la formacion del necrosoma. El necrosoma es el complejo molecular central en la
induccion de necroptosis, formado por FADD, caspasa-8, RIP1 y RIP3. Durante
su formacion, RIP1 recluta a la proteina RIP3 que va a oligomerizar gracias a
fosforilaciones en su secuencia. A su vez, RIP3 recluta a MLKL (Mixed Lineage
Kinase Domain-Like Pseudokinase), cuya fosforilacion induce su oligamerizacion
y migracion a la membrana celular. Es alli donde se va a unir a través de la
asociacién con lipidos como fosfatidilinositol y cardiolipina induciendo la necrosis
[99] (Figura 1.12).
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Figura 1.12 Representacion esquematica de la sefalizacion de necroptosis a través de
ligandos mortales. “Cancer's Achilles' heel: apoptosis and necroptosis to the rescue”, Dasgupta, A.
et al. (2016).

1.2 Apo2L/TRAIL

1.2.1 Estructuray funcién

Apo2L/TRAIL es un ligando mortal perteneciente a la familia TNF,
expresado principalmente en células del sistema inmune como células
dendriticas, monaocitos, linfocitos o células NK (Natural Killer, asesinas naturales)
[100-102].

Apo2L/TRAIL es una proteina transmembrana tipo Il cuya secuencia esta
presente en el cromosoma 3, codificado por el gen TNFSF10. El monémero de
Apo2L/TRAIL lo constituyen 281 aminoacidos, teniendo un peso molecular de
32,5 kDa. Presenta un sitio de corte para una proteasa especifica, pudiéndose
convertir el dominio extracelular en un fragmento soluble de un tamafio de 24
kDa. La agrupacion de los monomeros de Apo2L/TRAIL en homotrimeros
alrededor de un atomo de Zn, al que se unen a través de cisteinas, es clave en
distintas propiedades de la molécula como la bioactividad, la estabilidad y la

solubilidad [103-105] (Figura 1.13). Sin embargo, en linfocitos T activados se ha
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observado que la Apo2L/TRAIL (al igual que el otro ligando mortal FasL) se
presenta fisiolégicamente en la forma transmembrana, asociada a unas vesiculas
lipidicas de un tamafio de 100-200 nm, denominados exosomas. Estas
nanoparticulas se almacenan en el citosol de las células, en unos organulos que
se denominan cuerpos multivesiculares (MVB, del inglés, Multivesicular Bodies).
Cuando se produce la re-activacion del linfocito T, gracias a las correctas sefiales
de estimulacion, los MVB se fusionan con la membrana plasmética liberando al
medio extracelular los exosomas con los ligandos mortales Apo2L/TRAIL y FasL
anclados a su superficie, donde ejerceran su funcién de sefializacién sobre otras
células [106, 107].

Figura 1.13 Representacion estructural del complejo TRAIL-DR5. Tres mondémeros de TRAIL
conforman un trimero alrededor de un atomo central de Zn. La molécula se une a tres receptores
DR5 para conformar el complejo ligando-receptor. Modificado de “Structural principles of tumor
necrosis factor superfamily signaling”, Vanamee, E.S. and Faustman, D.L. (2018).

Aunque existen numerosos estudios en torno a la funcion biol6gica de
Apo2L/TRAIL, aun no se conoce completamente el rol fisiolégico de la proteina
enddégena en el organismo. La propiedad de inducir apoptosis en células
transformadas fue descrita inicialmente cuando Apo2L/TRAIL se identificO por
primera vez [108, 109]. Posteriores investigaciones con ratones deficientes en
Apo2L/TRAIL y su receptor murino DR5, revelaron que la proteina no interferia en
el proceso del desarrollo embrionario [110-112]. Sin embargo, en estadio adulto,
los ratones presentaban mayor incidencia de enfermedades autoinmunes
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experimentales inducidas [113-115]. A raiz de estos descubrimientos y dado que
Apo2L/TRAIL esta principalmente presente en células del sistema inmune, la
regulacion de la respuesta inmune fue la principal funcién postulada con respecto
a Apo2L/TRAIL [116].

Posteriormente, se han encontrado evidencias cientificas sobre un posible
papel de Apo2L/TRAIL en la inmunovigilancia tumoral y metastasis. Se ha
descrito la mayor susceptibilidad de ratones deficientes en Apo2L/TRAIL y DR5 al
crecimiento de tumores inducidos quimicamente o injertados [110, 112, 117].
También se ha observado que ratones deficientes en Apo2L/TRAIL presentan en
edad adulta mayor riesgo de desarrollar tumores espontaneos, como la aparicion
de linfomas malignos [118]. En este ambito, se ha observado que los niveles de
expresion de la proteina p53 puede ser clave en el grado de desarrollo tumoral
[118, 119]. En otros modelos animales con células de carcinoma, en los que se
emplearon ratones deficientes en Apo2L/TRAIL y su receptor, se observé el
desarrollo de nodos linfoides metastéasicos [120]. Esta evidencia hizo poner el foco
sobre el posible papel de Apo2L/TRAIL en el control de la capacidad metastasica
tumoral, que posteriormente se confirmd con estudios empleando modelos
experimentales de metastasis hepaticas [121]. Determinados estudios han
correlacionado el papel anti-metastasico de Apo2L/TRAIL enddgeno en pacientes
de céancer colorectal, donde la funcion protectora de Apo2L/TRAIL se ve
favorecida por la sobreexpresion de uno de sus receptores en las células
tumorales. En contraposicién, se ha descrito que el complejo Apo2L/TRAIL-
receptor es capaz de promover la progresion tumoral, migracion y metastasis de
células tumorales con mutaciones en genes especificos. Este hallazgo pone de
manifiesto el sentido de la conservacion de la expresién de los receptores de
Apo2L/TRAIL por parte de las células tumorales, y explica la regulacién positiva
en ciertos tipos tumorales donde el binomio endégeno Apo2L/TRAIL-receptor
presenta un efecto pro-tumorigénico [122, 123]. Sin embargo, a pesar de todos los
indicios cientificos encontrados, aln falta por discernir de forma completa y exacta
el papel fisiologico de Apo2L/TRAIL en el ambito del sistema inmune y el

desarrollo tumoral.
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1.2.2 Receptores

Se han descrito 5 receptores capaces de unirse al homotrimero de
Apo2L/TRAIL, denominados como: DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2, DcR1/TRAIL-
R3, DcR2/TRAIL-R4 y osteoprotegerina (OPG) [71, 124-126] (Figura 1.14). Los
receptores DR4 y DR5 se caracterizan por ser proteinas transmembrana tipo |
que disponen de dominios DD en la region citoplasmatica, lo que les otorga la
capacidad de iniciar la sefializacién intracelular una vez se forma el complejo
ligando-receptor. En la region extracelular poseen varios dominios ricos en
cisteina o CRD. Por el contrario, los receptores DcR1 y DcR2 a pesar de disponer
de CRD, carecen de los dominios DD funcionales. La ausencia de estos dominios
DD hace suponer que su funcion es la de actuar como sefiuelos, mecanismo por
el cual la célula podria eludir la activacién de la ruta apoptética al secuestrar el
ligando inductor [127]. Aunque ésta es la principal hipétesis de la funcién de éstos
receptores, aln no se ha esclarecido por completo el motivo de su presencia en la
superficie celular. Otros estudios han mostrado que DcR2 es capaz de formar un
complejo de receptores inactivos al asociarse con DR5 e incluso activar la

sefalizacion de rutas de supervivencia a través de NF-kB [128].

Por otro lado, a diferencia del resto de receptores de Apo2L/TRAIL, OPG
es un receptor soluble. OPG es capaz de unirse a Apo2L/TRAIL, aunque con
mucha menor afinidad que a otros ligandos de la familia TNF, como es el caso del
ligando involucrado en la regulacion del metabolismo 6seo denominado RANKL
(Receptor Activator of NF-kB Ligand). Sin embargo, dado que los ratones con
deficiencia de Apo2L/TRAIL y DR5 no muestran un fenotipo con alteracion en el
metabolismo éseo, es bastante improbable que la interaccion Apo2L/TRAIL-OPG
también pueda tener un papel en la sefalizacién Apo2L/TRAIL, al menos in vivo
en ratones [112, 129]. En lo referente al papel de OPG en tumorigénesis, aunque
no se conoce con seguridad la funcion biol6gica de éste receptor, se ha
observado que elevados niveles de OPG en ciertos tumores suponen un factor de

supervivencia para las células tumorales [130].
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Figura 1.14 Representacion esquemédtica de los distintos receptores descritos para
Apo2L/TRAIL. “Encyclopedia of signalling molecules”, Martinez-Lostao, L. et al. (2012).

En la superficie celular, de forma fisiologica los receptores se encuentran
en complejos oligoméricos preformados, constituyendo homotrimeros [62, 63].
Esta formacién ocurre gracias a las interacciones que se establecen entre los
dominios PLAD, presentes en los CRD de los receptores. Se han descrito estas
estructuras también en otros receptores mortales como Fas, donde se ha
determinado que mutaciones en regiones de PLAD inhiben la inducciéon de
apoptosis debido a la deficiente preformacién de los homotrimeros del receptor
[131]. Es por ello que parece que la correcta sefalizacion apoptética esta
estrechamente ligada a la oligomerizacion de los trimeros de receptor en
estructuras supramoleculares [63, 64, 132]. Este tema se discutira con mayor

profundidad més adelante.

Los receptores DR4 y DR5 comparten la capacidad de sefializar la
apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL, sin embargo no son totalmente equivalentes
ya que poseen diferencias en la afinidad por Apo2L/TRAIL y la activacion del
DISC con la consiguiente transduccion de la sefal apoptética. Aunque adn no se
sabe con seguridad la aportacion que tiene cada receptor a la muerte inducida por

Apo2L/TRAIL, parece depender del tipo celular en cada caso. Se ha observado
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gue el receptor DR5 tiene mayor relevancia en la muerte celular inducida por
Apo2L/TRAIL en tumores del tipo epitelial [133, 134], mientras que DR4 es el
principal sefalizador de apoptosis en tumores sanguineos como en algunos tipos

de leucemia o en tumores pancreaticos [135-138].

Aungue, como se ha descrito anteriormente, la formacién de un complejo
macromolecular por parte de los receptores es clave, las diferencias en la
capacidad de activacién del DISC por parte de los dos receptores funcionales de
Apo2L/TRAIL estdn estrechamente relacionadas con el entrecruzamiento
(también Illamado cross-linking) de Apo2L/TRAIL. El requerimiento de un
determinado grado de cross-linking de Apo2L/TRAIL para la activacién del DISC
difiere para ambos receptores DR4 y DR5 [139]. A pesar de que DR5 tiene mayor
afinidad por Apo2L/TRAIL que DR4 [140], la activacion del DISC por parte de la
proteina soluble es muy débil, por lo que una sefializacién intensa de la apoptosis
es mediada por un mayor grado de entrecruzamiento de la molécula de
Apo2L/TRAIL [141]. Por el contrario, la sefial que media la proteina soluble a
través de DR4 es suficiente para inducir apoptosis, ya que la activacién del DISC

a través de DR4 es independiente del nivel de entrecruzamiento [142, 143].

1.2.3 Oligomerizacién de los receptores para la correcta sefalizacién de

apoptosis

La induccion de la sefializacion apoptética por los miembros de la familia
TNF ha sido descrita en dos pasos clave. El primero de ellos consiste en la unién
del ligando con el receptor. Como se ha expuesto anteriormente, tres moléculas
de Apo2L/TRAIL se unen formando un homotrimero, donde el dominio THD es el
responsable de la auto-asociacion [144], generdndose una estructura que se
estabiliza por interacciones a través de cisteinas de cada mondmero con un
atomo de Zn [104, 145]. Sin embargo, la union del trimero con tres moléculas de
receptor no es suficiente para activar correctamente la cascada apoptotica, sino
gue se requiere una agrupacion de los receptores en estructuras
supramoleculares para que la sefalizacion conlleve una ejecucidon apoptética

[146]. En este punto juega un papel clave la fijacion espacial de los dominios THD
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del ligando, que de forma fisiol6gica se produce por la asociaciéon al dominio
transmembrana de Apo2L/TRAIL, que se encarga de estabilizar el trimero a
través de un mayor entrecruzamiento y otorgar una distribucion espacial
adecuada de las moléculas. Estas condiciones favorecen la posterior organizacion
de los receptores en dichas agrupaciones supramoleculares [147]. La forma
soluble de Apo2L/TRAIL carece de esta propiedad al no disponer del dominio
transmembrana de la proteina, lo que explica que posea aparentemente una
menor capacidad de sefializacién que la proteina asociada a una membrana
lipidica. La propiedad de aumentar el potencial apoptético a través del
entrecruzamiento o cross-linking, con la consiguiente oligomerizacion de los
receptores, también se ha comprobado en otros miembros de la familia TNF,
como FasL [148] y TNF-a [149].

Los receptores de muerte, como hemos visto anteriormente, se encuentran
agrupados en oligbmeros pre-asociados a través de las regiones PLAD. Se han
descrito dos modelos que describen la asociacion de Apo2L/TRAIL a sus
receptores en distintas formas de oligomerizacién [64] (Figura 1.15). El modelo de
“‘cambio conformacional” describe la asociacion de los receptores a través de
PLAD en forma de trimeros, capaces de asociar sus dominios DD tras los
cambios conformacionales producidos por la union del ligando. El otro modelo,
conocido con el nombre de “induccién de super agrupacion”, establece que los
receptores de muerte se agrupan como dimeros a través de PLAD, siendo la
unién de Apo2L/TRAIL a tres receptores lo que induce el reclutamiento de otros

receptores adyacentes formando una estructura supramolecular.
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Figura 1.15 Representacién esquematica de los modelos de interaccion de los oligomeros
preformados de los receptores de muerte y Apo2L/TRAIL. A. Modelo de “cambio

conformacional”. B. Modelo de “induccién de super agrupacion”. “Importance of TRAIL molecular

anatomy in receptor oligomerization and signaling. Implications for cancer therapy”, Naval, J. et al.
(2019).

La unién de Apo2L/TRAIL a los receptores de muerte, formando el
complejo ligando-receptor, es el elemento inductor de la correcta trimerizacion de
los receptores y de los posteriores cambios conformacionales que tendran lugar
en los DRs para el correcto reclutamiento del DISC, lo que incluye la agrupacion
de los complejos en un orden superior. Esta oligomerizacion en estructuras supra-
moleculares en la superficie celular es requerida por determinados receptores
mortales para iniciar eficientemente la sefializacién apoptética intracelular [143,
150], que de forma fisioldgica se logra a través del ligando mortal asociado a la
membrana plasmatica de las células efectoras del sistema inmune o en la
superficie de membrana de los exosomas [106, 151]. En este proceso de
trimerizacion, recientemente se ha descrito que la region responsable de la
agrupacion del receptor DR5 es la llamada hélice transmembrana (TMH) [152]. La
agrupacion a traves de estos dominios resulta en la formacién de una red dimero-
trimero de receptores, generandose unas estructuras de orden superior que
permiten un reclutamiento mas eficiente de las proteinas del complejo intracelular

[150, 153, 154]. De esta forma se produce una activacion del DISC mucho més
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potente que termina induciendo una éptima sefal apoptética (Figura 1.16). El
complejo macromolecular que se forma en la superficie celular se conoce con el

nombre de “panel de abeja”, debido a su estructura hexagonal [154].
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Figura 1.16 Representacion esquematica de la estructura oligomerizada de los receptores
DR5 inducida por la unién de Apo2L/TRAIL. A. Modelo de unién de Apo2L/TRAIL a los
receptores preformados, induciendo la asociacién de orden superior de los receptores y con ello una
formacion de DISC mas eficiente. El proceso se traduce en una activando mas potentemente la
caspasa-8. B. Representacion de la estructura en forma de panel de abeja generado por las
asociaciones diméricas de trimeros de receptor a través de la region TMH de DR5. Modificado de
“Higher-order clustering of the transmembrane anchor of DR5 drives signaling”, Pan, L. et al. (2019).

Se ha postulado que el mecanismo que subyace a la mayor eficiente
activacion del DISC otorgado por la agrupacion de receptores en un orden
estructural superior, es un mayor reclutamiento de la caspasa-8 en el DISC. La
caspasa-8 se asocia no solo a la proteina adaptadora FADD sino que crea
interacciones homotipicas entre las regiones DED, generando cadenas de
moléculas caspasa-8 denominadas “DED chains” [154]. Estudios posteriores
identificaron que otras moléculas portadoras de regiones DED, como caspasa-10
y cFLIP, intervienen también en la formacién y regulacion de estos complejos
proteicos [155, 156].
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Sin embargo, la oligomerizacion y organizacién supramolecular descrita no
es requerida por todos los receptores mortales para la induccion de apoptosis por
sus correspondientes ligandos. Se ha descrito que la forma soluble de TNF-a es
capaz inducir la sefalizacion intracelular cuando se une a través del receptor
TNF-R1, sin embargo, se requiere la conformacion transmembrana del ligando
para activar la sefial por TNF-R2 [157]. De forma similar ocurre con los receptores
mortales de Apo2L/TRAIL, donde el receptor DR5 es fundamentalmente capaz de
activar la apoptosis cuando interactia con la forma transmembrana de
Apo2L/TRAIL o estructuras del ligando con alto nivel de entrecruzamiento,
mientras que DR4 es activo al interactuar con la forma soluble. Se ha descrito que
este hecho tiene relacién con la disposicion de los receptores en localizaciones
concretas de la membrana plasmética. El receptor DR4 debe estar situado en los
lipid rafts o balsas lipidicas para iniciar la sefializacién inducida por la forma
soluble de Apo2L/TRAIL, lo que indica que la oligomerizacién de los receptores
estd facilitada por su localizacién en las balsas lipidicas, generandose una
formacion adecuada del DISC sin necesidad de que el ligando presente elevado
grado de entrecruzamiento. Por el contrario, DR5 no requiere una estricta
localizacién en las balsas lipidicas para su activacion, lo que hace que dependa
de la forma transmembrana del ligando o un entrecruzamiento adicional para la
formacion de clusters de receptores que induzcan la adecuada formacion del
DISC [158, 159].

El descubrimiento de una activacién diferencial de los receptores mortales
por parte de las formas soluble y transmembrana de los ligandos mortales permite
describir un mecanismo adicional de regulacién de la actividad de estos ligandos.
En este sentido, se ha demostrado que la escision de FasL de la membrana
plasmatica por parte de una metaloproteasa, convirtiéndose en su forma soluble,
produce una regulacion negativa del potencial pro-apoptoético del ligando mortal
[148, 160].

Ademas, la presencia de Apo2L/TRAIL no sélo es clave para sefializar la
induccién de apoptosis, sino que se ha constatado que la presencia del ligando

aporta una triple simetria en la unidon de los tres receptores al complejo,
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estabilizandose asi correctamente el trimero. Sin embargo, DR5 tiene una fuerte
predisposicion a formar trimeros en ausencia de Apo2L/TRAIL mediante uniones
a través del dominio proximo a membrana. Esta propensién a la auto-asociaciéon
genera la pérdida de triple simetria, conllevando asi una reduccién en la

intensidad en la sefializacion apoptética [161].

Asi mismo, otro factor que influye en la eficiente formacién de complejos
ligando-receptor, es el namero relativo de los diferentes receptores mortales
presentes en superficie. Ante el desequilibrio en la cantidad relativa de alguno de
los receptores, se formardn complejos no activos que retrasaran la formacion de
los complejos activos y con ello la transduccion de la sefial apoptotica [162].
Ademés, también se producen formaciones no homoméricas de los receptores,
que interfieren en la eficiencia y la regulacion de la sefializacién del ligando
mortal. Se ha descrito que DR4, DcR1 y DcR2 son capaces de interactuar
homofilica y heterofilicamente en la superficie celular generando complejos pre-
asociados en ausencia Apo2L/TRAIL [64]. Estos procesos de hetero-
oligomerizacion podrian regular y modular la inducciébn de sefalizacién
intracelular, como se ha descrito en otros miembros de la familia de receptores
mortales [163]. Asi mismo, este proceso de regulacion explica la presencia de
DcRs en células normales como mecanismo de regulacion negativa de la

apoptosis.

1.2.4 Mecanismos de regulacién de la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL

La apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL conlleva la activacion de una
cascada de sefializacién con resultado irreversible. Dado que la apoptosis, junto
con la proliferacion celular, forma parte de un balance que determina la
homeostasis tisular, la regulacion de estos procesos resulta clave para mantener
dicho equilibrio homeostético. Esta regulacion se lleva a cabo a distintos niveles:
secrecion del ligando Apo2L/TRAIL, modificaciones post-traduccionales de los
DRs, localizacion de los receptores en la membrana, formacion del DISC y

activacion de la ruta mitocondrial.
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Como bien es conocido, las células tumorales presentan diversos
mecanismos de evasion de la apoptosis, es por ello que el conocimiento de los
mecanismos de regulacion de apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL es clave para
el desarrollo de terapias capaces de superar dicha resistencia a la muerte celular.

1.2.4.1 Regulacion de la secrecion de Apo2L/TRAIL

Apo2L/TRAIL, al igual que otros miembros de la familia TNF como FasL,
son proteinas transmembrana que pueden liberarse al medio extracelular en su
forma soluble. De ello se encargan unas metaloproteasas especificas, que
escinden una region concreta liberando el dominio extracelular. Se ha descrito la
metaloproteasa ADAM10 como la enzima responsable del proceso de secrecion
de la forma soluble de FasL [164], constituyendo un proceso de regulacién
negativa para la induccion de apoptosis en células sanas [160], aunque también
utilizado por las células transformadas para evadir al sistema inmune [165, 166].

Aunque el mecanismo de escision ha sido descrito para FasL, aun existe
mucha controversia en el caso de Apo2L/TRAIL. Se ha descrito una posible
funcién de protedlisis de la metaloproteasa MMP2 in vitro [167, 168], sin embargo
no se han encontrado evidencias de su presencia in vivo. Otros investigadores
defienden que inhibidores de MMP2 no interfieren en la secrecién de
Apo2L/TRAIL soluble, lo que indica que la escision no se llevaria a cabo por una

metaloproteasa sino por cisteina proteasas [169].

Como se ha explicado con anterioridad, aunque los ligandos mortales
presentan una forma soluble, el modo principal en el que las células citotéxicas lo
liberan para ejercer su funcion de forma biol6gica es asociado a vesiculas
lipidicas caracterizadas como exosomas que se almacenan en el citosol dentro de
los MVB [106, 107, 170]. La movilizacion de los MVB hacia la membrana
plasméatica para la liberacién de los exosomas viene regulada por sefiales de
reestimulacion en los linfocitos T activados. Se ha observado como la
reestimulacion a través del TCR en los linfocitos T previamente activados induce

la secrecion de FasL y Apo2L/TRAIL asociados a la superficie de exosomas,
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mientras que la sefalizacion a través de CD59 produce una liberacibn mas

especifica de exosomas con Apo2L/TRAIL [171].

1.2.4.2 Modificaciones post-traduccionales de los receptores de
Apo2L/TRAIL

Existen dos tipos de modificaciones post-traduccionales que afectan a los
DRs, aportandoles propiedades mejoradas para su funcién sefalizadora:

glicosilacion y palmitoilacion.

El proceso de O-glicosilacién ha sido descrito en los receptores DR4 y
DR5 y supone un factor necesario para favorecer la agrupacion de los receptores
en complejos oligoméricos, imprescindible para dar estabilidad a los receptores en
la membrana, el 6ptimo reclutamiento de proteinas y la activacion del DISC [172,
173]. Por otro lado, la L-palmitoilacién se ha constatado sélo en el receptor DR4,
lo que le aporta la propiedad de localizarse en unas regiones especificas de la
membrana, llamadas balsas lipidicas (lipid rafts), ademas de estabilizar la

agregacion de los receptores [174].

1.2.4.3 Regulacion en la presencia de los receptores de Apo2L/TRAIL en la

membrana plasmaética

Como se acaba de mencionar, existen unas regiones especificas de la
membrana plasméatica donde se concentran los receptores mortales, conocidas
como balsas lipidicas o lipid rafts [175, 176]. Estas zonas de la membrana
presentan en su composicion una elevada concentracion en esfingomielina y
colesterol, lo que les asigha una propiedad peculiar en la fluidez, presentando una
fase con aspecto mas gelificado que el resto de regiones de la membrana. El
hecho de concentrar en una regién concreta de la superficie la mayoria de los
receptores mortales, favoreciendo la oligomerizaciébn en estructuras superiores,
parece ser el cometido principal de los lipid rafts. Diversos autores han
correlacionado la sensibilidad a la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL en lineas
tumorales hematoldgicas de células B y de pulmén, con la presencia de los

receptores mortales en las balsas lipidicas [159, 177, 178]. También se ha
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comprobado que la inhibicién de la traslocacion de los receptores mortales a los
lipid rafts es un posible mecanismo de evasion de la apoptosis por parte de las
células transformadas [177, 179].

Otro factor que afecta a la presencia de los receptores mortales en la
membrana plasmatica es la endocitosis. Se han observado dos tipos de
endocitosis en la regulacion de las rutas de sefalizacion: dependiente de
dinamina (puede ser mediada por clatrina o caveolina) e independiente de
dinamina [180, 181]. La dinamina (GTPasa dinamina) es una enzima encargada
de liberar al citosol las estructuras formadas de invaginaciones de la membrana
plasmatica arbitradas por moléculas de clatrina o caveolina. Por el contrario, en
los casos donde la dinamina no es requerida para la escision, los lipid rafts juegan
un papel clave (Figura 1.17).

Lipidraft dependent internalization.

Clathrin mediated Caveolin Mediated Clathrin and Caveolin
internalization internalization independent internalization

Figura 1.17 Representacion esquematica de los distintos tipos de endocitosis que sufren los
receptores mortales. “TRAIL and vitamins: opting for keys to castle of cancer proteome instead of
open sesame”, Farooqi, A.A. et al. (2012).
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El proceso de internalizacién de complejos ligando-receptor tiene diversas
funciones bioldgicas. En el caso de FasL y TNF-a, su unién al receptor promueve
una rapida internalizacion de los receptores que conduce a la formacion de
complejos secundarios necesarios para potenciar la sefializacion apoptoética
(siendo una endocitosis dependiente de clatrina). También es conocido el papel
de la endocitosis como mecanismo de eliminacion de la induccion de sefializacion
celular, ya que el destino de los complejos ligando-receptor, una vez endocitados,
serd la degradacion lisosomal, que ademas permite el reciclado de los receptores.

En el caso concreto de Apo2L/TRAIL, existe controversia en el papel de la
internalizacion de los receptores y la sefializacion de Apo2L/TRAIL. Se ha
observado que la internalizacion del receptor DR5 mediante la endocitosis supone
una pérdida del efecto citotéxico de Apo2L/TRAIL [182, 183]. Por el contrario,
otros autores han descrito que la internalizacién del mismo, con la consiguiente
permeabilizacion lisosomal favorece en la potenciacion de la sefial apoptética en
diversas lineas celulares malignas de higado [184]. Por otro lado, existe otra
teoria que defiende que la endocitosis ocurre como un evento secundario, sin que
influya en la sefalizacion de apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL [185], o incluso
gue la misma unién del ligando al receptor produce la inhibicién de la endocitosis
[186].

También se ha descrito la internalizacion de los receptores de
Apo2L/TRAIL como un posible mecanismo de evasion de la apoptosis por parte

de las células transformadas [182, 184, 187].

1.2.4.4 Regulacién a nivel de formacion del DISC

La caspasa-8, como elemento clave en la formacion del DISC y activacion
de la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL, es una diana importante en la
regulacion de la apoptosis inducida por dicho ligando mortal. Existen procesos de
ubiquitinizacion de la caspasa-8, llevados a cabo por CUL3 (Cullin-3) y DUB
(deubiquitinasa) A20, presentes en el DISC, que se encargan de asociar o quitar
cadenas de ubiquitina K48 y K63 a la caspasa-8 en la region C-terminal. Estas
modificaciones favorecen la traslocacion de la caspasa-8 a localizaciones
34



Introduccién

concretas, favoreciendo una elevada concentracién local que permite su completa

activacion y actividad proteolitica [188].

Como ya se describié anteriormente, existe otra proteina similar a la
caspasa-8 capaz de unirse al DISC a través de las regiones DED, regulando su
activacion, denominada FLIP. Mediante splicing alternativo del RNAm, cFLIP
puede presentar tres isoformas diferentes, siendo las principales cFLIPs y cFLIP..
Ambas isoformas se han descrito como elementos de regulacion negativa en la
activacion de apoptosis, siendo el mecanismo de inhibicibn competitiva el que
interviene ante la unién a FADD frente a la caspasa-8 [33]. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que las cantidades estequiométricas de las moléculas caspasa-8,
cFLIPs y cFLIP. van a influir en el modo de regulaciéon [189] (Figura 1.18). En este
sentido, los niveles de las distintas isoformas de cFLIP varian de forma especifica
en funcion del tipo celular y en respuesta a diferentes estimulos. Esos estimulos
pueden inducir modificaciones en las concentraciones de cFLIP a diferentes
niveles mediante: regulacién genética con la induccion de la expresion a través
del factor de transcripcion NF-kB [190], o bien mediante la degradacion de la
proteina en el proteasoma [191]. Todo ello hace que la proteina cFLIP se
constituya como un potente mecanismo de regulacién de la resistencia a la

apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL.

Aunque la funcién anti-apoptética se considera el papel principal de cFLIP,
se han descrito funciones adicionales para la isoforma cFLIP, siendo los niveles
de expresion los determinantes para su actividad. Elevados niveles de expresion
de a cFLIP. van a ejercer una inhibicion de la apoptosis de forma equivalente a la
isoforma cFLIPs [33], sin embargo, la formacién de heterodimeros activos con la
caspasa-8 y -10 va a producir una especificidad de sustrato, dirigiendo una
actividad proteolitica localizada [192-196]. Este mecanismo se ha descrito como el

responsable de una regulacién negativa de la necroptosis [84, 192, 197].
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Figura 1.18 Representacion esquematica de la composicion del DISC y la actividad
proteolitica de la caspasa-8/10 en funcion de los niveles de cFLIP intracelulares. “Cellular
FLICE-like inhibitory proteins (c-FLIPs): Fine-tuners of life and death decisions”, Ozturk, S. et al.
(2012).

El papel de regulacién de la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL a través
de cFLIP es utilizado tanto por las células transformadas como por las células
normales. En el caso de las células tumorales, se ha descrito que elevados
niveles de cFLIP previenen la muerte celular inducida por Apo2L/TRAIL en
diversas lineas celulares provenientes de cancer de pulmén [198], cancer de
colon [199] o cancer de mama [200, 201]. Algunas células sanas utilizan altos
niveles de expresion de cFLIP. para bloguear la activacion de caspasa-8 y con
ello la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL, adquiriendo asi un papel de
supervivencia [202, 203]. Ademas, se ha correlacionado la expresién de cFLIP.
con la expresion de DR5, observdndose un aumento en los niveles de DR5
cuando hay una disminucion en la expresion de cFLIP. en células epiteliales de
mama no transformadas, lo que conduce a una apoptosis inducida por
Apo2L/TRAIL enddgeno [202]. Todas estas evidencias permiten demostrar que

cFLIP regula rutas de sefializacién inducidas por Apo2L/TRAIL.

El conocimiento de la implicacién de cFLIP en el bloqueo de la apoptosis

ha sido clave para desarrollar terapias que sensibilicen a la muerte inducida por
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Apo2L/TRAIL a través de la disminucion en los niveles de la proteina presentes
en las células tumorales. De esta forma se ha conseguido sensibilizar con éxito

células tumorales de diversos origenes [201, 203-212].

1.2.4.5 Regulacion a nivel de la via intrinseca

En células clasificadas como de tipo Il, la sefalizacién a través de la via
mitocondrial es necesaria para la induccion de apoptosis mediada por el ligando
mortal Apo2L/TRAIL. Por tanto, los distintos factores que regulan la via intrinseca
de la apoptosis también se ven implicados en la regulacién de la via extrinseca en

las células de tipo II.

En este punto, los miembros de la familia Bcl-2 juegan un papel clave, de
modo que altos niveles de proteinas anti-apoptéticas, como Mcl-1 [213], Bcl-2
[214] y Bcl-xL [215] son los responsables de la resistencia a la induccion de
muerte celular mediada por Apo2L/TRAIL en distintas lineas celulares. EI mismo
resultado tiene niveles bajos de proteinas pro-apoptéticas como Bax [216].
Ademas, se ha constatado que el empleo de diferentes moléculas que interfieren
en la expresion o en las interacciones de las proteinas de la familia Bcl-2, como
moléculas siRNA o inhibidores BH3 (BH3I), generan un efecto sinérgico en el
tratamiento con Apo2L/TRAIL, produciendo una sensibilizacién a la muerte celular

inducida por el ligando mortal en determinadas células tumorales [55, 217].

1.2.5 Rutano candnica de Apo2L/TRAIL

ApOo2L/TRAIL, como otros miembros de la familia TNF, es capaz de activar
sefalizaciones diferentes a la apoptosis. Esto es conocido como la ruta no
canodnica de Apo2L/TRAIL e incluyen mecanismos pro-inflamatorios ademas de la

necroptosis.

Al igual que se ha observado con TNF-a, en determinadas circunstancias
la union de Apo2L/TRAIL a su receptor induce la formaciéon de un complejo
secundario tras la formacion del DISC [218]. Esta estructura, denominado
complejo Il, esta constituida por los componentes iniciales del DISC (FADD,

caspasa-8 y cFLIP) ademés de las proteinas RIP1, TRAF2 y NEMO [66, 87, 218,
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219]. La constitucién de este multi-complejo proteico activa rutas a través de NF-
kB, MAPK y JNK que pueden llegar a inducir no sélo inflamacién, sino también
sefiales de supervivencia y proliferacion en células resistentes a la muerte
inducida por Apo2L/TRAIL [220] (Figura 1.19).

También se ha observado una relacion entre la activacion de la ruta no
candnica y la capacidad de proliferacién, migracion e invasion en determinadas
células tumorales, donde elementos como Akt y ERK juegan un papel relevante
en la sefalizacion [221]. A pesar de todo, aun se desconoce con exactitud el
significado biolégico de la ruta no canénica de Apo2L/TRAIL.

Por otro lado, en situaciones donde esta bloqueada la apoptosis debido a
la inhibicién de caspasas, al igual que para los otros miembros de la familia TNF,
Apo2L/TRAIL es capaz de inducir necroptosis en determinadas lineas celulares
[222].
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Figura 1.19 Representacion esquemaética de la ruta no candnica de Apo2L/TRAIL. “Targeting
the Apo2L/TRAIL system for the therapy of autoimmune diseases and cancer”, Martinez-Lostao, L.

et al. (2012).

1.3 Terapias anti-tumorales basadas en Apo2L/TRAIL

La proteina Apo2L/TRAIL, asi como las moléculas basadas en ella, se han

considerado prometedores candidatos como tratamiento contra el cancer, dada su

capacidad de inducir apoptosis en células transformadas sin afectar a células

sanas [108, 109]. A diferencia del tratamiento con FasL o TNF-a que mostré una

hepatotoxicidad letal in vivo, lo que descart6 su utilizacion en terapia cinica para el

tratamiento anti-tumoral [223], Apo2L/TRAIL mostr6 un elevado grado de
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seguridad en modelos animales, abriendo asi la puerta al desarrollo de terapias

basadas en esta proteina [224].

Hasta la fecha, se han desarrollado ensayos clinicos basados en la
molécula recombinante de Apo2L/TRAIL y anticuerpos agonistas especificos para
DR4 o DR5 [225-230] (Tabla 1.1). A pesar de los buenos resultados preclinicos
obtenidos y aunque en los ensayos clinicos si se demostré6 que las terapias
basadas en Apo2L/TRAIL eran seguras, en la mayoria de ellos no se observé que
los tratamientos basados en esta molécula fueran eficaces como terapia anti-
tumoral [231]. Se ha considerado que la principal causa del fracaso de los
farmacos utilizados en los ensayos clinicos fue el bajo nivel de cross-linking, que
no permitia alcanzar el grado necesario de oligomerizacion de los receptores y

con ello, la correcta activacion de la apoptosis [232].

Tanto la proteina recombinante Apo2L/TRAIL como los anticuerpos
agonistas de los receptores DR4 y DR5, presentan caracteristicas y propiedades
especificas que otorgan ventajas e inconvenientes para el tratamiento anti-
tumoral. Por un lado, la proteina recombinante soluble, conocida con el nombre
comercial de Dulanermin®, es capaz de inducir la apoptosis a través de los dos
receptores funcionales DR4 y DR5, sin embargo, también se puede unir a los
receptores sefiuelo formando complejos inactivos, reduciendo asi la
concentracion de proteina libre y perdiendo eficacia en la sefializacion de
apoptosis. Ademas, la estabilidad y farmacocinética que presenta la molécula en
sangre no es muy favorable como tratamiento, teniendo una vida media de 3-5

minutos en roedores y 23-31 minutos en simios no humanos [233].

Por el contrario, los anticuerpos agonistas especificos de los receptores de
Apo2L/TRAIL proporcionan una diana concreta, pudiendo actuar sobre el receptor
DR4 o DR5, evitando interacciones indeseadas con otros receptores celulares del
ligando mortal. Dado que la contribucion de cada receptor a la inducciéon de
apoptosis por Apo2L/TRAIL varia dependiendo del tipo de célula tumoral, aplicar
el tratamiento dirigido hacia el receptor especifico que mayor sefalizacion de

apoptosis aporta supondria una mayor eficacia y optimizacion de la terapia anti-
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tumoral. Ademas, el perfil farmacocinético de los anticuerpos agonistas de los
receptores de Apo2L/TRAIL presenta mejores valores en los pardmetros de vida
media en comparacion con la proteina soluble, detectdndose niveles de los
mismos en sangre durante varios dias o incluso semanas tras la administracion
[234].

Se han desarrollado diversos anticuerpos agonistas especificos para DR4,
como mapatumumab, asi como para DR5, conocidos como drozitumab,
tigatuzumab, conatumumab y lexatumumab. Diversos estudios han demostrado la
necesidad de una reticulacion adecuada en estos anticuerpos agonistas de
receptores para la 6ptima sefializacién apoptética tanto in vitro como in vivo [235-
237]. Esta reticulacion es mediada de forma fisiolégica por los receptores Fcy
(FcyR), presentes en la superficie de la membrana plasmatica de células del
sistema inmune [238, 239], aunque también se puede llevar a cabo mediante
agentes externos. Este hecho hace que la eficacia del tratamiento dependa de
una reticulacion adicional artificial o directamente de los niveles de expresion de
FcyR por parte de las células del microambiente tumoral.

Tabla 1.1 Ensayos clinicos de terapias basadas en Apo2L/TRAIL. Modificado de “Developing
TRAIL/TRAIL-death receptor-based cancer therapies”, Yuan, X. et al. (2018).

Formulacién Tratamiento combinado Enfermedad Identificacién
Mapatumumab (anticuerpo monoclonal |Sorafenib Carcinoma hepatocelular avanzado NCT01258608
contra TRAIL-R1) Sorafenib Carcinoma hepatocelular avanzado NCT00712855
Bortezomib Mieloma multiple NCTO00315757
TRM-1 0 HGS-ETR1 (anticuerpo - Linfoma no Hodgkin’s NCT00094848
monoclonal contra TRAIL-R1)
HGS-ETR2 (anticuerpo monoclonal Interferén gamma 1b Tumores sélidos NCT00428272
contra TRAIL-R2)
Conatumumab (anticuerpo monoclonal |FOLFOX6 o Ganitumumab o Bevacizumab [Tumores sélidos avanzados NCT01327612
contra TRAIL-R2)
Tigatuzumab (anticuerpo monoclonal  |Abraxane Cancer de mama metastasico triple negativo [NCT01307891
contra TRAIL-R2)
DS-8273a (anticuerpo contra TRAIL-R2) |Nivolumab Céancer colorrectal avanzado NCT02991196
Nivolumab Melanoma estadio Ill o IV NCT02983006
AMG 655 (anticuerpo monoclonal AMG 479 (anticuerpo monoclonal humano |Cancer pancreatico metastasico NCT00630552
contra TRAIL-R2) contra IGF-1R) o Gemcitabine
AMG 479 Tumores sélidos NCT00819169
Doxorrubicina Sarcoma de tejidos blandos NCT00626704
\orinostat o Bortezomib Linfoma de bajo grado NCT00791011
AMG 951 (TRAIL recombinante Bevacizumab, Carboplatino, Paclitaxel Cancer de pulmén de células no pequefias [NCT00508625
humano)
Dulanermin (TRAIL recombinante Placebo Cancer de pulmoén de células no pequefias [NCT03083743
humano) estadio IV
SCB-313 (TRAIL recombinante humano{- Efusion pleural maligna NCT03869697

trimero de proteina fusionada)

MSCTRAIL Placebo Adenocarcinoma de pulmén NCT03298763
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Dadas las limitaciones observadas en los diferentes tratamientos anti-
tumorales desarrollados basados en Apo2L/TRAIL, la administracion en forma de
monoterapia no parece ser una opcion adecuada de tratamiento. Uno de los
principales motivos que explican la baja eficacia clinica, ademas del bajo grado de
entrecruzamiento y activacion de los receptores por parte de las moléculas
ensayadas, son los altos niveles de resistencia al efecto anti-tumoral de
Apo2L/TRAIL de las células transformadas. La resistencia a la apoptosis inducida
por Apo2L/TRAIL esta presente de forma intrinseca en la mayor parte de células
cancerosas provenientes de tumores primarios [215, 240, 241], sin embargo, esta
resistencia también puede ser adquirida tras una exposicion repetida a
Apo2L/TRAIL [242].

Las células tumorales resistentes a Apo2L/TRAIL desarrollan diversos
mecanismos para evadir la sefial apoptoética inducida por el ligando mortal [243].
En este punto, la alteracion en las vias de sefializacién apoptética, asi como la
activacion de moléculas inhibidoras de la apoptosis juegan un papel clave en el
mecanismo que subyace a la resistencia a Apo2L/TRAIL [244]. La disfuncién en la
transmision de sefial apoptética a nivel de receptores mortales (debido a los bajos
niveles de expresiéon de DRs, mutaciones no funcionales o la pérdida de sefial
apoptdtica por la union del ligando mortal a receptores sefiuelo) [244, 245] y la
sobre-expresion de proteinas anti-apoptéticas (como cFLIP, proteinas de la
familia Bcl-2 e IAPS) son algunos factores descritos en la literatura cientifica que
contribuyen a la resistencia a Apo2L/TRAIL [203, 243, 246-250]. Asi mismo, se ha
descrito que la regulacion de los DRs, asi como la inhibicion de proteinas anti-
apoptéticas, son capaces de reconstituir la sensibilidad de las células a la
apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL [207-209, 244, 251-253].

El conocimiento de los principales mecanismos moleculares de resistencia
al efecto anti-tumoral de Apo2L/TRAIL de las células tumorales, permitié el
desarrollo y la implementacion de mejoras en la eficacia de los tratamientos
basados en Apo2L/TRAIL y abrié paso a la exploracién de terapias combinadas

con diferentes agentes sensibilizantes. De este modo, se inicié una busqueda de

42



Introduccién

moléculas que fueran capaces de ejercer un efecto sinérgico y sensibilizador a la

apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL en células tumorales.

Existen diversos ensayos pre-clinicos que describen procesos de
sensibilizacién a la apoptosis mediante diferentes mecanismos, principalmente a
través de la regulacion de los niveles de expresion y localizacion de los receptores
mortales, la regulaciéon de los niveles de proteinas pro- y anti-apoptéticas y la
regulacion de la amplificacion de la sefalizacion apopt6tica mitocondrial [158,
206, 254, 255]. De este modo, compuestos quimioterapicos clasicos como
cisplatino [256], carboplatino [257], etopdsido [258, 259], adriamicina [260] o
doxorrubicina [261] han demostrado ser buenos agentes sensibilizantes a la
actividad apoptotica de Apo2L/TRAIL. También, determinados inhibidores de la
transcripcion de proteinas, como son los inhibidores de quinasas dependientes de
ciclina como flavopiridol [201, 207, 262] o SNS-032 [263], inhibidores del
proteasoma como bortezomib [206] o inhibidores de histona deacetilasas (HDACI)
[264-266], han sido destacados en diversos ensayos pre-clinicos como
prometedores candidatos para el tratamiento combinado con Apo2L/TRAIL en
pacientes con diferentes tipos de cancer (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Agentes sensibilizantes a la apoptosis inducida por TRAIL y mecanismos de accion
descritos en diferentes tipos celulares tumorales.

Agente terapeutico Tipo de cancer Mecanismo Ref.

Quimioterapia

Doxorrubicina Carcinoma ovarico Incremento de DR5 [261]

Cisplatino Glioblastima Incremento de DR5 [256]

Carboplatino Mesotelioma pleural maligno Incremento de DR4 y DR5 [257]

. Glioma Incremento de DR5 [258]
Etopésido

Células tumorales epiteliales Incremento de DR4 y DR5 [259]

Adriamicina Carcinoma renal Incremento de DR4 yDR5 [260]

Inhibidores moleculares

Céancer de mama Disminucion de cFLIP [201]
Flavopiridol Cancer de mama y pulmoén Disminucién de cFLIP [207]
Céancer de mama Incremento de DR5 [309]
Cancer de pulmén de células no pequefias |Disminucion de cFLIP, Mcl-1, Bel-XL y XIAP [308]
SNS-032 Cancer de pulmén de células no pequefias |Disminucion de cFLIP, Mcl-1, Bcl-XL y XIAP | [263,308]
Bortezomib Mieloma Disminucién de cFLIP y Mcl-1 [206]
Leucemia Induccion de ROS [264]
HDAC Leucemia Incremento de DR4 [265]
Tumores s6lidos Incremento de DR5 [266]
Leucemia Incremento de TRAIL [269]
Otros agentes
Acido retinoico Leucemia Incremento de TRAIL [268]
Edelfosina Cancer gastrico Incremento de DR5 [328]
ONC201 Tumores so6lidos Incremento de DR5, TRAIL yER [273-276]
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Otro enfoque de terapia basado en Apo2L/TRAIL es la activacion de la via
extrinseca de la apoptosis con agentes anti-tumorales que induzcan la expresion
de Apo2L/TRAIL en las propias células. La expresion endégena de Apo2L/TRAIL
puede regularse a través de mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales [267]. En este sentido, se han descrito diferentes compuestos
moleculares, como el &cido retinoico [268] o HDACI [269] capaces de producir una
expresion de TRAIL inducida, mecanismo responsable de la apoptosis y control
anti-tumoral en células de leucemia. Asi mismo, se ha demostrado que TNF-a
[270], inhibidores de DNA metiltransferasa [271] y determinados HDACI [272]
sensibilizan las células tumorales de cancer de mama a la quimioterapia a través
de la induccibn de Apo2L/TRAIL. Sin embargo, dentro de esta estrategia
terapéutica destaca el compuesto ONC201, una pequefia molécula perteneciente

a un nuevo grupo de agentes anti-cancerigenos llamados imipridonas [273, 274].

ONC201 inactiva las quinasas Akt y ERK, produciendo la traslocacién de
Foxo3a al nucleo, donde se une al promotor de Apo2L/TRAIL induciendo una
expresion continuada en células tumorales y normales de este ligando mortal
[273-275]. Esta forma de regulacién en la transcripcibn génica mejora las
concentraciones de Apo2L/TRAIL en el microambiente tumoral, favoreciendo asi
el efecto supresor endégeno. Ademas, se ha descrito que este efecto anti-tumoral
se ve potenciado en determinadas células a través de una regulacién positiva
simultdnea del receptor mortal DR5 por parte de ONC201 [276]. Dado los
prometedores resultados pre-clinicos, ONC201 fue aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration, EEUU) para iniciar ensayos clinicos en 2014 [277, 278].
Actualmente el compuesto ONC201 se encuentra en la fase Il en 12 ensayos
clinicos, evaluandose su eficacia como agente Unico en diversos tumores sélidos

y neoplasias hematoldgicas [277].

1.3.1 Desarrollo de nuevas estrategias en la terapia basada en
Apo2L/TRAIL

Existen diversas limitaciones en las terapias anti-tumorales basadas en

Apo2L/TRAIL desarrolladas hasta la fecha, siendo las principales una vida media
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corta [225, 227], una baja colocalizacién de la proteina en la zona diana del
tratamiento y una resistencia intrinseca a la monoterapia [279, 280]. El desarrollo
de terapias combinadas con diferentes agentes sensibilizantes, como se ha
descrito anteriormente, ha permitido solventar el problema de la resistencia, sin
embargo, no ha sido suficiente para obtener una clara eficacia clinica. Es por ello
que se requiere un abordaje mas profundo en la estructura de la propia proteina y
las formas de administracién en busqueda de poder solventar dichas limitaciones.
La biotecnologia y la nanotecnologia son utiles herramientas que han permitido el
desarrollo de nuevas formulaciones de la proteina y la implementacion de nuevas
estrategias de tratamiento con el objetivo de aumentar la estabilidad y
direccionalidad de Apo2L/TRAIL.

1.3.1.1 Nuevas formulaciones de Apo2L/TRAIL

La bioactividad de Apo2L/TRAIL estd estrechamente ligada con su
correcta disposicion y estabilidad estructural. Se ha descrito que para una
eficiente agrupacion de los receptores es necesaria una trimerizacion estable de
los mondmeros de Apo2L/TRAIL [64].

Las primeras formas recombinantes de la proteina disponian de una
fraccibn asociada al extremo N-terminal del componente extracelular de
Apo2L/TRAIL, pudiendo ser una cadena de aminoacidos denominado “tag” de
poli-histidina (his-Apo2L/TRAIL) [109] o un epitopo FLAG (FLAG-Apo2L/TRAIL)
[108] (Figura 1.20). Aunque la funcién inicial de estas estructuras era facilitar el
proceso de purificacion, cumplian también un papel facilitando la estabilizacion de
la forma trimérica de Apo2L/TRAIL. Sin embargo, a pesar de demostrar eficacia
anti-tumoral in vitro (en el caso de FLAG-Apo2L/TRAIL es necesario un cross-
linking adicional a través de un anticuerpo especifico M2, dirigido contra FLAG)
[108] y seguridad in vivo en diferentes modelos animales [224, 281, 282], las
pruebas con hepatocitos primarios humanos aislados (PHH, del inglés Primary
Human Hepatocytes) mostraron citotoxicidad debido a la agrupacion de la
proteina en agregados supra-moleculares disfuncionales [283, 284]. Estos

hallazgos evidencian una estrecha relacion entre la adecuada agrupacion
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estructural y estabilidad de la molécula y la toxicidad hepéatica que presenta
Apo2L/TRAIL en el organismo, determinandose asi su seguridad como

tratamiento anti-tumoral.

Una aportacion a la mejora en la estabilidad trimérica de los monémeros
de Apo2L/TRAIL fue la introduccion de dominios especificos de trimerizacion en la
estructura proteica. De este modo se desarrollaron proteinas recombinantes de
Apo2L/TRAIL con cremalleras de leucina (LZ-Apo2L/TRAIL) [224] e isoleucina (iz-
Apo2L/TRAIL) [283]. Otra estrategia desarrollada en busqueda de moléculas de
Apo2L/TRAIL triméricas altamente estables, fue la generacién de la proteina
trimérica activa codificada por una secuencia de cadena Unica, estructuras
conocidas como proteinas single-chain. De este modo se generd scApo2L/TRAIL,
cuya secuencia codificante de DNA estd formada por los tres monomeros
constitutivos de la fraccion extracelular de la proteina conectados entre si por
pequefios polipéptidos de union denominados linker [285]. Esta forma trimérica de
Apo2L/TRAIL presenta un alto grado de estabilidad molecular, donde esta
asegurada una correcta asociacién estructural de los tres monémeros al
eliminarse las interacciones inespecificas. Tanto las proteinas LZ-Apo2L/TRAIL y
iz-Apo2L/TRAIL como sc-Apo2L/TRAIL (Figura 1.20), mostraron mayor actividad
citotoxica in vitro e in vivo, asi como mejoras en otros parametros como la vida
media de la proteina tras la administracion sistémica, en comparacién con la
proteina recombinante Dulanermin®, mostrandose ademas un tratamiento seguro

en modelos animales y con ausencia de citotoxicidad en PHH [224, 286].

Ademas de la estabilidad molecular, otro objetivo a cumplir en la basqueda
de nuevos constructos de Apo2L/TRAIL que mejoren los resultados clinicos de los
tratamientos actuales, es la direccionalidad de la proteina hacia las dianas de
tratamiento, en este caso las células tumorales. La localizacion del tratamiento en
la zona adecuada permite optimizar las concentraciones administradas,
reduciéndose los efectos secundarios y la posible toxicidad sistémica. Para ello, la
técnica avanzada de las proteinas de fusion constituye una util herramienta para
dirigir la proteina Apo2L/TRAIL hacia el microambiente tumoral o directamente

hacia las propias células tumorales. La técnica consiste en fusionar a la proteina
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Apo2L/TRAIL determinados dominios especificos de reconocimiento de las
células diana, sin que ello afecte a su bioactividad. En este sentido, se han
desarrollado en los ultimos afios una amplia variedad de proteinas de fusion
basadas en Apo2L/TRAIL, siendo los fragmentos scFv los dominios especificos
de reconocimiento mas ampliamente utilizados [287, 288]. Los fragmentos
variables de cadena unica (scFv, del inglés, single-chain variable Fragment) son
dominios que corresponden a la region variable de las inmunoglobulinas,
caracterizados por su pequefio tamafio y por la propiedad de mantener el
reconocimiento antigeno-especifico, propio de los anticuerpos. Las proteinas CD3
[287], CD7 [287], CD19 [289], CD20 [290], CD33 [291], CD40 [292], EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) [293] o CEA (Carcinoembryonic Antigen) son
algunos antigenos tumorales, caracterizados por su sobre-expresién en la
superficie celular en ciertos tipos de tumores, en los que se han basado el

desarrollo de las principales proteinas de fusién scFv:Apo2L/TRAIL (Figura 1.20).
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Figura 1.20 Representacion esquematica de las principales proteinas recombinantes de
Apo2L/TRAIL. Dulanermin® (AMG-951), FLAG-Apo2L/TRAIL (Flag), his-Apo2L/TRAIL (6xHis), LZ-
Apo2L/TRAIL (LZ), iz-Apo2L/TRAIL (ILZ), sc-Apo2L/TRAIL (scTRAIL) y scFv-Apo2L/TRAIL.
Modificado de “Antibodies and derivatives targeting DR4 and DR5 for cancer therapy”, Dubuisson, A.
et al. (2017).

1.3.1.2 Nanoparticulas en el tratamiento con Apo2L/TRAIL

La nanobiotecnologia ha abierto una puerta al desarrollo de nanoterapias

basadas en Apo2L/TRAIL. El empleo de diferentes tipos de nanoparticulas con
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Apo2L/TRAIL puede mejorar distintos aspectos de este ligando mortal respecto a
su forma soluble: i) permite potenciar la estabilidad del ligando mortal, de tal modo
gue se prolongue su vida media en el plasma; ii) permite incrementar su potencial
anti-tumoral; iii) permite gracias a la propiedad caracteristica de las nhanoparticulas
conocida como efecto EPR (Enhaced Permeability and Retention Effect),
proporcionar una cierta direccionalidad del tratamiento hacia la localizacion del
tumor [294-296]; iv) permite gracias al acoplamiento adicional a dichas
nanoparticulas de diferentes moléculas dirigir especificamente las nanoparticulas
contra las células cancerosas. Todas estas ventajas presentes en el uso de
nanoparticulas, tanto para el tratamiento con la proteina recombinante
Apo2L/TRAIL como para las terapias génicas, permiten superar la resistencia a la

apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL en muchas células tumorales [297].

La variedad de nanoparticulas desarrolladas para las terapias basadas en
Apo2L/TRAIL es muy amplio, entre las que se incluyen: liposomas, nanoparticulas
de albumina, nanoparticulas poliméricas, nanovectores inorganicos y
nanoestructuras de DNA [297]. Sin embargo, dadas sus propiedades fisicas y
guimicas, entre todos ellos destacan los liposomas. Los liposomas son
estructuras esféricas constituidas por bicapas lipidicas de forma semejante a las
membranas celulares, lo que le otorga una excelente biocompatibilidad. Ademas
otras propiedades como la habilidad de encapsular compuestos (hidrofilicos e
hidrofobicos) y la posibilidad de una funcionalizacién en la superficie con
moléculas de reconocimiento de dianas especificas, ha determinado que los
liposomas se consideren desde hace décadas Optimos vectores para la
administracién de tratamientos, siendo aprobados por la FDA para numerosas

aplicaciones [298, 299].

1.3.1.2.1 Nanoparticulas con la proteina Apo2L/TRAIL en monoterapia
Existen dos estrategias principales para la administraciobn en
nanoparticulas de la proteina recombinante Apo2L/TRAIL: localizar la proteina en

el interior de la nanoparticula o asociarla a su superficie.
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La administracion de Apo2L/TRAIL en el interior del lumen de una
nanoparticula es una buena herramienta para asegurar un suministro constante y
estable al microambiente tumoral [300-302]. Ademas, en el caso de las particulas
liposomales, el medio acuoso del lumen mantiene la estructura nativa de la
proteina tras el proceso de encapsulacion, esencial para el mantenimiento de su

bioactividad.

Por otra parte, la union de Apo2L/TRAIL a la superficie de nanoparticulas,
asemejando la forma fisiolégica transmembrana de la proteina, ha demostrado
presentar mayor actividad anti-tumoral que la proteina recombinante soluble [64,
141, 303-310]. Como se ha explicado anteriormente, una eficiente sefializacion
apoptética requiere una agregacion y oligomerizacion de los receptores mortales
en estructuras supramoleculares, que so6lo se consigue con la forma
transmembrana del ligando. Esta agregacion de receptores resulta en un
reclutamiento mejorado del DISC que potencia la activacion de la cascada de
sefializacion y ejecuta eficientemente la apoptosis con respecto a la forma soluble
del ligando, la cual requerird una amplificacion de la sefial a través de la ruta
mitocondrial para inducir una muerte celular significativa (Figura 1.21). Ademas, la
activacion de la apoptosis a través de DR5, el receptor que mas contribuye a la
muerte celular, requiere un elevado grado de entrecruzamiento del ligando, que

se alcanza con la asociacién de Apo2L/TRAIL a una superficie de membrana.

En las nanoparticulas conjugadas con Apo2L/TRAIL en la superficie, es
importante que la unibn mediante enlace covalente o no covalente no altere la
afinidad al receptor agonista. En este sentido, nuestro grupo fue el primero en
generar liposomas de tipo LUV (del inglés, Large Unilamellar Vesicles) con
Apo2L/TRAIL inmovilizado en la superficie, que inicialmente fueron ensayado en
un modelo animal de artritis reumatoide [311], pero que han demostrado ejercer

alto grado de citotoxicidad en diferentes tipos de tumores [141, 303, 307-310].

49



Introduccién

‘ membrane-bound TRAIL
h

VY- I

o8¢ o0 ol el el

Caspase-8/10 w [7,* ,
Ed MITOCHONDRION
| Caspase-8/10
APOPTOSOME :
Caspase-3/6/7 <« o &
’ I Copased Caspese-367
\\\ > =
.
APOPTOSIS

Figura 1.21 Modelo de la induccion de la sefial apoptotica inducida por Apo2L/TRAIL en
forma soluble (A) y como proteina transmembrana (B). “Importance of TRAIL molecular anatomy
in receptor oligomerization and signaling. Implications for cancer therapy”, Naval, J. et al. (2019).

1.3.1.2.2 Nanoparticulas con la proteina Apo2L/TRAIL en terapia combinada

Como se ha mencionado anteriormente, los tratamientos combinados de
Apo2L/TRAIL con agentes sensibilizantes son un recurso necesario para superar
la resistencia a las monoterapias basadas en el ligando mortal. La encapsulaciéon
de farmacos en nanoparticulas permite un nuevo sistema de transporte alternativo
gue elimina algunas de las principales limitaciones de la administracion de los
mismos en su forma libre, como es el ineficiente transporte sistémico y la
retencion en tejidos no deseados, generando efectos secundarios debido a la

toxicidad.

Las nanoparticulas méas utilizadas para la vectorizacion de farmacos son
los liposomas [312-314], ya que sus propiedades estructurales, especialmente su
tamafio y composicion, le otorgan mejores caracteristicas para la encapsulacion y
transporte de farmacos frente a otras nanoparticulas desarrolladas para el mismo
fin, como son las micelas poliméricas [315] o las nanoparticulas conjugadas [316].

La configuracion esférica de las membranas lipidicas con fosfolipidos en la
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composicion, conformando un nucleo acuoso, proporciona un alto grado de
biocompatibilidad celular y una versatilidad en la encapsulacién de una gran
variedad de moléculas, localizandose los compuestos hidrofilicos en el interior y
los hidrofobicos en la region de la membrana [317, 318]. Ademas, el tamafio de
los liposomas determina una cierta direccionalidad pasiva debido al efecto EPR
[314].

El primer compuesto conjugado en una estructura liposomal administrado
en clinica fue la doxorrubicina, bajo el nombre comercial de Doxil® [319], aunque
previamente formulaciones liposomales con otros compuestos como la
anfotericina B o la cistosina arabinosa fueron generadas y estudiadas en ensayos
pre-clinicos como candidatos a posibles agentes liposomales terapeuticos [314,
320].

Aungue los liposomas presenten Optimas caracteristicas para el transporte
de farmacos debido a sus propiedades intrinsecas, éstas pueden mejorarse a
través de la funcionalizacién de la superficie de los mismos [321]. Se ha descrito
qgue la incorporacion de PEG (Polietilenglicol) a la estructura lipidica mejora el
perfil farmacodinamico y aumenta la vida media en plasma. También se ha
demostrado que la asociacion de dominios especificos de reconocimiento a la
superficie como scFv, aunque no mejoran la direccionalidad de forma activa, si
favorecen la incorporacién del compuesto a la célula a través de procesos de
endocitosis [322]. Estos liposomas funcionalizados con anticuerpos para dirigirse
especificamente hacia las células diana reciben el nombre de inmuno-liposomas
[323, 324].
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Figura 1.22 Representacién esquematica de la funcionalizacién de los liposomas. “Liposomal
delivery systems: design optimization and current applications”, Abu Lila, A. et al. (2017).

Finalmente, se ha descrito la existencia de un efecto directo de los
liposomas sobre la composicion lipidica de la membrana celular. Los liposomas
son capaces de transmitir lipidos de su composicién a la membrana plasmatica
celular, llegando a modificar las propiedades de la misma [325]. Los cambios
producidos a nivel de la membrana sensibilizan a las células a farmacos como
vinblastina [326] o doxorrubicina [327], encapsulados en el interior del liposoma.
Este hallazgo abre una nueva estrategia de terapia, donde los liposomas no sélo
cumplen la funcion de vectorizar el compuesto, sino que ademas su composiciéon
lipidica se puede utilizar como mecanismo de sinergia para potenciar el efecto
anti-tumoral del tratamiento, por ejemplo a través de la incorporando lipidos

sensibilizantes a la induccion de Apo2L/TRAIL como la edelfosina [328].

En base a ello, la encapsulacion de farmacos en el interior de
nanoparticulas ademas de la incorporacion de Apo2L/TRAIL a nanoestructuras,
son estrategias que pueden combinarse para desarrollar tratamientos anti-
tumorales mas eficaces. La co-administracion de Apo2L/TRAIL y agentes
sensibilizantes (como doxorrubicina o paclitaxel), tanto en la misma micro-
estructura como en nanoparticulas independientes, produce una sinergia que
potencia el efecto anti-tumoral de Apo2L/TRAIL, induciendo apoptosis en células

altamente resistentes [297, 329-331]. Estos hallazgos asientan la base hacia un
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nuevo abordaje y posible desarrollo de terapias anti-tumorales combinadas mas

efectivas basadas en Apo2L/TRAIL.

1.4 Sarcomas

1.4.1 Generalidades

Los sarcomas son un grupo muy heterogéneo de tumores derivados de
células transformadas de origen mesenquimético. Aungque es una patologia poco
frecuente, se estima que representa el 1% de todos los tumores malignos, con
una alta incidencia en la poblacion infantii y juvenil, constituyendo
aproximadamente el 15% de todas las neoplasias infantiles. Ademas, se
caracterizan por ser altamente agresivos, siendo los responsables del 2% de las
muertes producidas por cancer [332].

Los sarcomas constituyen una amplia variedad de tumores que afectan a
multiples tejidos, clasificandose en dos grandes categorias: sarcomas de partes
blandas y sarcomas 6seos. Los sarcomas de partes blandas, también conocidos
como STS (del inglés, Soft Tissue Sarcoma) estan formados por mas de 50
subtipos histoldgicos diferentes, siendo el liposarcoma, leiosarcoma y sarcoma
pleomorfico indiferenciado los mas comunes en adultos, mientras que el
rabdomiosarcoma es el que mas incidencia presenta en edad pedriatica [333]. Los
sarcomas 0seos estan constituidos en mayor medida por el sarcoma de Ewing,
osteosarcoma y condrosarcoma, siendo el sarcoma de Ewing el mas maligno
cuyo origen es una traslocacién genética especifica, siendo la mas frecuente la
traslocacion t(11;22) (q24;922).

Por lo general, los sarcomas son tumores altamente agresivos, aunque el
pronostico depende de factores como la presencia de metastasis, el grado, el
tamarnio o la profundidad del tumor [334, 335]. Entre toda la variedad de sarcomas,
el rabdomiosarcoma, el sarcoma sinovial, el sarcoma de Ewing y el osteosarcoma
destacan por ser tumores malignos de grado alto, con elevado potencial
metastasico [333, 335]. Aunque la tasa de supervivencia en el caso de tumor

localizado supera generalmente el 70%, la supervivencia se estima en poco mas
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de 12 meses en pacientes con sarcoma metastasico en el momento del
diagnéstico [336, 337]. Esta presencia de metastasis en el momento de
diagnostico afecta a un niumero considerable de pacientes, representando mas

del 10% de todos los pacientes diagnosticados con osteosarcoma [338].

1.4.2 Tratamiento

La gran heterogeneidad presente en los sarcomas determina que los
tratamientos sean complejos y deban presentar un enfoque multidisciplinar,
siendo la cirugia el abordaje principal en todos los casos. De forma
complementaria, la radioterapia favorece el control tumoral a nivel local [339, 340],
mientras que la funcién de la quimioterapia en el tratamiento de los sarcomas
sigue siendo controvertida a dia de hoy. Aunque los sarcomas de Ewing
particularmente presentan elevado grado de sensibilidad a la quimioterapia
clasica [340], la gran heterogeneidad del extenso grupo de tumores que
constituyen los sarcomas no permite proporcionar un conocimiento exacto de la
sensibilidad y la respuesta tumoral a los tratamientos quimioterapicos,
principalmente en STS. A pesar de ello, la doxorrubicina se mostr6 como un
farmaco eficaz para el tratamiento de STS en 1970, siendo a dia de hoy la
primera linea de tratamiento quimioterapico para tumores en estadio avanzado,
con una tasa de respuesta como agente Unico de aproximadamente 14%, que
asciende al 26% si se combina con ifosfamida para el tratamiento de STS
metastasicos [341]. Por otro lado, ensayos clinicos recientes demostraron que la
trabectedina es efectiva especialmente para el tratamiento de leiomiosarcoma y
liposarcoma, aprobandose en Europa como tratamiento para pacientes con estos
tipos de sarcoma con resistencia a la quimioterapia con doxorrubicina e ifosfamida
[342-345].

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas terapias moleculares
dirigidas contra dianas especificas de las células transformadas, que se encargan
de inhibir y bloquear determinados procesos celulares, demostrando una actividad
anti-tumoral. Entre los compuestos mas prometedores destacan los inhibidores de

tirosina quinasas pazopanib [343, 346], imatinib [347] y sunitinib [348].
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1.4.3 Apo2L/TRAIL en sarcomas

Se ha estudiado el potencial de Apo2L/TRAIL como posible tratamiento de
los sarcomas, sin embargo, no son muchos los estudios realizados en este
sentido y en su mayoria forman parte del ambito pre-clinico. Aunque la mayoria
de los estudios se han centrado en el empleo de las terapias basadas en
Apo2L/TRAIL con las moléculas utilizadas en los ensayos clinicos,
fundamentalmente la forma soluble de Apo2L/TRAIL [349], se ha descrito que las
formulaciones optimizadas del ligando, como las proteinas de fusion, presentan
mayor potencial anti-tumoral, siendo especialmente sensibles al tratamiento las
células de sarcoma de Ewing [350]. Resulta interesante que en varios de los
trabajos en los que se ha explorado el potencial anti-tumoral de Apo2L/TRAIL en
sarcomas, este ligando mortal se ha empleado en combinacidon con otros
farmacos [351-357], donde los compuestos quimioterdpicos tradicionales como
doxorrubicina, cisplatino y etopésido indujeron una mayor sensibilizacién a la
muerte inducida por Apo2L/TRAIL [350], indicando que estos sarcomas son
parcialmente resistentes a la forma soluble del ligando mortal [358]. Sin embargo,
a pesar de los pocos datos del uso terapéutico de Apo2L/TRAIL en sarcomas,
existen datos en pacientes tratados con formulaciones basadas en Apo2L/TRAIL
gue apuntan a que éste puede ser efectivo como tratamiento frente a
determinados sarcomas (Tabla 1.3) [225, 358-363].

Tabla 1.3 Principales estudios clinicos basados en TRAIL para el tratamiento de sarcomas.

Tratamiento Tipo de estudio Tipo de cancer Ref
Conatumumab (Agonista DR5; AMG655) |Ensayo clinico Fase Ib/ll  |Tumores sélidos refractarios, localmente avanzados o

(NCT00819169) metastasicos (incluidos casos de sarcoma) [361]
Conatumumab (Agonista DR5; AMG655) |Ensayo clinico Fase Ib/ll  [STS no rescatables, localmente avanzados o metastasicos 262

(NCT00626704) [362]
Lexatumumab (Agonista DR5; HGS- Ensayo clinico Fase | Sarcoma de Ewing, osteosarcoma, neuroblastoma y
ETR2) (NCT00428272) rabdomiosarcoma (363]
Dulanermin (rhTRAIL; AMG951) Caso de estudio Condrosarcoma refractario [358]
TRAIL humano recombinante (thTRAIL) [Ensayo clinico Fase | Cancer avanzado (incluidos casos de sarcoma) [225]
PR0O95780 (Agonista DR5; Drozitumab) |Ensayo clinico Fase | Cancer avanzado (incluidos casos de sarcoma) [359]
PR0O95780 (Agonista DR5; Drozitumab) |Ensayo clinico Fase Il Condrosarcoma avanzado

(NCT00543712)
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2 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

2.1 Antecedentes

Hasta la fecha, los datos obtenidos por nuestro grupo han demostrado que
TRAIL anclado a la superficie de liposomas artificiales, denominados LUV-TRAIL,
son mas eficaces que la forma soluble de TRAIL (STRAIL) a la hora de inducir
apoptosis en tumores de distinto origen, tanto en neoplasias hematolégicas como
en tumores sdlidos (pulmén, mama y colon). Estos hallazgos asientan la base
para un nuevo enfoque experimental donde el uso de las nanoparticulas lipidicas
recubiertas con TRAIL pueden emplearse para mejorar la bioactividad de este
ligando mortal, lo que podria significar un importante avance en las terapias anti-

tumorales contra el cancer.

Sin embargo, aunque la capacidad citotéxica de LUV-TRAIL sigue siendo
mayor que la de sTRAIL, en algunos de los canceres estudiados el efecto anti-
tumoral no ha mostrado ser muy elevado. Por ello, resulta imprescindible mejorar
la capacidad citotoxica de LUV-TRAIL para conseguir aumentar su bioactividad
con vistas a una posible aplicacion terapéutica, sobre todo en aquellos tumores

gue son resistentes a la accién citotoxica de TRAIL.

Por ello, nuestra hipétesis es que empleando distintas aproximaciones
experimentales se pueden optimizar los LUV-TRAIL, incrementando su
bioactividad mediante diferentes enfoques. De esta forma, se busca generar unos
LUV-TRAIL funcionalizados con la mayor capacidad citotoxica posible frente a

células tumorales.

El modelo experimental tumoral elegido para corroborar esta hipétesis, es
el sarcoma. Existen indicios de la eficacia de terapias basadas en TRAIL en casos
aislados de sarcoma, sin embargo, a dia de hoy no se ha desarrollado una amplia
investigacion del efecto anti-tumoral de TRAIL en este grupo de tumores.
Teniendo en cuenta la mayor eficacia anti-tumoral demostrada de LUV-TRAIL en
comparacion con sTRAIL y la necesidad de nuevos tratamientos en el manejo

terapéutico de los sarcomas, este tipo de cancer supone un modelo idéneo para
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explorar la optimizacion de LUV-TRAIL y su potencial como tratamiento anti-

tumoral en este tipo de tumores.

2.2 Objetivos

A la vista de todo lo anterior, el objetivo principal de esta tesis ha sido la
generacion de nuevas formulaciones optimizadas de TRAIL basadas en el empleo
de nanoparticulas lipidicas y validar su uso pre-clinico como nuevo tratamiento

anti-tumoral como paso previo a una posible aplicacion clinica.

Para lograr el objetivo principal, se plantearon unos objetivos especificos

gue se exponen a continuacion:

1. Analizar la bioactividad de LUV-TRAIL en sarcomas y caracterizar el tipo y

mecanismo de muerte celular activado.

2. Optimizar LUV-TRAIL para mejorar su bioactividad. Esta optimizacion se

realizara empleando distintos abordajes experimentales:

A) Empleando LUV-TRAIL en combinacién con distintas drogas para
sensibilizar a las células tumorales a la muerte inducida por LUV-TRAIL.
B) Modificando la composicién lipidica de LUV-TRAIL variando el
porcentaje de los lipidos actualmente usados o introduciendo nuevos
lipidos con actividad anti-tumoral.

C) Encapsular en el interior de LUV-TRAIL distintas drogas para

sensibilizar a las células tumorales a la muerte inducida por LUV-TRAIL.

3. Analizar la bioactividad y los mecanismos de accion subyacentes en la
muerte celular inducida por las variantes optimizadas de LUV-TRAIL
generadas en comparacion con los LUV-TRAIL clasicos en distintos

escenarios:

A) En diversas lineas celulares tumorales provenientes de sarcoma con
distinta sensibilidad a TRAIL.
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B) En células tumorales provenientes de tumores aislados a partir de

pacientes afectados de sarcoma.
C) En modelos animales de ratones inmunodeficientes usando

xenotransplantes de tumores humanos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos y compuestos quimicos

Compuesto Casa comercial Concentracion de uso
z-VAD-fmk Bachem 30 uM
z-IETD-fmk BD Biosciences 30 uM
Necrostatina 1 Sigma 30 uM
Dynasore © Selleckchem 80 uM
Doxorrubicina Selleckchem 1-2,5 yM
Flavopiridol HCI Selleckchem 50-200 nM
SNS-032 Selleckchem 200-600 nM
Trabectedina PharmaMar 4-16 ng/ml
Bortezomib/ Velcade ™ Millenium Pharm. 5-80 nM
Acido Valproico Selleckchem 1-10 mM
FK228 Selleckchem 5-100 uM
Hoechst 33342 Life Technologies 1-20 pg/ml
Proteina A/G PLUS-agarosa Santa Cruz Biotech.

Resina de cobalto IMAC HisPur ™ Thermo Scientific

7-AAD Inmunostep

Anexina-V FITC/DY634 Inmunostep

Mitomicina C Sigma 80 ng/ml
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Figura 3.1 Estructura molecular de los principales compuestos utilizados como agentes
sensibilizantes. Modificado de Selleckchem.com

3.1.2 Proteinas

STRAIL-Hise

Proteina recombinante producida en el laboratorio a partir del
plasmido cedido amablemente por la Dra. Marion Macfarlane

3.1.3 Anticuerpos

Antigeno Especie Casa comercial |Aplicacion | Dilucidn Conj.
Apo2L/TRAIL Raton (MC) eBioscience BLOQ 500 ng/ml
Bel-Xu Conejo (PC) Cell Signaling wB 1/1000
Bid Cabra (PC) R&D Systems WB 1/1000
Calreticulina Ratén (MC) Enzo CF 1/1000 DyLight™ 488
Caspasa-3 Cabra (PC) R&D Systems WB 1/1000
Caspasa-8 Rat6on (MC) BD Pharmingen WB 1/1000
cFLIP Ratén (MC) Adipogem WB 1/250
1gG Hamster eBioscience CF FITC
IgG1 Ratén (MC) ThermoFisher CF 1/100 DyLight™ 488
IgG1 k Ratén (MC) ThermoFisher CF PE
Mcl-1 Conejo (PC)  Santa Cruz Biotech. WB 1/1000
PARP-1 Ratén (MC) Enzo wB 1/1000
TRAIL-R1/DR4 Ratén (MC) eBioscience CF PE
TRAIL-R2/DR5 Ratén (MC) eBioscience CF PE
TRAIL-R3/DcR1 Ratén (MC) eBioscience CF PE
TRAIL-R4/DcR2 Ratén (MC) Thermo CF PE
XIAP Ratén (MC) BD Transduction WB 1/500
B-actina Raton (MC) Sigma WB 1/10000

Abreviaturas: MC: Monoclonal; PC: Policlonal; WB: Western blot; CF: Citometria de flujo; BLOQ: Bloqueante.
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3.1.4 Tampones

Nombre Composiciéon/ Casa comercial pH
Tampon de trituracion CaCl2 0,1 M, MgCl2 0,07 My acetato de sodio 0,04 M
Tampon de conservacion CaCI2 0,1 My 15% de glicerol
TBE Gibco
TAE Gibco
- s NaCl 300 mM, Na2HPO2 50 mM, imidazol 20 mM, 10% glicerol
Lisis Buffer de sonicacion y 0.5% Triton X-100 8
Wash Buffer NaCl 300 mM, Tris/HCI 50 mM e imidazol 20 mM
Elution Buffer NaCl 300 mM, Tris/HCI 50 mM e imidazol 250 mM 8
0,1% Triton x100, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NasVO4 1 mM,
Tampon de lisis NasP207 1 mM, Leupeptina 10 pg/ml, NaF 10 mM, PMSF 1 mM, | 7,6
Tris/HCI 50 mM, 10% glicerol y 1 pastilla inhibidor de proteasas
} Tris/HCI 150 mM, 3% SDS, NazMoOs-2 H20 0,3 mM, NasPO7
Tampon de carga 30 mM, NaF 30 mM, 30% glicerol, 30% B-mercaptoetanol y
0,06% azul bromofenol
Tampon de carrera Tris 25 mM, glicina 180 mM y 0,1% SDS
Stacking Buffer Tris 1 M 6,8
Resolving Buffer Tris 1,5 M 8,8
Tampon de transferencia Tris/HCI 48 mM, glicina 39 mM y 0,037% SDS 8,3
Tincién Coomassie Brillant Blue 0,5 g/l , 45% metanol y 6% &cido acético
Decolorante 25% metanol, 10% acido acético y 4% glicerina
Tampon B Timerosal 1 g/l y Tween 50 ml/|
Antibody Buffer Solution 5% BSA, 0,05% acida de sodio, timerosal 1 g/l y Tween 50 ml/l
ABB NaCl 140 mM, CaCl> 2,5 mMy HEPES/NaOH 10 mM 7.4

3.1.5 Lipidos
Nombre Abrev. Nomenclatura (origen)
Fosfatidilcolina PC L-a-fosfatidilcolina (huevo, pollo)
Esfingomielina SM N-(octadecanoil)-esfingo-4-enino-1-fosfocolina (cerebro, porcino)
Colesterol CHOL Colesterol (lana ovina, >98%)
DOGS-NTA-Ni _1,2_-d|o_le0|I-_sn-gl|cer_o-_3-[(N-(5-anj|no-1-carbOX|pentll) acido
iminodiacetico) succinil] (sal de niquel)
. . 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilen
Polietilenglicol PEG glicol)-2000] (sal de amonio)
Edelfosina EDF 1-O-octadecil-2-O-metil-sn-glicero-3-fosfocolina
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Todos los lipidos (Avanti Polar Lipids) fueron solicitados en el formato
comercial polvo y fueron resuspendidos en una mezcla de Cloroformo/Metanol
(2/1) para su posterior almacenaje a -20°C.

3.1.6 Medios de cultivo, suplementos de cultivo y material para cultivo

Los medios de cultivo y suplementos se describen en la siguiente tabla:

Compuesto Casa comercial Condiciones de uso/Composicion

Procariota - Cultivo bacteriano

Ampicilina Sigma Usado a 100 pg/ml

IPTG Sigma Usado a 1M

Kanamicina Sigma Usado a 50 pg/ml

LB-agar Sigma Disuelto a 17,5 g/l (en H204)

LB Sigma Compuesto por peptona 1%, extracto de

levadura 0,5%, NaCl 0,5% (en H20a4)

Eucariotas - Cultivo celular

DMEM GIBCO

Glutamax™ GIBCO
Penicilina/estreptomicina Pan-Biotech

RPMI 1640 GIBCO

Suero fetal bovino Sigma Usado al 10%
Tripsina/EDTA Pan-Biotech

Abreviaturas: DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

El material fungible utilizado para los cultivos celulares se describe en la

siguiente tabla:

Tamafio Casa comercial
Pipetas 5,10y 25 ml Costar
Puntas de micropipeta 0,1-10, 2-200 y 100-1000 pl Daslab
Frascos de cultivo 25, 75y 150 cm? TPP
Placas 6, 12, 24, 48 y 96 pocillos TPP
Placas Petri 60y 147,8 cm? TPP
Tubos de fondo cénico 15y 50 ml Corning
Criotubos 1,8 ml Thermo Scientific
Microtubos 0,2,0,6 y1,5ml Deltalab
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3.1.7 Cepas bacterianas

E.Coli DH5a

E.Coli BL21-CodonPLUS

Bacterias utilizadas para clonaje

3.1.8 Lineas celulares

Bacterias utilizadas para sobreexpresién y purificacién de proteinas

Nombre [ Especie Tipologia Mceuoilt?vge ?,J:% Origen
A673 Humana | Mesenquimal - Sarcoma de Ewing DMEM 10% ATCC
CADO-ES Humana | Mesenquimal - Sarcoma de Ewing DMEM 10% ATCC
HT1080 Humana | Mesenquimal - Fibrosarcoma DMEM 10% ATCC
RD Humana | Mesenquimal - Rabdomiosarcoma DMEM 10% ATCC
RH4 Humana | Mesenquimal - Rabdomiosarcoma DMEM 10% ATCC

Abreviaturas: Sup. SFB: Suplementacién de suero fetal bovino; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
ATCC: American Type Culture Collection
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3.1.9 Instrumentos

Aparato

Modelo y marca

Agitador
Agitador de placas

Autoclave

Bafio de agua
Cabina de flujo laminar
Cémara digital

Centrifuga

Citometro de flujo
Espectrofotdbmetro
Evaporador de vacio
Extruder

Incubador celular
Incubador orbital
Lector de placas

Microscopios

Nano-espectrofotémetro
pH-metro
Revelador

Sistema de electroforesis

Sonicador

Termobloque
Termociclador para PCR
Transferencia

Transiluminador

Shaker DOS-20L (ELMI)

Agitateur microtitration 94327 (Bioblock Scientific)

Autester Mod 4376 (Selecta)

GFL

PV-100 (TELSTAR)

DXM 1200 F (Nikon)

5417 R Centrifuge (Eppendorf)

Allegra® X-15R (Beckman Coulter)

Avanti J-26 XP (Beckman Coulter)

L8-60M Ultracentrifuge (Beckman Coulter)
FACSCalibur (BD)

Uvikon 922 (Kontron Instruments)
Concentrator plus (Eppendorf)

Lipex™ (Northern Lipids)

Hera-Cell 150 (Heraeus)

Excella E25 (New Brunswick Scientific)
Multiskan EX (Thermo Scientific)

Eclipse 50i (Nikon)

Eclipse Ts2 (Nikon)

Eclipse TE300 (Nikon)

Confocal LSM 880 (ZEISS)

NanoVue (GE Healthcare)

pH Meter BASIC 20 (Crison)

Amersham Image 600 (GE Healthcare)
Xcell SureLock™ (Invitrogen)

MiniVE (Amersham)

UP200S (Dr.Hielscher GmbH)
ThermoMixer comfort (Eppendorf)

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
TransBlot SD, Semidry transfer cell (BioRad)
GelDoc 2000 (BioRad)
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3.2 Meétodos

3.2.1 Técnicas de biologia molecular

3.2.1.1 Preparacion de medios de cultivo bacterianos

Todas las manipulaciones, tanto de los medios como de los cultivos
bacterianos, se realizaron con material estéril previamente autoclavado y dentro

del &rea estéril creada por la llama de un mechero Bunsen.

El medio Luria-Bertani (LB) se prepar6 disolviendo en 1 | de agua destilada
los siguientes compuestos: 10 g de triptona (PanReac, AppliChem), 5 g de
extracto de levaduras (PanReac, AppliChem) y 5 g de NaCl (PanReac,
AppliChem). La disolucidn se vertié en botellas de vidrio de un volumen de 500 ml
y se esterilizaron en autoclave. Una vez atemperado, el medio LB se almacené a

4 °C hasta su posterior uso.

Para preparar placas de LB-agar se pesaron 17,5 g de Plate Count Agar
(Sigma) y se disolvieron en 1 | de agua destilada. La disolucién se transfirié a
botellas de vidrio y se esterilizé mediante autoclave. Una vez que la disolucién
estuvo atemperada, el antibiético de seleccion fue afiadido a la concentracion
correspondiente. La mezcla se vertié sobre placas Petri (50 ml/placa) y se dejé
solidificar con la tapa semi-abierta durante aproximadamente 2 horas en la
campana de flujo. Las placas se sellaron con pelicula termoplastica (Parafilm) y

se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

3.2.1.2 Obtencion de bacterias competentes

Las bacterias competentes se prepararon a partir de un cultivo inicial de
E.coli DH5a o E.Coli BL21-CodonPLUS (aproximadamente 10 ml). A este cultivo
se le afladié 100 ml de medio LB estéril y se incub6 en un agitador orbital a 37 °C
hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (Asoonm=0,4). Una vez enfriado
en hielo durante 30 minutos, el volumen de bacterias fue repartido en tubos de
centrifuga estériles que se centrifugaron a 1500 g y 4 °C durante 10 minutos. El

sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en tampdn de trituracion
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gue permite la formacién de poros en la membrana bacteriana. Tras reposar en
hielo durante 15 minutos, las bacterias se centrifugaron a 3500 g a 4 °C durante
10 minutos y el pellet fue resuspendido en el tampén de conservacién. El volumen
final (4 ml aproximadamente) se reparti6 en alicuotas de 400 pl, que se

almacenaron a -80 °C hasta el momento de su utilizacion.

3.2.1.3 Transformacion de bacterias

El proceso llevado a cabo para la transformacion de bacterias fue el de
transformacién por choque térmico. Las bacterias (E.coli DH5a o E.Coli BL21-
CodonPLUS) se descongelaron en hielo, se tom6 una alicuota de 100 ul y se
afadié entre 50-200 ng del plasmido con el cDNA que codifica para la porcion
extracelular de la proteina TRAIL, correspondiente a los aminoacidos 95 al 281
con una cola de 6 histidinas. Tras una incubacion de 30 minutos en hielo, se
procedié al choque térmico donde primero las bacterias se incubaron a 42 °C
durante 90 segundos seguido del enfriado en hielo durante 2 minutos. La mezcla
se diluy6 con 1 ml de LB estéril y se incub6 1 hora a 37 °C, tiempo requerido para
gue las bacterias adquieran la resistencia al antibi6tico de seleccién. Finalmente,
se centrifugaron a 3000 g durante 3 minutos y 200 ul de la suspensién celular se
sembré en una placa de LB-agar con el antibidtico correspondiente. Las placas
sembradas se incubaron invertidas en la estufa toda la noche a 37 °C. Una vez
hubieron crecido las colonias, se seleccionaron varias y se transfirieron cada una
a un tubo con 10 ml de LB con el antibiotico de seleccion. Se incubaron a 37 °C

toda la noche en un agitador orbital y finalmente se almacenaron a 4 °C.

3.2.1.4 Extraccion de DNA plasmidico

Para obtener pequefas cantidades de plasmido se parti6 de un volumen
de 1,5-3 ml de cultivo bacteriano y para cantidades mayores el volumen empleado
fue 50-100 ml. Los kits utilizados fueron GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (GE
Healthcare) y Quantum Prep Plasmid Midiprep Kit (Bio-Rad) respectivamente,
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las eluciones fueron realizadas con H,O
miliQ (50 y 500 pl).
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3.2.1.5 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se empleé para amplificar pequefios fragmentos de DNA. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl y los componentes fueron

los siguientes:

Volumen
Tag-DNA polimerasa (2,5 u/ml) 0,1l
DNA plasmidico (10 pg-200 ng) 100 ng
Oligonucledtidos Forward/Reverse (10 uM) 0,4 ul
dNTPs (10 mM) 0,16 ul
Buffer de reaccion PCR 10x 2 ul
H20 miliQ Hasta 20 pl

La amplificacibn de la secuencia de TRAIL se llevd a cabo en un
termociclador (2720 Termal Cycler, Applied Biosystems) bajo las siguientes

condiciones:

- Hot Start 95 °C, 5 min.

- Desnaturalizacion 95 °C, 30 seg.

- Hibridacién 61 °C, 30 seg. x 25 ciclos
- Elongacion 72 °C, 1 min.

- Elongacion final 72 °C, 7 min.

3.2.1.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los geles utilizados para electroforesis de DNA fueron geles de agarosa al
1%. Para su preparacion se pesaron 3 g de agarosa (Scharlau) y se disolvieron
en 30 ml de TBE 1x (Gibco) o TAE 1x (Gibco), en funcion de si se destinaran al
andlisis o a la purificacion de fragmentos. Tras la correcta disolucién de la
agarosa mediante calentamiento, se afiadid6 3 pl de SYBR-safe (1:10000,
Invitrogen) antes de gelificar y se verti6 en los moldes. A las muestras se le
afiadié tampon de carga 10x (Takara) y se emple6é un marcador de pesos

moleculares (Tracklt 1 kb/100 pb ladder, Biotools) para estimar el peso de los
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fragmentos de DNA de las muestras. Las condiciones de la electroforesis fueron
90 V, 400 mA, durante 30-60 minutos. Los geles se visualizaron en un
transiluminador GelDoc 2000 (BioRrad).

3.2.2 Expresiéon y purificacion de TRAIL recombinante en condiciones

nativas

La proteina recombinante de TRAIL purificada corresponde a la porcion
extracelular (aminoacidos 95-281) de la proteina nativa a los que se les ha
incorporado una cola de 6 histidinas (TRAIL-His6), y que se encuentra clonado en
el plasmido pET28a, cedido amablemente por la Dra. Marion Mcfarlane.

pET28a+TRAIL

6117 bp

Figura 3.2 Mapa del plasmido utilizado para sobre-expresar TRAIL en E.Coli BL21-
CodonPLUS

Las bacterias E.Coli BL21-CodonPLUS fueron transformadas mediante
choque térmico (Apartado 3.2.1.3) y sembradas en placas LB-agar con 50 pg/ml
de kanamicina. Tras toda la noche en la estufa a 37 °C, se selecciond una
colonia, se traspas6 a medio LB estéril con 50 pug/ml de kanamicina y se dej6
incubar toda la noche a 37 °C en agitacién. Al dia siguiente, una alicuota de 1 ml
se transfirio a 50 ml de LB estéril con 50 pg/ml de kanamicina y suplementado con
glucosa 1 mg/ml, y se dejé crecer el cultivo durante toda la noche a 37 °C en

agitacion. Finalmente se trasvasaron 25 ml del cultivo bacteriano a 500 ml de LB
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estéril (sin suplementar) y se incub6é a 37 °C con agitacion hasta alcanzar la
densidad optica 6ptima (DOsoonm=0.6-0.8). Cuando las células se encontraron en
este punto de crecimiento exponencial, el medio bacteriano se dejé enfriar en
hielo durante 30 minutos y se procedi6 a la induccion del cultivo mediante IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a 1 mM. Tras la adicién se dejé reposar en
hielo otros 30 minutos y finalmente se incub6 la mezcla a 25 °C durante 7 horas.
Se procedi6 a hacer 2 lavados con PBS y el pellet celular se congel6 a -80 °C.

La lisis de las bacterias se llevd a cabo mediante lisis quimica vy
sonicacion. Para ello se resuspendi6 el pellet bacteriano en 20 ml de Lisis Buffer
de Sonicacion al que se le habia afiadido previamente DTT 2 mM, 50 pg/ml de
lisozima, DNAsa | 5 U/ml e inhibidor de proteasas (400 pl de un stock 50x,
Roche). La mezcla se incubd a 4 °C en rotacion durante 2 horas y se sometio a
sonicacion (UP2005, Dr.Hielscher) bajo unas condiciones de 10 ciclos (30 s/ciclo),
0,5 setting de ciclo y 70 de amplitud. El lisado celular se centrifugé a 20000 g 30
minutos a 4 °C, la fase soluble se recolectd y se le afiadi6 1 ml de resina de
cobalto previamente equilibrada (IMAC HisPur™, Pierce). La mezcla permanecié
en rotacion a 4 °C durante 1 hora y se centrifug6 a 600 g durante 2 minutos para
recuperar la resina, que fue lavada 3 veces con Wash Buffer. La elucién se llevé a
cabo con 3 ml de Elution Buffer y fue recogida en fracciones (500 pl/fraccién). Las
fracciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE vy tincidon con Coomassie para
observar su nivel de concentracion y pureza. Las fracciones dptimas se mezclaron
para dar un volumen de proteina que se sometié a centrifugacién en un tubo de
fondo conico Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (EMD Milipore) para cambiar
el medio disolvente por PBS y concentrar hasta obtener un volumen final de
aproximadamente 1 ml. El método BCA (Apartado 3.2.3.3) fue el usado para
determinar la concentracion final de proteina la cual se alicuot6 y almacen6 a -80
°C.
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3.2.3 Técnicas basadas en proteinas

3.2.3.1 Andlisis de la expresion de proteinas en la superficie celular

Las proteinas presentes en la parte externa de la membrana plasmatica se
analizaron mediante la union de anticuerpos especificos con un fluoréforo
acoplado (Tabla 3.1).

Las células (aproximadamente 1x10° células/marcaje) se lavaron 2 veces
con PBS suplementado con 5% de SFB, centrifugandose a 600 g durante 5
minutos. ElI SFB tiene la funciéon de bloquear las posibles uniones inespecificas
del anticuerpo. Seguidamente, las células se incubaron con una disolucién del
anticuerpo de interés diluido en PBS con un 5% de SFB a la concentracion
indicada por la casa comercial (Apartado 3.1.3). En paralelo se realizé un marcaje
con el mismo numero de células y la misma cantidad de anticuerpo del control de
isotipo. Tras un periodo de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente, las
células se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos y se lavaron con PBS al 5% de
SFB. Finalmente se traspasaron a tubos de citometria (Falcon) y se procedi6 al
andlisis de la muestra con un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences)
con el software CellQuest Pro 6.0. El analisis de los datos se realizé con el

programa FlowJo 7.6.1.

Tabla 3.1 Propiedades de los fluoréforos conjugados con anticuerpos.

Nombre Abrev. Neodiedin Nemision Canal
Isocianato de fluoresceina FITC 494 nm 518 nm 1
Alexa Fluor® 488 496 nm 519 nm 1
DyLight™ 488 493 nm 519 nm 1
Ficoeritrina PE 495 nm 578 nm 2

3.2.3.2 Extraccion de proteinas celulares totales

Las células sometidas a distintos tratamientos (aproximadamente 5x10°
células/condicién) se recolectaron y tras ser lavadas con PBS un minimo de 2

veces, se resuspendieron en tampon de lisis. La proporcion es 20 ul de tampon
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de lisis por cada 10° células. Las células se incubaron durante 30 minutos en hielo
y se centrifugaron a 20800 g, 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se
recolectd en tubos y se determind su concentracion mediante el método BCA
(Apartado 3.2.3.3). Las muestras se guardaron a -20 °C para su conservacion.

3.2.3.3 Cuantificacidon de proteinas

El ensayo del acido bicinconinico (BCA) fue el empleado para determinar
la concentracion de proteinas. Para ello se utilizo el kit Micro BCA™ Protein Assay
Kit (Thermo Scientific) y se siguieron las indicaciones del fabricante. Finalmente la
reaccion colorimétrica se midié a 550 nm en un lector de placas (Multiskan EX,
Thermo Scientific).

3.2.3.4 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide  gel

electrophoresis)

La técnica de cromatografia empleada para la separacién de proteinas en
funcion del peso molecular fue SDS-PAGE, utilizando geles de acrilamida/bis-
acrilamida con 0,1% de SDS (condiciones desnaturalizantes) hechos en el
laboratorio. El porcentaje de acrilamida (Fisher BioReagents™) empleado para la
preparacion del gel dependi6 del tamafio de la proteina de interés (empleandose
principalmente geles al 6% y al 12% de acrilamida). La composicién de los

diferentes geles (gel concentrador y el gel separador) fue la siguiente:

concgnetlrador el SEpaiErioy
Reactivo 4% 6% 12%

H,04 3ml 4,2 ml 2,6 ml
30% Acrilamida 670 pl 1,6 ml 3,2 ml
Buffer stacking (Tris 1 M, pH 6,8) 1,3ml - -
Buffer resolving (Tris 1,5 M, pH 8,8) - 2 ml 2ml
10% SDS 50 100 pl 100 ul
10% APS 150 ul 150 pl 150 pl
TEMED 15 ul 15 pl 15 ul
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A la hora de realizar el andlisis por SDS-PAGE, las muestras se
descongelaron en hielo, se igualaron concentraciones diluyendo con el volumen
necesario de tampon de lisis y se afadié tampén de carga 3x. Las muestras se
calentaron a 98 °C durante 5 minutos y junto con el marcador de pesos
moleculares (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo) fueron
cargados en los distintos carriles del gel. La electroforesis fue llevada a cabo en el
tampoén de carrera y bajo las condiciones iniciales de 90 V y 20 mA/gel durante 15
minutos, seguido de 180 V durante 2 horas al mismo amperaje.

3.2.3.5 Tincién de Coomassie

Los geles de poliacrilamida, una vez acabado el proceso de electroforesis,
se lavaron con H;O destilada y se incubaron con el tampon de tincion Coomassie
en un agitador (Shaker DOS-20L, ELMI) a temperatura ambiente durante 1 hora.
Seguidamente se retir6 el colorante y se afiadié disolucion decolorante
permaneciendo toda la noche en el agitador a temperatura ambiente.

3.2.3.6 Técnica de Western blot

Las proteinas presentes en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond C-extra, GE Healthcare) mediante una
transferencia semi-seca con un equipo de transferencia (BioRad). La colocacién
del gel, la membrana y los papeles esponja (GE Healthcare) fue en modo
sandwich, evitando la formacién de burbujas, y en tampdén de transferencia. Las
condiciones de la transferencia fueron 20 V, 400 mA durante 75 minutos. Una vez
acabado el proceso se tifid la membrana con rojo Ponceau (Merk), para
comprobar la eficiencia de la transferencia, y se bloque6 con una disolucion de
leche desnatada en polvo al 5% en tampon B (1 g/l de timerosal y 50 ml/l de

Tween) durante 30 minutos en agitacion.

Los anticuerpos primarios se prepararon a la concentracion adecuada
(Apartado 3.1.3) en el tampon Antibody Solution Buffer. Se selecciond aquel
anticuerpo cuyo antigeno corresponde con la proteina de interés. Dicha solucion

de anticuerpo primario se incub6 con la membrana, que previamente habia sido
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lavada con tampén B (3 lavados de 5 minutos cada lavado) para eliminar los

restos de leche desnatada, durante un periodo de 16-24 horas a 4°C en agitacion.

Tras la incubacion se recogio la solucion del anticuerpo, que se almacendé
a 4 °C para ser reutilizado, y la membrana se sometié a 3 lavados de 5 minutos

con tampén B.

El anticuerpo secundario, escogido segun la especie correspondiente del
anticuerpo primario (raton, conejo o cabra) se encuentra conjugado con HRP
(horseradish-peroxidase) (todos de Sigma). Este se diluyé a una concentracion
1:10000 en tampd6n B con 2,5% de leche desnatada en polvo. La membrana se
incubd con la disolucién de anticuerpo secundario durante 1 hora en agitacion a
temperatura ambiente. Tras 3 lavados de 5 minutos cada uno, se afadi6 la
solucion ECL (enhanced chemoluminiscence) (Thermo Fischer Scientific)
distribuyéndose de forma homogénea por toda la superficie de la membrana. Se
dejo6 reaccionar el sustrato durante 2 minutos a temperatura ambiente y se emple6
el aparato de revelado Amersham Image 600 (GE Healthcare) para obtener las

imagenes.

El proceso se repitié para cada proteina que se dese6 analizar.
3.2.4 Generacion de nanoparticulas lipidicas

3.2.4.1 Preparacion de liposomas tipo LUV

Los lipidos que constituyen la capa lipidica de las nanoparticulas se mezclaron en
una proporcién determinada ( Tabla 3.2), semejante a la composicién de los
exosomas fisiolégicos. La mezcla se realiz6 de forma independiente en la base de
varios tubos pequefios de fondo cénico. El disolvente donde se encuentran
disueltos los lipidos se evapor6 bajo corriente de nitrégeno durante 10 minutos y
las posibles trazas se eliminaron por secado al vacio a 45 °C durante un minimo
de 6 horas. La fina ldmina de mezcla lipidica resultante se hidraté con PBS
permitiendo la formacion de estructuras esféricas con varias capas lipidicas

llamadas MLVs (Multilamellar Vesicles).
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La obtencién de los liposomas tipo LUV (Large Unilamellar Vesicle) a partir
de MLVs se produjo mediante 2 ciclos de congelacién-descongelacion,
obteniéndose asi LOV (Large Oligolamellar Vesicle), las cuales se sometieron a
10 ciclos de extrusion bajo flujo de nitrégeno utilizando un aparato Extruder
(Northern Lipids) al que se le incorporé 2 membranas de policarbonato de 200 nm
de didmetro (Whatman Nuclepore™ Track-Etched, Schleicher & Schuell).

También se generaron liposomas que carecian en su composicién del
lipido quelante DOGS-NTA-Ni (LUV.0). Estos fueron utilizados en algunos
experimentos como control, ya que se asegura la ausencia de union de TRAIL por
interaccion con el niquel presente en el lipido a la superficie del liposoma. A la
composicion lipidica tradicional también se le afiadié el lipido polietilenglicol
(PEG), generandose la formulacion LUV-PEG. Este lipido mejora las propiedades
de los LUV en cuanto a estabilidad dimensional.

Tabla 3.2 Composicidn lipidica estandar de los LUV

LUV clésicos LUV.O LUV-PEG
0 55% 57,50% 50%
Fosfatidilcolina 76 Molar
Concentracion 2,75 mM 2,875 mM 2,5 mM
0 30% 31,50% 30%
Esfingomielina %6 Molar
Concentracion 1,5mM 1,575 mM 1,5 mM
0 10% 11% 10%
Colesterol % Molar
Concentracion 0,5mM 0,55 mM 0,5 mM
0 5% - 5%
DOGS-NTA-Ni | 7 Molar
Concentracion 0,25 mM - 0,25 mM
% Mol - - 5%
PEG % Molar
Concentraciéon - - 0,25 mM

3.2.4.2 Variacion en la composicién lipidica de los LUV

Ademas de la formacién de liposomas con una composicion lipidica
semejante a los exosomas fisioldgicos (LUV clasicos, Tabla 3.2), se generaron
LUV con distinta proporcion de lipidos en su membrana y LUV con nuevos

componentes lipidicos.
80



Materiales y Métodos

En primer lugar se modificé la cantidad de esfingomielina presente en los
liposomas, variando asi el porcentaje molar de los distintos lipidos salvo DOGS-
NTA-Ni que permaneci6 constante en todos los casos (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Composicién lipidica de los LUV modificando la proporcién de esfingomielina.

LUV LUV SM LUV SM LUV SM
clasicos 0% 60% 80%
0 55% 89% 25,8% 5%
Fosfatidilcolina % Molar
Concentracion 2,75 mM 4,45 mM 1,29 mM 0,25 mM
0 30% - 60% 80%
Esfingomielina |7 Molar
Concentracion 1,5mM - 3mMm 4 mM
% Molar 10% 6% 9,2% 10%
Colesterol
Concentracion 0,5 mM 0,3 mM 0,46 mM 0,5 mM
0 5% 5% 5% 5%
DOGS-NTA-N; |78 Molar
Concentracion 0,25 mM 0,25 mM 0,25 mM 0,25 mM

En el caso de la fosfatidilcolina, se modificaron los porcentajes molares de
todos los lipidos a excepcion de DOGS-NTA-NI, cuya variacion no supera el 1%
con respecto a los LUV clasicos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Composicion lipidica de los LUV modificando la proporcion de fosfatidilcolina.

LUV clasicos LUV PC 5% LUV PC 96%
0 55% 5% 96,0%
Fosfatidilcolina %6 Molar
Concentracion 2,75 mM 0,25 mM 4,8 mM
_ 1% Molar 30% 80% 0%
Esfingomielina
Concentracion 1,5mM 4 mM 0mMm
% Molar 10% 10% 0,0%
Colesterol
Concentracion 0,5mM 0,5mM 0mMm
- | % Mol 5% 5% 4%
DOGS-NTA-Ni | 7° Vo
Concentracion 0,25 mM 0,25 mM 0,2 mM
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También se generaron LUV con distinta proporcién de colesterol, los
cuales presentaban la misma concentracion de esfingomielina y DOGS-NTA-Ni,
pero variaciones en los porcentajes molares de fosfatidilcolina (Tabla 3.5).

Tabla 3.5 Composicion lipidica de los LUV modificando la proporcion de colesterol.

LUV LUV LUV LUV LUV
S - CHOL CHOL CHOL CHOL
20% 30% 40% 50%
o Molar 55% 45% 35% 25% 15%
Fosfatidilcolina
0 30% 30% 30% 30% 30%
Esfingomielina % Molar
Concentracion 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM
% Molar 10% 20% 30,0% 40% 50%
Colesterol
Concentracion 0,5 mM 1 mM 1,5 mM 2 mM 2,5 mM
0 5% 5% 5% 5% 5%
DOGS-NTA-Ni |7 Molar

Los andlogos alquil-lisofosfolipidos (ALPs) son un grupo de moléculas
lipidicas con actividad antitumoral. La edelfosina (1-O-octadecil-2-O-metilrac-
glicero-3-fosfocolina, EDF) es un éter lipido ALP que destaca entre todos ellos por
su gran capacidad citotoxica antitumoral [364]. En base a ello, se generaron
liposomas incorporando distintas concentraciones de EDF en la composicion
lipidica, eliminandose por completo la esfingomielina de la formulacion estandar
(Tabla 3.6).
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Tabla 3.6 Composicion lipidica de los LUV incorporando distintas concentraciones de
edelfosina.

LUV- LUV- LUV- LUV- LUV-
EDF O EDF 60 | EDF 120 | EDF 240 | EDF 480
o Molar 55% 838% | 826% | 802% | 754%
Fosfatidilcolina
Concentracion| 2,75 mM 4,2 mM 4,13 mM | 4,01 mM | 3,77 mM
, .- % Molar 30% - - - -
Esfingomielina
Concentracion [ 1.5 mM - - - -
% Molar 10% 10% 10% 10% 10%
Colesterol
Concentracion| 0.5mM | 0.5mM | 05mM | 05mM | 0,5mM
0 5% 5% 5% 5% 5%
DOGS-NTA-Ni | % Molar
Concentracion| 0.25mM | 0,25 mM | 0,25mM | 0,25 mM | 0,25 mM
. % Molar - 1,20% 2,40% 4,80% 9,60%
Edelfosina
Concentracion - 60uM | 120pM | 240 pM | 480 pM

Para estudiar el posible mayor potencial citotéxico de los LUV-EDF con
TRAIL en superficie, se realizaron ensayos comparativos de LUV-EDF-TRAIL
frente a LUV-EDF en combinacion con TRAIL (en forma soluble sTRAIL o
asociado a liposomas, LUV-TRAIL). Para ello se emplearon unos LUV-EDF
carentes de DOGS-NTA-Ni (LUV.0-EDF), asegurandose asi la ausencia de unién
por contacto de TRAIL a la superficie (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Composicién lipidica de los LUV-EDF en ausencia del lipido quelante DOGS-
NTA-Ni.

LUV.0-EDF LUV.0-EDF
LUV.0-EDF 0O 120 240
. ) % Molar 57,50% 85,1(%) 82,7%
Fosfatidilcolina
Concentracion 2,875 mM 4,255 mM 4,135 mM
: . % Molar 31,50% - .
Esfingomielina
Concentracion 1,575 mM - -
% Molar 11% 12,5% 12,5%
Colesterol
Concentracion 0,55 mM 0,625 mM 0,625 mM
0, - - -
DOGS-NTA-Ni |7 Molar
Concentracién - - -
. % Mol - 2,40% 4,80%
Edelfosina o Motar
Concentracion - 120 pM 240 uM
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3.2.4.3 Generacion de LUV-TRAIL

Las nanoparticulas lipidicas LUV se incubaron con sTRAIL a 37 °C en
agitacion a 750 rpm durante 30 minutos. Los residuos de histidina que contiene un
extremo de la proteina soluble interaccionan con el atomo de niquel presente en
el lipido artificial DOGS-NTA-Ni, permitiendo el anclaje de la proteina a la
superficie del liposoma en la posicidn correcta. La cantidad de proteina unida a la
superficie esta limitada por el espacio disponible, ya que los impedimentos
estéricos determinan un maximo de proteina presente en la superficie de los LUV.
Estudios anteriores determinaron que el ratio 6ptimo pg proteina/umol total
lipidico era 4,8. Es por tanto que incubados en tales cantidades, la concentraciéon
final de TRAIL es 12 pg/ml, mientras que la concentracién final de lipido es 2,5

mM. Las concentraciones se ajustan con el volumen necesario de PBS.

sTRAIL

L

Figura 3.3 Esquematizacion del proceso de formacion de LUV-TRAIL. Tesis doctoral “Highly
bioactive TRAIL formulations based on lipid nanoparticles” (Diego de Miguel Samaniego).

3.2.4.4 Generacion de LUVDOX y LUVDOX-TRAIL

La encapsulacion de doxorrubicina (DOX) en los liposomas se realizo
utilizando unos LUV-PEG cuyo lumen presenta pH acido, llamados LUV-AS. La
preparacion se realizé siguiendo un protocolo similar al de los liposomas clasicos,
con la diferencia de que la mezcla lipidica seca, presente en la base de los tubos,
se hidraté con una disolucion de sulfato de amonio ((NH4)>.SO4) 300 mM y pH 4.
Tras los ciclos de extrusion, los liposomas se sometieron a una cromatografia de
exclusion molecular utilizando una columna PD-10 de sefarosa (tamafio de
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retencién 85-260 um, GE Healthcare), que permitié sustituir y cambiar el pH del
medio externo por buffer PBS. Los LUV-AS finalmente generados presentan un
pH interno mucho menor que el del medio externo, lo que genera un gradiente de
pH que permite la encapsulacibn de compuestos como DOX [365, 366]. Esta
molécula presenta una caracteristica que favorece su retencioén en el interior del
lumen, debido a que el medio &cido genera una protonacién en la molécula que
impiden su difusiéon al exterior, quedando atrapada dentro de la nanoparticula
lipidica.

.........
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Figura 3.4 Esquematizacion del proceso de formacion de LUV-TRAIL, LUVDOX y LUVDOX-
TRAIL. Modificado de la tesis doctoral “Highly bioactive TRAIL formulations base don lipid
nanoparticles” (Diego de Miguel Samaniego).

El proceso de encapsulacion se realiza incubando DOX con LUV-AS a un
ratio molar droga/lipido de 1/3,8. La mezcla resultante se incuba a 60 °C
(temperatura a la cual la membrana lipidica se hace mas fluidica) durante 30
minutos con agitaciéon de 750 rpm. La formulacion resultante se denomind
LUVDOX. El acoplamiento de TRAIL a la superficie de los LUVDOX se realizé de
forma posterior y similar al de los liposomas clasicos, incubando LUVDOX con la
cantidad adecuada de TRAIL un periodo de 30 minutos a 15 °C y 450 rpm. El

compuesto resultante se denomind LUV-DOX-TRAIL. También se generaron
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nanoparticulas LUVDOX y LUVDOX-TRAIL con una concentracion diez veces
menor de DOX (1/10), manteniendo la concentracion de TRAIL en superficie. Las
concentraciones de los distintos componentes presentes en los liposomas
generados se reflejan en la siguiente tabla:

L('rg',\%) (Lgﬁ’rllll_) Doxorrubicina (uM)
LUV-TRAIL 2,5 12 -
LUVDOX 2,5 - 775
LUVDOX-TRAIL 2,5 12 775
LUVDOX 1/10 25 - 77,5
LUVDOX-TRAIL 1/10 25 12 77,5

La eficiencia del método de gradiente de pH empleado para la
encapsulacion de la doxorrubicina en los LUV-AS, asi como la comprobacion del
anclaje de TRAIL a la superficie de LUVDOX fue analizada previamente en
nuestro laboratorio [367].

3.2.4.5 Estudio de la encapsulacion de flavopiridol dentro de liposomas

Se utilizaron 2 tipos de liposomas para la encapsulacion de flavopiridol
(FVP): LUV-AS (Apartado 3.2.4.4) y LUV-AS CHOL (semejantes a los LUV CHOL
40%, Tabla 3.5, con pH &cido en el lumen).

Al igual que con DOX, el método de gradiente de pH fue el utilizado para
llevar a cabo la encapsulacion de FVP [368]. En este caso, el ratio molar
droga/lipido fue 1/1,9 quedando unas concentraciones finales de droga y lipido de
350 uM y 2,5 mM respectivamente. La mezcla se incub6 a 60 °C en agitacion a
750 rpm un tiempo maximo de 2 horas, tras lo cual se sometié a cromatografia de
exclusiéon molecular utilizando columnas PD-10 de sefarosa (tamafio de retencién
85-260 um, GE Healthcare), eliminando asi el FVP no encapsulado presente en el

medio. Los liposomas asi generados se denominaron LUV-FVP.
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Figura 3.5 Esquematizacion del proceso de formacion de LUV-FVP. Modificado de la tesis
doctoral “Highly bioactive TRAIL formulations base don lipid nanoparticles” (Diego de Miguel
Samaniego).

El andlisis de la eficiencia de encapsulacion se realiz6 midiendo la
concentracion de FVP dentro de los LUV-FVP tras la incubacion a distintos
tiempos. Para ello se fueron tomando alicuotas a lo largo del periodo de
incubaciéon (30, 60 y 120 minutos) y tras eliminar el FVP no encapsulado por
cromatografia de exclusién, los liposomas fueron disgregados liberando el FVP
encapsulado al medio. Para la lisis de los liposomas se utilizaron 2 técnicas:
disolucién con Triton-X100 (Sigma) al 1% en PBS y sonicacién (2 ciclos de 30

s/ciclo y 70 de amplitud).

El valor de absorbancia de las muestras, medidas a 269 nm, permitio
determinar la concentraciéon de FVP encapsulado al referenciar los datos a una

recta patrén. De esta forma se pudo calcular el porcentaje de encapsulacion.

Posteriormente, de forma equivalente al proceso obtencion de LUVDOX-
TRAIL, se realizé el anclaje de TRAIL a la superficie de LUV-FVP, generando
LUV-FVP-TRAIL.
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Figura 3.6 Esquematizacion del proceso de formacién de LUV-TRAIL, LUV-FVP y LUV-FVP-
TRAIL. Modificado de la tesis doctoral “Highly bioactive TRAIL formulations base don lipid
nanoparticles” (Diego de Miguel Samaniego).

3.2.5 Cultivos celulares

3.2.5.1 Congelaciény descongelacion de lineas celulares

Las células destinadas a criopreservacion, se expandieron en cultivo hasta
llegar al punto de confluencia en el frasco de cultivo (TPP, Switzerland). Una vez
alcanzado, las células se recolectaron y se centrifugaron a 340 g, 5 minutos. El
pellet celular se resuspendié en una disolucion de SFB al 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma). Rapidamente la suspension celular se traspas6 a tubos de
criopreservacion (Thermo Scientific) y se almacenaron a -80 °C durante un
periodo de aproximadamente 2 dias. Finalmente se guardaron en tanques que

contenian nitrégeno liquido.

Para llevar a cabo el proceso de descongelacion, se extrajo el vial
deseado de células criopreservadas y se depositdé rapidamente en hielo.
Conforme se fueron descongelando las células al diluirlas en medio de cultivo
estéril, se fueron recolectando en tubos de fondo cénico de 15 ml (Corning) y se

centrifugaron a 340 g durante 5 minutos. Finalmente el pellet celular se
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resuspendié en medio de cultivo estéril y se sembro en frascos de cultivo, que se

incubaron en la estufa a 37 °C.

3.2.5.2 Mantenimiento del cultivo celular

Las células se incubaron de forma rutinaria en un incubador
termostatizado (Hera-Cell 150, Heraeus), a 37 °C, en aire saturado de humedad y
con un 5% de CO». El medio de cultivo empleado para las células adherentes fue
DMEM, mientras que para las células en suspension se utilizo RPMI-1640 (ambos
de GIBCO). Los medios se suplementaron con 10% SFB (Pan-Biotech), L-
glutamina 2 mM (Glutamax™, GIBCO) y una mezcla de antibiéticos (penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, Sigma). Al medio suplementado se le

denomin6 medio completo.

Para el mantenimiento de los cultivos, las células en suspension se
ajustaron con medio completo a una densidad de 3x10° células/ml cada 2-3 dias.
Los pasajes de células adherentes se realizaron aproximadamente cada 2 dias,
despegando las células con una solucion de tripsina/EDTA (Pan-Biotech) y
diluyendo las células en medio completo, de tal forma que las células se

mantuvieran bajo el punto de confluencia.

Todos los procedimientos descritos se realizaron en campanas de flujo

laminar vertical (Telstar), asegurando asi las condiciones de esterilidad.

La determinacion de la densidad celular y la viabilidad se realiz6 mediante
la tincion de las células con una disolucién de azul tripan (Sigma). Estas se
colocaron en una camara de Neubauer y con ayuda de un microscopio Optico

(Eclipse 50i, Nikon) se llevé a cabo el contaje celular.

3.2.5.3 Obtencion de células primarias tumorales a partir de muestras de

pacientes con sarcoma

Las células primarias tumorales fueron obtenidas de muestras de tejido
procedentes de extracciones quirlrgicas de pacientes afectados por distintas

tipologias de sarcoma. Todas las muestras fueron recolectadas tras obtener
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previamente el consentimiento informado del paciente para la donacién de la
muestra. Este procedimiento fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de Aragon (CEICA, cédigo C.1. P116/0127).

El tejido tumoral se sometié a disociacibn mecanica hasta obtener una
suspension celular. Se realizaron 2 lavados con medio completo DMEM vy el pellet
celular se resuspendioé en aproximadamente 5 ml de medio completo DMEM. Se
determiné la densidad y viabilidad celular mediante tincién con azul tripan.
Seguidamente se llevé a cabo un analisis de la expresion de receptores de TRAIL
en superficie (Apartado 3.2.3.1). También se realizaron ensayos de citotoxicidad,
para lo cual se sembraron las células a una densidad dependiente del tamafio
celular (entre 30-50x10° células/pocillo) en una placa de 96 pocillos (TPP,
Switzerland). Las células sembradas se mantuvieron en el incubador a 37 °C un

minimo de 2 dias antes de realizar los experimentos.
3.2.6 Estudios de proliferacién y muerte celular

3.2.6.1 Determinacion de la viabilidad celular

La cuantificacion de la viabilidad celular tras distintos tratamientos se llevé
a cabo mediante una modificacion del método de Mossman. Para ello se
sembraron 2,5x10* células/pocillo sobre una placa de 96 pocillos de fondo plano,
con un minimo de 3 pocillos por punto experimental. Una vez que las células
estuvieron adheridas a la superficie de la placa, se aplicaron los diferentes
tratamientos estudiados. Tras el tiempo estipulado para cada experimento, con
una pipeta de repeticion se afiadié a cada pocillo 10 pl de una disolucion 5 mg/mli
de dimetil-tiazolil-tetrazolio (MTT, Sigma). La placa se incubé durante 2-3 horas
hasta la formacion de cristales de azul formazan. La reacciéon que se produce es
la oxidacion del compuesto bromuro de MTT por parte del metabolismo celular, de
modo que la cantidad de cristales formados es proporcional al numero de células
viables, y por tanto, a la proliferacion celular. Hay que tener en cuenta que hay 2
factores que determinan la proliferacion celular: la inhibicion del crecimiento y la

muerte celular.
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La placa, una vez se hubieron formado los cristales, se centrifugé a 4300 g
durante 10 minutos y se retir6 70 pl/pocillo de medio con una micropipeta
multicanal (Eppendorf). La disolucion de los cristales (insolubles en medio
acuoso) se realizé6 empleando un agitador de placas (Bioblock Scientific) tras la
adicion de 100 pl/pocillo de isopropanol/HCI 0,05 M. Una vez disueltos, la
absorbancia fue medida en un lector de placas (Multiskan EX, Thermo Scientific)
a una longitud de onda de 550 nm, utilizando como blanco medio de cultivo
sometido a los mismos procedimientos. Las absorbancias de cada punto
experimental se refirieron al punto control (células sin tratar), calculando asi el

porcentaje de viabilidad celular.

3.2.6.2 Ensayo clonogénico

Se realizaron estudios clonogénicos para analizar la supervivencia celular
a largo plazo tras el tratamiento con TRAIL en combinacién con FVP. Para ello, se
sembraron 1x10° células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente,
se afiadi6 el tratamiento estipulado incubandose las células 24 horas. Se retir6 el
medio eliminando todas las células en suspensién, se realiz6 un lavado con PBS
y se afiadid medio completo. Tras aproximadamente 12 dias de incubacion, se
retiré el medio completo y se realizaron 2 lavados con PBS, tras lo cual las células
fueron fijadas con metanol durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las
células se tifieron con una disolucion al 1% de cristal violeta (disuelto en 50% de
etanol) y los restos de colorante de la superficie de la placa se limpiaron con agua

destilada.

Al dia siguiente, la placa fue escaneada, obteniéndose asi el resultado
gréfico del experimento. Seguidamente, se procedié a disolver los cristales para
obtener un valor cuantitativo de absorbancia. Debido a que los cristales son
insolubles en medio acuoso, se empled el disolvente organico DMSO y un
agitador de placas. Por cada punto experimental se tomaron 3 alicuotas de 100 pl
gue se traspasaron a una placa de 96 pocillos, la cual se introdujo en un lector de

placas para medir la absorbancia de los distintos puntos a 550 nm.
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3.2.6.3 Determinacién de la apoptosis y muerte celular mediante anexina-V
y 7-AAD

En el proceso de muerte celular por apoptosis tiene lugar un evento
temprano que consiste en la traslocacion de la fosfatidilserina desde la cara
interna de la membrana celular a la externa, que en condiciones fisiologicas
llevaria a la fagocitosis de la célula por parte de macréfagos. Este proceso puede
determinarse mediante la unién especifica de una proteina llamada anexina-V
(marcada con algun fluoréforo) a dicho fosfolipido. Cuando el proceso de muerte
celular estd mas avanzado, se produce la disgregacion de la membrana celular
citoplasmatica asi como de la membrana nuclear, permitiendo que moléculas
como el 7-aminoactinomicina D (7-AAD) se trasloquen al ntcleo y se intercalen en
el DNA celular.

La deteccién y cuantificacién de la muerte celular se realiz6 mediante el
marcaje con las sondas anexina-V FITC/DY634 y/o 7-AAD, segun el experimento
lo requiera (Tabla 3.8). Para ello, se incubaron las células en una disolucion de
tampdén de unién de anexina denominado tampén ABB con 1 pl/condicion
experimental de la disolucion comercial de anexina-V FITC/DY634 (Immunostep)
y 2ul/condicion experimental de la disolucién comercial 7-AAD (Immunostep). Tras
20 minutos a temperatura ambiente, las células se recolectaron y se traspasaron
a tubos de citometria (Falcon). El andlisis se realiz6 con un citbmetro de flujo

FACSCalibur (BD Biosciences), junto con el software CellQuest Pro 6.0.

Tabla 3.8 Propiedades de los fluoréforos utilizados en la deteccién de muerte celular.

Nombre Abrev. NS eitacion Aemisién Canal
Isocianato de fluoresceina FITC 494 nm 518 nm 1
7-aminoactinomicina D 7-AAD 488 nm 647 nm 3
DY634 635 nm 658 nm 4
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3.2.7 Microscopia

3.2.7.1 Tincién nuclear mediante fluorescencia

La sonda empleada para la tincion de ndcleos celulares fue Hoechst 33342

(Life Technologies).

Se prepararon cubreobjetos de 13 mm con poli-L-lisina. Para ello, en una
superficie plana, se colocaron los cubreobjetos sobre los que se extendié en su
superficie 200 pl de poli-L-lisina (Poly-L-Lysine, Sigma). Tras 30 minutos de
incubacién, se retird el exceso de poli-L-lisina y se realizaron 2 lavados con agua
destilada. Los cubreobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente y se
colocaron en una placa de 24 pocillos en la posicibn correcta. Tras la
esterilizacién bajo luz ultravioleta, se sembraron las células directamente sobre
los cubreobjetos. Al dia siguiente, se realiz6 el ensayo de citotoxicidad. A los
tiempos indicados de finalizacion del experimento, se procedié a fijar los puntos
experimentales. Para ello, la placa se centrifugd a 4700 g durante 5 minutos,
adhiriendo asi las posibles células en suspension a la superficie del cubre, y se
descartd el sobrenadante. Se realizaron 2 lavados con PBS y se afiadio
paraformaldehido (PFA) al 4% para la fijacion. Tras el tiempo de incubacion de 30
minutos a 4 °C, se realizaron 2 lavados con agua destilada y los cubreobjetos se
colocaron cuidadosamente sobre una disolucion de Fluoromount-G (Southern

Biotech) con Hoechst 33342 (1 pg/ml) en un portaobjetos (Fisher Scientific).

Las muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia
(Eclipse Ts2, Nikon), utilizando un sistema de fotografia digital (DXM 1200F,
Nikon) con el software Nikon ACT-1 2.62.

3.2.7.2 Muestras histolégicas

Las muestras de tejido, extraidas de los ratones al finalizar el experimento
de toxicidad in vivo de LUVDOX-TRAIL (Apartado 3.2.8.2), se fijaron con 4% PFA
(Panreac) y se enviaron al Servicio Cientifico Técnico de Anatomia Patoldgica del

Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragon (IS Aragén), donde realizaron el
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procesamiento (inclusiébn en parafina, cortes con el micr6tomo y tincion con

hematoxilina-eosina).
3.2.8 Experimentacion in vivo

3.2.8.1 Modelo animal de experimentacién

Los ensayos de experimentacion animal se llevaron a cabo con ratones
hembra de seis semanas de la cepa Hsd:Athymic Nude-Foxnl1™, proporcionados
por la empresa JANVIER LABS. Los experimentos realizados fueron previamente
aprobados por la Comision Etica Asesora para la Experimentacion Animal de la
Universidad de Zaragoza (Referencia PI18/16) y se realizaron bajo las

recomendaciones europeas, siguiendo la normativa RD 53/2013.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en el animalario del Instituto
Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS), bajo supervisién del Servicio Cientifico

Técnico del Centro de Investigacion Biomédica de Aragon (CIBA).

El mantenimiento de los animales se realizd bajo condiciones estandar en
ambiente libre de patégenos, con un rango medio de temperatura de 24 °C y con

ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas.

3.2.8.2 Estudio de latoxicidad in vivo de LUVDOX-TRAIL

La toxicidad de la formulacion LUV-DOX-TRAIL se estudié empleando un
grupo de cinco ratones. Los ratones se sometieron al tratamiento con LUVDOX-
TRAIL, que consisti6 en 4 inyecciones intraperitoneales en intervalos de 2 dias.
En cada inyeccion se administraron 36 pug de TRAIL asociados a los LUVDOX con
una concentracion de DOX en los liposomas de 511,5 uM. El volumen inyectado
fue 250 pl.

Tras 2 semanas de la finalizacion del tratamiento, a los ratones se les
aplicé el punto final humanitario y se recolectaron 6rganos (bazo, higado, rifién y
ovario) y sangre mediante puncién cardiaca. Los 6rganos fueron procesados,

obteniendo finalmente muestras histolégicas tefiidas con hematoxilina-eosina
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(Apartado 3.2.7.2), mientras que en el suero extraido a partir de la sangre del
animal, se analizaron los niveles de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT).

3.2.8.3 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-TRAIL sobre
células HT1080

La inoculacion de células pertenecientes a la linea celular HT1080 (5x10°
células/ratén) se llevo a cabo de forma subcutdnea en un solo flanco del animal,

en un volumen final de 100 pl.
Se establecieron al azar 3 grupos de tratamiento:

- Control: Administracion de PBS
- LT: Administracion de LUV-TRAIL
- LDT: Administracion de LUVDOX-TRAIL

El tratamiento se inici6 una vez el tumor alcanzé un volumen de 100 mm?,
Las inyecciones se realizaron de forma intra-peritoneal durante 4 dias
consecutivos, administrando en un volumen final de 200 pl, 36 pg de TRAIL y una

concentracion de 224,2 uM de DOX en el liposoma.

El crecimiento tumoral se monitoriz6 cada 1-2 dias, recogiendo las
mediciones de los pardmetros de longitud (L), anchura (AN) y altura (AL) del

tumor de cada ratén. El volumen tumoral se calculé utilizando la siguiente férmula:

Volumen tumoral (mm3) = L (mm) x AN (mm) x AL (mm)
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio comparativo del efecto de TRAIL soluble y LUV-

TRAIL sobre lineas celulares tumorales de sarcoma

4.1.1 Estudio de la citotoxicidad de sTRAIL y LUV-TRAIL sobre lineas

celulares tumorales de sarcoma

Antes de realizar el estudio comparativo de la citotoxicidad de la forma
soluble de TRAIL y los LUV-TRAIL en lineas tumorales de sarcoma, se llevo a
cabo una primera caracterizacion de las células mediante el estudio de la
expresion a nivel basal de las principales proteinas implicadas en la ruta
apoptética.

- Caspasa-8
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T m—— -

m Caspasa-10
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Figura 4.1 Analisis de la expresiéon de proteinas pro- y anti-apoptoticas en lineas celulares de
sarcoma mediante la técnica Western blot.
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En el estudio realizado mediante Western blot, mostrado en la Figura 4.1,
se observd unos niveles de expresion semejantes entre las diferentes lineas
celulares estudiadas para las proteinas caspasa-3, caspasa-10, Bcl-X. y XIAP.
Otras proteinas analizadas presentaron una variacion en la cantidad relativa entre
las distintas lineas celulares. En el caso de la caspasa-9, se observaron bajos
niveles de expresién en las células A673, HT1080 y CADO-ES, en comparacion
con el resto de lineas celulares. Las células RH4 presentaron una deficiencia en
Bid asi como en caspasa-8, la cual estuvo totalmente ausente en la linea celular
CADO-ES. Por el contrario, la caspasa-8 presento altos niveles de expresion en la
linea celular HT1080.

La interpretacién del analisis de proteinas nos permiti6 anticipar una
resistencia a la muerte inducida por TRAIL en las células RH4 y CADO-ES, en el
caso de ésta ultima, debido a la completa carencia de caspasa-8, o que impide
iniciar la cascada efectora de la muerte celular por la via extrinseca de la
apoptosis. Las células RH4 presentaron bajos niveles no sélo de caspasa-8, que
dificultaria activar de forma eficiente la ruta extrinseca, sino también de Bid, lo que
impediria la amplificacién de la sefial apoptética a través de la via intrinseca de la

apoptosis.

El siguiente paso fue analizar la sensibilidad de las diferentes lineas
celulares a la apoptosis inducida por TRAIL. Para ello se realiz6 un estudio
comparativo entre ambas formulaciones, sTRAIL y LUV-TRAIL, analizando el
descenso de viabilidad celular a concentraciones crecientes de TRAIL. Los

resultados se muestran en la Figura 4.2.

La mayor sensibilidad al efecto citotoxico de TRAIL lo presentaron las
células A673, que llegaron a alcanzar un descenso de la viabilidad del 80% a la
dosis maxima de TRAIL, sin presentar diferencias apreciables entre ambas
formulaciones. Por otro lado, las lineas celulares HT1080 y RD presentaron
perfles de respuesta muy semejantes, observandose diferencias muy
significativas entre sTRAIL y LUV-TRAIL a partir de la dosis de 111 ng/ml

llegandose a reducir la viabilidad celular con la dosis méaxima en
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aproximadamente el 20% con STRAIL y en el 60% con LUV-TRAIL. Las células
RH4 y CADO-ES fueron resistentes al efecto de ambas formulaciones de TRAIL,

dato que concuerda con las conclusiones obtenidas del andlisis de proteinas

anterior.
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Figura 4.2 Ensayo dosis-respuesta de sTRAIL y LUV-TRAIL en lineas celulares de sarcoma.
Las células fueron tratadas a concentraciones crecientes de TRAIL, tanto en la forma soluble (ST)
como asociado a liposomas (LT) hasta un maximo de 1000 ng/ml, durante un periodo de 24 horas.
Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes (*p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,001, +95%ClI).
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El descenso de la viabilidad celular observado en algunas lineas celulares
de sarcoma puede no indicar necesariamente que se deba a un proceso de
muerte celular. Es por ello que se realizaron experimentos empleando un anlisis
de citometria de flujo mediante el marcaje con anexina-V de las células tras la
incubacion con TRAIL, que permitia confirmar si el efecto de TRAIL observado
corresponde a una muerte por apoptosis. Ademas, se emplearon en dichos
experimentos distintos bloqueantes de algunas de las proteinas implicadas en la
ruta apoptotica inducida por TRAIL que permitiria una mejor caracterizacion de la

muerte celular. Los resultados del experimento se muestran en la Figura 4.3.
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Figura 4.3 Caracterizacion de la muerte celular inducida por sTRAIL y LUV-TRAIL en lineas
celulares de sarcoma. Las lineas celulares de sarcoma fueron tratadas con diferentes
concentraciones de sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT). Adicionalmente, la dosis maxima de TRAIL se
aplicé a células previamente incubadas con el anticuerpo bloqueante de TRAIL RIK, con el inhibidor
de pan-caspasas z-VAD-fmk (ZVAD) y con el inhibidor especifico de caspasa-8 z-IETD-fmk (IETD).
Tras una incubacion de 24 horas, la muerte celular se analizé mediante un marcaje con anexina-V.
Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes. Los asteriscos
indican la significaciéon entre ST y LT (*p<0,05, **p<0,005, +95%CI). Las almohadillas indican la
significacion entre ST/LT s6lo y ST/LT combinado con el inhibidor (# p<0,05, ## p<0,005, +95%ClI).
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Nuevamente, la linea celular A673 fue la mas sensible a TRAIL,
presentando una muerte celular por apoptosis dosis dependiente para ambas
formulaciones. LUV-TRAIL presenté una mayor capacidad citotoxica que sTRAIL,
siendo la diferencia del 15% a las dosis méas altas, alcanzando valores
significativos. El tratamiento con los bloqueantes RIK, z-VAD-fmk y z-IETD-fmk
inhibieron casi en su totalidad la muerte celular en la linea celular A673.

En las lineas celulares HT1080 y RD también se observd un efecto dosis
dependiente en la apoptosis inducida por TRAIL, presentando un perfil de muerte
celular semejante en el tratamiento con las diferentes concentraciones de ambas
formulaciones de TRAIL. En las dos lineas celulares, el porcentaje de muerte
celular tras el tratamiento con LUV-TRAIL fue significativamente mayor que con
STRAIL, llegando a alcanzar el 50% de células anexina-V positivas en ambos
casos. Los bloqueantes z-VAD-fmk, RIK y z-IETD-fmk restauraron los valores de

muerte celular a los niveles basales.

En las células RH4 y CADO-ES no se observé apoptosis, permaneciendo
resistentes al tratamiento con STRAIL y LUV-TRAIL, lo que concuerda con los

datos anteriores observados en la Figura 4.2.

El efecto del blogueo de la apoptosis tras la pre-incubacién con RIK y z-
VAD-fmk observado en todas las lineas celulares sensibles a TRAIL, confirmé que
la muerte celular en el caso de LUV-TRAIL se produce por una apoptosis inducida
por TRAIL, donde las caspasas tienen un papel clave. Ademas, la inhibicion
practicamente completa de la muerte celular con respecto al control tras la pre-
incubaciéon con z-IETD-fmk, parece indicar que la activacion de la apoptosis por
parte de LUV-TRAIL depende exclusivamente de la via extrinseca iniciada por la
caspasa-8. Asi mismo, se puede concluir que la unién de TRAIL a la superficie de
nanoparticulas lipidicas mejora el potencial citotéxico de la proteina con respecto

su forma soluble en células de sarcoma parcialmente resistentes a TRAIL.

Adicionalmente, se quiso estudiar la activacién de la cascada apoptética
mediante el andlisis del procesamiento de las diferentes proteinas implicadas en

la apoptosis inducida por TRAIL. Para ello, se llevé a cabo un analisis mediante
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Western blot en las tres lineas celulares en las que se habia observado mayor o
menor sensibilidad a TRAIL, incubando con ambas formulaciones del ligando
mortal. Ademéas y en paralelo, se analiz6 la muerte celular inducida tanto por
STRAIL como por LUV-TRAIL analizando mediante citometria de flujo el
porcentaje de células anexina-V positivas. Los resultados del ensayo se muestran

en la Figura 4.4.
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Figura 4.4 Analisis de la activacion de caspasas en lineas celulares de sarcoma. Las lineas
celulares A673, HT1080 y RD fueron tratadas con liposomas desnudos (LUV), sTRAIL (ST) y LUV-
TRAIL (LT) a una concentracion de 1 pug/ml durante una incubacion de 24 horas. Células no tratadas
se utilizaron como control (C). Tras la incubacion, se procedié al lisado celular y analisis mediante
Western blot. Los niveles de muerte celular se midieron por citometria de flujo.

En la linea celular A673 se observé un procesamiento casi completo de
todas las proteinas estudiadas implicadas en la cascada apoptética cuando se
tratdé con sTRAIL, alcanzando una muerte celular del 80%. LUV-TRAIL fueron
capaces de activar totalmente la apoptosis, llegando a un 100% de células
anexina-V positivas. Por el contrario, en las células HT1080 el tratamiento con

STRAIL y LUV-TRAIL generé una activacién parcial de las caspasas-8 y -3, asi
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como de la proteina Bid. Aunque esto se tradujo en un elevado procesamiento de
PARP-1, los niveles de muerte celular no superaron el 60% para el tratamiento
con ambas formulaciones de TRAIL. La linea celular RD presenté tras el
tratamiento con las dos formulaciones de TRAIL una potente activacion de la
caspasa-8 y Bid, que sin embargo no se observo en la caspasa-3. Respecto a
PARP-1, el procesamiento que se observé fue parcial, aunque ligeramente
superior para LUV-TRAIL. En las células RD, la muerte celular fue del 50%
aproximadamente para las dos formulaciones de TRAIL.

El experimento de analisis de la activacion de las proteinas apoptoticas
refleja que, aunque inicialmente se evidencié un mayor potencial citotéxico en la
formulacion LUV-TRAIL frente a la forma soluble del ligando, en este ensayo no
se observaron diferencias significativas en los niveles de procesamiento y
activacion de caspasas para ambas formas de TRAIL en las células HT1080 y
RD. En el caso de las células A673 si se observé una activacion de la ruta mas
eficiente para la formulacién LUV-TRAIL.

Finalmente, se estudid la cinética en el proceso de apoptosis tras el
tratamiento con STRAIL y LUV-TRAIL sobre las lineas celulares de sarcoma
sensibles a TRAIL. Para ello, se realizdé un ensayo analizando a distintos tiempos
tanto la expresion de las proteinas implicadas en la apoptosis mediante Western
blot como el porcentaje de células anexina-V positivas mediante citometria de

flujo. Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 4.5.
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Figura 4.5 Anélisis temporal de la activacion de las proteinas implicadas en la apoptosis en
lineas celulares de sarcoma tras el tratamiento con TRAIL. Las lineas celulares A673, HT1080 y
RD se trataron con sTRAIL y LUV-TRAIL a la dosis de 1 pg/ml a diferentes tiempos (0-6 horas). Al
tiempo final, las células se recolectaron y lisaron. Los lisados se analizaron mediante Western blot,
mientras que la muerte celular se midié por citometria de flujo.

El ensayo muestra como el tratamiento de las células A673 con sTRAIL
activd las diferentes proteinas de la cascada apoptética de forma gradual,
mientras que LUV-TRAIL gener6 un fuerte procesamiento de todas las proteinas
ya a la primera hora de tratamiento, manteniéndose hasta el tiempo final. En el
caso de las células HT1080 y RD, se observé que la activacién de las caspasas
se inicia tras 2 horas de tratamiento, manteniéndose sin apenas variaciones hasta
el tiempo final. Ademas no se observaron diferencias significativas entre STRAIL y
LUV-TRAIL. En este sentido, hay que tener en cuenta que los bajos valores de
muerte celular obtenidos en este experimento a los tiempos analizados en las
células HT1080 y RD ha podido influenciar en la deteccion de las diferencias en la
cinética entre STRAIL y LUV-TRAIL.

Finalmente, estos datos reflejan que LUV-TRAIL no producen, al menos a
tiempos cortos, una activacion de la apoptosis mucho mas rapida que sTRAIL en
células de sarcoma sensibles a la citotoxicidad de TRAIL, a excepcion de la linea
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celular A673, donde la velocidad de activacién de la ruta apoptética fue mayor
para LUV-TRAIL en comparaciéon con la forma soluble de la proteina. Ademas,
observando los resultados de la Figura 4.4, se puede concluir que la formulacién
LUV-TRAIL requiere tiempos mas alla de 6 horas para la completa activacion y
ejecucion de la ruta apoptotica en determinadas lineas celulares de sarcoma,

como son las células HT1080 y RD.

4.1.2 Estudio de la muerte celular inmunogénica inducida por TRAIL sobre

lineas celulares tumorales de sarcoma

Los diferentes tipos de terapias anti-tumorales tienen el objetivo de inducir
muerte celular sobre las células transformadas, lo que puede llevarse a cabo
mediante diversos mecanismos. Cuando la apoptosis inducida est4 asociada a la
liberacion de patrones moleculares asociados a peligro (DAMP del inglés,
Damage-Associated Molecular Patterns), se activan componentes del sistema
inmune innato y adaptativo [369] y se genera con ello una Gptima reaccién anti-
tumoral del sistema inmune. Este tipo especifico de apoptosis se denomina
muerte celular inmunogénica y esta orquestada por el reconocimiento de los
DAMPs presentes en el microambiente tumoral por parte de células dendriticas
[370, 371]. La calreticulina es una proteina chaperona del reticulo endoplasmico
gue forma parte de los DAMPs, cuya traslocacion a la cara externa de la
membrana plasmatica durante la apoptosis es determinante para la induccion de
muerte celular inmunogénica [372, 373]. Aunque existen otras moléculas que
constituyen sefiales DAMPs en el proceso de apoptosis, diversos estudios
determinan que los niveles de calreticulina en el microambiente tumoral suponen
un Gtil biomarcador de prondstico frente la respuesta inmune de un tratamiento
anti-tumoral, constituyendo una prometedora herramienta clinica para el

tratamiento de tumores solidos y hematologicos [374-377].

Los agentes anti-tumorales con capacidad de generar inmunogenicidad a
través de la induccién de apoptosis son de gran interés para el estudio de nuevos
enfoques de tratamiento. Es por ello que en el presente trabajo se quiso

comprobar la capacidad de TRAIL para inducir muerte celular inmunogénica en
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células tumorales de sarcoma. Para ello, el analisis se llevé a cabo monitorizando
los niveles de calreticulina presentes en las células HT1080 a diferentes tiempos
tras el tratamiento con TRAIL soluble y LUV-TRAIL. Las células se examinaron
seleccionando la poblacion 7-AAD negativa mediante citometria de flujo y
analizando el porcentaje de células con exposicion de calreticulina en la superficie
celular. Para validar la metodologia, se incluyeron un control positivo (bortezomib)
y negativo (mitomicina C) de muerte celular inmunogénica [378], asi como
liposomas con ausencia de TRAIL en su superficie. Los resultados se representan

en la Figura 4.6.
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Figura 4.6 Anadlisis de la muerte celular inmunogénica inducida por TRAIL mediante la
deteccidon de calreticulina traslocada a la superficie de membrana en células HT1080. Las
células se incubaron con TRAIL soluble (ST, 1 pg/ml), LUV-TRAIL (LT, 1 pg/ml), bortezomib (BORT,
60 nM) y mitomicina C (MIT C, 60 pg/ml) durante periodos de 2, 4, 6 y 16 horas. Células sin tratar
(control) y células tratadas con liposomas a una concentracion equivalente a LUV-TRAIL (LUV) se
incluyeron como control del experimento. Tras el tratamiento, se analizé por citometria de flujo la
muerte celular mediante marcaje con 7-AAD (A) y la exposicién de calreticulina en la superficie
celular en la poblacién 7-AAD negativa (B). Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres
experimentos independientes (*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, £95%Cl).
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La muerte celular inducida por TRAIL durante el experimento comenzé a
detectarse a las 4 horas, siendo especialmente significativa la citotoxicidad de
LUV-TRAIL y obteniendo unos valores del 50% de células 7-AAD positivas a las
16 horas de incubacién. En el caso de TRAIL soluble, aunque hubo un incremento
de la muerte celular, no llegd a alcanzar valores significativos con respecto al
control. La muerte celular inducida por los farmacos bortezomib y mitomicina C se
detecto a las 16 horas, alcanzando unos porcentajes del 15% y 30% de células 7-
AAD positivas.

El andlisis de la exposicion de calreticulina en la superficie celular se llevo
a cabo sobre la poblacion de células 7-AAD negativas. Se establecid este criterio
para asegurar un marcaje superficial, ya que son las células que poseen la
membrana plasmatica integra, evitando asi interferencias con la calreticulina
intracelular. En la Figura 4.6 (B) se observa como se produjo un incremento de
células que expresan calreticulina en la membrana cuando se trataron con TRAIL
a las 4 horas de incubacién, siendo mayor el efecto de LUV-TRAIL frente a la
proteina soluble. Estos niveles no experimentaron cambios durante el periodo de
6 horas de tratamiento, sin embargo, se produjo un incremento significativo a las
16 horas de incubacién con TRAIL, alcanzando unos porcentajes de células
positivas para calreticulina del 30% para TRAIL soluble y 50% en el caso de LUV-
TRAIL. Ademas, el tratamiento con LUV sin TRAIL en su superficie no present6
ninguna variacién en la traslocacién de calreticulina con respecto al control. Por
otro lado, bortezomib, un compuesto que ha demostrado inducir muerte celular
inmunogénica en estudios anteriores [379], se incluyé en el experimento como
control positivo indicativo de un procedimiento metodoldgico correcto. Bortezomib
indujo valores significativos de calreticulina a las 6 horas de incubacion
alcanzando un porcentaje del 25% de células calreticulina positivas en el tiempo
maximo de tratamiento. Asi mismo, la incubacion con mitomicina C, incluida en el
experimento como control negativo, no presento variaciones de calreticulina en la

superficie de las células a lo largo del tiempo.

Los resultados obtenidos en la Figura 4.6 permiten concluir que la

incubacién de células HT1080 con TRAIL induce una apoptosis acompafada con
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la exposicién de calreticulina al exterior celular. Este efecto es potenciado cuando
el ligando mortal est4 anclado a la superficie de liposomas, siendo TRAIL y no la
presencia de liposomas el responsable del efecto. Esto indica que tanto TRAIL
soluble como sobre todo LUV-TRAIL son capaces de inducir una muerte celular
inmunogénica en el proceso de apoptosis, o que podria conferir mayor relevancia

como posible tratamiento anti-tumoral.

4.2 Tratamiento combinado de TRAIL con agentes

sensibilizantes

La caracterizacion inicial de las lineas celulares de sarcoma ante el efecto
del tratamiento con TRAIL nos permite clasificar las células estudiadas en dos
grandes grupos: células sensibles a la apoptosis inducida por TRAIL (A673,
HT1080 y RD) y células resistentes a la citotoxicidad inducida por TRAIL (RH4 y
CADO-ES). Para ambos grupos, se realizé un andlisis del empleo combinado de
TRAIL con agentes sensibilizantes clave para observar si es posible mejorar el
potencial citotéxico de TRAIL (soluble o asociado a liposomas) o incluso superar
la resistencia a la muerte celular en lineas celulares resistentes a este ligando

mortal.

En la literatura cientifica se han descrito numerosos compuestos capaces
de actuar sinérgicamente con TRAIL en tratamientos combinados, es por ello que
seleccionamos de todos ellos cinco moléculas que actian en sinergia con TRAIL
por diversos mecanismos para ser testadas en combinacion tanto con TRAIL
soluble como con LUV-TRAIL.

Las moléculas flavopiridol y SNS-032 son inhibidores pan-CDK, quinasas
cuyo bloqueo inhibe la sintesis de RNA afectando a la produccién proteica y
facilitando asi la induccion de apoptosis en determinadas lineas celulares [263,
308, 309]. Esta apoptosis también se puede inducir mediante la inhibicion del
proteasoma con farmacos como bortezomib [206]. Flavopiridol, SNS-032 y
bortezomib fueron seleccionados debido a su fuerte sinergia con TRAIL soluble
descrita previamente en la literatura [201, 206, 308]. También se quiso estudiar el

efecto de TRAIL con moléculas intercalantes del DNA como la doxorrubicina [331,
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380], farmaco quimioterapico ampliamente utilizado en numerosos tipos
tumorales, asi como la trabectedina [342, 343], molécula utilizada recientemente y
con buenos resultados para el tratamiento de sarcomas de partes blandas.

4.2.1 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con agentes
sensibilizantes en lineas celulares de sarcoma resistentes a TRAIL

El estudio de la posible sensibilizacion de células resistentes a TRAIL con
diferentes farmacos requiere un andlisis inicial del efecto citotéxico de los
compuestos de forma individualizada. El estudio de la citotoxicidad del compuesto
a diferentes dosis permite seleccionar una concentracion Optima para realizar
luego el tratamiento en combinacion con sTRAIL y LUV-TRAIL. La dosis escogida
serd la que se ha denominado dosis sub-tdxica, en la que la muerte celular
producida por el agente sensibilizante es menor del 20%, lo que permite observar
posteriormente en la combinacién con TRAIL si efectivamente hay un efecto
sensibilizador a la muerte inducida por TRAIL y no una adicion de las muertes
inducidas por el ligando mortal y el agente.

Para la deteccion de la dosis sub-téxica de los cinco farmacos
seleccionados, se llevé a cabo un ensayo de viabilidad celular mediante la técnica
MTT (Figura 4.7). Posteriormente, con el objetivo de corroborar que la muerte
celular a la dosis seleccionada para cada farmaco no supera el 20% de muerte
celular (con respecto a los niveles basales), se realiz6 el mismo experimento
dosis-respuesta analizando los datos mediante citometria de flujo, con un marcaje

de anexina-V (Figura 4.8).
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Figura 4.7 Ensayo dosis-respuesta de los farmacos sensibilizantes en células de sarcoma
resistentes a TRAIL. Las lineas celulares RH4 y CADO-ES se trataron con diferentes
concentraciones de flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina (TRAB), bortezomib
(BORT) y SNS-032 (SNS) durante 24 horas. El ensayo se analiz6 mediante MTT. Las gréficas
muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 4.8 Ensayo dosis-respuesta de los farmacos sensibilizantes en células de sarcoma
resistentes a TRAIL. Las lineas celulares RH4 y CADO-ES se trataron con diferentes
concentraciones de flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina (TRAB), bortezomib
(BORT) y SNS-032 (SNS) durante 24 horas. El ensayo se analiz6 mediante citometria de flujo. Las
gréaficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes.
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Las concentraciones sub-toxicas seleccionadas para las células RH4
fueron las siguientes: flavopiridol 50 nM, doxorrubicina 2 uM, trabectedina 4 ng/ml,
bortezomib 5 nM y SNS-032 0,2 pM. Por otro lado, las concentraciones
correspondientes a las células CADO-ES fueron: flavopiridol 50 nM, doxorrubicina
1 pM, trabectedina 4 ng/ml, bortezomib 20 nM y SNS-032 0,3 pM.

El estudio del efecto combinatorio en las células pre-tratadas con los
agentes sensibilizantes a las dosis sub-toxicas fijadas con sTRAIL y LUV-TRAIL
se muestra en la Figura 4.9. En el andlisis se puede observar que no hubo una
reduccion significativa en la viabilidad relativa tras el tratamiento combinado con
los diferentes farmacos seleccionados. Con estos datos, se puede concluir que el
uso de los compuestos potencialmente sensibilizantes a TRAIL no tiene efectos
en la mejora significativa de la capacidad citotoxica de sTRAIL y LUV-TRAIL en
las células RH4 y CADO-ES, permaneciendo ambos tipos celulares resistentes a
la apoptosis inducida por TRAIL para las dos formulaciones estudiadas.
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Figura 4.9 Analisis del efecto citotéxico de sTRAIL y LUV-TRAIL en células de sarcoma
resistentes a TRAIL tras un pre-tratamiento con agentes sensibilizantes. Las células RH4 y
CADO-ES fueron pre-incubadas con flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina (TRAB),
bortezomib (BORT) y SNS-032 (SNS) durante un minimo de 2 horas. Finalizada la pre-incubacion
se afiadié sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) a una dosis de 1 pg/ml. Las células permanecieron un
periodo de 24 horas de tratamiento, tras el cual se analiz6 la viabilidad celular por MTT. Las gréficas
muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes.
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4.2.2 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con agentes

sensibilizantes en lineas celulares de sarcoma sensibles a TRAIL

El mismo procedimiento llevado a cabo en el apartado anterior se realizo
sobre las lineas celulares A673, HT1080 y RD, todas ellas sensibles en mayor o
menor medida a la apoptosis inducida por TRAIL.

Se ha comprobado con anterioridad que la formulacion LUV-TRAIL
presenta un aumento en la capacidad citotdxica con respecto a la forma soluble
de la proteina en células de sarcoma (excepto en la linea celular A673 que
presenta una sensibilidad muy elevada a ambas formulaciones). Sin embargo, en
las lineas celulares HT1080 y RD aunque LUV-TRAIL fueron mas citotoxicos que
TRAIL soluble, la muerte celular inducida por los liposomas fue aproximadamente
de un 50%, por lo que se quiso aumentar la citotoxicidad, fundamentalmente de
LUV-TRAIL, mediante el uso combinado con los agentes sensibilizantes
seleccionados. Para ello, inicialmente se analiz6 el efecto de los agentes
individualmente y se determind la concentracion sub-téxica a la que trabajar
posteriormente en combinacién con TRAIL. El analisis se llevé a cabo mediante
MTT (Figura 4.10) y marcaje con anexina-V (Figura 4.11), tal y como se ha

descrito en el apartado anterior.

117



Resultados y Discusion

A673 HT1080 RD

FVP FVP FVP
;? 100 § 100 3? 100:
'E BO- E 80 g 80
g w0 : g e S 60
3 3 z
g o g w o
2 » 2 g =
> H 5 i H
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
S P NI °0?>-§=«9,§§P$§
nM nMm nM
DoXx DOX DOX
g e e N
£ w g e ! g w
2 2 H i
= = 1 " '
[ ® 60 : ¥ 60 !
T ! o '
fa I - i
H = =
s 20 2 20 g 2
0 A e o=
) NS ¥ o > o 3 he) N ) L] Q o
e§\ o of Q%é' N S E N Q?ﬂtb v'-‘b c'?(" a-&h '&b °
g b .
TRAB TRAB TRAB
- i = 100 i —
= 100 | § 1 ’a\: 100
s 80 i g 80 g 80
2 2 2
5 = E !
e 60 R @ 60 i
o b o
E 40 E 40 g w0
a a2 1 1
s 20 g 2 s 2 :
g > > H
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T L] T T T T T T T
FFI L TFed LIS TITiIRERS
o o ng/mi
ng/ml ng/ml
BORT BORT BORT
z 1o A\*‘l_{_k‘}\f‘{ F 1o g 10 ~—[——$—+—f\\!\1
k-] : 5 5
S 60 S 60 s 60
E] 3 3
= 40 s 40 - 40
g 2 g 20 € 20
s s 5
o — 0 o :
NI NPIREINEIEE
nMm nm
SNS SNS SNS
= 1 5 100 —H\\i/ z W
£ g w g ® ;
5 .
% €0 @ 60 g 80
o = k-]
E 4 - g 4
g 2 g 20 g 2
> > >
N o o o © D R R I ) S b B 4 B @.- 2
SO e RO I RO I

¥
O o © & o
M HM uM

Figura 4.10 Ensayo dosis-respuesta de los farmacos sensibilizantes en células de sarcoma
sensibles a TRAIL. Las lineas celulares A673, HT1080 y RD se trataron con diferentes
concentraciones de flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina (TRAB), bortezomib
(BORT) y SNS-032 (SNS) durante 24 horas. El ensayo se analizd mediante MTT. Las gréficas
muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 4.11 Ensayo dosis-respuesta de los farmacos sensibilizantes en células de sarcoma
sensibles a TRAIL. Las lineas celulares A673, HT1080 y RD se trataron con diferentes
concentraciones de flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina (TRAB), bortezomib
(BORT) y SNS-032 (SNS) durante 24 horas. El ensayo se analizé6 mediante citometria de flujo. Las
graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes.
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Las concentraciones sub-toxicas determinadas para los diferentes
farmacos en la linea celular A673 fueron: flavopiridol 200 nM, doxorrubicina 2 pM,
trabectedina 4 ng/ml, bortezomib 20 nM y SNS-032 0,2 puM. A su vez, las
concentraciones correspondientes a las células HT1080 fueron: flavopiridol 50
nM, doxorrubicina 2 puM, trabectedina 4 ng/ml, bortezomib 5 nM y SNS-032 0,2
MM. Finalmente, para la linea celular RD se escogieron las siguientes
concentraciones sub-toxicas: flavopiridol 200 nM, doxorrubicina 2,5 pM,
trabectedina 16 ng/ml, bortezomib 20 nM y SNS-032 0,6 pM.

El tratamiento combinado, al igual que en el apartado anterior, consistié en
pre-incubar las diferentes lineas celulares con los agentes sensibilizantes a las
concentraciones seleccionadas, y tras 2 horas, afiadir TRAIL (STRAIL o LUV-
TRAIL) a una concentracion de 1 pg/ml. Los resultados de viabilidad celular,
analizados mediante la técnica MTT se exponen en la Figura 4.12.

120



Resultados y Discusion

A673 + FVP (200 nM) HT1080 + FVP (50 nM) RD + FVP (200 nM)
. &8 BE& # &
5 100 — N = 5 0 T
B .3 £ -3 ] *
g 0 = s 80 .
E 5 2 ol
fw fw
R g o
g > g §»
> LLL I . > >
T T T T e e e e
Q\h.(},;\\\\m;g,kéy n\h,:\.,;\’\\\'g,".;.?&
TRAIL (ng/mi) TRAIL (ng/ml) TRAIL {ng/mi)
AB73 + DOX (2 pM) HT1080 + DOX (2 pM) RD + DOX (2,5 uM)
& && && §on s
5 100 z F
g 0 2 E
e 60 2 @
i i
i
— T
r A G
TRAIL (ng/mi) TRAIL (ngiml) TRAIL (ng/ml)
A673 + TRAB (4 ng/ml) HT1080 + TRAB (4 ng/ml) RD + TRAB (16 ng/ml)
. f,, & L
5 100 - = Z 1o w
£ < = s S
g 8 2 s ® ~
5 k] E
R 2 [
5
fe § L
= H 3
g™ 2 2"
— T T N — T
SN G R LR
TRAIL (ng/mi) TRAIL (ng/mi) TRAIL (ng/mi)
A673 + BORT (20 nM) HT1080 + BORT (5 nM) RD + BORT (20 nM)
L B
~ 1004 — T L .
g g™ <t w £
s g o £ w0
E k] k]
R s 0 2
g 0 § w § 40
F-1 3 -1
g 20 g = ]
g ¥ £ . 8"
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
N a
° LI - \@Q SN R DA =& a@“ SN R A e .?a
TRAIL (ng/ml) TRAIL (ng/ml) TRAIL (ng/ml)
A673 4.5:: (0.2 uM) HT1080 + SNS (0,2 pM) RD + SNS (0,6 uM)
- b L ¥ -
§ 400 5 ;!-
g F :
3 & < 5
s 3 =1
g £ -
K1 2 a
s 2 s 2
> e LT > g
L e L I B B B S | LI — — T T T T T T T
R LI O S S s e
TRAIL (ng/mi) TRALL (ng/mi) TRAIL (ngimi)

-~ 8T - ST+ Droga
- [T -+ LT+ Droga

Figura 4.12 Anélisis del efecto citotoxico de sTRAIL y LUV-TRAIL en células de sarcoma
sensibles a TRAIL tras un pre-tratamiento con agentes sensibilizantes. Las células A673,
HT1080 y RD fueron pre-incubadas con flavopiridol (FVP), doxorrubicina (DOX), trabectedina
(TRAB), bortezomib (BORT) y SNS-032 (SNS) durante un minimo de 2 horas. Finalizada la pre-
incubaciéon se afiadi6 sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) a una dosis de 1 pg/ml. Las células
permanecieron un periodo de 24 horas de tratamiento, tras el cual se analiz6 la viabilidad celular por
MTT. Las graficas muestran la mediatzSD de al menos tres experimentos independientes. El signo
asterisco indica la significacion entre LT so6lo y LT combinado con la correspondiente droga
(*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, +95%CIl). El signo almohadilla indica la significacién entre ST sélo y
ST combinado con la correspondiente droga (# p<0,05, ## p<0,005, ### p<0,001, +95%Cl). El signo
et indica la significacion entre ST y LT ambos combinados con la correspondiente droga (& p<0,05,
&& p<0,005, &&& p<0,001, £95%Cl).
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La combinacion con flavopiridol en la linea celular A673, altamente
sensible a TRAIL, no mejoré la capacidad citotoxicidad de ninguna de las dos
formulaciones de TRAIL a la dosis més alta empleada en el experimento (1
pg/ml), aunque si mejoro la citotoxicidad de LUV-TRAIL de forma significativa a
las dosis intermedias empleadas, algo que no se observé con sTRAIL.

En el caso de las células HT1080, se observd una sensibilizacion con
flavopiridol muy significativa para ambas formulaciones en todas las dosis
empleadas, llegando a reducir la viabilidad un 70% en el caso de STRAIL y mas
de un 80% LUV-TRAIL. En esta linea celular, el tratamiento con el agente
sensibilizante flavopiridol no sélo mejor6 muy significativamente el potencial
citotoxico de ambas formas de TRAIL, sino que los equipard, observandose un
efecto similar para todas las concentraciones salvo a las dosis altas, donde la
capacidad citotoxica de LUV-TRAIL en combinacion con flavopiridol fue
significativamente mayor que TRAIL soluble en combinacion con flavopiridol.

Las células RD tratadas con flavopiridol presentaron una sensibilizacion
muy pronunciada cuando se combiné con STRAIL, alcanzando un descenso de
viabilidad de un 50%, mientras que para LUV-TRAIL solo se observé a la dosis
maxima, sin alcanzar una elevada significacion. Ademas, como ocurre en la linea
celular HT1080 con el mismo tratamiento, no se observaron diferencias
significativas en el efecto citotoxico de ambas formulaciones cuando se
combinaron con flavopiridol, salvo a la dosis maxima, donde LUV-TRAIL presento

una citotoxicidad ligeramente mas elevada.

La doxorrubicina combinada con TRAIL, en la linea celular A673, tuvo un
efecto similar al tratamiento con flavopiridol, observandose sélo una
sensibilizacién en el caso de LUV-TRAIL a dosis intermedias. Ademas disminuy6
de forma significativa la capacidad citotoxica de sTRAIL en la concentracién
méaxima estudiada. En la linea celular HT1080, la combinacién de doxorrubicina
con sTRAIL produjo una sensibilizacion muy significativa, alcanzando los mismos
niveles de toxicidad que la combinacion de LUV-TRAIL con doxorrubicina en la

gue se observd una sensibilizaciéon a las dosis intermedias de LUV-TRAIL
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empleadas. En ninguna de las dos combinaciones de TRAIL (sTRAIL y LUV-
TRAIL) con doxorrubicina en las células HT1080 se lleg6 a superar los valores de
muerte celular inducidos por LUV-TRAIL sin doxorrubicina a la dosis maxima.
Finalmente, la doxorrubicina no presenté ningun efecto sensibilizante en el

tratamiento combinado con TRAIL sobre las células RD.

La combinacién con el agente sensibilizante trabectedina incrementd
significativamente el potencial citotoxico de ambas formulaciones de TRAIL en la
linea celular A673, llegando a ser la citotoxicidad del tratamiento combinado con
LUV-TRAIL a dosis intermedias significativamente mayor comparado con la
combinacién con sTRAIL. En las células HT1080, no se observd ningun tipo de
efecto sensibilizador en el tratamiento combinado con la trabectedina. Por otro
lado, el tratamiento con trabectedina en la linea celular RD s6lo sensibilizé a las
células cuando se combiné con sTRAIL, obteniendo unos valores de citotoxicidad
similares al tratamiento con LUV-TRAIL.

El compuesto bortezomib en la linea celular A673, al igual que otros
agentes sensibilizantes estudiados, fundamentalmente sensibiliz6 a LUV-TRAIL
cuando se combinaron a las dosis intermedias de éstos. Ademas, en este caso el
tratamiento combinado gener6 una ligera pérdida de potencial citotéxico a dosis
altas para las dos formas de TRAIL analizadas. Por otro lado, en la linea celular
HT1080 el tratamiento combinado con bortezomib incrementd principalmente la
capacidad citotoxica de sTRAIL, llegando a ser equiparables los efectos de ambas
formulaciones cuando estan en combinaciéon con bortezomib, sélo observandose
diferencias ligeramente significativas a dosis altas. Finalmente, en las células RD
no se observo ninguna sensibilizacion cuando se emple6 el agente bortezomib

junto con ambas formulaciones de TRAIL.

En las células A673 tratadas con la combinacion de TRAIL y SNS-032,
nuevamente LUV-TRAIL presentd un incremento en la citotoxicidad en la
combinacion con las dosis intermedias, pero no con la dosis maxima. En cuanto a
STRAIL, a pesar de que se observé una mejora significativa de la citotoxicidad con

concentraciones concretas (12 y 111 ng/ml), la curva dosis-respuesta de sTRAIL
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en combinacién con SNS-032 resulté similar a la de sTRAIL solo. Algo similar
ocurrio en la combinacion de TRAIL soluble con SNS-032 en las células HT1080.
El compuesto mejoré la capacidad citotdéxica Unicamente de STRAIL a la
concentracion de 111 ng/ml, permaneciendo el resto de valores de la curva dosis-
respuesta sin diferencias significativas con respecto a los valores de citotoxicidad
de STRAIL solo. En el caso de LUV-TRAIL, la combinacién con SNS-032 no
mejord su accion citotdxica en las células HT1080. Finalmente, en las células RD
el tratamiento combinado de TRAIL y SNS-032 consiguid una sensibilizacion
significativa en la combinacion con sTRAIL, fundamentalmente a dosis
intermedias, sin observarse cambios en la capacidad citotoxica de LUV-TRAIL

cuando se emplearon solos o en combinacién con SNS-032.

4.2.3 Estudio de los mecanismos de accion de los agentes sensibilizantes

a la apoptosis inducida por TRAIL

El efecto sensibilizante al potencial citotoxico de TRAIL varia, como se ha
visto en el apartado anterior, en funcion tanto del agente sensibilizante empleado
como del tipo celular analizado. Pero ademas, la variabilidad observada puede
deberse a los diferentes mecanismos de accién de cada compuesto implicados en
la sensibilizacion a la muerte inducida por TRAIL. Es por ello que se quiso
estudiar con mayor profundidad los mecanismos inducidos por los agentes
sensibilizantes cuando se administran a las diferentes lineas celulares, A673,
HT1080 y RD, con diferente sensibilidad a la muerte inducida por TRAIL. Para
ello, el presente trabajo se ha centrado en el estudio de los niveles de los
diferentes receptores del ligando mortal presentes en la superficie celular asi
como en el analisis de la variacion de la expresion de las principales proteinas

implicadas en la ruta apoptotica tras el tratamiento con el agente sensibilizante.

El andlisis de los mecanismos de sensibilizacion se llevo a cabo con los
compuestos flavopiridol, doxorrubicina y trabectedina. Estos compuestos fueron
seleccionados ya que son las moléculas que han dado mejores resultados de

sensibilizacién en el tratamiento en combinacién con TRAIL.
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4.2.3.1 Estudio del mecanismo de accidn de flavopiridol

El cambio en los niveles de expresion de los diferentes receptores
mortales especificos puede constituir un mecanismo por el que aumente o
disminuya la capacidad citotoxica de un ligando mortal como TRAIL. Es por ello
gue determinar los cambios en los niveles de receptores a nivel de superficie
celular tras el tratamiento con un compuesto sensibilizante puede ser (til a la hora
de dilucidar su mecanismo de accion.

Por ello, se disefid un experimento con el objetivo de detectar las
variaciones en la superficie celular de la cantidad de los diferentes receptores de
TRAIL inducidas por el tratamiento con flavopiridol. Las células A673, HT1080 y
RD se sometieron a una incubacion durante 6 horas sin y con flavopiridol a las
concentraciones sub-toxicas empleadas en los ensayos combinados con TRAIL.
Tras finalizar el tiempo de incubacion, se analizaron los 4 receptores de TRAIL
(DR4, DR5, DcR1 y DcR2) mediante citometria de flujo empleando anticuerpos

especificos. Los resultados se muestran en la Figura 4.13.
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Figura 4.13 Expresion de receptores de TRAIL en la superficie celular tras el tratamiento con
FVP en las células A673, HT1080 y RD. Las células se incubaron sin y con flavopiridol (FVP) a una
concentracion de 200 nM (A673 y RD) o 50 nM (HT1080) durante 6 horas. Finalizado el tiempo, las
células se lavaron con PBS y se marcaron con anticuerpos de citometria para los diferentes
receptores de TRAIL.
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Las células A673 apenas presentaron variacion en la expresion en
superficie de los receptores de TRAIL cuando fueron incubadas con flavopiridol
salvo un ligero aumento de la expresion del receptor pro-apoptético DR5 vy el
receptor sefiuelo DcR2. Sin embargo, dado que el desplazamiento del pico de
expresion observado en ambos casos fue minimo, es muy probablemente que no
se tradujera en variaciones reales en los niveles de receptores DR5 y DcR2 en la
superficie de las células A673. Lo mismo se observo con el receptor DR5 en las
células HT1080, cuya expresiéon aumentd ligeramente tras el tratamiento con
flavopiridol. En las células RD se observé claramente que los niveles de expresion
se mantuvieron constantes, sin que flavopiridol afectara a la expresion de los

receptores tras 6 horas de incubacion.

Tras el andlisis de la expresion superficial de los receptores de TRAIL
mostrado en la Figura 4.13, podemos concluir que la molécula flavopiridol no tiene
efecto claramente significativo sobre los niveles de expresion en superficie de los
diferentes receptores mortales de TRAIL, lo que sugiere que su efecto
sensibilizante a la muerte inducida por TRAIL no se debe, al menos en las lineas
de sarcoma analizadas, a un aumento de la expresién de los receptores pro-
apoptéticos de TRAIL o a una disminucion en la expresion de los receptores

sefuelo.

El siguiente ensayo realizado dentro de la caracterizacion de los
mecanismos de sensibilizacion del flavopiridol fue el andlisis de la expresion de
las principales proteinas implicadas en la cascada apoptética. Para ello, las
células se incubaron a diferentes concentraciones de flavopiridol durante un
periodo de 6 horas. Posteriormente, las células se lisaron y se realizé un analisis
mediante Western blot. Ademas y en paralelo, se realiz6 un marcaje con anexina-
V de todos los puntos experimentales estudiados para comprobar que el
tratamiento con las distintas dosis de flavopiridol empleadas no ejercian per se
muerte celular, pudiendo asumir de esta manera que los posibles efectos
observados contribuyen al efecto sensibilizante de flavopiridol. Los resultados se

muestran en la Figura 4.14.
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En las células A673, flavopiridol produjo un descenso de la proteina anti-
apoptética cFLIP (en sus dos isoformas) claramente visible a las dosis mas
elevadas, asi como un descenso de XIAP de una forma dosis-dependiente,
llegando a desaparecer a la concentracion estudiada en los ensayos de
combinacion con TRAIL (200 nM).

Sin embargo, el tratamiento con flavopiridol en las células HT1080 y RD
tuvo efectos distintos. En ambas lineas celulares se observd un descenso en
cFLIP, pero exclusivamente en la isoforma corta, a partir de la concentracion de
50 nM y 200 nM respectivamente. Cabe sefialar ademés un descenso en los
niveles de la pro-caspasa-8 en las células RD cuando se trataron con flavopiridol
a concentraciones altas. Sin embargo, este hecho podria responder a la
activacion de la caspasa-8 debido a la citotoxicidad del compuesto a dichas
concentraciones, que se reflejo en las células anexina-V positivas, alcanzando un

35% de muerte celular a la concentracion de 500 nM de flavopiridol.
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Figura 4.14 Analisis de la expresion de proteinas apoptéticas en lineas celulares de sarcoma
tras el tratamiento con flavopiridol a diferentes concentraciones. Las lineas celulares A673,
HT1080 y RD se trataron con concentraciones crecientes de flavopiridol (FVP) durante un periodo
de 6 horas. Finalizada la incubacion, las células se recolectaron y se lisaron para llevar a cabo la
técnica Western blot. En paralelo se tomé una muestra para analizar la muerte celular por citometria

de flujo.

Los datos obtenidos sugieren que en el mecanismo subyacente a la
sensibilizacién del flavopiridol a la muerte inducida por TRAIL en las células de
sarcoma estudiadas puede estar implicado el descenso observado en los niveles
de expresion de algunas proteinas anti-apoptoticas como cFLIP (principalmente la
isoforma cFLIPs), y adicionalmente, en el caso de la linea celular A673, el

descenso de la expresion de la porteina anti-apoptotica XIAP.
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Si se observa la Figura 4.12, se puede comprobar que los efectos del
flavopiridol descritos modifican la citotoxicidad de TRAIL soluble y/o LUV-TRAIL
de forma diferente segun la linea celular. En el caso de las células A673, el
descenso en cFLIP y XIAP podria ser el responsable de incrementar la
citotoxicidad principalmente de LUV-TRAIL, mientras que el descenso de cFLIPs
podria mejora la citotoxicidad de ambas formulaciones en las células HT1080
pero no en las células RD, donde principalmente la forma soluble de la proteina

presenta un aumento en su capacidad apoptotica.

4.2.3.2 Estudio del mecanismo de accidn de doxorrubicina

El mismo analisis realizado para estudiar el efecto del flavopiridol como

agente sensibilizante se realiz6 para el compuesto doxorrubicina.

El primer ensayo realizado sobre las células A673, HT1080 y RD fue un
andlisis de los receptores pro-apoptéticos y sefiuelo de TRAIL tras la incubacion
de 6 horas con doxorrubicina a la concentracion sub-toxica determinada con

anterioridad. Los resultados obtenidos se representan en la Figura 4.15.
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Figura 4.15 Expresion de receptores de TRAIL en la superficie celular tras el tratamiento con
DOX en las células A673, HT1080 y RD. Las células se incubaron sin y con doxorrubicina (DOX) a
una concentracion de 2 uM (A673 y HT1080) o 2,5 uM (RD) durante 6 horas. Finalizado el tiempo,
las células se lavaron con PBS y se marcaron con anticuerpos de citometria para los diferentes
receptores de TRAIL.
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El tratamiento de las células A673 con doxorrubicina produjo un
desplazamiento hacia la derecha del pico, esto es, un aumento de la expresion
del receptor DR5 asi como un ligero desplazamiento a la derecha de la expresion
de DcR2. En el caso de la células HT1080, el tratamiento con doxorrubicina
produjo paradédjicamente un descenso de la cantidad relativa de receptores pro-
apoptéticos en superficie afectando tanto al receptor DR4, y en mayor medida, al
receptor DR5.

Por otro lado, en la linea celular RD se observé desplazamiento en el pico
de expresion de varios de los receptores tras el tratamiento con doxorrubicina. Sin
embargo, estos desplazamientos también se detectaron en el control de isotipo de
las células RD incubadas con doxorrubicina, lo que indica que los aumentos de
expresion observados en las gréficas no correspondieron a un aumento real de la
expresion en superficie, sino a un aumento de sefial de auto-fluorescencia de la
doxorrubicina. Sin embargo, en el caso de la expresién del receptor pro-
apoptotico DR5, a pesar de observarse un desplazamiento en el control de isotipo
de las células incubadas con doxorrubicina, si se constaté un desplazamiento
significativo de su pico hacia la izquierda, esto es, se produjo un descenso en los
niveles de DR5 en la superficie de las células RD cuando las células fueron

incubadas con doxorrubicina.

Los datos obtenidos del analisis de la expresion de receptores sugieren
gue doxorrubicina no aumenta la sensibilidad de las células a TRAIL a través de
un aumento en los niveles en superficie de los receptores por-apoptéticos DR4 o
DR5. Parado¢jicamente, se produjo un descenso de la expresion de DR5 en la
superficie tras el tratamiento de las células HT1080 y RD con doxorrubicina. En el
caso de las células HT1080, en las que se observl un efecto sensibilizante de
doxorrubicina cuando se us6 en combinacion con ambas formulaciones de TRAIL
(Figura 4.12), la disminucion de la expresion de los receptores producida por
doxorrubicina evidentemente no parece implicada en el mecanismo de
sensibilizacion de doxorrubicina, pero curiosamente tampoco afecta de manera
negativa a la accion citotoxica combinada de doxorrubicina y TRAIL (tanto TRAIL

soluble como LUV-TRAIL). En las células RD el descenso de la expresion de DR5
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inducido por doxorrubicina no influye en ningin sentido en la falta de
sensibilizacion observada en dicha linea celular con el tratamiento combinado de

doxorrubicina con ambas formulaciones de TRAIL (Figura 4.12).

Adicionalmente al andlisis de expresion de receptores mortales en la
superficie celular, se llevé a cabo un analisis de la expresion de algunas de las
proteinas implicadas en la apoptosis, en este caso sobre las lineas celulares
HT1080 y RD. Ademas, se realiz6 un marcaje con anexina-V en paralelo de todos
los puntos experimentales para corroborar que el tratamiento con las distintas
dosis de doxorrubicina empleadas no ejercia per se muerte celular, pudiendo
asumir de este modo que los posibles efectos observados pueden contribuir al
efecto sensibilizante de este compuesto. Los resultados se muestran en la Figura
4.16.

Tal y como se observa en la Figura 4.16, la doxorrubicina produjo un
descenso en la expresion de proteinas anti-apoptéticas como cFLIP. y Mcl-1 en la
linea celular HT1080. Sin embargo, esta disminucion se produjo Unicamente en la
dosis mas alta de 5 uM, la cual no corresponde a la concentraciobn empleada en
los ensayos del compuesto combinado con TRAIL, que fue de 2 uM. En el caso
de las células RD, se observé de manera similar un descenso en los niveles de
expresion de cFLIP. a la dosis mas alta de 5 uM (la dosis empleada en
combinacion con TRAIL fue de 2 uM), pero ademas se detecté una disminucién
significativa de la proteina anti-apoptética Bcl-X,. ya a partir de la primera dosis

analizada de doxorrubicina.
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Figura 4.16 Analisis de la expresion de proteinas apoptéticas en lineas celulares de sarcoma
tras el tratamiento con doxorrubicina a diferentes concentraciones. Las lineas celulares
HT1080 y RD se trataron con concentraciones crecientes de doxorrubicina (DOX) durante un
periodo de 6 horas. Finalizada la incubacion, las células se recolectaron y se lisaron para llevar a
cabo la técnica Western blot. En paralelo se tomé una muestra para analizar la muerte celular por
citometria de flujo.

Los datos obtenidos en el analisis de la expresion de diversas proteinas
involucradas en la regulacion de la apoptosis mostraron que, en el caso de la
linea celular HT1080, no se produjeron cambios en las cantidades relativas de las
proteinas implicadas en la cascada apoptética analizadas cuando se trataron con
doxorrubicina a la dosis de 2 uM empleada en los tratamientos combinados con
TRAIL. A la vista de los resultados obtenidos en las células HT1080 en el
mecanismo de accion de la doxorrubicina a la muerte inducida por TRAIL,

principalmente observado en la forma soluble, no parecen que intervengan
132



Resultados y Discusion

cambios en la expresion en superficie de los receptores de TRAIL ni variaciones

en la expresion de las proteinas implicadas en la cascada apoptética analizadas.

En lo que se refiere a las células RD, el descenso observado en los niveles
de algunas proteinas anti-apoptéticas tras el tratamiento con doxorrubicina,
principalmente descenso de Bcl-X., no parece mejorar la capacidad apoptética de

TRAIL en ninguna de las dos formulaciones estudiadas.

Seria necesario la realizacion de nuevos experimentos para determinar el
efecto de doxorrubicina en la sensibilizacion a la apoptosis por TRAIL observado

en las células de sarcoma (Figura 4.12).

4.2.3.3 Estudio del mecanismo de accién de trabectedina

Como en los apartados anteriores, el estudio del efecto de trabectedina
sobre las lineas celulares de sarcoma se inicié con un analisis de los niveles de
expresion en la membrana plasmatica de los cuatro receptores especificos de
TRAIL, siguiéndose el mismo protocolo que el empleado para los compuestos

flavopiridol y doxorrubicina. Los datos obtenidos se representan en la Figura 4.17.

A673 HT1080 RD
TRAB (4 ng/mi) TRAB (4 ng/mi) TRAB (16 ng/ml)
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............ Sin TRAB
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Figura 4.17 Expresion de receptores de TRAIL en la superficie celular tras el tratamiento con
TRAB en las células A673, HT1080 y RD. Las células se incubaron sin y con trabectedina (TRAB)
a una concentracion de 4 ng/ml (A673 y HT1080) o 16 ng/ml (RD) durante 6 horas. Finalizado el
tiempo, las células se lavaron con PBS y se marcaron con anticuerpos de citometria para los
diferentes receptores de TRAIL.
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Las células A673 tratadas con trabectedina presentaron un ligero
desplazamiento hacia la izquierda del pico de expresion de DR4, lo que se
traduciria en un descenso de la cantidad del receptor en la superficie celular
inducido por la molécula. Por otra parte, la trabectedina no produjo modificaciones
en la cantidad relativa de los diferentes receptores de TRAIL en superficie de las
células HT1080 y RD cuando fueron tratadas con el compuesto a las condiciones
establecidas.

Posteriormente, se realizd un analisis proteico de varios componentes de
la cascada apoptética tras la estimulacién durante 6 horas de las células de
sarcoma con diferentes concentraciones de trabectedina. Una vez mas, se llevé a
cabo un marcaje con anexina-V en paralelo de todos los puntos experimentales
incluidos en el estudio para comprobar que el tratamiento con las distintas dosis
de trabectedina empleadas no ejercian muerte celular per se, pudiendo de esta
manera asumir que los posibles efectos observados contribuyen al efecto
sensibilizante de trabectedina. Los resultados se muestran en la Figura 4.18.
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Figura 4.18 Analisis de la expresion de proteinas apoptéticas en lineas celulares de sarcoma
tras el tratamiento con trabectedina a diferentes concentraciones. Las lineas celulares A673,
HT1080 y RD se trataron con concentraciones crecientes de trabectedina (TRAB) durante un
periodo de 6 horas. Finalizada la incubacion las células se recolectaron y se lisaron para llevar a
cabo la técnica Western blot. En paralelo se tomé una muestra para analizar la muerte celular por
citometria de flujo.

La Figura 4.18 muestra como trabectedina alter6 la expresion de algunas
de las proteinas estudiadas a dosis altas. En el caso de las células A673 se
produjo una disminucion en los niveles de las proteinas anti-apoptoticas cFLIPs,
Mcl-1, Bcl-X. y XIAP, cuando trabectedina se incubé a una concentracion de 10
ng/ml. También se observo una ligera disminucion en la cantidad relativa de las
pro-caspasas-8 y -9 a dicha dosis. Este hecho podria explicarse debido a la
activacion y formacion de sus correspondientes formas procesadas, ya que se
detect6é un incremento considerable en los niveles de muerte celular analizados a
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dicha concentracion. En el caso de las células HT1080 so6lo se vio afectada
ligeramente la expresion de Bcl-X. cuando se trataron con 10 ng/ml de
trabectedina, que como en las otras lineas celulares, corresponde a una dosis
superior a la determinada como sub-toxica y que fue la empleada en los
experimentos de sensibilizacion a la muerte inducida por TRAIL. En la linea
celular RD, las proteinas anti-apoptéticas cFLIPs, cFLIP, Mcl-1 y XIAP también
descendieron, aunque exclusivamente a la dosis de 40 ng/ml de trabectedina,

concentracion mas elevada a la considerada sub-toxica.

Los resultados obtenidos de los dos ensayos realizados para caracterizar
la sensibilizacion de trabectedina a la muerte inducida por TRAIL no aportaron
conclusiones al respecto del mecanismo de accion del compuesto, ya que sélo se
detectaron modificaciones en las proteinas analizadas a concentraciones de
trabectedina superiores a las utilizadas en los tratamientos combinados con

ambas formulaciones de TRAIL.

Al igual que para doxorrubicina, se requeriria el disefio y realizacion de
nuevos experimentos para determinar el efecto de trabectedina en la
sensibilizacion a la apoptosis inducida por TRAIL observado en las células de

sarcoma (Figura 4.12).

4.2.4 Caracterizacion de la muerte celular inducida por TRAIL en

combinacién con flavopiridol

La combinacion de TRAIL con el agente sensibilizante flavopiridol ha
potenciado la capacidad citotoxica del ligando mortal en todas las lineas celulares
de sarcoma con distintas sensibilidad a la muerte inducida TRAIL, como se ha
demostrado en el apartado 4.2.2. Es por ello que se seleccion6 el compuesto
flavopiridol para caracterizar de una manera mas detallada la muerte celular
inducida por el tratamiento combinado de flavopiridol con ambas formulaciones de
TRAIL en las lineas celulares A673, HT1080 y RD.

En primer lugar se quiso determinar la presencia del caracteristico fenotipo

apoptético mediante el estudio de la morfologia nuclear con microscopia de
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fluorescencia. En este experimento, las células se trataron con TRAIL (en forma
soluble y asociado a liposomas) con y sin previo tratamiento con flavopiridol.
Posteriormente, las muestras se tifieron con Hoechst 33342 para realizar un
andlisis de la morfologia nuclear. Ademas y en paralelo, se realiz6 un andlisis
cuantitativo de la muerte celular en cada punto experimental analizando el
porcentaje de células anexina-V positivas mediante citometria de flujo. Las

imégenes obtenidas se muestran en la Figura 4.19.
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Figura 4.19 Marcaje nuclear de células de sarcoma tratadas con TRAIL sin y con flavopiridol.
Las células A673 (A), HT1080 (B) y RD (C) se incubaron con sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) a una
concentracion de 1 pg/ml durante un periodo de 16 horas. En paralelo, se aplico el mismo
tratamiento a células pre-incubadas con flavopiridol (FVP) a la concentracidn sub-téxica durante una
hora. Tras finalizar el experimento, se tom6 una muestra para analizar la muerte celular mediante

citometria de flujo y las células se marcaron con Hoechst 33342.
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La muerte celular inducida por TRAIL, observada en las imagenes
correspondientes a los tratamientos en presencia o ausencia de flavopiridol,
reflej6 una morfologia caracteristica de una muerte por apoptosis en la que se
observaron células con condensacion de la cromatina y fragmentacion de la

misma, originando los denominados cuerpos apoptoticos.

Todas las lineas celulares analizadas presentaron mayor sensibilidad a la
muerte inducida por LUV-TRAIL frente a sSTRAIL, y a su vez el tratamiento con
flavopiridol mejor6 la sensibilidad en ambas formas de la proteina. Estos datos,
obtenidos al analizar las células anexina-V positivas de cada punto experimental,
correlacionaron con la mayor deteccidon de nucleos apoptéticos de las muestras

correspondientes.

Para analizar mas en profundidad el papel de las proteinas implicadas en
la activacion de la muerte apotética inducida por TRAIL, se realizaron
experimentos en los que se emplearon diferentes moléculas inhibidoras. Las
células se sometieron al tratamiento combinado de flavopiridol y TRAIL tras la
incubaciéon con los diferentes agentes bloqueantes y posteriormente, se
analizaron los niveles de muerte celular mediante el marcaje con anexina-V. Los

resultados se muestran en la Figura 4.20.
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Figura 4.20 Caracterizacion de la muerte celular inducida por sTRAIL y LUV-TRAIL en lineas
celulares de sarcoma pre-tratadas con flavopiridol. Las células A673 (A), HT1080 (B) y RD (C)
se pre-incubaron con los inhibidores RIK (500 ng/ml), z-VAD-fmk (30 pM), z-IETD-fmk (30 pM) y z-
LEHD-fmk (30 pM) durante 1 hora. Posteriormente, las células se trataron con sTRAIL (ST) y LUV-
TRAIL (LT) a una concentracion de 1 pg/ml, en presencia o ausencia de flavopiridol (FVP). A las 16
horas de tratamiento, se analizé la muerte celular mediante marcaje con anexina-V. Las gréaficas
muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes. El signo asterisco indica la
significacion entre ST/LT s6lo y ST/LT combinado con el inhibidor (**p<0,005, ***p<0,001, +95%ClI).
El signo almohadilla indica la significacion entre ST/LT tratado con flavopiridol y ST/LT tratado con
flavopiridol combinado con el inhibidor (## p<0,005, ### p<0,001, £95%Cl).
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En primer lugar, el tratamiento con flavopiridol potencié la capacidad
citotéxica del ligando mortal en las dos formulaciones estudiadas (proteina soluble
y asociado a liposomas). La muerte celular inducida por TRAIL en todas las lineas
celulares presentd un bloqueo muy significativo tanto cuando se inhibio la
caspasa-8 (inhibidor z-IETD-fmk) como con la inhibicion de la caspasa-9 (inhibidor
z-LEHD-fmk). Por otra parte, aunque el tratamiento con flavopiridol potencio la
capacidad citotoxica de TRAIL en las dos formulaciones (STRAIL y LUV-TRAIL),
esta mayor capacidad apoptética también se vio bloqueada de forma muy
significativa en los 3 tipos celulares cuando se incubaron previamente con el
anticuerpo bloqueante de TRAIL (RIK), con el inhibidor de caspasas (z-VAD-fmk)
asi como con los inhibidores especificos de la caspasa-8 y -9, llegandose a

restaurar por completo los niveles basales de muerte celular.

Los datos obtenidos permiten concluir que la induccion de muerte celular
por TRAIL cuando se combina con flavopiridol depende fundamentalmente de la
presencia de TRAIL, tanto en el caso de sTRAIL como es ldgico, pero también en
el caso de LUV-TRAIL, de modo que el efecto de flavopiridol es sensibilizador sin
participar directamente en la muerte celular. Por otra parte, la muerte celular en el
tratamiento combinado de flavopiridol con ambas formulaciones de TRAIL es
eminentemente un proceso dependiente de caspasas ya que la pre-incubacion
con un inhibidor general de caspasas bloqueé completamente la muerte celular.
Por dltimo, tanto en presencia como ausencia de flavopiridol, la apoptosis es
mediada por las caspasas-8 y -9. Ademas, el bloqueo de una de ellas impide la
induccién de la correcta activacion de la cascada apotética que ejecuta la muerte
celular, lo que indica que, aunque probablemente la activacion inicial de las
caspasas sea a través de la activacion de la caspasa-8 por la via extrinseca de la
apoptosis, la via mitocondrial de la apoptosis activando caspasa-9 también
participa de manera necesaria en la muerte celular en las 3 lineas celulares,
indicando que las 3 son células de tipo Il en lo referente a la muerte inducida por
TRAIL.

Para estudiar mas en profundidad la activacién de la ruta apoptética

generada por TRAIL en combinaciéon con flavopiridol, se llevé a cabo un ensayo
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de analisis proteico mediante Western blot. Las células, en presencia o ausencia
de flavopiridol, se incubaron con STRAIL y LUV-TRAIL. Tras finalizar el
experimento, se analizaron los niveles de expresion de las diferentes proteinas
implicadas en la activacién de la cascada apoptotica correspondientes a cada
tratamiento. Ademas y en paralelo, se realiz6 un andlisis cuantitativo de la muerte
celular en cada punto experimental analizando el porcentaje de células anexina-V

positivas mediante citometria de flujo. El resultado se muestra en la Figura 4.21.
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Figura 4.21 Analisis de activacion de las proteinas apoptéticas tras el tratamiento con TRAIL
en presencia y ausencia de flavopiridol en lineas celulares de sarcoma. Las células A673,
HT1080 y RD se trataron con 1 pg/ml de sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) sin y con una pre-
incubacién de flavopiridol (FVP) a la dosis sub-toxica correspondiente durante 1 hora. Tras finalizar
el experimento a las 16 horas, las células se recolectaron y se lisaron. El andlisis proteico se llevo a
cabo mediante Western blot. El analisis de la muerte celular se realiz6 mediante marcaje con
anexina-V y analisis por citometria de flujo.

Las dos formulaciones de TRAIL (STRAIL y LUV-TRAIL) indujeron una
activacion de la ruta extrinseca de la apoptosis, como se observa en la Figura
4.21, a través del procesamiento de la caspasa-8 y -3 con sus respectivos
sustratos, Bid y PARP-1, en las tres lineas celulares analizadas. El tratamiento

con flavopiridol increment6 eficazmente la activacidon de la cascada de la ruta
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extrinseca, induciendo una mayor disminucidon en los niveles de practicamente
todas las proteinas analizadas, lo que se tradujo en una ejecucién de muerte
celular mucho més eficiente, tanto para sTRAIL como para LUV-TRAIL cuando se
combinaron con flavopiridol. Ademas, el tratamiento con flavopiridol no tuvo
ningun efecto en la activacion de proteinas pro-apoptoéticas en ninguna de las 3

lineas celulares analizadas.

4.2.4.1 Anédlisis del efecto a largo plazo en la supervivencia celular del
tratamiento combinado de TRAIL con flavopiridol

Los datos obtenidos a lo largo de los diferentes andlisis muestran como el
agente sensibilizante flavopiridol fue capaz de mejorar la citotoxicidad de sTRAIL
y LUV-TRAIL mediante una activacion mas eficiente de la cascada apoptética.
Adicionalmente, se quiso analizar si el tratamiento con TRAIL en células
estimuladas con flavopiridol tiene efecto en la supervivencia y proliferacion celular
a largo plazo. Para ello se llevé a cabo un ensayo clonogénico cuyos resultados

se muestran en la Figura 4.22.
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Figura 4.22 Ensayo clonogénico del tratamiento con TRAIL en células de sarcoma pre-
incubadas con flavopiridol. Las lineas celulares A673 (A), HT1080 (B) y RD (C) se trataron
durante 1 hora con flavopiridol (FVP) a dosis de 200 nM (A673 y RD) y 50 nM (HT1080). Tras la
incubacién se adiciond sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) en células tratadas y no tratadas con FVP a
una concentracion de 1 pg/ml (HT1080 y RD) o 300 ng/ml (A673). Al dia siguiente, se sustituyo el
medio por medio fresco y tras 11 dias de experimento, las células se fijaron y se tifieron con cristal
violeta. La cuantificacion del cristal violeta se llevé a cabo mediante la medicién de la absorbancia
del compuesto a 550 nm tras la disolucion de los cristales en DMSO. Las graficas muestran la
mediatSD de la absorbancia de las células tratadas expresado en porcentaje con respecto a las
células no tratadas (control). El signo asterisco indica la significacion entre ST y LT (*p<0,05,
***p<0,001, +95%CI). El signo almohadilla indica la significacién entre ST/LT s6lo y ST/LT
combinado con FVP (# p<0,05, £95%Cl).
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En las imagenes de las placas de 6 pocillos tefiidas con cristal violeta se
puede observar como el tratamiento con TRAIL en las células A673 tuvo un gran
efecto negativo a largo plazo sobre el crecimiento celular, siendo més potente el
efecto de LUV-TRAIL frente a la proteina soluble. EI compuesto flavopiridol
aumenté el blogueo en la proliferacion, principalmente cuando se combiné con
STRAIL. En concordancia con lo observado en la placa, los valores de
absorbancia mostraron diferencias significativas entre sTRAIL y LUV-TRAIL, asi
como entre la proteina soluble y el efecto de ésta en combinacién con flavopiridol.

Por otro lado, las células HT1080 no presentaron una reduccién en la
proliferacion celular cuando se trataron con STRAIL en ausencia o presencia de
flavopiridol. En contraposicion, LUV-TRAIL produjo un descenso en la
supervivencia celular muy pronunciado con respecto al control, cuyos valores de
absorbancia fueron muy significativamente menores en comparacion con el
tratamiento del ligando mortal en forma soluble. Esta reduccion del crecimiento
celular a largo plazo ejercida por LUV-TRAIL fue capaz de potenciarse

significativamente cuando las células fueron pre-tratadas con flavopiridol.

Los resultados obtenidos del tratamiento con TRAIL en las células RD
indicaron que LUV-TRAIL tiene mayor efecto en la reduccion del crecimiento
celular a largo plazo en comparacion con la proteina soluble, marcando los
valores de absorbancia una diferencia significativa entre ambos tratamientos.
Ademas, la sensibilizacion con flavopiridol potencié este efecto bloqueante de un

modo significativo para las dos formas de TRAIL estudiadas.

Los datos adquiridos en este ensayo experimental permiten concluir que
existe un efecto a largo plazo en el descenso de la proliferacion y supervivencia
celular ejercido por TRAIL en células humanas de sarcoma, siendo
significativamente mas potente en el caso de los LUV-TRAIL. Ademas, este efecto
a largo plazo bloqueando la proliferacion y supervivencia celular se puede ver
potenciado significativamente si las células son pre-incubadas con el inhibidor de

Cdks flavopiridol.
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4.3 Tratamiento combinado de TRAIL con inhibidores de

histona deacetilasas

Una caracteristica muy comun en las células transformadas tumoralmente
es el elevado grado de regulacion epigenética, mediado por los niveles de
plegamiento de la cromatina. Se ha constatado que la mayor parte de células
tumorales presentan grandes cantidades de histona deacetilasas, enzimas que
modifican la expresion genética a través de las histonas, regulando entre otros
genes, genes pro-apoptoticos y silenciando aquellos implicados en la supresion
tumoral, generando de este modo un fenotipo resistente a la apoptosis [381].

La investigacion de pequefias moléculas capaces de bloguear la actividad
histona deacetilasa de estas enzimas ha reportado resultados muy positivos en la
restauracion de la sensibilidad a la apoptosis en una amplia variedad de células
tumorales [382, 383]. Este descubrimiento hizo que la familia de inhibidores de
histona deacetilasas (inhibidores de HDAC) se convirtieran en prometedores
agentes anti-tumorales, llegando a usarse en el tratamiento para ciertos tipos de
cancer [384-386].

En la literatura cientifica, se ha descrito la capacidad de los inhibidores de
HDAC para sensibilizar a la apoptosis inducida por TRAIL, proceso que esta
mediado por modificaciones en la expresion de diferentes proteinas, como por
ejemplo, un aumento en los niveles de los receptores pro-apoptoticos o caspasas,
0 un blogueo de la expresion de proteinas anti-apoptéticas como cFLIP, Bcl-X. o
XIAP [387-391]. Es por ello que el estudio de los inhibidores de HDAC como
potenciales agentes sensibilizantes al efecto de TRAIL tiene gran interés en lineas
celulares de sarcoma, especialmente en aquellas células que presentan un
fenotipo resistente a la citotoxicidad inducida por TRAIL (RH4 y CADO-ES) debido

a niveles bajos o0 ausencia de la caspasa iniciadora caspasa-8.

Los inhibidores de HDAC seleccionados para la realizacion del estudio de
tratamiento combinado con TRAIL en células de sarcoma fueron el &cido valpréico
(VPA) y FK228. Estas moléculas forman parte de los tres Unicos inhibidores de

HDAC aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento
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de pacientes con cancer [387]. Por una parte, se ha descrito que VPA potencia la
induccion de apoptosis por TRAIL favoreciendo una adecuada activacion del
DISC [158, 392], mientras que FK228 actua a nivel de la regulacién de proteinas
que intervienen en la ruta intrinseca de la apoptosis y en la regulacion del ciclo
celular [393-395].

4.3.1 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con inhibidores de HDAC

en lineas celulares de sarcoma sensibles a TRAIL

Aunque el principal objetivo del planteamiento de los experimentos con
inhibidores de HDAC fue el de restablecer la capacidad citotoxica de TRAIL en las
células tumorales de sarcoma resistentes a este ligando mortal mediante el
tratamiento en combinacién con dichos compuestos, también se quiso valorar una
posible sinergia en el tratamiento de células tumorales de sarcoma con cierta

sensibilidad a TRAIL, empleando en este caso las células HT1080 como modelo.

Las células HT1080 se incubaron con VPA y FK228 a diferentes
concentraciones durante 24 horas en un ensayo dosis-respuesta con el objetivo
de analizar la citotoxicidad individual de cada uno de los inhibidores HDAC y
poder seleccionar una concentracién que induzca una toxicidad celular inferior al
20% en el tratamiento con el compuesto de forma individualizada, determinando
asi una concentracion sub-téxica que permita ver un posible efecto sinérgico en la

posterior combinacion con TRAIL. (Figura 4.23).
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Figura 4.23 Ensayo dosis-respuesta de los inhibidores de HDAC en las células HT1080. La
linea celular HT1080 se tratd con diferentes concentraciones de VPA y FK228 durante 24 horas. El
ensayo se analiz6 mediante MTT. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres
experimentos independientes.

Las células HT1080 presentaron una sensibilidad moderada dentro del
rango de concentraciones analizadas para el compuesto VPA. En este caso, a la
dosis maxima, correspondiente a 20 mM, la viabilidad celular se redujo hasta un
60%. Por el contrario, el inhibidor FK228 tuvo mayor efecto citotéxico ya que
dentro del margen de concentraciones estudiadas para el mismo, se llegdé a un
descenso de la viabilidad celular de un 80% a la dosis de 200 uM. De este modo,
las concentraciones sub-tdxicas seleccionadas para las células HT1080 fueron
2,5 mMde VPA Yy 12,5 uM de FK228 (Figura 4.23).

Los ensayos de combinacion de los diferentes inhibidores de HDAC con
TRAIL, tanto con la forma soluble como con la asociada a los liposomas, se
realizaron mediante una incubacién inicial de las células HT1080 con VPA y
FK228 (a las concentraciones sub-toxicas correspondientes) durante un periodo
de 24 horas, seguido de la adicion de TRAIL a una concentracién de 1 pg/ml, en
sus dos formulaciones. Tras 6 horas de exposicion con TRAIL, se analiz6 la
viabilidad celular mediante la técnica MTT. Los resultados se muestran en la
Figura 4.24.
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Figura 4.24 Anélisis del efecto citotoxico de sTRAIL y LUV-TRAIL en células HT1080 tras el
pre-tratamiento con inhibidores de HDAC. Las células fueron pre-incubadas con VPA (2,5 mM) y
FK228 (12,5 pM) durante 24 horas. Finalizada la pre-incubacién se afiadié sTRAIL (ST) y LUV-
TRAIL (LT) a una dosis de 1 pg/ml. Las células permanecieron un periodo de 6 horas de
tratamiento, tras el cual se analizo la viabilidad celular por MTT. Las graficas muestran la media+SD
de al menos tres experimentos independientes.

Las células HT1080 presentaron un menor descenso de la viabilidad
celular cuando se trataron de forma conjunta con VPA y TRAIL, observdndose
esta disminucion de la accion toxica fundamentalmente en el caso del tratamiento
en combinacién con LUV-TRAIL, tanto en la combinacion con VPA como con
FK228.

A la vista de los datos obtenidos en los experimentos realizados en las
células HT1080, se puede concluir que la combinacion de TRAIL,
fundamentalmente LUV-TRAIL, con los inhibidores de HDAC VPA y FK228, no
s6lo no mejora el potencial citotoxico de TRAIL, sino que ejerce un efecto
antagénico en comparacion con la actividad citotoxica de LUV-TRAIL. Resulta
interesante que este efecto desfavorable de la combinacion de los inhibidores de
HDAC con TRAIL se observa con la forma asociada a los liposomas, lo que
sugiere que el efecto que tienen los compuestos VPA y FK228 sobre la linea
celular HT1080 se produce a nivel de algun elemento que interviene en la
induccion de apoptosis a nivel diferencial por parte de la forma transmembrana

del ligando respecto a su forma soluble.
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4.3.2 Estudio del efecto combinatorio de TRAIL con inhibidores de HDAC

en lineas celulares de sarcoma resistentes a TRAIL

Las lineas celulares de sarcoma resistentes a TRAIL empleadas en este
trabajo presentan un fenotipo con deficiencias en la expresion de proteinas clave
en la ruta apoptética a través de la via extrinseca, como es la caspasa-8. La
modificacion en la expresién genética de proteinas pro-apoptoticas inducida por
los inhibidores de HDAC es posible que ejerza un efecto sensibilizador a la
muerte inducida por TRAIL en estas lineas celulares, RH4 y CADO-ES.

Las células RH4 y CADO-ES se incubaron individualmente con un rango
creciente de concentraciones de VPA y FK228 durante 24 horas (Figura 4.25). La
toxicidad individual de los compuestos se analizé con el objetivo de seleccionar
una dosis sub-tdxica con la que trabajar en el tratamiento combinado con TRAIL.
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Figura 4.25 Ensayo dosis-respuesta de los inhibidores de HDAC en las células RH4 y CADO-
ES. Las lineas celulares RH4 y CADO-ES se trataron con diferentes concentraciones de VPA (A) y
FK228 (B) durante 24 horas. El ensayo se analiz6 mediante MTT. Las graficas muestran la
mediazSD de al menos tres experimentos independientes.
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El compuesto VPA presentdé una baja toxicidad dentro del rango de
concentraciones estudiadas (0-20 mM) tanto en las células RH4 y CADO-ES,
alcanzando en la dosis maxima una viabilidad relativa del 70% y 80%
respectivamente. En cuanto al inhibidor FK228 administrado de forma individual
también produjo descensos en la viabilidad, mostrando valores del 70% de
viabilidad relativa cuando se incubé a 10 uM en las células RH4 y 200 uM en
CADO-ES.

Las concentraciones sub-toxicas que fueron seleccionas tras el analisis de
los datos mostrados en la Figura 4.25, correspondieron a las concentraciones de
1 mMy 10 mM de VPA para las células RH4 y CADO-ES respectivamente, y 5 uM
y 100 pM para el inhibidor FK228. Se pudo observar la especial sensibilidad de
las células RH4 al efecto de los dos inhibidores de HDAC, cuyas concentraciones
sub-toxicas seleccionadas fueron de un orden 10 veces menor al correspondiente
a las células CADO-ES para el compuesto VPA 'y 100 veces menor al del inhibidor
FK228.

Para el estudio completo del posible efecto sensibilizador de los
inhibidores HDAC a la muerte celular inducida por TRAIL en células resistentes a
la apoptosis inducida por dicho ligando mortal, los ensayos de combinacién con
TRAIL se realizaron variando tanto los tiempos de pre-incubacién con los

compuestos VPA y FK228, como los periodos de incubacién con TRAIL.

El primer bloque experimental realizado consistié en tratar las células RH4
y CADO-ES durante periodos cortos de tiempo con los agentes inhibidores VPA y
FK228 a las concentraciones sub-toxicas previamente determinadas. Los tiempos
de incubacién con los inhibidores de HDAC elegidos fueron 1 hora y 6 horas.
Seguidamente, se administrd6 sTRAIL y LUV-TRAIL (1 pg/ml) en un tratamiento
combinado con el inhibidor correspondiente que concluyé tras 24 horas de la
adicion del ligando mortal. Los resultados del ensayo se muestran en términos de

viabilidad relativa en la Figura 4.26.
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Figura 4.26 Analisis del efecto citotéxico de sTRAIL y LUV-TRAIL en células RH4 y CADO-ES
tras el pre-tratamiento con inhibidores de HDAC a tiempos cortos. Las células fueron pre-
incubadas con VPA (RH4 a1 mMy CADO-ES a 10 mM) y FK228 (RH4 a 5 uM y CADO-ES a 100
pUM) durante 1 hora (A) y 6 horas (B). Finalizada la pre-incubacién se afiadié sTRAIL (ST) y LUV-
TRAIL (LT) a una dosis de 1 pg/ml. Las células permanecieron un periodo de 24 horas de
tratamiento tras el cual se analiz6 la viabilidad celular por MTT. Las graficas muestran la media+SD

B8 A

TRAIL (ng/ml)

LT
ST + VPA
LT + VPA

ST
LT
ST + FK228
LT + FK228

Viabilidad relativa (%)

Viabilidad relativa (%)

CADO-ES + VPA

T
SN R D P

TRAIL (ng/mi)

CADO-ES + FK228

6H+24H

LR RN

IR

ST
LT
ST + VPA
LT + VPA

ST
LT
ST + FK228
LT + FK228

de al menos tres experimentos independientes.

152

Viabilidad relativa (%)

Viabilidad relativa (%)

g

3 &8 8 8

T T T T T T T T
L LR
TRAIL (ng/mi)

CADO-ES + VPA

N

o

-
=
1=

60

20

T T T T T T T T
Q N L ,.3\\\'\ r._',’lﬂ’ D

&
Ly
TRAIL (ng/ml)

CADO-ES + FK228

—a@%

T T T T T T
N LY B \'], ,;\ ,\N’\
TRAIL (ng/mi)

T
S
LS,

LN

IRR

P4

LR

ST
LT
ST+ VPA
LT + VPA

ST
LT
ST + FK228
LT + FK228

ST
LT
ST + VPA
LT+ VPA

ST
LT
ST + FK228
LT + FK228



Resultados y Discusion

Las células RH4 tratadas con VPA durante 1 hora mostraron un aumento
ligeramente significativo de la capacidad téxica de LUV-TRAIL cuando se
administré a la concentracion maxima de 1 pg/ml, sin observarse cambios en la
forma soluble del ligando mortal. Esta sensibilizacion observada en el tratamiento
combinado de VPA durante 1 hora y la posterior adicién de los LUV-TRAIL ya no
se observo cuando el periodo de pre-incubacion con VPA aument6 a 6 horas. El
compuesto FK228 no produjo cambios en la capacidad citotoxica de sTRAIL o
LUV-TRAIL en ninguno de los dos periodos de incubacion con el inhibidor de
HDAC analizados.

En relacion a la linea celular CADO-ES, la resistencia a la muerte celular
inducida por sTRAIL y LUV-TRAIL no se vio modificada tras la incubacion previa
con ninguno de los 2 inhibidores de HDAC empleados, VPA y FK228, y a ninguno
de los dos periodos de pre-incubacion estudiados.

Los datos obtenidos del andlisis a tiempos cortos de incubacion con los
inhibidores de HDAC en las células RH4 y CADO-ES indican que las posibles
modificaciones genéticas inducidas por estos compuestos a tiempos cortos no
producen un efecto sensibilizador en las células a la muerte inducida por TRAIL, a
excepcion del ligero aumento de la sensibilidad a los LUV-TRAIL observada en
las células RH4 tras 1 hora de estimulacién con el inhibidor VPA.

Por lo tanto y a la vista de los resultados previamente expuestos, se quiso
ampliar el estudio con los inhibidores de HDAC empleando periodos mas largos
de pre-incubacién con los mismos para ver si de este modo las posibles
modificaciones genéticas inducidas por dichos inhibidores podrian tener un efecto
sensibilizador a la muerte inducida por TRAIL en las células RH4 y CADO-ES.
Para ello se repitieron los ensayos en este caso con un tiempo de exposicion
inicial a los inhibidores de HDAC VPA y FK228 de 24 horas. Posteriormente, se
afadio TRAIL en forma soluble o asociado a liposomas y se analiz6 la toxicidad
tras 6 horas o tras 24 horas posteriores a la adicion de TRAIL. Los resultados se

muestran en la Figura 4.27.
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Figura 4.27 Analisis del efecto citotéxico de sTRAIL y LUV-TRAIL en células RH4 y CADO-ES
tras el pre-tratamiento con inhibidores de HDAC a tiempos largos. Las células fueron pre-
incubadas con VPA (RH4 a1 mMy CADO-ES a 10 mM) y FK228 (RH4 a 5 uM y CADO-ES a 100
pM) durante 24 horas. Finalizada la pre-incubacion se afiadié sTRAIL (ST) y LUV-TRAIL (LT) a una
dosis de 1 pg/ml. Las células permanecieron un periodo de tratamiento de 6 horas (A) y 24 horas (B)
tras el cual se analiz6 la viabilidad celular por MTT. Las graficas muestran la media+SD de al menos
tres experimentos independientes.
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La incubacién de 24 horas con los agentes inhibidores de HDAC no reflejé
ningun tipo de sensibilizaciéon a la citotoxicidad de TRAIL en los tiempos
experimentales analizados tras la adicion de sTRAIL y LUV-TRAIL en las lineas
celulares RH4 y CADO-ES. Unicamente se observo un descenso en la resistencia
al efecto de la proteina soluble cuando el periodo de incubacién con TRAIL fue de
24 horas en las células RH4 tras la estimulacion con el compuesto FK228, aunque
el descenso de viabilidad relativa observado no es significativo.

Los experimentos realizados a diferentes tiempos de incubacion de los
inhibidores HDAC vy el posterior tratamiento con TRAIL permiten concluir que las
moléculas VPA y FK228 no proporcionan un efecto sensibilizante a la
citotoxicidad inducida por TRAIL, tanto sTRAIL como LUV-TRAIL, en las lineas
celulares RH4 y CADO-ES.

4.4 Efecto de la variacion de la composicion lipidica en la
citotoxicidad de LUV-TRAIL

En estudios previos por parte de nuestro grupo, se demostré la capacidad
de los liposomas “desnudos” (sin TRAIL anclado a la superficie) de potenciar y
sensibilizar a la apoptosis inducida por TRAIL en determinadas lineas celulares.
Este hecho permite utilizar el propio liposoma como posible agente sensibilizante
a la muerte inducida por TRAIL. Aunque de forma estandar se han empleado LUV
con una composicion lipidica semejante a los exosomas fisiolégicos con los
ligandos mortales en superficie que secretan los linfocitos T activados, se quiso
modificar la concentracion relativa de cada componente de los liposomas para
estudiar el potencial apoptético de TRAIL anclado a su superficie en lineas

celulares de sarcoma.

4.4.1 Efecto de la variacion de la concentracion de esfingomielina en la
citotoxicidad de LUV-TRAIL

El primer candidato responsable de un posible efecto sensibilizador dentro
de los LUV es la esfingomielina (SM). La SM es uno de los componentes

principales de las balsas lipidicas y cuyas interacciones van a determinar la
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estabilizacion de estas regiones como plataformas sefializadoras [396]. Teniendo
en cuenta que los liposomas estandar presentan una concentracion relativa de
SM del 30% con respecto a la concentracion lipidica total, se prepararon LUV con
concentraciones de SM relativas del 0%, 60% y 80 % (Tabla 3.3). Una vez
generados los distintos liposomas y tras su incubacién con TRAIL soluble, se
estudio la capacidad citotoxica de las nuevas formulaciones en lineas celulares de

sarcoma.
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Figura 4.28 Citotoxicidad de LUV-TRAIL con distinta concentracién de esfingomielina en su
composicion sobre lineas celulares de sarcoma. A. Curvas dosis-respuesta del tratamiento con
LUV-TRAIL vy distintas formulaciones con concentracion relativa de esfingomielina del 0%, 60% y
80%, con un tiempo de incubacién de 16 horas. B. Representacion detallada en barras de la dosis
correspondiente a 333,3 ng/ml de TRAIL de las curvas dosis-respuesta en las células sensibles a la
apoptosis inducida por TRAIL. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos
independientes (*p<0,05, ***p<0,001, +95%ClI).

La Figura 4.28 (A) muestra como en ninguna de las cinco lineas celulares

testadas se observdé una mejora en la capacidad citotoxica de LUV-TRAIL al
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aumentar la concentracion relativa de SM en los liposomas. Si se analiza con
detalle las dosis altas, en concreto la concentracion de TRAIL correspondiente a
333,3 ng/ml mostrada en la Figura 4.28 (B) se observa como en las lineas
celulares HT1080 y RD el cambio en la composiciéon del SM con respecto a los
liposomas clasicos produjo una respuesta citotoxica a LUV-TRAIL similar para las
tres concentraciones de SM probadas, estando todas por debajo del valor
citotoxico de los LUV-TRAIL clésicos. En el caso de la linea celular A673, la
eliminacion de la SM en la formulacion del liposoma asi como la composicién en
un 80% parecio desfavorecer significativamente la actividad apoptotica de TRAIL,
mientras que el valor de SM del 60% tuvo un efecto citotéxico similar a los LUV-
TRAIL clasicos. Con los datos obtenidos se puede concluir que la variacion
estudiada en la composicibn de SM en los liposomas no mejora, e incluso
empeora, el efecto citotoxico de LUV-TRAIL en las lineas celulares de sarcoma
estudiadas. Esta pérdida de capacidad citotbxica ya se observd a dosis
intermedias de LUV-TRAIL con las mismas concentraciones relativas de SM en la
linea celular Jurkat [367]. Las lineas celulares RH4 y CADO-ES presentaron

completa resistencia a todas las formulaciones de LUV-TRAIL analizadas.

4.4.2 Efecto de la variacion de la concentracion de fosfatidilcolina en la
citotoxicidad de LUV-TRAIL

Un estudio similar al anterior se llevd a cabo con otro lipido, componente
natural de los exosomas fisiolégicos e incluido en la composicion lipidica de los
LUV clésicos, la fosfatidilcolina (PC). La PC estd presente en los liposomas
clasicos en una concentracion relativa del 55% con respecto a los lipidos totales.
En este caso se descartd la preparacion de LUV en ausencia de PC, dada la
propiedad de establecer interacciones entre los otros dos componentes lipidicos
SM y CHOL (colesterol), con la formacién de agregados. Por ello, se generaron

LUV con concentracion relativa de PC del 5% y del 96%.

La hipétesis de una posible sensibilizacion a LUV-TRAIL mediante un
aumento en la concentracion de PC en los liposomas estd fundamentada en

estudios que demuestran como a través de la activacion con determinados
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farmacos de PPARYy, diana de unién a PC, es posible superar la resistencia a la

apoptosis inducida por TRAIL en determinadas lineas celulares [397-399].

Una vez generadas las distintas formulaciones de LUV-TRAIL con
variacion en la concentracién relativa de PC en los LUV (Tabla 3.4), se procedi6 a
realizar un estudio comparativo de su citotoxicidad en las lineas celulares de

sarcoma. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.29.
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Figura 4.29 Citotoxicidad de LUV-TRAIL con distinta concentracion de fosfatidilcolina en su
composicion sobre lineas celulares de sarcoma. A. Curvas dosis-respuesta del tratamiento con
LUV-TRAIL vy distintas formulaciones con concentracion relativa de fosfatidilcolina del 5% y 96%,
con un tiempo de incubacion de 16 horas. B. Representacion detallada en barras de la dosis
correspondiente a 333,3 ng/ml de TRAIL de las curvas dosis-respuesta en las células sensibles a la
apoptosis inducida por TRAIL. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos
independientes (***p<0,001, +95%ClI).
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Los datos obtenidos de los ensayos dosis-respuesta, mostrados en la
Figura 4.29 (A), indicaron que en ninguna de las lineas celulares estudiadas se
produjo un aumento en la capacidad apoptética de LUV-TRAIL cuando se
modificé la cantidad relativa de PC con respecto a los liposomas clasicos.
Observando en detalle la concentracion de TRAIL que mayor variacion de
citotoxicidad presento (333,3 ng/ml de TRAIL) representada en la Figura 4.29 (B),
se pudo constatar una disminucion en la capacidad citotoxica de LUV-TRAIL
cuando se modificé la concentracién de PC, siendo un descenso muy significativo
del efecto apoptético con respecto a los LUV-TRAIL clasico en la linea celular
HT1080. Nuevamente, las lineas celulares RH4 y CADO-ES fueron

completamente resistentes a todas las formulaciones de LUV-TRAIL analizadas.

44.3 Efecto de la variacion de la concentracion de colesterol en la
citotoxicidad de LUV-TRAIL

El colesterol (CHOL), ademas de ser un componente clave para el
mantenimiento de la integridad y la correcta fluidez en las membranas lipidicas, es
un componente esencial de las balsas lipidicas, contribuyendo de este modo a la
regulacién de la sefalizacion apoptética. Es por ello que se quiso estudiar el
efecto citotéxico de LUV-TRAIL con distintas concentraciones relativas de CHOL y
para ello se generaron LUV con una cantidad relativa de CHOL creciente de entre
20-50% (Tabla 3.5), ademas de los LUV clasicos que contienen un 10% en su

composicion.
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Figura 4.30 Citotoxicidad de LUV-TRAIL con distinta concentracion de colesterol en su
composicion sobre lineas celulares de sarcoma. A. Curvas dosis-respuesta del tratamiento con
LUV-TRAIL y distintas formulaciones con concentracion relativa de colesterol del 20%, 30%, 40% y
50%, con un tiempo de incubacién de 16 horas. B. Representacion detallada en barras de la dosis
correspondiente a 37 ng/ml de TRAIL de las curvas dosis-respuesta en las células sensibles a la
apoptosis inducida por TRAIL. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres experimentos
independientes (*p<0,05, **p<0,005, +95%ClI).
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La citotoxicidad de las formulaciones de LUV-TRAIL con concentraciones
crecientes de CHOL fue estudiada sobre distintas lineas celulares de sarcoma.
Los datos obtenidos de ensayos dosis-respuesta se muestran en la Figura 4.30
(A), donde se observa que el perfil de citotoxicidad fue muy similar para las
diferentes concentraciones de CHOL utilizadas en LUV-TRAIL a dosis maximas
de TRAIL. Sin embargo, para dosis intermedias de TRAIL, como a la
concentracion de 37 ng/ml, mostrado en la Figura 4.30 (B), se observaron
disminuciones significativas del potencial apoptético de LUV-TRAIL cuando la
concentracion de CHOL aument6 con respecto a los liposomas clasicos en las
lineas celulares A673 y RD. Por el contrario, no se observaron cambios en la
citotoxicidad de la linea celular HT1080. Las células RH4 y CADO-ES una vez
mas, permanecieron resistentes a todas las formulaciones de LUV-TRAIL

estudiadas.

4.4.4 Efecto delaadicion de edelfosina en la citotoxicidad de LUV-TRAIL

La edelfosina (ET-18-OCH(3), EDF) es un lipido sintético perteneciente al
grupo de analogos alquil-lisofosfolipidos (ALPS), reconocidos como nuevos
agentes anti-neoplasicos debido a su capacidad pro-apoptética selectiva en
células transformadas [364, 400, 401]. A diferencia de otros agentes anti-
tumorales, la diana de actuacién de este lipido éter anti-tumoral con elevada
estabilidad metabdlica no es el DNA celular sino la membrana plasmatica. Su
analogia con la PC produce la inhibicién de la biosintesis de ésta, favoreciendo la
acumulacion del compuesto en las balsas lipidicas y con ello el entrecruzamiento
de receptores, siendo capaz de activar la sefializacion apoptoética independiente
de ligando [364].

Debido al potencial apoptético de la EDF, su incorporacion a la estructura
del liposoma podria potenciar el efecto citotoxico de LUV-TRAIL, optimizando asi
el tratamiento con la molécula. Esta hipétesis se estudio con anterioridad, por
parte de nuestro grupo, sobre lineas celulares de cancer de mama [367]. En el
presente trabajo se ha ampliado el estudio del efecto de la EDF sobre las lineas

celulares de sarcoma.
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Para la generacién de los liposomas con EDF, llamados LUV-EDF, se tuvo
que tener en cuenta el factor de la composicion. Dado que la incorporacion de
EDF en la formulacion de los LUV supone modificar su composicion, se decidié
eliminar por completo el lipido SM dado que presenta mayor variabilidad en la
citotoxicidad cuando se modifica su concentracion en las lineas celulares
estudiadas. Asi pues, manteniendo la concentracion constante de CHOL y DOGS-
NTA-Ni y modificando la concentracién de PC, se incorpor6 la EDF a distintas
concentraciones en un rango de 60-480 uM (Tabla 3.6). La incubacion de LUV-
EDF con TRAIL soluble gener6 los denominados LUV-EDF-TRAIL. También se
prepararon liposomas con EDF en ausencia de DOGS-NTA-Ni (LUV-EDF.0) para
el estudio combinatorio del efecto citotoxico con las distintas formas de TRAIL
(soluble o asociada a liposomas), asegurandose asi la ausencia de posibles
interacciones que produzcan la unidon de TRAIL a los liposomas durante el

proceso experimental.

Una vez generadas todas las nuevas férmulas de LUV con EDF, se
procedié a estudiar la posible sensibilizaciéon a la apoptosis inducida por TRAIL
siguiendo varias aproximaciones experimentales en lineas celulares de sarcoma.
En primer lugar se estudio la capacidad citotoxica de LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL
(con dosis crecientes de EDF en la composicion del liposoma) en comparacion
con los LUV-TRAIL clasicos en las lineas celulares A673, HT1080, RH4, CADO-

ES y RD. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.31.
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Figura 4.31 Citotoxicidad de LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL, con distintas concentraciones de
EDF en su composicién, sobre las lineas celulares A673, HT1080, RH4, CADO-ES y RD. Las
células se trataron con LUV-EDF, a concentraciones crecientes de EDF, con y sin TRAIL asociado a
la superficie. La concentracion final de TRAIL, en su caso, fue de 1 pg/ml para todas las lineas
celulares salvo A673, que dada su elevada sensibilidad a TRAIL se emple6 la dosis de 300 ng/ml,
con un tiempo de incubacion de 16 horas en todos los casos. Como control, las células también se
trataron con LUV, LUV-TRAIL y LUV-SM 0%. Las gréaficas muestran la mediazSD de al menos tres
experimentos independientes. Los asteriscos muestran la significacion entre LUV-EDF con y sin
TRAIL en la molécula (*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, +95%Cl). Las almohadillas muestran la
significacion entre LUV-EDF-TRAIL y LUV-TRAIL (#p<0,05, ##p<0,005, ###p<0,001, +95%ClI).

En contra de lo esperado, se observé que en las lineas celulares A673 y
HT1080, la incorporacién de EDF en la formulacién del liposoma produjo un bajo
efecto citotoxico, sin superar el 30% de muerte celular para la concentracion
méxima de EDF. Adema4s, cuando se combiné con TRAIL en superficie, la EDF
afectd negativamente a la citotoxicidad con respecto a los LUV-TRAIL clasicos,
siendo un efecto negativo muy pronunciado en las células A673 para todas las
dosis de EDF analizadas y para la menor dosis de EDF en las células HT1080. En
el caso de las células RH4 y CADO-ES, caracterizadas por ser resistentes a la
apoptosis inducida por TRAIL, se observé un efecto citotoxico dosis-dependiente
de forma equivalente para ambas formulaciones con EDF, esto es LUV-EDF y

LUV-EDF-TRAIL, no habiendo ninguna diferencia significativa entre ambas, lo que
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indico que TRAIL (como es lo esperado en estas lineas celulares resistentes a
TRAIL) no tuvo ningun efecto en la muerte celular producida por LUV-EDF y LUV-
EDF-TRAIL. Resulté interesante que las células RH4 presentaron una alta y
similar sensibilidad tanto a los LUV-EDF como a LUV-EDF-TRAIL, llegando a
unos porcentajes de muerte cercanos al 100% a la dosis maxima de EDF.
Finalmente, en las células RD se observo un efecto sinérgico entre TRAIL y EDF
cuando se combinaron en el liposoma, mejorando la citotoxicidad de forma muy

significativa con respecto a los LUV-TRAIL clasicos.

Por otra parte, se quiso estudiar el efecto de la combinacién de LUV-EDF
junto con las distintas formas de TRAIL con el objetivo de comprobar si la
combinacion de EDF y TRAIL en formulaciones distintas tienen un efecto
potenciador de la citotoxicidad de los mismos por separado. Para ello se
seleccionaron los LUV-EDF con concentraciones de EDF intermedias y en
ausencia del lipido quelante (LUV-EDF.0). Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 4.32.
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Figura 4.32 Citotoxicidad de LUV-EDF en combinacion con sTRAIL y LUV-TRAIL sobre las
lineas celulares A673, HT1080, RH4, CADO-ES y RD. Las células se trataron con LUV-EDF, a
concentraciones de EDF de 0, 120 y 240 pM, en combinacién con TRAIL soluble (ST) o LUV-TRAIL
(LT). La concentracion final de TRAIL fue de 1 pg/ml para todas las lineas celulares salvo para
A673, que dada su elevada sensibilidad a TRAIL se empled la dosis de 300 ng/ml, con un tiempo de
incubacién de 16 hoas en todos los casos. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres
experimentos independientes. (***p<0,001, +95%Cl).

Al igual que lo observado en el experimento anterior, EDF presenté baja
toxicidad en las células A673 y HT1080, donde se observa que la adicion de
forma independiente de LUV-EDF.0 y TRAIL generé unos valores de muerte
celular aproximadamente equivalentes a la suma del efecto citotdéxico de los dos
agentes por separado, sin detectarse una potenciacion de la capacidad citotoxica
de EDF y TRAIL (en su forma soluble y asociada a liposomas) tras la combinacion
de los mismos. En las células RH4, LUV-EDF.0 con una concentracion de EDF de
240 uM present6 una elevada citotoxicidad que no se vio apenas afectada por la
combinacion de TRAIL (tanto sTRAIL como LUV-TRAIL). Por otro lado, las células
CADO-ES permanecieron resistentes a LUV-EDF.0, manteniendo un perfil de
citotoxicidad similar tras la administracion de TRAIL (STRAIL y LUV-TRAIL), lo
que demuestra la ausencia de sinergia en el efecto citotoxico de la combinacion.

Sin embargo, las células RD fueron las Unicas que presentaron una sinergia en la
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citotoxicidad de LUV-EDF tras la adiciébn de sTRAIL y LUV-TRAIL, aungque sin
mostrar una potenciacion del efecto citotoxico de EDF y TRAIL en la

administraciéon de forma separada.

Dada la variedad de resultados obtenidos sobre todas las lineas celulares
estudiadas, se seleccionaron las células RH4 y RD para estudiar mas en
profundidad el mecanismo subyacente a la citotoxicidad de LUV-EDF con TRAIL.
Se escogieron las células RH4 dada su alta resistencia a TRAIL y sensibilidad a
LUV-EDF y las células RD por su sinergia entre EDF y TRAIL. También se
seleccion6 una concentracion de EDF intermedia, correspondiente a 120 puM. En
el primer experimento, las células se trataron con diversos inhibidores (anticuerpo
bloqueante de TRAIL, inhibidores de caspasas, inhibidor de la necroptosis y
blogueante de la endocitosis dependiente de dinamina) y tras su correspondiente
tiempo de incubacion, se afiadieron LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL con el objetivo
de estudiar el mecanismo de muerte celular inducido por estas formulaciones

liposomales con EDF. Los datos obtenidos se muestran en la Figura 4.33.
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Figura 4.33 Caracterizacion de la muerte celular inducida por LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL en
las lineas celulares RH4 y RD. Las células fueron tratadas con LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL a una
concentracion maxima de EDF y TRAIL correspondiente a 5 uM y 1 pg/ml respectivamente, durante
un periodo de tiempo de 16 horas. Ademas, las células fueron pre-incubadas durante 1 hora con el
inhibidor especifico de caspasa-8 z-IETD-fmk (zIETD, 30 uM), el anticuerpo bloqueante de TRAIL
RIK (500 ng/ml), el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk (zVAD, 30 pM), el inhibidor de
necroptosis necrostatina-1 (Nec-1, 30 uM) y el inhibidor de dinamina dynasore (DYN, 80 uM). Las
graficas muestran la media£SD de al menos tres experimentos independientes (*p<0,05, **p<0,001,
+95%Cl).

Las células RH4 presentaron una citotoxicidad de alrededor del 80% para
la formulacion LUV-EDF. La muerte inducida tanto por LUV-EDF como por LUV-
EDF-TRAIL es parcialmente dependiente de caspasas ya que la pre-incubacion
con el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk inhibié en parte dicha muerte
celular. Sin embargo, la via extrinseca de la apoptosis parece tener una escasa

contribucién a la muerte celular ya que el inhibidor especifico de caspasa-8 z-
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IETD-fmk, tanto en el caso de LUV-EDF como en LUV-EDF-TRAIL, asi como el
anticuerpo blogueante de TRAIL, RIK en el caso de LUV-EDF-TRAIL apenas
afectaron a la induccion de la muerte celular en la linea RH4. Ademas, tanto para
LUV-EDF como para LUV-EDF-TRAIL, la pre-incubaciéon conjunta con los
inhibidores z-VAD-fmk y Nec-1 llego6 practicamente a restaurar la muerte celular a
niveles basales, lo que indica que en el proceso de muerte celular inducido tanto
por LUV-EDF como por LUV-EDF-TRAIL en las células RH4, hay contribucion de
las caspasas asi como un proceso de necroptosis. Finalmente, la citotoxicidad
inducida por ambas formulaciones liposomales con EDF en las células RH4 es un
proceso independiente de la endocitosis dependiente de dinamina ya que la pre-
incubacién con el inhibidor de dinamina dynasore no modificé la muerte celular
inducida por LUV-EDF o LUV-EDF-TRAIL.

La linea celular RD presentd unos niveles de muerte celular muy bajos
cuando se trataron con LUV-EDF, alcanzando un maximo del 20%. Dado que el
nivel de muerte celular inducido por LUV-EDF es tan bajo, la pre-incubacién con
los distintos inhibidores (z-VAD-fmk, z-IETD-fmk, necrostatina-1 y dynasore) no
resulta valorable. Sin embargo, en el caso del tratamiento con LUV-EDF-TRAIL se
observé una muerte celular que alcanzé el 70%. En este caso, la muerte celular
fue totalmente dependiente de caspasas ya que la pre-incubacién con el inhibidor
general de caspasa z-VAD-fmk bloqued totalmente la muerte inducida por LUV-
EDF-TRAIL. Ademas, en el caso de las células RD, la via extrinseca a través de
TRAIL es la via apoptotica que contribuye fundamentalmente a la muerte celular
inducida por LUV-EDF-TRAIL ya que el inhibidor especifico de caspasa-8 z-IETD-
fmk asi como el anticuerpo bloqueante de TRAIL, RIK inhibieron casi
completamente citotoxicidad de LUV-EDF-TRAIL. Finalmente, la pre-incubacion
con el inhibidor dynasore inhibié parcialmente la muerte inducida por LUV-EDF-
TRAIL en las células RD, lo que evidencia que la incorporacion de LUV-EDF-
TRAIL a través del mecanismo de endocitosis dependiente de dinamina esta

implicado en el proceso de muerte celular inducida por éstos en las células RD.
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4.5 Encapsulacion de agentes sensibilizantes en el interior de
LUV-TRAIL

La encapsulacion de compuestos dentro de liposomas es un mecanismo
muy comun usado en farmacologia, ya que presenta ventajas frente a la
administracion directa del compuesto en forma libre. La vehiculizacién a través de
nanoparticulas lipidicas mejorara el perfil farmacocinético de los compuestos asi
como la disminucion de efectos segundarios al optimizar la concentracién local del

agente farmacologico [294, 314, 402].

En el trabajo expuesto hasta ahora, el empleo de las nanoparticulas
lipidicas estaba enfocado a hacer de plataforma para el anclaje de TRAIL a su
superficie, mejorando asi su capacidad de inducir apoptosis. Sin embargo, es
posible explotar ain mas las aplicaciones de los liposomas utilizdndolos a su vez
como mecanismo de vehiculizacion de agentes que sensibilicen o actden en

sinergia con TRAIL.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion, se llevd a cabo el
desarrollo con éxito del protocolo de encapsulacion del compuesto doxorrubicina
[403], mediante el método de gradiente de pH [365, 366]. Siguiendo este ejemplo,
se quiso implementar del mismo modo la encapsulacion del agente sensibilizante
flavopiridol, dado los prometedores resultados obtenidos en los estudios
combinatorios de este compuesto con el ligando mortal TRAIL, y porque comparte
caracteristicas semejantes con la doxorrubicina que posibilitan su encapsulacion
(Apartado 4.2).

4.5.1 Encapsulacion de flavopiridol en LUV-TRAIL y estudio de su

potencial citotéxico

La encapsulacion del compuesto flavopiridol en los LUV, al igual que para
la encapsulacion de doxorrubicina, se llevé a cabo mediante el método de
gradiente de pH, siendo en este caso el ratio molar droga/lipido de 1/1,9. De esta

forma, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado de Materiales y
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Métodos (Apartado 3.2.4.5) se intentdé generar una nueva formulacion liposomal

con flavopiridol en su interior, denominada LUV-FVP.

En primer lugar, se caracterizé la eficiencia del proceso de encapsulacion
de flavopiridol llevado a cabo para la generacion de LUV-FVP. Para ello, la
incubacién con flavopiridol se realiz6 a diferentes tiempos con dos tipos de
liposomas en paralelo, LUV-AS CHOL y LUV-PBS CHOL, este ultimo como
control negativo al contener en su interior PBS en lugar de AS, careciendo asi de
gradiente de pH para la entrada y retencion de flavopiridol. La incorporacion de
colesterol (CHOL) en la composicion del liposoma se debié a que se ha descrito
gue la presencia de este lipido ofrece una cierta ventaja en la encapsulacion del
compuesto [368]. Una vez alcanzados los periodos de incubacion establecidos, se
separd el flavopiridol libre no encapsulado de la fracciéon liposomal de cada
muestra y tras la lisis de los liposomas, se midio por espectofotometria los valores
de absorbancia del compuesto encapsulado. La cuantificacion de flavopiridol
encapsulado se realiz6 mediante la extrapolacioén de los valores de absorbancia
sobre una recta patrén de absorbancia-concentracién de flavopiridol realizada en

paralelo (Figura 4.34).
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Figura 4.34 Recta patron de la concentraciéon de flavopiridol. Representacion de la
concentracion de flavopiridol en funcion de los valores de absorbancia medidos a 269 nm. La grafica
muestra la mediazSD de al menos tres experimentos independientes.
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Asimismo, se midi6 la eficiencia de retencion del flavopiridol una vez
encapsulado en LUV-FVP. Para ello, las muestras de LUV-AS CHOL incubadas
con flavopiridol durante 30 minutos se dispusieron a 37 °C durante periodos de 2,
6 y 24 horas. Posteriormente, se procedid a la cuantificacién de flavopiridol
presente en el interior del liposoma a los tiempos indicados. Los valores obtenidos
se expresaron en tanto por ciento en relacionaron con la concentracion inicial de
flavopiridol presente en el momento final del proceso de encapsulacion. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.35.
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Figura 4.35 Eficiencia de encapsulacion y eficiencia de retencién de flavopiridol en LUV-AS
COL. A. Flavopiridol fue incubado con LUV-AS CHOL y LUV-PBS CHOL en un ratio molar de 1/1,9
(droga:lipido) a 60 °C y 750 rpm a tiempos de 30, 60 y 120 minutos. Tras los periodos de
incubacién, el flavopiridol no encapsulado se separé de la fraccién lisosomal. El flavopiridol
encapsulado fue cuantificado por absorbancia a 269 nm e interpolado en la curva estandar de
flavopiridol. La eficiencia de encapsulacion representa el porcentaje total de flavopiridol encapsulado
en la fraccion liposomal. B. LUV-AS CHOL encapsulados con flavopiridol tras una incubacion de 30
minutos permanecieron a 37 °C durante 2, 6 y 24 horas. Finalizados los tiempos indicados, se
separé la fraccién de flavopiridol liberada y se midié la cantidad de flavopiridol retenida en la fraccién
liposomal. Los datos se representan en porcentaje con respecto a la cantidad de flavopiridol
encapsulada al tiempo inicial.
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La Figura 4.35 muestra una rapida encapsulacion del compuesto
flavopiridol cuando se incub6 con LUV-AS CHOL, alcanzandose el méaximo de
eficiencia de encapsulacion a los 30 minutos y permaneciendo constante en los
tiempos posteriores de incubacién analizados. La eficiencia de encapsulacion
obtenida con LUV-AS CHOL, aunque no elevada, alcanzé valores del 50% con la
metodologia desarrollada. Esto se traduce en una concentracion final de
flavopiridol en el interior del lumen de LUV-AS CHOL de aproximadamente 175
MM, ya que la incubacién de LUV con flavopiridol se realizé con una concentracion
inicial de 350 uM. Por otra parte, la eficiencia de encapsulacién de flavopiridol en
el interior de LUV-PBS CHOL fue muy reducida alcanzando so6lo el 10%.

Por otro lado, la eficiencia de retencion tras el proceso de encapsulacion
indicé una salida de flavopiridol encapsulado de aproximadamente el 40% de la
cantidad inicial encapsulada tras un periodo de 2 horas de incubacion,
manteniéndose constante en el tiempo hasta las 24 horas.

A la vista de los datos obtenidos en el experimento de caracterizacion del
proceso de encapsulacion se pudo concluir que la metodologia de encapsulacion
de flavopiridol en LUV-AS CHOL no presentd 6ptimos parametros de eficiencia de
encapsulacion y de retencioén, evidenciando la necesidad de generar nuevos LUV-

FVP para cada experimento, con el objetivo de no perder potencial citotoxico.

Tras la caracterizacion inicial de LUV-FVP, se procedio a acoplar TRAIL a
la superficie de los mismos a una concentracion de 12 ug/ml, generando asi los
denominados LUV-FVP-TRAIL. Para ello se utiliz6 la misma metodologia
empleada con los LUV clasicos y con los LUV encapsulados con doxorrubicina,
gue se detalla en la seccion de Materiales y Métodos (Apartado 3.2.4.5). Aunque
los resultados previos indicaban que la eficiencia de encapsulacion maxima de
flavopiridol en el lumen de los liposomas se obtuvo tras los 30 min de incubacién,
se quiso analizar el potencial citotéxico de LUV-FVP-TRAIL con los diferentes
tiempos de encapsulacion con flavopiridol. Para ello, se incubaron liposomas del
tipo LUV-AS CHOL con flavopiridol a los tiempos de 30, 60 y 120 minutos a los

que posteriormente se les ancl6 TRAIL a la superficie generando diferentes
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formulaciones de LUV-FVP-TRAIL. En paralelo se utilizaron LUV-PBS CHOL
incubados con flavopiridol a los mismos tiempos y sometidos a la posterior union
de TRAIL a la superficie como control negativo de encapsulacion. También se
incluyeron puntos experimentales con controles de muerte celular de los
diferentes liposomas empleados en el experimento sin flavopiridol en su interior ni
TRAIL en su superficie, asi como de LUV-TRAIL. Con objetivo de comprobar si el
potencial citotoxico de la formulaciébn LUV-FVP-TRAIL es generado por la
combinacion de flavopiridol y TRAIL en la misma composicion liposomal o, por el
contrario, es equivalente al efecto citotéxico producido por la combinacion de
TRAIL vy flavopiridol en estructuras liposomales independientes, se incluyé el
tratamiento combinado de LUV-FVP y LUV-TRAIL. La capacidad citotéxica de
LUV-FVP-TRAIL junto con la de LUV-FVP se analizé sobre las lineas celulares
HT1080 y RD, tras un periodo de tratamiento de 16 horas. Los resultados del
potencial citotéxico de las diferentes versiones generadas de LUV-FVP y LUV-
FVP-TRAIL se muestran en la Figura 4.36.
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Figura 4.36 Analisis de la citotoxicidad de LUV-FVP y LUV-FVP-TRAIL con variaciones en el
periodo de encapsulacién con flavopiridol sobre las lineas celulares de sarcoma HT1080 y
RD. Las células se trataron con LUV-FVP (LF) y LUV-FVP-TRAIL (LFT) generados con liposomas
de tipo LUV-PBS CHOL y LUV-AS CHOL en periodos de incubacién con flavopiridol de 30, 60 y 120
minutos, asi como con la combinacién de LUV-FVP y LUV-TRAIL (LF+LT). Las concentraciones de
TRAIL empleadas fueron de 1 pg/ml. Tras 16 horas de incubacion, se analizé la muerte celular
mediante marcaje con anexina-V, por citometria de flujo. Las graficas muestran la media+SD de al
menos tres experimentos independientes. Los asteriscos reflejan la significacion con respecto a
LUV-TRAIL (*p<0,05, *p<0,01, £95%Cl).

Las células HT1080 y RD mostraron un perfil de respuesta a la
citotoxicidad de LUV-FVP, LUV-FVP-TRAIL y la combinacion de LUV-FVP y LUV-
TRAIL equivalente. Sorprendentemente, los diferentes tipos de liposomas
empleados no influyeron en el potencial citotoxico de las formulaciones de LUV-
FVP y LUV-FVP-TRAIL generadas, presentando las diferentes variantes la misma
capacidad citotéxica. Del mismo modo, los diferentes tiempos de incubacién en el
proceso de encapsulacion tampoco supusieron una variacion en la citotoxicidad

de las distintas formulaciones de LUV-FVP y LUV-FVP-TRAIL empleadas. En las
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dos lineas celulares analizadas, la citotoxicidad que mostraron LUV-FVP fue muy
baja, no llegando a superar el 25% de muerte celular en ningun caso. Por el
contrario, LUV-FVP-TRAIL y la combinacion de LUV-FVP y LUV-TRAIL mostraron
un potencial citotoxico equivalente, alcanzando una muerte celular del 100% en
las células HT1080 y aproximadamente del 70% en el caso de las células RD.
Ademas, ambos tratamientos presentaron diferencias significativas con respecto
al efecto citotoxico del tratamiento con LUV-TRAIL en las dos lineas celulares,
siendo las células HT1080 las que mayor valor de significacibn mostraron.

Teniendo en cuenta la eficiencia de encapsulacion, correspondiente al
10% para LUV-PBS CHOL y 50% para LUV-AS CHOL, y el porcentaje de
retencion, que desciende drasticamente a las 2 horas hasta alcanzar un 60%, las
concentraciones estimadas a las que se encuentra flavopiridol en la formulacion
LUV-FVP correnponderian a 21 pM y 105 pM respectivamente para LUV-PBS
CHOL y LUV-AS CHOL. En base a ello, la concentracion de flavopiridol
equivalente a la incubacién con 1 pg/ml de TRAIL en las formulaciones LUV-FVP
corresponderia aproximadamente a 8,74 uM para LUV-AS CHOL y 1,75 uM en el
caso de LUV-PBS CHOL. Estas concentraciones estan muy por encima de la
dosis sub-téxica de flavopiridol en las lineas celulares HT1080 y RD por lo que,
aungue la eficiendia de encapsulacion y el porcentaje de retencion de flavopiridol
en LUV-PBS CHOL se consideren bajos, la concentracion de flavopiridol en estos
liposomas parece ser suficiente para inducir citotoxicidad en combinacién con
TRAIL.

4.5.2 Encapsulacion de doxorrubicina en LUV-TRAIL y estudio de su

potencial citotéxico

La encapsulacion de drogas liposomales es un proceso desarrollado
desde hace décadas y descrito en la literatura cientifica [294, 314, 365, 366]. En
el caso de doxorrubicina, el método aplicado consiste en la creacién de un
gradiente de pH entre ambos lados de la bicapa lipidica del liposoma, que permite

la libre entrada de doxorrubicina al interior del lumen y la precipitacion de la
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misma, quedando retenida de forma estable a lo largo del tiempo. El protocolo se

describe al detalle en el apartado de Materiales y Métodos (Apartado 3.2.4.4).

La encapsulaciéon de doxorrubicina en los LUV permitié la obtencion de
dos nuevas formulaciones de liposomas: LUV con doxorrubicina en su interior
(LUVDOX) y LUV con doxorrubicina en su interior y TRAIL acoplado a la
superficie (LUVDOX-TRAIL).

El potencial citotoxico de las formulaciones LUVDOX y LUVDOX-TRAIL ya
fue estudiado por miembros de nuestro grupo de investigacion en un panel amplio
de lineas celulares tumorales de mama, pulmén y colon [403], en los que se
observé un significativo incremento de la capacidad apoptética de TRAIL en
presencia de doxorrubicina encapsulada en el liposoma. Es por ello que el
presente trabajo quiso incluir en el andlisis el estudio comparativo de la
citotoxicidad de los diferentes compuestos generados sobre lineas celulares de
sarcoma. Para ello, las células se incubaron con las diferentes formulaciones de
LUV a concentraciones crecientes de TRAIL y/o doxorrubicina durante 24 horas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.37.
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Figura 4.37 Citotoxicidad de LUVDOX-TRAIL en lineas celulares de sarcoma. Las células A673,
HT1080, RH4, CADO-ES y RD fueron tratadas con TRAIL soluble, LUV-TRAIL, LUVDOX vy
LUVDOX-TRAIL a diferentes concentraciones de TRAIL (0-1000 ng/ml) y/o doxorrubicina (0-64,5
pUM) en su formulacion. Tras 24 horas de incubacion, se analizd la muerte celular mediante marcaje
con anexina-V, por citometria de flujo. Las graficas muestran la mediatSD de al menos tres
experimentos independientes. Los asteriscos reflejan la significacién con respecto a LUV-TRAIL
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, +95%Cl).

En la Figura 4.37 se puede observar como la linea celular A673 presento
un perfil de citotoxicidad equivalente para TRAIL soluble, LUV-TRAIL y LUVDOX,
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alcanzando una muerte celular de entorno al 100% a las dosis maximas. El
compuesto LUVDOX-TRAIL incrementé muy significativamente la muerte celular
con respecto a LUV-TRAIL cuando se emplearon las dosis mas bajas, llegando
practicamente al maximo de citotoxicidad a una concentracion de 37 ng/ml de
TRAIL y 2,39 uM de doxorrubicina.

En la linea celular HT1080 LUVDOX-TRAIL presentd una curva de
citotoxicidad similar alcanzando valores de muerte celular superiores al 80% de
células a la misma concentracion de 37 ng/ml de TRAIL y 2,39 pM de
doxorrubicina, siendo diferencias muy significativas con respecto a la muerte
inducida por LUV-TRAIL a la dosis equivalente de TRAIL.

También en las células HT1080, la formulacion LUVDOX mejord
ligeramente el potencial citotoxico de LUV-TRAIL, sin llegar a suponer variaciones

significativas, pero alcanzando valores del 70% de muerte celular.

Respecto a las células RH4 y CADO-ES, resistentes a la muerte inducida
por TRAIL, respondieron de forma similar a los nuevos compuestos con
doxorrubicina encapsulada. En ambos casos, las curvas de LUVDOX y LUVDOX-
TRAIL parecen solaparse, alcanzando valores superiores al 80% de muerte

celular a las concentraciones maximas de liposomas en las dos lineas celulares.

Finalmente, las células RD tuvieron una gran sensibilidad a la muerte
inducida por LUVDOX-TRAIL, que como se ha observado en las lineas celulares
A673 y HT1080, también presento variaciones muy significativas con respecto a la
apoptosis inducida por LUV-TRAIL a concentraciones bajas de liposomas. Por el
contrario, la citotoxicidad de la formulacién LUVDOX present6 unos valores mas

bajos que los obtenidos con el tratamiento de LUV-TRAIL a dosis intermedias.

El andlisis de todos los datos anteriores permite concluir que la
combinacion de doxorrubicina encapsulada en el interior de LUV-TRAIL
incrementa de forma muy significativa la induccion de apoptosis a
concentraciones bajas con respecto a LUV-TRAIL, en todas las lineas celulares

de sarcoma estudiadas. En el caso de las lineas resistentes a TRAIL (RH4 y
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CADO-ES), esta mejora en el potencial apoptético se debe principalmente al
efecto de la doxorrubicina encapsulada en los liposomas, ya que las
formulaciones LUVDOX y LUVDOX-TRAIL presentaron una respuesta equivalente

sobre las células.

Una hipétesis factible que explique la elevada capacidad citotéxica de
LUVDOX-TRAIL, frente a las demés formulaciones del ligando mortal estudiadas,
es el mayor potencial de activacion de las caspasas, y con ello, la eficiente
ejecucion de la ruta apoptética. Para validar dicha hipoétesis, se disefid un
experimento de andlisis de la activacion de las principales proteinas implicadas en
la via apoptética extrinseca mediante la técnica Western blot, comparando el
efecto en dichas proteinas de los tratamientos con TRAIL soluble, LUV-TRAIL,
LUVDOX y LUVDOX-TRAIL sobre las lineas celulares de sarcoma HT1080 y RD
a un tiempo corto de 8 horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
4.38.
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Figura 4.38 Analisis de la activacion de caspasas en lineas celulares de sarcoma. Las lineas
celulares HT1080 y RD fueron tratadas con TRAIL soluble (ST), LUV-TRAIL (LT), LUVDOX (LD) y
LUVDOX-TRAIL (LDT) a una concentracién de 1 pug/ml de TRAIL y/o 64,5 uM de doxorrubicina
durante una incubacién de 8 horas. Células no tratadas se utilizaron como control (C). Tras la
incubacion, se procedio al lisado celular y al analisis mediante Western blot. Los niveles de muerte
celular se midieron por citometria de flujo.
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Las células HT1080 tratadas con TRAIL soluble presentaron una
moderada activacion de la caspasa-8, que indujo un nivel de procesamiento de la
pro-caspasa-3 suficiente para activar eficientemente PARP-1 y alcanzar una
muerte celular del 40%. Esta muerte celular parece ser independiente de la
amplificacion a través de la ruta intrinseca, dada la ausencia de procesamiento de
la proteina mitocondrial Bid. El tratamiento con LUVDOX sobre las células
HT21080 respondio a un perfil de activacion de la ruta similar a TRAIL soluble, pero
induciendo inferiores niveles de activacion proteica, que resultd en un porcentaje
de muerte celular no superior al 20%. Por otro lado, la incubacion con LUV-TRAIL
indujo un claro procesamiento de la pro-caspasa-8, la cual a su vez fue capaz de
activar las proteinas Bid y caspasa-3. El resultado fue una activacion muy
eficiente de PARP-1, que generé una muerte celular en torno al 60% de las
células totales. Finalmente, la estimulaciéon de las células HT1080 con LUVDOX-
TRAIL indujo una completa activacion de todas las proteinas de la cascada

apoptadtica, que se tradujo en una muerte celular que sobrepasa el 90%.

La linea celular RD respondio a los tratamientos de manera similar que las
células HT1080, aunque con inferiores niveles de activacion proteica y muerte
celular. En este caso, TRAIL soluble y LUVDOX indujeron una ligera activacién de
la caspasa-8 que imposibilitd la correcta ejecucién de la cascada apoptotica,
adquiriendo niveles de muerte celular inferiores al 20%. Por el contrario, los
tratamientos con LUV-TRAIL y LUVDOX-TRAIL procesaron eficientemente la pro-
caspasa-8, siendo la activacion de LUVDOX-TRAIL la Unica capaz de procesar
completamente PARP-1 a través de la caspasa-3, induciendo un porcentaje de

apoptosis del 60%.

Los resultados mostrados en la Figura 4.38 permiten confirmar que
LUVDOX-TRAIL es capaz de incrementar la actividad citotoxica de TRAIL
mediante una potente activacion de la ruta extrinseca de la apoptosis, en
comparacion con TRAIL soluble y LUV-TRAIL, en lineas celulares de sarcoma.
Asimismo, el efecto potenciador de la cascada apoptética parece venir
determinado por la combinacion de TRAIL y doxorrubicina en el liposoma, ya que

el tratamiento con doxorrubicina encapsulada no ejercié una eficiente activacion
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de la ruta apoptética en si mismo. Estos datos concuerdan con los previamente
obtenidos de anteriores experimentos realizados por nuestro grupo, en una amplia
variedad de lineas tumorales [403]. También destacé la intensa activaciéon de la
ruta mitocondrial observada en el tratamiento de las células HT1080 con
LUVDOX-TRAIL.

A la vista de los resultados obtenidos con la nueva formulacion de
LUVDOX-TRAIL, se quiso estudiar el mecanismo subyacente a la muerte inducida
por LUV-TRAIL con doxorrubicina encapsulada en su interior. Con este objetivo,
se disefiaron una serie de experimentos donde se combinaron los diferentes
tratamientos con varios inhibidores que incluyen el anticuerpo monoclonal
blogueante de TRAIL, RIK2, los inhibidores de caspasas, z-VAD-fmk e IETD-fmk y
el inhibidor de dinamina, dynasore. En el ensayo, ademés de analizar el efecto de
LUV-TRAIL, LUVDOX, LUVDOX-TRAIL y doxorrubicina soluble, se incluy6 el
estudio de la combinacién de LUV-TRAIL y doxorrubicina soluble, asi como de
LUV-TRAIL y LUVDOX, con el objetivo de determinar si la combinacién de los
componentes doxorrubicina y TRAIL en la misma formulacién liposomal
(LUVDOX-TRAIL) tiene el mismo efecto que la administracién en formulaciones
independientes (LUV-TRAIL + doxorrubicina soluble o LUVDOX + LUV-TRAIL).

Los resultados se muestran en la Figura 4.39.
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Figura 4.39 Caracterizacién de la muerte celular inducida por LUVDOX y LUVDOX-TRAIL en
lineas celulares de sarcoma. Las células A673, HT1080, RH4, CADO-ES y RD se pre-incubaron
con los inhibidores z-VAD-fmk (30 pM), z-IETD-fmk (30 uM), RIK (500 ng/ml), y dynasore (80 uM)
durante 1 hora. Posteriormente, las células se trataron con LUVDOX (LD), LUVDOX-TRAIL (LDT),
LUV-TRAIL (LT) y doxorrubicina (DOXO), asi como sus diferentes combinaciones a una
concentracion de liposomas equivalente a 1 pg/ml de TRAIL y/o 64,5 uM de doxorrubicina. A las 6
horas de tratamiento, se analizé la muerte celular mediante marcaje con anexina-V. Las gréaficas
muestran la mediatSD de al menos tres experimentos independientes. Los asteriscos reflejan la
significacion de cada tratamiento con los diferentes inhibidores con respecto al tratamiento sin

inhibidor (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, +95%CI).
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Las células A673 presentaron una elevada citotoxicidad cuando se trataron
con LUVDOX-TRAIL, asi como la combinacién de LUVDOX y LUV-TRAIL. En
ambos casos, el tratamiento tras la pre-incubacién con los inhibidores z-VAD-fmk,
z-IETD-fmk y RIK redujo el porcentaje de muerte celular, alcanzando valores de
aproximadamente el 50% de apoptosis. Este efecto de bloqueo parcial de la
muerte celular en el tratamiento con LUVDOX-TRAIL y la combinacion de
LUVDOX y LUV-TRAIL, también se observé al interferir en el proceso de
endocitosis dependiente de dinamina, mediante la incubacion con dynasore,
donde se detectdé una disminucion en la muerte celular que alcanz6 el 60% de
células apoptoéticas. Del mismo modo, la apoptosis inducida por LUV-TRAIL y la
combinaciéon de LUV-TRAIL y doxorrubicina también se vio bloqueada por los
inhibidores z-VAD-fmk, z-IETD-fmk, RIK y dynasore, llegando incluso a alcanzar
los niveles basales de muerte celular. Por el contrario, no se observaron cambios
significativos en el empleo de las moléculas blogueantes de caspasas, TRAIL o

endocitosis para los tratamientos con LUVDOX o doxorrubicina soluble.

La linea celular HT1080 no presenté sensibilidad al efecto de la
doxorrubicina, ya sea administrada de forma soluble o encapsulada en la
formulacion LUVDOX. La muerte celular inducida por LUV-TRAIL en las células
HT1080 alcanz6 un 50%, sin embargo, la combinacion de LUV-TRAIL con
doxorrubicina soluble indujo un incremento de muerte celular hasta el 70% de
células apoptéticas. Por otro lado, los tratamientos LUVDOX-TRAIL y la
combinacion LUV-TRAIL y LUVDOX tuvieron un efecto citotoxico similar sobre las
células HT1080, alcanzando valores del 90% de muerte celular. Respecto al
andlisis de los mecanismos celulares de inducciébn de apoptosis mediante el
empleo de inhibidores, se pudo observar cémo la utilizacién de bloqueantes de
caspasas, z-VAD-fmk y z-IETD-fmk, asi como el anticuerpo bloqueante de TRAIL,
RIK, inhibieron la muerte celular de forma equivalente. La disminucién del
porcentaje de muerte celular tras la pre-incubaciéon con z-VAD-fmk, z-IETD-fmk y
RIK registro valores significativos para el tratamiento con LUV-TRAIL, alcanzando
mayores diferencias significativas para los tratamientos con LUVDOX-TRAIL y las
combinaciones de LUV-TRAIL con LUVDOX y con doxorrubicina soluble, tras la

pre-incubacion con dichos inhibidores. Por el contrario, el inhibidor dynasore
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ejercio un efecto potenciador de la muerte celular inducida por la formulacién
LUVDOX.

Las células RH4 presentaron resistencia a la muerte inducida por LUV-
TRAIL, asi como una ligera sensibilidad al efecto citotéxico de la doxorrubicina
soluble que indujo apoptosis en torno al 20% de las células. Valores equivalentes
de muerte celular se produjeron con los tratamientos combinados de
doxorrubicina (en forma soluble y LUVDOX) con LUV-TRAIL. Por otro lado, las
células RH4 fueron sensibles a la muerte inducida por LUVDOX y LUVDOX-
TRAIL, alcanzando en ambos casos en torno a un 50% de muerte celular. Los
resultados indican que la citotoxicidad equivalente de los tratamientos LUVDOX y
LUVDOX-TRAIL viene determinada por el efecto de la encapsulacion de
doxorrubicina dentro de las nanoparticulas lipidicas y no al efecto citotoxico de
TRAIL, ya que las células presentaron resistencia a la muerte celular inducida por
TRAIL en cualquiera de las formulaciones administradas. El bloqueo de las
caspasas de la ruta apoptética, mediante la pre-incubacion con z-VAD-fmk,
incrementé de forma significativa el porcentaje de muerte celular cuando las
células RH4 se trataron con LUV-TRAIL, asi como su combinacién con
doxorrubicina soluble y LUVDOX. Este incremento podria deberse a la induccion
de muerte mediante un mecanismo de necroptosis ante el estimulo del ligando
mortal en el contexto de un bloqueo de la ruta apoptética en unas células como
las RH4, deficitarias en la caspasa-8. La pre-incubacién con el inhibidor especifico
de la caspasa-8, z-IETD-fmk, tuvo un efecto similar al observado con el
bloqueante z-VAD-fmk. Por otro lado, la pre-incubacion de las células RH4 con el
anticuerpo bloqueante de TRAIL, RIK, asi como con el inhibidor dynasore, generé
un incremento significativo en la muerte celular inducida por el tratamiento

combinatorio de LUV-TRAIL y LUV-DOX, sin afectar al resto de tratamientos.

La linea celular CADO-ES, a diferencia de las células RH4, fueron
sensibles al efecto citotoxico de doxorrubicina soluble. Las células presentaron un
porcentaje del 50% de muerte celular para los tratamientos con doxorrubicina
soluble, LUV-TRAIL, asi como la combinacion de ambos compuestos. La muerte

celular ejercida por LUV-TRAIL, que se observd en el experimento, se debia al
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efecto ejercido por las nanoparticulas lipidicas por si mismas, ya que las células
CADO-ES son resistentes a la muerte inducida por el ligando mortal TRAIL, hecho
comprobado en experimentos anteriores. Por otro lado, los tratamientos LUVDOX,
LUVDOX-TRAIL y la combinaciéon de LUV-TRAIL y LUVDOX presentaron un
fuerte efecto citotoxico sobre las células CADO-ES, mostrando valores de muerte
celular proximos al 80%. Estos resultados permiten comprobar de nuevo la
elevada sensibilidad de las células CADO-ES al efecto intrinseco de las
nanoparticulas lipidicas, caracteristica que permite potenciar el efecto citotoxico
de la doxorrubicina mediante la vectorizacion en los liposomas. Por otro lado, el
empleo de los inhibidores z-VAD-fmk, z-IETD-fmk, RIK y dynasore no produjo
cambios significativos en los valores de muerte celular de los tratamientos
analizados. Este hecho podria indicar que la muerte celular ejercida por los
liposomas y la doxorrubicina (administrada en las diferentes formulaciones) en las
células CADO-ES no estd mediada por la activacion de las caspasas en la

cascada apoptoética.

Las células RD presentaron una baja sensibilidad al efecto citotoxico de
doxorrubicina, tanto en su forma soluble como encapsulada en la formulaciéon
LUVDOX. El tratamiento con LUV-TRAIL indujo una muerte celular de
aproximadamente el 50%, porcentaje que se incrementd hasta un 60% cuando
LUV-TRAIL se administré junto con doxorrubicina soluble, alcanzando valores del
70% de muerte celular cuando se combinaron con LUVDOX. La formulacién
LUVDOX-TRAIL fue el tratamiento citotoxico analizado mas eficiente en la linea
celular RD, produciendo una apoptosis superior al 80%. Asi mismo, la utilizacion
de los inhibidores de caspasas, z-VAD-fmk y z-IETD-fmk, asi como el anticuerpo
blogueante de TRAIL, RIK, redujeron la muerte celular de forma significativa en
los tratamientos de las células RD con LUV-TRAIL y la combinacion de LUV-
TRAIL con doxorrubicina en las diferentes formas de administraciéon (LUVDOX vy
doxorrubicina soluble). La disminucién en los niveles de muerte celular tras la pre-
incubacién con los inhibidores z-VAD-fmk, z-IETD-fmk y RIK, adn adquirié
mayores niveles de significacién para el tratamiento de las células con LUVDOX-
TRAIL. Por otro lado, el inhibidor dynasore bloque6 parcialmente la muerte celular

inducida por los tratamientos con LUV-TRAIL y sus correspondientes
187



Resultados y Discusion

combinaciones sin alcanzar diferencias significativas con respecto al efecto del
tratamiento sin el inhibidor, a excepcion de la formulacion LUVDOX-TRAIL, donde
el bloqueo del proceso de endocitosis afecté a la muerte celular adquiriendo
valores del 60% de células apoptéticas. Los resultados de citotoxicidad obtenidos
del andlisis con los inhibidores determinan que la apoptosis inducida por la
doxorrubicina encapsulada en los liposomas, la induccion de muerte celular por el
ligando mortal TRAIL anclado a la superficie de los lipososmas, asi como las
diferentes combinaciones de tratamientos, eran dependientes de la actividad de
las caspasas, siendo el ligando mortal TRAIL determinante para la ejecucion
Optima de la via extrinseca mostrando ademas que la endocitosis dependiente de

dinamina no jugaba un papel relevante.

Los resultados obtenidos hasta el momento, indican que LUVDOX-TRAIL
presenta una mayor actividad anti-tumoral frente a los LUV-TRAIL clésicos, donde
la potente activacion de la via extrinseca de la apoptosis a través de las caspasas
es determinante. Ademas, la activacion de las caspasas parece producirse de
forma rapida y simultanea. Con el objetivo de comprobar esta hipotesis, se disefid
un experimento para analizar la activacién de la ruta apoptética tras la inhibicion
de las caspasas mediante la pre-incubacion con z-VAD-fmk, al tiempo de 6 horas
de tratamiento con LUV-TRAIL, LUVDOX y LUVDOX-TRAIL en las células
HT1080 y RD. Los resultados obtenidos mediante Western blot se muestran en la
Figura 4.40.
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Figura 4.40 Analisis de la activacion de caspasas en lineas celulares de sarcoma tras el
tratamiento con LUV-TRAIL, LUVDOX y LUVDOX-TRAIL. Las células HT1080 y RD se trataron
con LUV-TRAIL (LT), LUVDOX (LD) y LUVDOX-TRAIL (LDT) a una concentracion de 1 pg/ml de
TRAIL y/o 64,5 pM de doxorrubicina durante 6 horas. Previamente, las células se incubaron con el
inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk (30 uM). Células sin tratar (C) y células tratadas con
liposomas desnudos (CL) se incluyeron como control. Finalizado el tiempo de incubacion, se
procedié al lisado celular y al andlisis mediante Western blot. Los niveles de muerte celular se
midieron por citometria de flujo.

Las células HT1080 y RD presentaron un procesamiento de las caspasas-
8 y -3 tras tratamiento con LUV-TRAIL y LUVDOX-TRAIL. Esta activacion se
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tradujo en el procesamiento de sus respectivos sustratos especificos, Bid y
PARP-1 durante la ejecucién de la muerte celular apoptética, tal y como se
observo en el andlisis de la muerte celular que se realiz6 en paralelo (Figura 4.40
paneles inferiores). Asi mismo, la pre-incubacion con el inhibidor general de
caspasas, z-VAD-fmk, bloqued por completo la activacion de las caspasas-8 y -3,
inhibiendo la muerte celular. Por otro lado, no se observd procesamiento de las
proteinas analizadas de la ruta extrinseca de la apoptosis tras el tratamiento con
LUVDOX en las células HT1080 y RD. Los resultados obtenidos indican que la
induccion de muerte celular ejercida por la formulacion LUVDOX-TRAIL esta
directamente mediada por la activacion de las caspasas pertenecientes a la ruta

extrinseca de la apoptosis.

Los resultados positivos obtenidos en los estudios de capacidad citotoxica
de la formulacién LUVDOX-TRAIL sobre un extenso panel de lineas tumorales
[403], hizo que nuestro grupo continuara con el estudio de la formulacion
LUVDOX-TRAIL con vista a su posible uso como agente anti-tumoral. Para ello,
tras analizar su mecanismo de accion, se quiso comprobar en primer lugar la
toxicidad de la formulacién en células primarias normales. Para ello, se llevaron a
cabo ensayos por integrantes de nuestro grupo, en los que se trataron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células T activadas con LUVDOX y
LUVDOX-TRAIL. Los resultados iniciales obtenidos evidenciaron un elevado
grado de toxicidad producido por la elevada concentracion de doxorrubicina
encapsulada en los liposomas (64,5 uM) [403]. Este hallazgo obligd a reformular
la molécula LUVDOX-TRAIL, manteniendo la misma concentracién de TRAIL
anclada a la superficie de los liposomas pero disminuyendo 10 veces la
concentracion empleada en la encapsulacion, estableciéndose en una

concentracion final de 6,45 uM de doxorrubicina.

La disminucion de la concentracion de doxorrubicina redujo drasticamente
la toxicidad sobre células normales como PBMC vy células T activadas [403]. Sin
embargo, la nueva formulacion generada tras el cambio en la concentracion de
doxorrubicina, denominada LUVDOX-TRAIL (1/10), podia no solo haber visto

reducida su capacidad citotoxica en células normales, sino también en células
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tumorales. Por ello, fue necesario analizar la capacidad de induccién de apoptosis
de la nueva formulacién con una concentracion inferior de doxorrubicina sobre las
lineas celulares tumorales provenientes de distintos tipos de sarcoma. Con este
objetivo se reprodujeron los experimentos de la Figura 4.37 empleando LUVDOX
(1/10) y LUVDOX-TRAIL (1/10). Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 4.41.
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Figura 4.41 Citotoxicidad de LUVDOX-TRAIL (1/10) en lineas celulares de sarcoma. Las células
A673, HT1080, RH4, CADO-ES y RD fueron tratadas con TRAIL soluble, LUV-TRAIL, LUVDOX
(1/20) y LUVDOX-TRAIL (1/10) a diferentes concentraciones de TRAIL (0-1000 ng/ml) y/o
doxorrubicina (0-6,45 pM) en su formulacién. Tras 24 horas de incubacion, se analizé la muerte
celular mediante marcaje con anexina-V, por citometria de flujo. Las graficas muestran la mediat+SD
de al menos tres experimentos independientes. Los asteriscos reflejan la significacion con respecto
a LUV-TRAIL (**p<0,01, ***p<0,001, +95%Cl).
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Tomando como referencia la citotoxicidad de los liposomas con la
concentracion de doxorrubicina méas elevada (Figura 4.37), se observé como la
capacidad de induccion de apoptosis de LUVDOX-TRAIL tras disminuir la
concentracion de doxorrubicina no varié a dosis altas, pero si se redujo a dosis
intermedias. Este hecho ocurre principalmente en la linea celular A673 altamente
sensible a la apoptosis inducida por TRAIL, y también en las lineas celulares
parcialmente sensibles a TRAIL, HT1080 y RD. También se produjo una
disminucion considerable en la citotoxicidad de LUVDOX (1/10) a lo largo de todo
el rango de concentraciones empleadas a excepcion de las concentraciones mas
elevadas. En el caso de las células resistentes a TRAIL, RH4 también presento
una ligera disminucién en la citotoxicidad de LUVDOX (1/10) y LUVDOX-TRAIL
(1/10) a concentraciones intermedias, en comparacion con los liposomas con
doxorrubicina concentrada. Sin embargo, la capacidad apoptética de LUVDOX
(1/10) y LUVDOX-TRAIL (1/10) en las células CADO-ES se vio reducida a la

mitad a lo largo de toda la curva de concentraciones estudiadas.

Los resultados obtenidos en la Figura 4.41 permiten concluir que la
reduccion en la concentracion de la doxorrubicina encapsulada no afecta
negativamente al potencial citotéxico de LUVDOX-TRAIL en células de sarcoma
altamente y parcialmente sensibles a TRAIL a la concentracién maxima de TRAIL
analizada. Resultados similares se han obtenido en otros estudios realizados por
nuestro grupo en otras lineas celulares tumorales humanas de distinto origen
[403].

En vista de los prometedores resultados obtenidos del estudio de
LUVDOX-TRAIL como agente anti-tumoral, cobra interés no so6lo analizar su
potencial citotoxico sino también su cinética de accion. Para ello, se realizaron
experimentos a diferentes tiempos sobre las lineas celulares de sarcoma
sensibles a TRAIL, que incluyé un estudio comparativo entre las diferentes
formulaciones liposomales generadas a varias concentraciones de TRAIL. Las
células A673, debido a su elevada sensibilidad a la apoptosis inducida por el
ligando mortal y a la ausencia de diferencias significativas observadas entre los
efectos de LUV-TRAIL y LUVDOX-TRAIL (1/10), fueron analizadas con una Unica
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dosis de liposomas, correspondiente a 1 pg/ml de TRAIL/ 6,45 pM de
doxorrubicina. Las gréficas de la Figura 4.42 muestran los resultados obtenidos.
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Figura 4.42 Anédlisis comparativo de la citotoxicidad de LUV-TRAIL, LUVDOX (1/10) y
LUVDOX-TRAIL (1/10) a diferentes tiempos sobre células A673, HT1080 y RD. Las células de
sarcoma A673, HT1080 y RD se trataron con LUV-TRAIL, LUVDOX (1/10) y LUVDOX-TRAIL (1/10),
denominados con las siglas LT, LD y LDT respectivamente. Las concentraciones de liposomas
empleados corresponden a 100, 300 y 1000 ng/ml de TRAIL (0, 7, 2 y 6,45 uM de doxorrubicina
aproximadamente). Tras un periodo de incubacién de 1, 2, 4, 6, 8 y 20 horas, se midieron los niveles
de muerte celular mediante un marcaje con anexina-V. Las graficas muestran la mediatSD de al
menos tres experimentos independientes. El signo asterisco indica la significacion entre LT y LDT
(*p<0,05, **p<0,01, +95%CI). El signo almohadilla indica la significacion entre LD y LDT (# p<0,05,
## p<0,01, ### p<0,001, +95%CI).

Las células A673 presentaron una respuesta equivalente y gradual a lo
largo del tiempo frente a la citotoxicidad producida por LUV-TRAIL y LUVDOX-
TRAIL (1/10), siendo ligeramente mayor el potencial apoptético de LUVDOX-
TRAIL (1/10). Por otro lado, LUVDOX (1/10) sélo fue capaz de inducir muerte
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celular a los tiempos mas largos de incubacion, sin superar el 30% de células

apoptéticas.

En el caso de la linea celular HT1080, las concentraciones bajas de las
formulaciones liposomales analizadas (correspondientes a 100 y 300 ng/ml de
TRAIL) no indujeron una elevada muerte celular, a excepcién de la incubacién al
tiempo mas largo de 20 horas en el tratamiento con LUVDOX-TRAIL (1/10),
alcanzando un porcentaje practicamente del 100% de muerte celular a la
concentracion de 300 ng/ml del ligando mortal. Por otro lado, cuando las células
HT21080 se incubaron a la dosis maxima de tratamiento, se observé un incremento
de muerte celular conforme aumenté el tiempo de exposicion con las tres
formulaciones analizadas. En este caso, LUVDOX-TRAIL (1/10) present6 de
forma significativa un mayor potencial apoptético con respecto a LUV-TRAIL a los
tiempos de 8 y 20 horas.

De forma similar a las células HT1080, la linea celular RD presento
sensibilidad a la dosis minima analizada Unicamente en el tratamiento con
LUVDOX-TRAIL (1/10) al tiempo maximo de 20 horas, aunque sin superar valores
del 40% de muerte celular. Por otro lado, a la concentracion intermedia analizada
de 300 ng/ml, se observé un aumento en la citotoxicidad en relacion con el tiempo
de incubacion con los tres tratamientos, alcanzando de nuevo diferencias
significativas entre LUVDOX-TRAIL (1/10) y LUV-TRAIL en el periodo de 20
horas. Este aumento en el potencial citotoxico en relacion con el periodo de
incubacién también se reflejé en la concentracibon méaxima de TRAIL acoplado a
los liposomas, llegando a una muerte celular inducida por LUVDOX-TRAIL (1/10)
del 60% a las 8 horas y alcanzando el 100% al tiempo maximo de incubacion de
20 horas.

Los resultados obtenidos en los ensayos comparativos de los tratamientos
LUV-TRAIL, LUV-DOX (1/10) y LUVDOX-TRAIL (1/10) a diferentes tiempos de
incubacioén (Figura 4.42) permiten concluir que la combinacion de doxorrubicina y
TRAIL en la misma nanoparticula lipidica produce una sinergia que mejora la

capacidad citotoxica del ligando mortal, asi como una cinética de accion mas
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rdpida de LUVDOX-TRAIL, alcanzando valores de muerte celular en torno al
100% a la concentraciones de TRAIL més alta con respecto al tratamiento con
LUV-TRAIL en las lineas celulares de sarcoma analizadas.

4.6 Estudio de la actividad anti-tumoral ex vivo de LUVDOX-

TRAIL en células tumorales primarias

Tras los buenos resultados de citotoxicidad obtenidos con la formulacion
LUVDOX-TRAIL en las lineas celulares de sarcoma analizadas, se analizo el
efecto anti-tumoral de las diferentes formulaciones de TRAIL sobre células
tumorales aisladas de tumores de pacientes con sarcoma. Para ello, se
obtuvieron muestras frescas de biopsias de 3 pacientes con sarcoma, cuyas
células se aislaron siguiendo el protocolo indicado en Materiales y Métodos
(Apartado 3.2.5.3).

Inicialmente, se analizd la expresion de los 2 receptores mortales pro-
apoptéticos de TRAIL, DR4 y DR5, en la superficie de las células tumorales
primarias mediante citometria de flujo empleando anticuerpos especificos. Los

datos obtenidos se muestran en la Figura 4.43.

PACIENTE 1 PACIENTE 2 PACIENTE 3

DR5

----------- CONTROL ISOTIPO

w— DR

Figura 4.43 Anédlisis de la expresion de los receptores de TRAIL en la superficie de células
derivadas de paciente con sarcoma. Los niveles de expresion de DR4 y DR5 se analizaron con un
marcaje con anticuerpos especificos marcados con fluorocromos contra cada receptor mortal. Los
valores de fluorescencia se midieron mediante citometria de flujo y se representaron junto con el
control de isotipo correspondiente.
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El andlisis de los receptores, mostrado en la Figura 4.43, indica que las
células tumorales de sarcoma procedentes de los 3 pacientes expresaban, en
mayor o menor medida, los 2 receptores mortales pro-apoptéticos DR4 y DR5 en
superficie.

Atendiendo a la expresion del receptor DR4 en superficie, el paciente 1
present6 dos poblaciones celulares, un grupo celular que expresé altos niveles de
DR4 y otro grupo que carecio de su presencia en la membrana plasmética. Por el
contrario, la expresion del receptor DR5 en el paciente 1 fue positiva aunque
significativamente menor que la del receptor DR4. El paciente 2 presento
expresion de DR4 y DR5 de forma equivalente en la superficie celular, mientras
gue en el paciente 3, la expresion de DR5 fue mayor que la del receptor DR4.

La presencia de los receptores mortales de TRAIL en superficie hace
posible que las distintas formulaciones de TRAIL puedan ejercer un efecto
citotéxico sobre las células de sarcoma derivadas de estos pacientes. Por ello, se
realiz6 un ensayo citotoxico para validar el posible efecto anti-tumoral de distintas
formulaciones de TRAIL. Las células se incubaron con TRAIL soluble, LUV-
TRAIL, LUVDOX 1/10, LUVDOX-TRAIL 1/10, asi como doxorrubicina soluble
durante 16 horas a una concentracion de TRAIL de 2 pg/ml. Como control de
muerte celular especifica de TRAIL se incluyé el empleo del anticuerpo
blogueante de TRAIL, RIK, y el inhibidor general de caspasas, z-VAD-fmk en el
tratamiento con LUV-TRAIL sobre uno de los pacientes. La representacion del
porcentaje de muerte celular se realiz6 teniendo en cuenta los valores especificos
de muerte celular derivados del tratamiento, que se obtuvieron tras restar la
muerte celular basal a la muerte celular total obtenida en cada punto

experimental. Los datos obtenidos se representan en la Figura 4.44.
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Figura 4.44 Citotoxicidad de diferentes formulaciones de TRAIL en células humanas de
sarcoma procedentes de paciente. A. Las células obtenidas de los pacientes 1, 2 y 3 fueron
tratadas con TRAIL soluble (ST), LUV-TRAIL (LT), doxorrubicina soluble (Doxo), LUVDOX 1/10 (LD
(1/10)) y LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT (1/10)) a una concentraciéon de 2 ug/ml de TRAIL y/o 6,45 pM
de doxorrubicina, durante 16 horas. B. Las células tumorales obtenidas del paciente 1 se pre-
incubaron una hora con RIK (500 ng/ml) y z-VAD-fmk (30 pM). Tras el periodo de incubacién con los
inhibidores, las células se trataron con LUV-TRAIL a una concentracion de 2 pg/ml durante 16
horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion de los experimentos, las células se marcaron con
anexina-V y los resultados se analizaron mediante citometria de flujo. (*p<0,05, +95%CI).

Los datos de citotoxicidad muestran como las células de sarcoma
procedentes de los pacientes analizados fueron sensibles al efecto anti-tumoral
inducido por TRAIL. Las células fueron ligeramente sensibles a la apoptosis
inducida por TRAIL soluble, cuya media de muerte celular especifica no supero el
15% de la muerte celular especifica. Sin embargo, la citotoxicidad inducida por
LUV-TRAIL aument6 con respecto a la forma soluble del ligando, alcanzando una
diferencia significativa con respecto a TRAIL soluble. La incubacién de las células
con doxorrubicina soluble a la concentracion presente en los liposomas
encapsulados con la misma no presenté citotoxicidad, sin embargo, el tratamiento
con LUVDOX 1/10 indujo elevados niveles de muerte celular. No obstante,
LUVDOX-TRAIL 1/10 fue la formulaciéon que presentd mayor potencial citotoxico,
alcanzando también una diferencia significativa con respecto a LUV-TRAIL,

significacion no presente en el tratamiento con LUVDOX 1/10.

Asimismo, la incubacién con el bloqueante de TRAIL, RIK, previamente al
tratamiento con LUV-TRAIL en el paciente 1, redujo a mas de la mitad el valor

obtenido de muerte celular, lo que indica que la ejecucion de apoptosis es
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principalmente mediada por TRAIL. De forma similar se bloqueé la muerte celular
con la inhibicion de las caspasas mediante el compuesto z-VAD-fmk,
evidenciando que TRAIL induce una muerte celular orquestada por la activacion
de las caspasas en la cascada apoptética.

La citotoxicidad observada en los experimentos realizados sobre células
tumorales primarias provenientes de tumores de pacientes con sarcoma evidencia
una sensibilidad al efecto anti-tumoral de TRAIL por parte de algunos tumores
primarios de sarcoma con expresion positiva de los receptores mortales en
superficie. En este sentido, el tratamiento con LUV-TRAIL es mas eficiente que la
forma soluble del ligando mortal, siendo ademas su potencial citotdxico
incrementado con la encapsulacion de doxorrubicina en el interior del liposoma,
en la formulacion LUVDOX-TRAIL 1/10.

4.7 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-

TRAIL en un modelo tumoral animal

47.1 Estudio delatoxicidad in vivo de LUVYDOX-TRAIL

Los positivos resultados obtenidos in vitro y ex vivo en relacion a la
capacidad citotéxica de LUVDOX-TRAIL hizo que se quisiera validar su eficacia
anti-tumoral in vivo. De este modo se disefi6 un modelo animal de xeno-injerto
tumoral subcutaneo empleando las células HT1080 en ratones Hsd:Athymic
Nude-Foxnl™. La metodologia utilizada se detalla en el apartado correspondiente

a Materiales y Métodos (Apartado 3.2.8.1).

Dada la elevada citotoxicidad mostrada por la formulacién LUVDOX-TRAIL
in vitro, inicialmente se realiz6 un estudio de toxicidad tras su administracion
sistémica en ratones para corroborar la seguridad del tratamiento. De este modo,
5 animales fueron tratados con 36 pg de TRAIL administrados en la formulacion
LUVDOX-TRAIL 1/10 en 4 inyecciones con un intervalo de 2 dias entre cada
administracion. Como control, 2 animales fueron tratados con PBS de forma
paralela. Los animales fueron sacrificados a las dos semanas tras la ultima

administracién y los diferentes tejidos y la sangre se extrajeron de todos los
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animales para su posterior analisis. Las imagenes histol6gicas obtenidas de los
tejidos extraidos tras la tincion con hematoxilina-eosina se muestran en la Figura
4.45.

LUVDOX-TRAIL

Rifion

Higado

Bazo

Ovario

Figura 4.45 Estudio de la toxicidad in vivo en drganos de LUVDOX-TRAIL 1/10. A. Andlisis
histoldgico de los tejidos del rifion, higado, bazo y ovario tras la administracion en 4 dosis de PBS
(CTROL) o LUVDOX-TRAIL con cantidades de 36 pg de TRAIL en dias alternos. La tincion
empleada fue hematoxilina-eosina.

Tal y como se observa en la Figura 4.45, en ninguno se los tejidos
estudiados se evidenciaron signos de infiltrado inflamatorio, fibrosis o necrosis
derivados del tratamiento con LUVDOX-TRAIL 1/10, descartando de este modo

una toxicidad manifiesta en dichos érganos.

Ademas, dado el efecto hepatotoxico ampliamente descrito para el
tratamiento con determinadas formulaciones de TRAIL [281], se llevo a cabo el
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analisis en suero de los niveles de las enzimas hepaticas aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT). Por otra parte, una de
las principales toxicidades descritas para la doxorrubicina es la toxicidad cardiaca
[404]. A pesar de que en su forma liposomal se ha descrito que la cardiotoxicidad
de la doxorrubicina es menor [405], se analiz6 en suero los niveles de la enzima
creatin-kinasa (CK) y su forma cardiaca (CK-MB). Los resultados se muestras en
la Figura 4.46.
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Figura 4.46 Estudio de la toxicidad hepética y cardiaca in vivo de LUVDOX-TRAIL 1/10. A.
Determinacién de los niveles en suero de las enzimas ALT y AST realizada por nefelometria. B.
Determinacién de los niveles en suero de las enzimas CK y CK-MB realizada mediante inmuno-
ensayo automatizado. Para ambas determinaciones se empled el suero obtenido mediante la
centrifugacion de las muestras de sangre obtenidas mediante puncion cardiaca en los animales
tratados. La representacion muestra los valores obtenidos de 2 animales pertenecientes al grupo
control (CTRL) y 4 animales del grupo LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10).

No se observaron aumentos en los niveles de las enzimas ALT y AST, lo
gue descartd un dafio hepético en los animales, ni tampoco se produjo un
aumento de los niveles de las enzimas CK y CK-MB indicando la ausencia de

dafio cardiaco.

De este modo, se pudo confirmar que el tratamiento con LUVDOX-TRAIL
1/10 es seguro como tratamiento anti-tumoral, no mostrando toxicidad sistémica ni

efectos secundarios negativos visibles en los animales.
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4.7.2 Estudio de la actividad anti-tumoral in vivo de LUVDOX-TRAIL

Una vez comprobada la seguridad en la administracion sistémica de
LUVDOX-TRAIL 1/10, se procedié a validar su eficacia como tratamiento anti-
tumoral. Para ello, los animales se repartieron en 3 grupos: control, LUV-TRAIL y
LUVDOX-TRAIL 1/10. Cuando el tumor injertado subcutaneo alcanzé el volumen
de 100 mm?, se inicié la administraciéon intra-peritoneal de PBS, LUV-TRAIL o
LUVDOX-TRAIL 1/10 con inyecciones durante 4 dias consecutivos, con una
cantidad de 36 pg de TRAIL por inyeccion. El crecimiento tumoral se monitorizo
cada 1-2 dias, considerandose criterio de punto final un volumen tumoral superior
a 1000 mm?3. La supervivencia de los ratones tratados con los distintos
tratamientos se monitorizé durante 20 dias. Los datos obtenidos se muestran en
la Figura 4.47.
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Figura 4.47 Supervivencia tras el tratamiento in vivo con LUVDOX-TRAIL 1/10. Los ratones con
tumores xeno-gréaficos fueron tratados durante 4 dias con inyecciones intra-peritoneales de PBS
(CTROL), LUV-TRAIL (LT, 36 pg de TRAIL/dosis) y LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10, 36 ug de
TRAIL/dosis). El experimento se monitoriz6 durante 20 dias. Representacién del porcentaje de
supervivencia mediante un gréfico Kaplan-Meier.

Como se puede observar en la Figura 4.47, el crecimiento tumoral
experimentado por el grupo control fue rapido, de modo que ningdn animal
sobrevivi6 mas alld del dia 13 de experimento. Por el contrario, el grupo de

ratones tratados con LUV-TRAIL sobrevivio hasta el dia 18, mientras que el grupo
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de tratamiento con LUVDOX-TRAIL 1/10 alcanz6 el dia 20 un total del 66,7% de
los animales (4 de los 6 ratones que integraron el grupo).

Por otra parte, se realizé una medicion periddica del volumen tumoral en
todos los ratones de los distintos grupos incluidos en el experimento (Figura 4.48).
Tal y como se observa en la Figura 4.48, el tratamiento con LUV-TRAIL mostr6 un
efecto de ralentizaciéon en el crecimiento tumoral con respecto al grupo control,
efecto que fue mucho mas acentuado en los ratones tratados con LUVDOX-
TRAIL 1/10.
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Figura 4.48 Crecimiento tumoral tas el tratamiento in vivo con LUVDOX-TRAIL 1/10. Los
ratones con tumores xeno-graficos fueron tratados durante 4 dias con inyecciones intra-peritoneales
de PBS (CTROL), LUV-TRAIL (LT, 36 ug de TRAIL/dosis) y LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10, 36 pg
de TRAIL/dosis). El experimento se monitorizd durante 20 dias. Crecimiento tumoral representado a
partir de los voliumenes tumorales (Longitud x Altura x Profundidad) alcanzados a lo largo del
tiempo.

Para comprobar objetivamente que se producia un retraso en el
crecimiento tumoral tras el tratamiento con LUV-TRAIL y sobre todo con
LUVDOX-TRAIL, se elaboré una representacion tomando como referencia los

tiempos en los que los distintos grupos de tratamiento alcanzaron un volumen de
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tumor correspondiente al 25%, 50% y 75% del volumen final alcanzado en el
momento de aplicar el criterio de punto final (Figura 4.49). De este modo, se
observd que los grupos control y LUV-TRAIL alcanzaron el 25% y 50% del
volumen final al mismo tiempo, pero se ralentiz6 de forma significativa el
crecimiento a la hora de alcanzar el 75% del volumen final en el grupo de
tratamiento con LUV-TRAIL con respecto al grupo control. Por otro lado,
LUVDOX-TRAIL 1/10 freno6 el tiempo en el que los animales tardaron en alcanzar
el 25%, 50% y 75% del volumen final, mostrando diferencias significativas con
respecto al control y al tratamiento con LUV-TRAIL.
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Figura 4.49 Valoracion del crecimiento tumoral tras el tratamiento in vivo con LUVDOX-TRAIL
1/10. Analisis temporal del crecimiento tumoral, cuya representacion muestra los dias tardados en
alcanzar el 25%, 50% y 75% del tamafio con respecto al volumen final en el momento del sacrificio
de cada grupo de tratamiento. (*p<0,05, **p<0,01).

Con los resultados obtenidos en los ensayos in vivo con LUVDOX-TRAIL,
se puede concluir que la formulacion LUVDOX-TRAIL 1/10 no so6lo mostré una
alta seguridad como tratamiento, sino que ademas produjo una ralentizacion en el
crecimiento tumoral y un incremento en el porcentaje de supervivencia con
respecto al tratamiento con LUV-TRAIL en el modelo animal tumoral estudiado.
Estos datos pre-clinicos, por tanto, demuestran que LUVDOX-TRAIL tiene un

elevado potencial como terapia anti-tumoral.

203



Resultados y Discusion

204



DISCUSION
GENERAL







Discusion General

5 DISCUSION GENERAL

TRAIL, a diferencia de otros miembros de la familia del TNF, ha sido
considerado un prometedor agente anti-tumoral desde que se describi6 su
capacidad para inducir muerte celular de forma selectiva en las células tumorales,
sin afectar a células sanas [108, 109]. TRAIL ha demostrado una gran seguridad
durante la administracion sistémica tanto en modelos animales, en contraposicion
a otros ligandos mortales con elevada hepatotoxicidad como FasL [223], como en
humanos durante su uso en ensayos clinicos [225, 227]. Sin embargo, estos
mismos ensayos clinicos realizados en pacientes con distintos tipos de cancer no
demostraron una evidente eficacia de TRAIL como tratamiento anti-tumoral tanto
s6lo como en combinaciébn con otros tratamientos. Aunque no esta claro
completamente el porqué de esta limitada eficacia contra tumores en humanos,
una de las causas podria ser el pobre perfil farmacocinético de la forma soluble de
TRAIL empleada en algunos de los ensayos clinicos. Ademas, esta forma soluble
posee un bajo nivel de entrecruzamiento que no facilita la adecuada agregacion
de los receptores mortales, requerida para la correcta activacion de la
sefalizacion a través del receptor DR5, el principal receptor pro-apoptético
descrito en numerosos tipos de células tumorales [231]. De hecho, TRAIL no es
secretado por las células efectoras del sistema inmune en su forma soluble, sino
asociado a la superficie de los exosomas, lo que le proporciona un mayor
potencial citotéxico [106, 107]. Esto podria implicar que terapias basadas en
constructos de la proteina en forma transmembrana podrian ser una mejor
aproximacion como terapia anti-tumoral en comparacion con las desarrolladas
hasta la fecha y empleadas en ensayos clinicos que se han basado en la forma

soluble del ligando mortal.

En este sentido, nuestro grupo ha sido pionero en el desarrollo de
vesiculas lipidicas artificiales, semejantes a los exosomas fisiologicos, con TRAIL
anclado en la superficie, denominados LUV-TRAIL. Trabajos anteriores de
nuestro grupo han demostrado que LUV-TRAIL presenta un mayor potencial
apoptdtico que la forma soluble del ligando sobre un amplio panel de células

tumorales in vitro, asi como un mayor efecto anti-tumoral in vivo [367]. Este mayor
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efecto apoptotico por parte de LUV-TRAIL ha demostrado responder a una mayor
habilidad de esta formulacion para agrupar los receptores mortales,
especialmente DR5, en estructuras supramoleculares induciendo un mayor
reclutamiento del DISC, lo que conduce a una sefializacion apoptética mas
potente y eficiente [141, 303, 307-310].

En este trabajo se ha querido ampliar el estudio desarrollado previamente
por nuestro grupo sobre el potencial citotéxico de LUV-TRAIL utilizando el
sarcoma como modelo tumoral, asi como explorar la incorporacion de otras

drogas a esta formulacion para mejorar su capacidad anti-tumoral.

5.1 Validacién del efecto de LUV-TRAIL sobre lineas celulares

de sarcoma

Las lineas celulares de sarcoma analizadas presentaron diferente
sensibilidad a TRAIL dependiendo del tipo celular. Las lineas celulares RH4 y
CADO-ES mostraron una total resistencia al efecto citotoxico de TRAIL, tanto en
la forma soluble del ligando como acoplado a la superficie de liposomas en la
formulacion LUV-TRAIL. El andlisis inicial de expresion de proteinas mostrd
niveles deficientes de la caspasa-8 en la linea celular RH4, mientras que las
células CADO-ES mostraron una completa ausencia de esta caspasa iniciadora
de la ruta extrinseca, lo que puede explicar su elevada resistencia al efecto de
TRAIL observada a lo largo de todo el presente trabajo. Ademas, las células RH4
mostraron adicionalmente bajos niveles de Bid, lo que supone ademas que en
este tipo celular la sefializacion apoptética debida a la amplificacion a través de la
ruta mitocondrial estaria seriamente comprometida. Como ya se discutird mas
adelante, estos resultados indican que aunque la formulacion basada en el
anclaje de TRAIL a la superficie de los liposomas es capaz en muchas ocasiones
de superar la capacidad citotéxica de la forma soluble de este ligando, LUV-TRAIL
necesita de la presencia de las mismas moléculas pro-apoptéticas intracelulares
(caspasa-8 y Bid) que TRAIL soluble para ejercer su actividad apoptotica. Por el
contrario, las células A673, HT1080 y RD mostraron diferente grado de
sensibilidad al efecto citotoxico de TRAIL. Las células A673 se caracterizaron por

ser altamente sensibles al potencial apoptético de TRAIL de forma equivalente
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tanto para TRAIL soluble como para LUV-TRAIL. Cabe destacar que la linea
celular A673 fue la unica linea celular analizada que presentdé una expresion
significativa del receptor DR4 en superficie, asi como los niveles mas elevados de
expresion en superficie del receptor DR5 en comparacion con las demas lineas
celulares. La presencia del receptor DR4 podria explicar la alta sensibilidad a la
forma soluble del ligando exclusivamente observada en las células A673,
alcanzando niveles semejantes de muerte celular a los inducidos por LUV-TRAIL,
gue a su vez induciria apoptosis principalmente a través de DR5 tal y como se ha
descrito en otros tipos de células tumorales [141, 310]. Por el contrario, las lineas
celulares HT1080 y RD mostraron una menor sensibilidad a la forma soluble de
TRAIL, la cual se vio aumentada por la formulacion LUV-TRAIL con la que se
consiguidé una aceptable sensibilidad al efecto citotéxico de TRAIL. Como se ha
constatado en trabajos anteriores, el anclaje del ligando mortal a la superficie de
los liposomas podria potenciar el efecto citotdxico gracias al aumento de
estabilidad de la proteina y a una distribucion espacial que favorece la agrupacion
de los receptores mortales en la superficie celular de las células diana,
especialmente requerida para la activacion de la apoptosis a través de DR5 [141,
310].

Ademas, tal y como se ha indicado anteriormente, la muerte celular
inducida por LUV-TRAIL requiere de la presencia de caspasa-8 y, en las células
sensibles al efecto citotoxico de TRAIL, la accion citotoxica de LUV-TRAIL fue
precisamente debida a la activacion de la ruta extrinseca de la apoptosis iniciada
por la caspasa-8, tal y como demuestran los resultados obtenidos en los
experimentos de inhibicion realizados en el presente trabajo tanto con el
anticuerpo bloqueante de TRAIL, RIK, como con el inhibidor selectivo de caspasa-
8, IETD-fmk. Esta activacion de la cascada apoptotica se produjo de forma muy
rapida en las células A673, donde LUV-TRAIL present6 una cinética de activacion
de la apoptosis mas rapida que TRAIL soluble. Sin embargo, las células HT1080 y
RD demostraron requerir tiempos mas largos para la ejecuciéon de la muerte
apoptatica inducida por LUV-TRAIL.
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Por otra parte, resulta interesante destacar que la apoptosis inducida por
TRAIL en células sensibles mostr6 un perfil de muerte celular inmunogénica, tal y
como indica la exposicion de calreticulina observada en superficie, siendo estos
niveles superiores en el tratamiento con LUV-TRAIL frente a la forma soluble del
ligando. Este resultado sugiere que tanto TRAIL soluble como LUV-TRAIL podrian
inducir muerte inmunogénica, aunque para demostrarlo es necesario analizar el
efecto de la inmunizacion in vivo con células tumorales muertas por LUV-TRAIL o
TRAIL soluble sobre el desarrollo tumoral. La muerte celular inmunogénica es una
modalidad de muerte celular inducida y activada por determinados mecanismos,
entre ellos la activacion de caspasas y el estrés del reticulo endoplasmico (ER)
gue estimula una respuesta inmune adaptativa a través de la exposicion de
antigenos en la superficie celular y la liberacion de factores solubles por parte de
las propias células muertas [406, 407]. La muerte celular inmunogénica constituye
de este modo un mecanismo de inmunovigilancia tanto contra patégenos
infecciosos como en el cancer. Sin embargo, las células tumorales en ocasiones
escapan de esta inmunovigilancia por defectos en la maquinaria molecular que
subyace a la liberacibn de los adyuvantes enddgenos requeridos para la
activacion de la respuesta inmune o por defectos en los mecanismos efectores
inmunoldgicos [408, 409]. En este sentido, el empleo de terapias anti-tumorales
gue induzcan no solo la muerte celular en las células cancerosas, sino que
ademas activen la respuesta inmune del propio paciente contra el tumor ha
demostrado ser un factor importante que contribuye al éxito a largo plazo de la
terapia anti-tumoral [408]. Es por ello que, ante un hipotético uso futuro de la
formulacion LUV-TRAIL en ensayos clinicos, ademas de tratarse de una versién
mas citotdxica frente a células tumorales que la forma soluble de TRAIL, el hecho
de que pudiera inducir una muerte celular inmunogénica contribuiria a facilitar la
accion del sistema inmunolégico del paciente frente al tumor que padece y se esté

tratando.

La muerte celular inmunogénica depende del estrés de reticulo ER y de la
produccion tras el mismo de especies reactivas de oxigeno (ROS) [410]. Existen
evidencias que indican que el estrés de ER y los ROS activan sinérgicamente las

vias de sefalizacién de peligro y contribuyen a la movilizacién de los DAMP al
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espacio extracelular [411], por lo que parece que la produccion de estrés de ER y
de los ROS asociados son importantes para la muerte celular inmunogénica y su
induccién simultanea es fundamental para inducir la inmunogenicidad. Ademas, el
estrés de ER y la produccion de ROS mejoran considerablemente los diferentes
tipos de emision de DAMP. Por otra parte, el estrés de ER produce una aumento
de la expresion del receptor pro-apoptético DR5 [412], que de hecho junto con
otros mecanismos, podrian sensibilizar a las células transformadas, y también no
transformadas, a la muerte celular por TRAIL [209]. En este sentido, se ha
descrito que determinados agentes inductores de estrés de reticulo presentan un
mecanismo citotoxico que, ademas de favorecer una muerte celular

inmunogénica, produce una regulacion positiva de DR5 [413].

Por otra parte, el estrés de ER no sélo esta implicado en la induccion de
muerte celular inmunogénica sino que también puede inducir una respuesta
inflamatoria que contribuye a la inflamacién crénica observada en cancer y en
otras afecciones. En este sentido, se ha descrito recientemente que el estrés de
ER inicia la activacion de NF-kB y consecuentemente la inflamacion a través del
incremento de la expresion asi como de la activacién de los receptores de TRAIL
[414]. Esta activacién de los receptores de TRAIL tras el estrés de ER es
independiente de la accién del ligando e induce la activacibon de NF-kB
dependiente de caspasa-8/FADD/RIPK1 dando lugar a la produccion de citocinas
inflamatorias. Es por ello que los receptores mortales de TRAIL pueden actlan
como SAMP (patrones moleculares asociados al estrés, del inglés Stress-
Associated Molecular Patterns). A la vista de esto, aunque la induccion de estrés
de ER podria mejorar las terapias basadas en TRAIL dado el incremento de la
expresion de los receptores mortales para este ligando, este mismos incremento
de los receptores mortales de TRAIL también podria favorecer la inflamacion
cronica asociada a la génesis del cancer. En este sentido, cabe recordar que
aunque se ha implicado a TRAIL endégeno en los mecanismos de
inmunovigilancia anti-tumoral, también se ha descrito que TRAIL enddégeno
autocrino tiene un papel pro-tumorigénico promoviendo la migracion celular
mediante la estimulacion de DR5 expresando Racl que, a su vez, activa PI3K

[122]. En definitiva, aunque la explotacion de la sefalizacion a través de la via de
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TRAIL y sus receptores puede seguir teniendo un gran potencial como tratamiento
anti-tumoral, no debe perderse de vista su implicacion en diversos mecanismos

gue pueden favorecer la generacién de cancer.

En cualquier caso, futuros estudios que profundicen en la relacién entre la
muerte celular inmunogénica inducida por LUV-TRAIL, su posible relacion con el
estrés de ER y la regulacién positiva de DR5 que ésta conlleva, asi como la
posibilidad de combinar LUV-TRAIL con agentes inductores de ER y muerte
celular inmunogénica serian de gran utilidad ya que, de este modo, una posible
sensibilizacion intrinseca de LUV-TRAIL al efecto de TRAIL mediante un aumento
de DR5 a través del estrés de ER, ademas de la demostrada induccion de muerte
inmunogénica por LUV-TRAIL, haria de esta formulacién un potente agente anti-
tumoral in vivo, muy completo y eficaz con vistas al desarrollo de futuras terapias

clinicas para pacientes con cancer.

Finalmente, estudios del efecto de TRAIL a largo plazo sobre las células
humanas de sarcoma demostraron que TRAIL no solo fue capaz de ejercer un
efecto citotéxico inmediato sino que también produjo un descenso de la
proliferacion y supervivencia celular, siendo significativamente mas potente en el
caso de LUV-TRAIL, manifestando de nuevo ventajas en la forma transmembrana
de la proteina frente a la forma soluble y apoyando con ello el hipotético uso de

esta formulacion en la clinica.

5.2 Optimizacion del efecto citotéxico de LUV-TRAIL a través de

diferentes aproximaciones experimentales

5.2.1 Terapia combinada de TRAIL con agentes sensibilizantes

Tal y como se ha comentado anteriormente, en el presente trabajo se han
explorado distintas aproximaciones experimentales para mejorar la capacidad
anti-tumoral de LUV-TRAIL, ya sea funcionalizando dicha formulacién como se
discutirA mas adelante, o bien mediante la combinacién de LUV-TRAIL con
distintos agentes sensibilizantes. A pesar de haber analizado 7 compuestos

diferentes con potencial efecto sensibilizador descrito a la muerte inducida por
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TRAIL a través de diferentes mecanismos (flavopiridol, doxorrubicina,
trabectedina, bortezomib, SNS-032, 4cido valproico y FK228), en ningun caso se
logré superar la resistencia a la apoptosis en las células analizadas resistentes a
TRAIL, RH4 y CADO-ES. En vista de estos resultados, parece que ninguno de los
mecanismos de sensibilizacion descritos para estos compuestos es capaz, en
estos tipos celulares, de contrarrestar la ausencia de la maquinaria apoptética,
principalmente caspasa-8, necesaria para que LUV-TRAIL ejerza su accion

citotéxica.

Por el contrario, el compuesto flavopiridol fue el que mejor respuesta
sensibilizadora presento en las lineas celulares de sarcoma analizadas sensibles
a TRAIL, proporcionando una mejora en el perfil citotoxico para ambas
formulaciones del ligando mortal, tanto TRAIL soluble como LUV-TRAIL, cuando
se combinaron con flavopiridol. El incremento en el potencial apoptético de TRAIL
en combinacién con flavopiridol en las células A673 se correlacioné con el
descenso en los niveles de las proteinas anti-apoptéticas cFLIP y XIAP,
mejorando principalmente la citotoxicidad de LUV-TRAIL. En el caso de las
células HT1080 y RD, que mostraron una mayor sensibilidad al efecto citotdxico
de TRAIL soluble y LUV-TRAIL en el tratamiento combinado con flavopiridol, este
aumento de la citotoxicidad se correlacion6 con el descenso de cFLIP. Aunque no
se ha analizado en este trabajo, la induccién de estrés del ER mediada por
flavopiridol [415] también podria potenciar el efecto de LUV-TRAIL tal y como se
ha descrito previamente con TRAIL soluble y otros inductores de estrés de ER
[209]. Asimismo, la muerte celular inducida por el tratamiento con ambas
formulaciones de TRAIL combinadas o no con flavopiridol sobre las lineas
celulares A673, HT1080 y RD, demostr6 ser eminentemente un proceso
dependiente de caspasas donde, ademas de la activacion de la ruta extrinseca de
la apoptosis a través de la caspasa-8, también fue requerida la actividad de la
caspasa-9 para la correcta ejecucion del programa apoptético, sugiriendo que las
3 lineas celulares son células de tipo Il en lo referente a la muerte celular inducida
por TRAIL. En cualquier caso, el mayor potencial apoptético observado en el
tratamiento combinado tanto de TRAIL soluble como de LUV-TRAIL con

flavopiridol se correlacion6 con un incremento en la activacion de la sefializacion a
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través de la ruta extrinseca de la apoptosis, lo que podria explicar la induccién de
muerte celular mucho mas eficiente para ambas formulaciones de TRAIL en
combinacion con flavopiridol. Asimismo, resultd interesante que este efecto
potenciador de la capacidad citotoxica de TRAIL en combinacién con flavopiridol
no solo se detectdé a corto plazo, sino que en un analisis a largo plazo se
demostré que el descenso en la proliferacion y supervivencia celular ejercido por
TRAIL soluble y principalmente LUV-TRAIL fue favorecido por la combinacién con
flavopiridol.

Por otro lado, la doxorrubicina proporcion6 una ligera sensibilizacion a
LUV-TRAIL en la linea celular A673, que podria responder a un ligero aumento de
la expresion de DR5 en la membrana celular, mientras que la forma soluble del
ligando fue la que méas se beneficié del tratamiento combinado con doxorrubicina
en la linea celular HT1080. Por el contrario, la doxorrubicina no presentd ningin
efecto sensibilizador a TRAIL sobre las células RD. A su vez, la trabectedina
potencio la citotoxicidad de TRAIL soluble y LUV-TRAIL en las células A673,
mientras que so6lo mejord la sensibilidad a TRAIL soluble en las células RD.
Aunque se realizaron experimentos para discernir los mecanismos subyacentes a
la sensibilizacion observada de las distintas formulaciones de TRAIL con los
tratamientos combinados con doxorrubicina y trabectedina en las células A673,
HT1080 y RD, no se pudo correlacionar el aumento de citotoxicidad de TRAIL
observado con ninguno de los mecanismos analizados. Concretamente se llevé a
cabo un analisis de la expresién de los receptores mortales en superficie, asi
como un andlisis de expresion de las principales proteinas implicadas en la ruta
de la apoptosis. Sin embargo, los resultados no mostraron cambios ni en los
receptores ni en las proteinas analizadas a las concentraciones de agente
sensibilizante empleadas. Por ello, serian necesarios estudios adicionales para
discernir el mecanismo molecular subyacente a la sensibilizacién a LUV-TRAIL
mediada por doxorrubicina y trabectedina. Estos estudios serian de gran utilidad
para intentar optimizar la combinacion de éstos y otros compuestos con LUV-

TRAIL y mejorar en definitiva la capacidad anti-tumoral de estos compuestos.
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Finalmente, los compuestos bortezomib y SNS-032 no produjeron una
sensibilizacién significativa a los tratamientos con TRAIL soluble y LUV-TRAIL, a
excepcion de TRAIL soluble combinado con bortezomib en las células HT1080,
gue en ningun caso supero la muerte celular inducida por LUV-TRAIL solos.

Por otro lado, dado que el fenotipo de resistencia a la apoptosis en
numerosas células tumorales esta regulado por mecanismos epigenéticos en los
que intervienen las enzimas HDAC [381], se analizo el efecto sensibilizador de los
inhibidores de HDAC sobre TRAIL en lineas celulares de sarcoma. Este efecto ha
sido descrito en algunas lineas celulares implicando un aumento en los niveles de
expresion de los receptores pro-apoptoéticos, en los niveles de expresion de las
caspasas 0 debido a la disminucion en la expresion de proteinas anti-apoptéticas
[387-391]. Sorprendentemente, la combinacion de TRAIL con los inhibidores de
HDAC produjo un efecto negativo sobre la capacidad citotoxica de LUV-TRAIL en
las células HT1080. Esta pérdida del potencial apoptoético, observada para LUV-
TRAIL y no para la forma soluble del ligando, podria responder a cambios en los
patrones de expresion y de localizacién de los receptores pro-apoptoticos de
TRAIL que intervienen en la sefalizacion de la apoptosis de forma diferencial en
funcién de como se presente el ligando. Se ha descrito que la presencia de los
receptores mortales en las balsas lipidicas es capaz de determinar la sensibilidad
de las células tumorales a TRAIL [178, 179]. Es mas, los receptores pro-
apoptéticos DR4 y DR5 tienen diferente expresion en las balsas lipidicas y eso
puede propiciar variaciones en la accién citotéxica de TRAIL. De hecho, en
determinados tipos celulares tumorales, como en la leucemia linfocitica cronica,
DR4 (y no DR5) se encuentra sobre todo en las balsas lipidicas y eso propicia que
este tipo de tumores sean sensibles a TRAIL a través de la activacion de DR4
[159]. Ademas, cabe destacar que en anteriores trabajos de nuestro grupo se
describié la capacidad del acido valproico, un inhibidor de HDAC usado como
anti-convulsivante, de redistribuir y localizar el receptor DR4 en las balsas
lipidicas en células de mieloma, restaurando asi su sensibilidad a la apoptosis
inducida por TRAIL soluble [158]. Dado que, como se ha mencionado
anteriormente, TRAIL soluble principalmente induce apoptosis a través de DR4

mientras que LUV-TRAIL actda activando DR5, es posible que en nuestros
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experimentos los inhibidores de HDAC empleados estén redistribuyendo DR4 a
las balsas lipidicas y no DR5. De este modo, la alteracién en el balance de la
presencia de los diferentes receptores en las balsas lipidicas favoreceria la
muerte inducida por TRAIL soluble, que sefaliza a través de DR4, sin llegar a
aumentar la sensibilidad de las células a esta formulacion y perjudicaria a LUV-
TRAIL en la muerte inducida a través de DR5. Sin embargo, un analisis mas
profundo del mecanismo implicado en los efectos observados usando estos
inhibidores seria necesario para validar la hipétesis planteada sobre la relacion
entre la inhibicién de HDAC vy la distribucién de DR4 y DR5 en las balsas lipidicas.
En definitiva, conocer como esta distribucion diferencial podria afectar a la
citotoxicidad inducida por LUV-TRAIL seria de gran utilidad para aumentar la

eficacia de LUV-TRAIL frente a las células tumorales.

5.2.2 Modificaciéon de la composicion lipidica de LUV-TRAIL

El cambio en las concentraciones de los diferentes componentes lipidicos
de los liposomas se planted inicialmente como un posible elemento potenciador
del efecto apoptético de LUV-TRAIL ya que podrian generar cambios en la
homeostasis de membrana que pudieran afectar a patrones de fluidez,
favoreciendo con ello la agrupacién de los receptores y de este modo potenciar la

sefalizacién apoptotica.

La esfingomielina es uno de los componentes principales de las balsas
lipidicas y constituye un elemento determinante en la estabilizacion de estas
regiones como plataformas sefializadoras [396]. Teniendo en cuenta que los
liposomas habitualmente empleados tienen una composicion de esfingomielina en
su estructura del 30%, se desarrollaron liposomas con 0%, 60% y 80% de
esfingomielina en su composicion para analizar cdmo esta variacion en la
concentracion de esfingomielina podia afectar a la accion citotoxica de LUV-
TRAIL. Por otro lado, se han descrito mecanismos de sensibilizaciéon a la
apoptosis inducida por TRAIL mediante la activacion de PPARy, un ligando
natural de la fosfatidilcolina que induce un aumento en los niveles de expresion de

DR5 y una disminucién de los niveles de cFLIP [397-399]. Es por ello que se
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generaron LUV a diferentes concentraciones de fosfatidilcolina, concretamente
con 5% y 96% de fosfatidilcolina en su composicion, para analizar la posible
mejora del potencial citotoxico en comparacion con LUV-TRAIL clasicos, que
contienen un 50% de fosfatidilcolina en su composicién. Finalmente, se estudiaron
las variaciones en las concentraciones de colesterol debido a que se ha descrito
gue este lipido, ademés de ser uno de los principales componentes de las balsas
lipidicas, constituye un factor determinante en la fluidez e integridad de la
membrana, contribuyendo con ello a la regulacion de la sefial apoptética [175,
416]. Teniendo en cuenta que los liposomas clasicos presentan un 10% de
colesterol en su composicion, se generaron liposomas con 20%, 30%, 40% y 50%
de colesterol para estudiar si variaciones en la cantidad de colesterol podian
mejorar la citotoxicad de LUV-TRAIL. El potencial anti-tumoral de LUV-TRAIL en
las lineas celulares de sarcoma no so6lo no mejord variando la composicién de
esfingomielina, fosfatidilcolina y colesterol, sino que en algunos casos fue
afectado negativamente. Esto es, parece que la composicién clasica basada en
las cantidades semejantes a las presentes en los exosomas fisioldgicos constituye
la composicién mas eficiente para la inducciéon de muerte celular a través de LUV-
TRAIL. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en trabajos anteriores de
nuestro grupo sobre lineas celulares tumorales de diferente origen [367]. Este
hecho podria responder a que la incorporacion lipidica que pudiera producirse en
la membrana celular durante el proceso de acciéon de LUV-TRAIL podria no
localizarse en las balsas lipidicas o traslocarse fuera de las mismas. De este
modo, o0 bien no se variaria la composicion de las balsas lipidicas o en caso de
hacerlo, a causa de la alteracion en el balance fisiolégico de los diferentes
componentes, no se favoreceria la disposicion lipidica 6ptima en el lugar
especifico donde se inicia la sefializacién apoptética, en este caso por LUV-
TRAIL.

Por otro lado, la incorporacion del lipido artificial con capacidad anti-
tumoral edelfosina a la composicion lipidica de LUV-TRAIL (LUV-EDF-TRAIL)
mostré una respuesta variable en funcion del tipo celular. En este sentido se
observaron 4 patrones distintos de comportamiento en las células de sarcoma

analizadas. En la linea celular A673 la incorporacion de edelfosina a LUV-TRAIL
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perjudicé el potencial citotdxico de TRAIL, mientras que en las células HT1080 la
citotoxicidad no se vio afectada. Las células RH4 y CADO-ES, aunque son
resistentes a TRAIL, fueron sensibles a LUV-EDF-TRAIL a expensas de la
edelfosina que presentd un importante efecto citotoxico sobre ambas células,
principalmente en la linea celular RH4. Finalmente, en las células RD se observo
una mejora en el potencial citotoxico de LUV-TRAIL tras la incorporacion de
edelfosina. Esta variabilidad de resultados sobre el efecto citotéxico de LUV-EDF-
TRAIL también se ha observado en trabajos anteriores de nuestro grupo sobre
lineas celulares de cancer de mama [367]. Del mismo modo, se observo que en la
linea celular MDA-231 la incorporacion de edelfosina en LUV-TRAIL no alteraba la
capacidad citotoxica de los mismos, mientras que en las células MDA-468 y
SKBR3 si aument6 la citotoxicidad en comparacién con LUV-TRAIL. Por el
contrario, en la linea celular MCF7 la citotoxicidad observada en el tratamiento

con LUV-EDF-TRAIL era debida fundamentalmente al efecto de la edelfosina.

No se pueden obtener conclusiones generalizadas sobre la
funcionalizacion de LUV-TRAIL mediante la incorporacion de edelfosina en su
composicion, ya que su efecto depende del tipo celular. Sin embargo, los
resultados sugieren que el empleo de edelfosina podria mejorar la accién
citotoxica de LUV-TRAIL en algunos tipos de tumores (como en las células RD), si
bien se necesitarian estudios sobre el mecanismo de sensibilizacion con el fin de
poder seleccionar los tumores que se beneficiarian de este efecto. En otros casos
la edelfosina per se es capaz de matar células tumorales resistentes a TRAIL (y
probablemente a otros tratamientos) como son las células CADO-ES y sobre todo

las células RH4.

De forma adicional, se comprobé que la adicion por separado de LUV-EDF
a distintas concentraciones de edelfosina no mejor6 de manera evidente la
citotoxicidad de TRAIL (ni de la forma soluble ni de LUV-TRAIL) en ninguna linea
celular, salvo en la linea celular RH4. Aunque la adicion de LUV-EDF a ambas
formulaciones de TRAIL no mejoré la citotoxicidad de éstas en las células RH4,
estas células fueron muy sensibles a edelfosina, lo que concuerda con lo

observado en los experimentos anteriores, siendo un dato mas a favor del posible
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uso de edelfosina como tratamiento anti-tumoral en algunos tipos de sarcoma
resistentes a otos tratamientos. Por otro lado, en trabajos anteriores de nuestro
grupo sobre células provenientes de otros tipos de tumores [367], se demostrd
qgque LUV-EDF no sélo tienen capacidad citotdéxica sino que también tienen
capacidad sensibilizadora a TRAIL soluble y LUV-TRAIL en las lineas celulares
tumorales de mama MDA-231 y MDA-468, lo que muestra una vez mas que el
efecto de la edelfosina en particular, y de los agentes anti-tumorales en general,
depende del tipo celular sobre el que se empleen.

Asimismo, la caracterizacion de la muerte celular inducida por LUV-EDF y
LUV-EDF-TRAIL sobre las lineas celulares de sarcoma aportd diferentes
resultados sobre el mecanismo subyacente a la citotoxicidad de LUV-EDF con
TRAIL. Para dichos estudios se seleccionaron las células RH4 porque fueron muy
sensibles al efecto de la edelfosina y las células RD porque fueron las Unicas en
las que se produce un efecto sensibilizador de edelfosina a TRAIL. En la linea
celular RH4, totalmente resistente a TRAIL y muy sensible a edelfosina, la muerte
inducida por las formulaciones LUV-EDF y LUV-EDF-TRAIL se debid, como era
esperable, exclusivamente al efecto de la edelfosina, sin que interviniera TRAIL ni
la via extrinseca de la apoptosis. Ademas, la muerte celular que se produjo no fue
s6lo dependiente de caspasas, sino que también se pudo constatar un
componente necroptético, todo ello sin que interviniera la endocitosis mediada por
dinamina. Por otro lado, en las células RD, caracterizadas por ser parcialmente
sensibles a TRAIL y donde la edelfosina potencié su efecto, se evidencié una
muerte celular inducida por LUV-EDF-TRAIL dependiente totalmente de la
activacion de caspasas, fundamentalmente a través de la via extrinseca debido a
la accion de TRAIL. En este caso, el mecanismo de accion si parecia depender, al
menos en parte, de la endocitosis dependiente de dinamina. Con esto, se puede
concluir que la muerte celular inducida por la edelfosina no siempre es un proceso
exclusivamente apoptético, y en el caso concreto de la linea celular RD, la
edelfosina aunque no parece intervenir en la muerte inducida por LUV-EDF-
TRAIL, en la que no se observa un proceso de necroptosis, si interviene en la

sensibilizacién de las células RD a TRAIL, por un mecanismo todavia por
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identificar completamente pero en el que si interviene la endocitosis mediada por

dinamina.

Por otra parte, el hecho de que las RH4 sean muy resistentes a agentes
gue inducen apoptosis (como TRAIL, tanto la forma soluble como LUV-TRAIL)
pero que sean sensibles a agentes que producen necroptosis (como la edelfosina)
abre las puertas a la exploraciéon de tratamientos con agentes que induzcan otros
tipos de muerte celular diferentes a la apoptosis, como la necroptosis en células

tumorales altamente resistentes a una muerte celular por apoptosis.

5.2.3 Encapsulacién de agentes sensibilizantes en el interior de LUV-TRAIL

La incorporacién de farmacos en nanoparticulas para la administracion de
tratamientos lleva décadas empleandose en terapia clinica dado que permite
superar las limitaciones en la eficacia del farmaco administrado en forma libre,
como es la ineficiencia del transporte a los tejidos asi como la acumulaciéon del
compuesto en localizaciones no deseadas, afectando a tejidos sanos y generando
efectos secundarios no deseados. En este sentido, los liposomas concretamente
proporcionan una alternativa prometedora en este tipo de estrategias ya que,
ademas de beneficiarse de una direccionalidad pasiva debido al efecto EPR,
disponen de una gran habilidad para la encapsulacibn de compuestos
hidrofébicos e hidrofilicos, una excelente biocompatibilidad y un elevado perfil
farmacocinético [299, 313, 314]. De forma adicional a los lipidos que constituyen
la bicapa lipidica, la incorporacion de PEG a la composicion liposomal proporciona
ventajas a la formulacion ya que proporciona una estabilizacion estérica

mejorando la vida media en circulacion [417-419].

En nuestro caso, la utilizacion de LUV-TRAIL para la vehiculizacion de
agentes sensibilizantes que actien en paralelo con la activacion de la ruta
extrinseca de la apoptosis a través de TRAIL fue una estrategia que se explord

como método para optimizar el tratamiento con LUV-TRAIL.

Inicialmente, se desarroll6 un método de encapsulacién de flavopiridol,

lograndose con éxito la incorporacion del agente flavopiridol en el interior de los
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LUV y generando asi la formulacion LUV-FVP-TRAIL. Aunque la formulacion en
ausencia de TRAIL en superficie mostr6 muy baja citotoxicidad, LUV-FVP-TRAIL
presenté valores de muerte celular muy elevados en todas las variables
liposomales estudiadas, incluso en aquellas con ausencia de acidez en el lumen,
gue indicaria un bajo nivel de encapsulacion. Este efecto se detecté en las dos
lineas celulares analizadas, de forma independiente a los tiempos de
encapsulacion estudiados. Dado que la concentracion inicial de flavopiridol de la
gue se partié en el proceso de encapsulacion en los liposomas fue de 350 uM y
teniendo en cuenta que la eficiencia de encapsulacion alcanzé el 50% en el caso
de LUV-AS CHOL y del 10% en LUV-PBS CHOL, dichas variaciones de LUV-FVP
contendrian una concentraciéon aproximada de flavopiridol en su interior de 175
UM y 35 uM respectivamente. Conociendo que la retencién del flavopiridol
disminuia un 60% a partir de las 2 horas, se estima que la concentracion final de
flavopiridol en LUV-FVP seria aproximadamente 105 uM en el caso de LUV-AS
CHOL y 21 uM para LUV-PBS CHOL. En los experimentos de citotoxicidad, las
células eran tratadas a una concentracion final de TRAIL de 1 pug/ml, por lo que en
el caso de LUV-FVP-TRAIL la concentracion final aproximada de flavopiridol
correspondiente a dicha cantidad de TRAIL seria de 8,74 uM para LUV-AS CHOL
y 1,75 uM en el caso de LUV-PBS CHOL. Por lo tanto, estas concentraciones de
flavopiridol con las que se incubaron las células HT1080 y RD correspondieron a
valores mucho mas altos que los empleados como dosis sub-tdxicas (50 nM en el
caso de las células HT1080 y 200 nM en las células RD) en los experimentos
combinatorios de flavopiridol con TRAIL, incluso en el caso de los LUV-PBS
CHOL. Esto podria explicar como la cantidad de flavopiridol encapsulado en LUV-
PBS CHOL podria ya haber sido suficiente para actuar en sinergia con TRAIL
cuando éste estaba asociado a su superficie, produciendo valores de citotoxicidad
muy elevados y comparables a los obtenidos con LUV-AS CHOL con TRAIL en su
superficie. Sin embargo, esta hipoétesis deberia comprobarse en proximos trabajos
realizando experimentos combinatorios de LUV-TRAIL con flavopiridol soluble a
una concentracion de 1,75 pM. Ademas, futuros estudios centrados en discernir el
mecanismo de muerte celular que subyace al efecto citotoxico de LUV-FVP-

TRAIL también serian necesarios para conocer qué tipo de muerte celular induce
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esta formulacién. En este sentido, la utilizacién de inhibidores que interfieran en
los diferentes elementos de la ruta apoptética (inhibidores de caspasas o de
estrés de ER, proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 o antagonistas de los receptores de
TRAIL) podria determinar el grado de contribucion del flavopiridol a la muerte
celular ejercida por LUV-FVP-TRAIL.

Por otra parte y debido a los prometedores resultados iniciales obtenidos
en el proceso de encapsulacion de la doxorrubicina en LUV-TRAIL, desarrollado y
analizado por nuestro grupo en trabajos anteriores y que dio como resultado la
generacion de los denominados LUVDOX-TRAIL, se decidid6 ampliar el estudio
con esta formulacién. Por una parte se quiso analizar la capacidad de LUVDOX-
TRAIL como tratamiento anti-tumoral en sarcomas y por otra, se quiso mejorar su

perfil de seguridad manteniendo su actividad citotoxica frente a células tumorales.

Con respecto al primer punto, se confirmé el excepcional efecto citotoxico
de la formulacion LUVDOX-TRAIL, que responde a una activacion mas potente y
rapida de la sefializacion de la ruta extrinseca de la apoptosis en comparacion
con LUV-TRAIL. Ademas, experimentos disefiados para determinar el mecanismo
de accion de LUVDOX-TRAIL mediante la utilizacion de diferentes inhibidores
determinaron que, de igual manera que lo observado para otras variaciones de
LUV-TRAIL como fue LUV-EDF-TRAIL, la capacidad anti-tumoral de LUVDOX-
TRAIL y el mecanismo subyacente variaban en funcién del tipo celular. Sin
embargo, al igual que en casos anteriores, se observaron determinados patrones
de comportamiento entre las distintas lineas celulares. Por un lado, en las células
HT1080 y RD LUV-TRAIL mostraron una sinergia al combinarse con
doxorrubicina en cualquiera de sus formulaciones (soluble, como LUVDOX o bien
en la formulacion Unica LUVDOX-TRAIL), siendo ademas una muerte
dependiente de caspasas y fundamentalmente debida al efecto de TRAIL
activando la ruta extrinseca. Ademas, en las células RD la endocitosis
dependiente de dinamina parecia estar implicada en el mecanismo de accion de
LUVDOX-TRAIL. Por otro lado, en las células resistentes a TRAIL, RH4 y CADO-
ES, el efecto citotoxico producido por LUV-TRAIL en combinacién con las distintas

formulaciones de doxorrubicina se debi6 fundamentalmente al efecto de
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doxorrubicina, sin que TRAIL ni la ruta extrinseca intervinieran en la induccién de
apoptosis. Ademas, en estas lineas celulares se observé como en algunos casos,
doxorrubicina inducia citotoxicidad mediante un mecanismo dependiente de
caspasas, como fue el caso de las células RH4 tratadas con LUVDOX, asi como
en las combinaciones de LUV-TRAIL con LUVDOX o con doxorrubicina soluble.
Sin embargo, también se observd una muerte celular independiente de caspasas
en el tratamiento de dichas células con LUVDOX-TRAIL y en todos los
tratamientos analizados en el caso de las células CADO-ES.

Es resefiable que, en este caso, a diferencia de lo que ocurria con la
edelfosina, las células RH4 fueron menos sensibles a la accion citotoxica de
doxorrubicina que las células CADO-ES, siendo estas Ultimas muy sensibles a
doxorrubicina. Sin embargo, al igual que ocurria con la edelfosina, las células
sensibles al agente anti-tumoral (en este caso las células CADO-ES, sensibles a
doxorrubicina) presentaron una muerte celular inducida por un mecanismo
independiente de caspasas. Este hallazgo de nuevo abre las puertas al uso de
agentes que induzcan muerte celular por mecanismos diferentes a los
dependientes de caspasas, como podria ser la necroptosis u otros, como
tratamiento en células tumorales altamente resistentes a una muerte celular

apoptaética.

Finalmente, las células A673, altamente sensibles al efecto citotoxico de
TRAIL, presentaron una muerte celular inducida por las diferentes combinaciones
de doxorrubicina y TRAIL parcialmente dependiente de caspasas. En este caso
se observé una contribucion parcial de la ruta extrinseca dependiente de
caspasas activada por TRAIL, pero también una induccion de muerte celular
independiente de caspasas en donde la endocitosis dependiente de dinamina

tiene un cierto grado de intervencion.

Respecto a la mejora del perfil de seguridad de LUVDOX-TRAIL
manteniendo su capacidad citotdxica frente a células tumorales, en estudios
previos de nuestro grupo se observo que aunque LUVDOX-TRAIL era altamente

citotéxico frente a una amplia variedad de lineas celulares tumorales, también se

223



Discusion General

constaté que esta formulacion era toxica frente a células no transformadas. Por
ello, se ajustd la concentracién de doxorrubicina presente en los liposomas a
niveles que no mostraron citotoxicidad en células normales, manteniendo la
misma concentracion de TRAIL anclado a su superficie. Asi se obtuvieron unos
liposomas con 10 veces menos concentracion de doxorrubicina en el lumen,
denominados LUVDOX-TRAIL (1/10). Fue con la formulacién LUVDOX-TRAIL
(1/10) con la que se quiso corroborar ex vivo en células tumorales primarias
aisladas de pacientes con sarcoma asi como in vivo en un modelo animal de
xeno-injerto tumoral, el potencial anti-tumoral de la formulacion LUVDOX-TRAIL
previamente observado in vitro sobre lineas celulares de sarcoma. La formulacién
LUVDOX-TRAIL (1/10) mantuvo un elevado potencial citotdxico in vitro en lineas
celulares de sarcoma, siendo la formulacion desarrollada mas potente en la
induccién de apoptosis ex vivo en células tumorales primarias procedentes de
pacientes con diferentes tipos de sarcoma. Finalmente, los experimentos in vivo
basados en el tratamiento de un modelo tumoral de sarcoma con LUVDOX-TRAIL
(1/10) demostraron por una parte, ser seguros y no generar una toxicidad
manifiesta tras la administracion sistémica y por otra, demostraron un significativo
efecto anti-tumoral. El aspecto de la seguridad de LUVDOX-TRAIL (1/10) como
tratamiento se valid6 analizando los principales efectos de toxicidad descritos
para TRAIL (toxicidad hepatica) y para doxorrubicina (toxicidad cardiaca)
mediante la medicion de la actividad de enzimas relacionadas con estos érganos,
asi como a través de imagenes histologicas de diversos drganos, en los que no se
observd una toxicidad manifiesta. Asimismo, el efecto anti-tumoral de los
LUVDOX-TRAIL (1/10) se puso de manifiesto constatando una ralentizacion
significativa del crecimiento tumoral y la prolongacion de la vida media de los
animales tratados con dicha formulacion de forma significativa con respecto al

tratamiento con LUV-TRAIL clasicos.

Por todo ello, los prometedores resultados obtenidos in vitro, ex vivo e in
vivo con la formulacién LUVDOX-TRAIL (1/10) asientan las bases pre-clinicas
para el estudio de esta formulacion como posible agente anti-tumoral en el

tratamiento para determinados tipos de sarcomas.
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6 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten obtener las

siguientes conclusiones:

1. LUV-TRAIL presenta un mayor potencial citotoxico que TRAIL soluble en las
lineas celulares de sarcoma analizadas sensibles a TRAIL, a excepcion de
las células A673 que muestran semejante sensibilidad a ambas
formulaciones, siendo la muerte celular inducida por LUV-TRAIL totalmente
dependiente de TRAIL a través de la activacion de la ruta extrinseca de la
apoptosis.

2. TRAIL induce el marcador de muerte celular inmunogénica, calreticulina, en
la superficie celular en las lineas celulares de sarcoma, siendo los niveles
de exposiciobn mas elevados en LUV-TRAIL en comparacion con TRAIL
soluble.

3. Elinhibidor de CDKs flavopiridol es el compuesto que mostré6 mayor sinergia
en los tratamientos combinados con TRAIL soluble y LUV-TRAIL analizados
en lineas celulares de sarcoma; esta sinergia se correlaciona con la
regulacion negativa de las proteinas anti-apoptéticas cFLIP (en las lineas
celulares HT1080 y RD) y XIAP (en la linea celular A673).

4. Eltratamiento combinado de TRAIL y flavopiridol potencia la citotoxicidad de
TRAIL soluble y LUV-TRAIL, la cual se correlaciona con una activaciéon mas
eficiente de la ruta extrinseca de la apoptosis, mostrando efectos a largo
plazo en el descenso en la proliferacion y supervivencia celular en lineas
celulares de sarcoma.

5. Los inhibidores de HDAC no muestran un efecto sensibilizador a TRAIL
soluble ni LUV-TRAIL en ninguna de las lineas celulares de sarcoma
analizadas.

6. Las variaciones analizadas en la composicion lipidica de esfingomielina,
fosfatidilcolina y colesterol no muestran ningun efecto potenciador de la
citotoxicidad de LUV-TRAIL.

7. La incorporacion de edelfosina a la composicién de LUV-TRAIL mejora la

capacidad citotoxica de LUV-TRAIL en algunas lineas celulares de sarcoma.
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10.
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Es posible la encapsulacion de flavopiridol en el lumen de los LUV
obteniendo la formulacién LUV-FVP con una eficiencia de encapsulacion del
50%. Los LUV-FVP-TRAIL, obtenidos tras la posterior union a la superficie
de TRAIL, muestran un elevado potencial citotéxico en lineas celulares de
sarcoma analizadas, mayor que LUV-TRAIL.

LUVDOX-TRAIL muestra un mayor potencial citotoxico y una mejor cinética
de activacion de la apoptosis con respecto a LUV-TRAIL en lineas celulares
de sarcoma, induciendo una muerte celular dependiente de la activacion de
las principales caspasas implicadas en la ruta extrinseca de la apoptosis en
las lineas celulares sensibles a TRAIL.

LUVDOX-TRAIL (1/10) induce apoptosis en células tumorales primarias
derivadas de pacientes con sarcoma de forma mas eficaz que TRAIL
soluble y LUV-TRAIL.

La administracién de LUVDOX-TRAIL (1/10) in vivo como tratamiento anti-
tumoral no presenta efectos téxicos tras su administracion sistémica y
muestra una eficaz actividad anti-tumoral en un modelo animal de xeno-
injerto tumoral de sarcoma; LUVDOX-TRAIL (1/10) ralentiza el crecimiento
tumoral y prolonga la vida media de los animales de forma significativa con

respecto al tratamiento con LUV-TRAIL.
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Abstract: Sarcomas are rare and heterogeneous cancers classically associated with a poor outcome.
Sarcomas are 1% of the cancer but recent estimations indicate that sarcomas account for 2% of the
estimated cancer-related deaths. Traditional treatment with surgery, radiotherapy, and chemotherapy
has improved the outcome for some types of sarcomas. However, novel therapeutic strategies to treat
sarcomas are necessary. TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is a death ligand initially
described as capable of inducing apoptosis on tumor cell while sparing normal cells. Only few
clinical trials have used TRAIL-based treatments in sarcoma, but they show only low or moderate
efficacy of TRAIL. Consequently, novel TRAIL formulations with an improved TRAIL bioactivity are
necessary. Our group has developed a novel TRAIL formulation based on tethering this death ligand
on a lipid nanoparticle surface (LUV-TRAIL) resembling the physiological secretion of TRAIL as a
trasmembrane protein inserted into the membrane of exosomes. We have already demonstrated that
LUV-TRAIL shows an improved cytotoxic activity when compared to soluble recombinant TRAIL
both in hematological malignancies and epithelial-derived cancers. In the present study, we have
tested LUV-TRAIL in several human sarcoma tumor cell lines with different sensitivity to soluble
recombinant TRAIL, finding that LUV-TRAIL was more efficient than soluble recombinant TRAIL.
Moreover, combined treatment of LUV-TRAIL with distinct drugs proved to be especially effective,
sensitizing even more resistant cell lines to TRAIL.

Keywords: sarcoma; TRAIL; flavopiridol; immunotherapy; lipid nanoparticles

1. Introduction

Sarcomas include a heterogeneous group of complex cancers which derive from mesenchymal
transformed cells. Sarcomas are rare, making up for about 1% of all cancers [1]. It is well known that
prognosis of sarcomas is poor, with a 5-year survival rate of less than 15% when metastasis happens [2].
Over the last years, a great effort for improving treatment outcome has been made, but the complexity
of sarcomas makes that advancements in developing new therapies are extremely slow [3]. Therefore,
there is an urgent need to develop and test novel therapeutic strategies in order to improve prognosis
of sarcoma patients [4]. Among the novel anti-tumor agents used, apoptosis ligand 2/TNF-related
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apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL) has been tested both in pre-clinical studies and clinical
trials in some types of sarcoma [5].

Apoptosis ligand 2/TNF-related apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL) is a TNF family
member described as capable of inducing apoptosis in a wide variety of transformed cells while sparing
normal cells [6,7]. This fact made TRAIL to be considered as a promising anti-tumor agent. In fact,
TRAIL-based therapeutic strategies were developed and used in several phase I/1I clinical trials on a
wide variety of human cancers [8-10]. However, although TRAIL-based therapies were proven safe,
about 50% of human cancers were intrinsically resistant to TRAIL since the clinical studies using TRAIL
showed limited therapeutic activity of this death ligand in different types of cancer [9,11,12] including
sarcoma [5]. Therefore, novel formulations of TRAIL with improved bioactivity and combination of
TRAIL with sensitizing agents could be plausible strategies to overcome TRAIL resistance [13-16].

Our group generated artificial lipid nanoparticles containing membrane-bound TRAIL
(LUV-TRAIL), resembling the natural TRAIL-containing exosomes physiologically released by
activated human T cells upon re-stimulation [17,18]. We demonstrated that LUV-TRAIL are more
effective than soluble recombinant TRAIL (sTRAIL), inducing apoptosis both in vitro and in vivo in
hematological malignancies [19-21] as well as in epithelial-derived cancers [22-24].

In the present work, we have tested LUV-TRAIL in several human sarcoma cell lines of distinct
origin with different sensitivity to sSTRAIL. LUV-TRAIL were more efficient inducing apoptosis in all
sarcoma cells tested than sTRAIL. However, although LUV-TRAIL showed a greater pro-apoptotic
potential compared to sTRAIL, some sarcoma cell lines still remained fairly resistant to LUV-TRAIL.
In this line, a wide range of sensitizing strategies have been described to overcome TRAIL-resistance
in tumor cells. Here, we have tested the therapeutic combination of LUV-TRAIL with several drugs
previously described as sensitizing agents [23-30], in order to improve the pro-apoptotic ability of
LUV-TRAIL. Our results showed that, among all the combinations tested, flavopiridol induced the
strongest sensitizing effect in all sarcoma cell lines tested, by inducing a down-regulation of the
anti-apoptotic protein FLIP.

In summary, LUV-TRAIL showed an improved cytotoxicity against sarcoma cells, overcoming the
intrinsic resistance of these cells to sSTRAIL. This was further potentiated when they were combined
with sensitizing agents such as flavopiridol (FVP), opening the door to future clinical applications as
anti-tumor therapy in sarcoma.

2. Results

2.1. LUV-TRAIL Showed an Enhanced In Vitro Cytotoxic Activity Compared to Soluble Recombinant TRAIL
in Human Sarcoma Cells

First, dose-response assays were carried out to compare the in vitro bioactivity of sSTRAIL and
LUV-TRAIL, and cell viability was analyzed by the MTT assay (Figure 1a). Whereas A673 cells showed
a great sensitivity both to sTRAIL and LUV-TRAIL, HT-1080 and RD cell lines showed a moderate
sensitivity to sSTRAIL However, LUV-TRAIL was capable of inducing a significant decrease of cell
viability both in HT-1080 and RD cells in comparison with STRAIL. To assess whether the decrease in
cell viability observed after treatment with both forms of TRAIL (sSTRAIL and LUV-TRAIL) was due to
the onset of cell death, annexin-V staining was performed (Figure 1b). In all sarcoma cell lines tested,
LUV-TRAIL induced a remarkable increase of cell death at higher dose used (1000 ng/mL) when
compared to sTRAIL. Importantly, the cell death observed in all sarcoma cell lines was specifically
attributable to TRAIL-receptor activation by TRAIL, as cell death was completely inhibited when cells
were pre-incubated with the TRAIL neutralizing antibody RIK2 before treatment with sSTRAIL and
LUV-TRAIL (Figure 1b). In this line, LUVs alone (without TRAIL anchoring on their surface), did not
exert any cytotoxic effect in any sarcoma cell lines tested (see black bars on control points in Figure 1b).
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Figure 1. (a) Analysis of cell viability after treatment with LUV-TRAIL on human sarcoma cell lines.
Dose-response assays using the indicated doses of sSTRAIL (ST) and LUV-TRAIL (LT) were performed
on A673 cells, HT-1080 cells, and RD cells. Cells were treated with ST or LT for 24 h. Then, cell viability
was measured by the MTT assay method. Graphs show the mean =+ SD of at least three independent
experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; (b) Cytotoxicity assays on human sarcoma cell lines.
Cells were treated with indicated doses of STRAIL (ST) or LUV-TRAIL (LT) for 24 h and annexin V
positive cells were quantified by flow cytometry. When cells were treated with 1000 ng/mL, they were
previously pre-incubated in presence or absence of the anti-TRAIL blocking mAb, RIK2 (500 ng/mL).
Graphics show the percentage of annexin-V positive cells analyzed expressed as the mean + SD of
at least three experiments. * p < 0.05. (ST versus LT). # p < 0.05, ## p < 0.01 (ST versus ST + RIK2 and,
LT versus LT + RIK2). TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand; LUV-TRAIL, TRAIL on a lipid
nanoparticle surface; STRAIL, soluble recombinant TRAIL.
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2.2. LUV-TRAIL Activated the Caspase Cascade More Efficiently than sTRAIL in Human Sarcoma Cells

Next, the implication of caspases in the cytotoxicity induced by LUV-TRAIL in sarcoma cells was
assessed. For that purpose, sarcoma cells were incubated with sSTRAIL or LUV-TRAIL and activation
of the main caspases involved in the extrinsic apoptotic pathway was analyzed by Western blot.
Activation of both caspase-8 and caspase-3 was clearly increased when sarcoma cells were treated with
LUV-TRAIL compared to sTRAIL, as evidenced by the disappearance of the pro-forms of both caspases
(Figure 2a). Moreover, cleavage of the specific caspase-3 substrate, PARP-1, and the specific caspase-8
substrate, Bid, correlated with the activation of both caspases -3 and -8, respectively, indicating a fully
functional activation of the extrinsic apoptotic pathway upon LUV-TRAIL treatment. When time
course assays were performed (Figure 2b), caspase activation was faster in A673 cells when they
were treated with LUV-TRAIL, although, as seen previously, both formulations of TRAIL present
similar cytotoxicity at 24 h. In HT-1080 cells, similar kinetics was observed at shorter times when they
were treated both with sSTRAIL and LUV-TRAIL. However, as shown in Figure 2a, caspase activation
was greater when HT-1080 cells were treated with LUV-TRAIL in comparison with sTRAIL after
24 h of treatment. These data reflect that LUV-TRAIL required longer time of incubation to induce
a greater caspase activation and, hence, a greater cytotoxicity than sTRAIL in HT-1080 cells. In case
of RD cells, although no obvious differences could be observed in caspase activation after treatment
with sTRAIL or LUV-TRAIL, Bid and PARP-1 degradation was faster when cells were treated with
LUV-TRAIL. Finally, to fully assess and characterize the role of caspases in LUV-TRAIL induced cell
death, cell death-inhibition assays were performed using the general caspase inhibitor z-VAD-fmk
(Figure 2c). As expected, caspase inhibition fully abrogated cell death induced not only by sTRAIL but
also by LUV-TRAIL. Moreover, when cells were pre-incubated with the specific caspase-8 inhibitor
IETD-fmk, cell death induced by LUV-TRAIL was also fully abrogated, proving that cell death was
fully dependent on the activation of the canonical extrinsic apoptotic pathway, ruling out any other
form of cell death that could be triggered by TRAIL, such as necroptosis.

2.3. Combination of LUV-TRAIL with Anti-Cancer Agents Improved its Cytotoxicity against Human
Sarcoma Cells

Although LUV-TRAIL showed a greater cytotoxic effect than sTRAIL and was able to overcome
STRAIL resistance in HT-1080 and RD cells, LUV-TRAIL was only capable of inducing a decrease of
cell viability of around 50% in both sarcoma cell lines at the 1000 ng/mL dose. Therefore, we decided
to combine LUV-TRAIL with several anti-cancer agents such as flavopiridol (FVP), doxorubicin (DOX),
trabectedin (TRAB), and bortezomib (BORT) in order to improve LUV-TRAIL-induced cytotoxicity.
First of all, dose-response assays were carried out to analyze the cytotoxic effect of all anti-cancer
agents used alone (Figure 3). Aiming for a sensitizing effect rather than an additive effect, sub-toxic
doses of the different drugs were selected by choosing the maximum concentrations not inducing a
decrease of cell viability greater than 20% (marker doses for each anti-cancer drug in Figure 3).

After that, dose-response assays were carried out by pre-incubating sarcoma cells with the selected
doses of each anti-cancer drug for 2 h before treating with either sTRAIL or LUV-TRAIL.

In the case of A673 cells, although both sSTRAIL and LUV-TRAIL induced a great decrease of cell
viability at the highest dose used (1000 ng/mL), all different anti-cancer drugs were able to sensitize to
LUV-TRAIL at intermediate doses (Figure 4a).

In HT-1080 cells, although FVP greatly sensitized to both sSTRAIL and LUV-TRAIL, the combination
with LUV-TRAIL was the most cytotoxic (Figure 4b). Combination of TRAIL with DOX sensitized to
both sTRAIL and LUV-TRAIL to the same extent. Similarly, BORT equally sensitized the cells to both
sTRAIL and LUV-TRAIL, whereas TRAB did not show any sensitizing effect whatsoever (Figure 4b).

Finally, in RD cells, combination of both sTRAIL and LUV-TRAIL with FVP or TRAB induced
similar cytotoxocity levels, whereas DOX and BORT did not sensitize to neither sTRAIL nor
LUV-TRAIL (Figure 4c).
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Figure 2. (a) Analysis of caspase activation in human sarcoma cells. Cells were untreated (Control,
designed as C), or treated with LUVs without TRAIL (LUV), sTRAIL (ST), and LUV-TRAIL (LT) at
1000 ng/mL for 24 h. After that, cells were lysed, and lysates were subjected to SDS-PAGE and to
Western blot analysis. Levels of caspase-8, caspase-3, Bid, and PARP-1 were analyzed using specific
antibodies. Level of actin levels was used as a control for equal protein loading. Cell death was
measured in parallel by flow cytometry after annexin-V staining (bottom graphs); (b) Analysis of
time-course caspase activation in human sarcoma cells. Cells were treated with sSTRAIL or LUV-TRAIL
at 1000 ng/mL at the indicated times. After that, cells were lysed, and lysates were subjected to
SDS-PAGE and to Western blot analysis. Levels of caspase-8, caspase-3, Bid, and PARP-1 were analyzed
using specific antibodies. Level of actin levels was used as a control for equal protein loading. Caspase
activation was evidenced by the disappearance of the pro-forms shown in the Western blot; (c) Analysis
of cell death inhibition by caspase inhibition. Human sarcoma cells were treated with 1000 ng/mL of
both sTRAIL (ST) and LUV-TRAIL (LT) for 24 h previously incubated in presence or absence of the
pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (30 uM) and of the specific caspase-8 inhibitor IETD-fmk (30 uM).
Graphics show the mean =+ SD of the cell death of treated cells expressed as percentage of at least three
experiments. * p < 0.05. (ST versus LT). ## p < 0.01 (ST versus ST + caspase inhibitors and, LT versus LT
+ caspase inhibitors).
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Figure 3. Analysis of the effect of sensitizer agents in cell viability of human sarcoma cells.
Dose-response assays using the sensitizer agents: flavopiridol (FVP), doxorubicin (DOX), trabectedin
(TRAB), and bortezomib (BORT) were performed on A673 cells (a), HT-1080 cells (b), and RD cells (c).
Cell viability was assessed by MTT assay after 24 h. The results were expressed as the mean + SD
of at least three experiments. Marked doses of each drugs were selected for further experiments
of sensitization.
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Figure 4. Analysis of cell viability of human sarcoma cell lines after treatment with sTRAIL or

LUV-TRAIL in combination with sensitizer agents. Cells were pre-incubated for 2 h with sensitizer
drugs: flavopiridol (FVP), doxorubicin (DOX), trabectedin (TRAB), and bortezomib (BORT) at indicated
doses. Afterwards, sTRAIL (ST) or LUV-TRAIL (LT) were added at the indicated concentrations and
left overnight. The following day, cell viability was measured by the MTT assay. In every graph,

the results from treatments with ST and LT in the absence of drugs are superposed in light grey to show

the sensitizing effect more clearly. Graphs show the mean + SD of at least independent experiments.

Asterisk signs indicate significance between LT alone with LT in combination with a given drug
(*p <0.05,** p <0.005, *** p < 0.001). Pound signs indicate significance between ST alone with ST in
combination with a given drug (# p < 0.05, ### p < 0.005, ## p < 0.001). A673 cells (a), HT-1080 cells (b),
and RD cells (c). Ampersand signs indicate significance between ST in combination with a given drug
with LT in combination with same drug. (& p < 0.05, && p < 0.005, &&& p < 0.001).
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2.4. Combination of FVP with LUV-TRAIL Induced Apoptotic Cell Death and Decreased Long-Term
Clonogenic Survival of Human Sarcoma Cells

According to the results obtained, combination of LUV-TRAIL with FVP greatly enhanced their
cytotoxic ability in all sarcoma cell lines tested. Next, we sought to confirm whether the decrease
of cell viability observed in Figure 4 was due to the induction of apoptosis or to a cytostatic effect.
First, appearance of typical apoptotic features was assessed by microscopy (Figure 5a). In all cases,
cells treated with sTRAIL and LUV-TRAIL alone or in combination with FVP exhibited the typical
apoptotic nuclear morphological changes such as blebbing, nuclear fragmentation, and chromatin
condensation (Figure 5a). Moreover, these nuclear apoptotic morphological changes were more
pronounced when both forms of TRAIL were combined with FVP compared with treatments with
TRAIL alone (both sTRAIL and LUV-TRAIL). Finally, apoptotic morphological changes correlated
in all cases with induction of apoptosis carried out in parallel using annexin V staining (Figure 5a,
showed as percentage of annexin V positive cells below each picture).
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Figure 5. (a) Analysis of nuclear morphological changes after combination of LUV-TRAIL with FVP.
Human sarcoma cells were pre-incubated for 1 h with flavopiridol (FVP, 200 nM for A673 and RD cells,
50 nM for HT-1080 cells). Afterwards, sTRAIL (ST) or LUV-TRAIL (LT) were added (300 ng/mL for
A673 cells and 1000 ng/mL for HT-1080 and RD cells) and left overnight. The following day, nuclear
staining was performing by using Hoechst 33342. As control, cells were untreated (CONTROL) or
treated only with FVP (FVP) at above indicated doses. Original magnification at 400 x. Scale bar =20 uM.

(b)
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Cell death was measured in parallel by flow cytometry after annexin-V staining (bottom graphs);
(b) Analysis of clonogenic survival after combination of LUV-TRAIL with FVP. Clonogenic assay was
performed to analyze long-term survival in human sarcoma cells after treatment with sTRAIL (ST)
or LUV-TRAIL (LT) for 24 h (300 ng/mL for A673 cells and 1000 ng/mL for HT-1080 and RD cells).
As indicated, cells were pre-incubated with FVP (FVP, 200 nM for A673 and RD cells, 50 nM for HT-1080
cells) for 1 h. Upper panels show 6-well plates seeded with human sarcoma cells and stained with crystal
violet after 11 days. Bottom panels show the quantification of crystal violet absorbance after solubilizing
in DMSO and measuring absorbance at 550 nm. Graphic shows the mean + SD of the absorbance of
treated cells expressed as percentage with respect to the untreated cells (control). Asterisk signs indicate
significance between LT and LT (* p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001). Pound signs indicate significance
between TRAIL (ST or LT) alone with TRAIL in combination with FVP (# p < 0.05).

Next, we sought to analyze the long-term cytotoxic effect of the combinations of both forms
of TRAIL alone or in combination with FVP. For this purpose, clonogenic assays were carried out.
(Figure 5b). Notably, liposomes alone (without TRAIL anchored on their surface) were added as
controls to rule out any long-term cytotoxic effect of the lipid nanoparticles (see controls for LUV-TRAIL
in Figure 5b). Treatment with LUV-TRAIL for 24 h significantly delayed clonogenic survival of sarcoma
cells when compared to sTRAIL, indicating that LUV-TRAIL not only showed a greater cytotoxic
short-term effect than sTRAIL but also showed a long-term effect affecting to survival and proliferation
of sarcoma cells. Remarkably, when both forms of TRAIL were combined with FVP, the clonogenic
suvival of sarcoma cells was enhanced compared to TRAIL alone, being again more pronounced in the
case of LUV-TRAIL.

2.5. Combination of FVP with LUV-TRAIL Activated the Caspase Cascade More Efficiently than with sSTRAIL
in Human Sarcoma Cells

After assessing the greater cytotoxic effect of the combination of LUV-TRAIL with FVP at both
short and long term, activation of the main caspases involved in the extrinsic apoptotic pathway
(caspase-8 and caspase-3) was analyzed by Western blot. As aforementioned (Figure 2), both sTRAIL
and LUV-TRAIL induced the activation of the extrinsic apoptotic pathway, as shown by the clear
decrease of the pro-forms of both caspases-8 and -3, as well as of Bid and PARP-1, in the three
sarcoma cell lines tested (Figure 6a). Moreover, caspase activation correlated in all cases with
induction of apoptosis as indicated by annexin V staining performed in parallel (Figure 6a, lower
panels). Pretreatment with FVP greatly increased the disappearance of all proteins, proving that
FVP sensitization to both sSTRAIL and LUV-TRAIL relies on an enhanced activation of the extrinsic
apoptotic pathway. Importantly, FVP did not induce any detectable caspase activation in any sarcoma
cell tested (Figure 6a, lower panels).

On the other hand, cell death induced by combination of either sSTRAIL or LUV-TRAIL with
FVP was fully inhibited by the general caspase inhibitor z-VAD-fmk and the specific caspase inhibitor
IETD-fmk. These data demonstrated that cell death induced by the combination of FVP with TRAIL
(STRAIL and LUV-TRAIL) was a caspase-dependent apoptotic process through the activation of
the extrinsic apoptotic pathway by caspase-8 (Figure 6b). In this line, cell death induced by the
combination of FVP with both formulations of TRAIL was exclusively dependent of TRAIL since
blocking TRAIL-signaling with the TRAIL-blocking antibody RIK2 entirely abrogated apoptosis
induced by combination of FVP with both sTRAIL and LUV-TRAIL (Figure 6b).
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Figure 6. (a) Caspase activation induced by combined treatments in human breast tumor cells. Cells
were pre-incubated for 1 h with FVP (200 nM for A673 and RD cells, 50 nM for HT-1080 cells) and
then treated with indicated doses of sSTRAIL (ST) or LUV-TRAIL (LT) overnight. After that, cells were
lysed and levels of caspase-8, caspase-3, Bid, and PARP-1 were analyzed by Western blot analysis
using specific antibodies. Actin levels were also determined as a control for equal protein loading
(upper panels). As control, cells were untreated (C) or treated only with FVP at above indicated doses.
An aliquot of untreated and treated human sarcoma cells was collected in parallel and apoptosis
was analyzed by annexin V staining using flow cytometry (lower panels); (b) Analysis of apoptosis
inhibition by caspase inhibition. Human sarcoma cells were treated with indicated doses of sSTRAIL
(ST) and LUV-TRAIL (LT) previously pre-incubated in presence or absence of FVP (200 nM for A673
and RD cells, 50 nM for HT-1080 cells). Combined treatment was also performed pre-incubating with
the TRAIL-blocking antibody RIK2 (500 ng/mL), with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (30 pM)
and with the specific caspase-8 inhibitor IETD-fmk (30 uM). Graphics show the percentage of annexin-V
positive cells analyzed by flow cytometry as the mean & SD of at least three experiments. ** p < 0.01,
*** p < 0.001 (ST versus ST + RIK and, LT versus LT + RIK). ## p < 0.01, ### p < 0.001 (ST versus ST +
caspase inhibitors and, LT versus LT + caspase inhibitors).

2.6. FVP Diminished Expression of Anti-Apoptotic Proteins in Human Sarcoma Cells

After assessing the enhanced cytotoxic activity showed by combined treatments of both TRAIL
formulations with FVP, we analyzed the underlying mechanism of FVP-induced sensitization to TRAIL.
Analysis of FVP effect on the surface expression of pro-apoptotic receptors, DR4 and DR5, and decoy
receptors, DcR1 and DcR2, showed no significant changes of death receptors (DR) upon treatment
with FVP (Figure 7a).
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Therefore, we investigated the expression of different proteins involved in the regulation of
TRAIL-induced apoptosis in sarcoma cells by Western blot. As previously observed, we confirmed that
FVP did not significantly induce apoptosis at the doses used (Figure 7b, bottom panels). Flavopiridol
induced a clear decrease of the anti-apoptotic protein FLIP (mainly cFLIPg) in all sarcoma cell lines
tested (Figure 7b, upper panels). Moreover, in A673 cells a clear decrease of the anti-apoptotic protein
XIAP was observed. Finally, expression of other anti-apoptotic proteins such as Mcl-1 and Bcl-Xy, did

not vary after FVP treatment in any sarcoma cell line tested (Figure 7b).
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Figure 7. (a) Effect of FVP in death receptor (DR) surface expression in human sarcoma cells. Surface
expression of DR4, DR5, DcR1, and DcR2 in A673, HT-1080, and RD cells untreated (black dotted line)
or treated with 200 nM FVP for 16 h (black line) was analyzed by flow cytometry. Grey dotted line
indicates isotype control and grey histogram indicates unlabeled cells. (b) Effect of FVP in protein
expression in human sarcoma cells. Flavopiridol (FVP) were used at indicated doses was used to treat
human sarcoma cell lines for 16 h. After that, cells 10° cells were lysed and expression of caspase-8,
FLIP, Mcl-1, Bcl-Xy,, caspase-9, caspase-3, and XIAP were analyzed by Western blot using specific
antibodies. Actin levels were also determined as a control for equal protein loading (upper panels).
An aliquot of untreated and treated human sarcoma cells was collected in parallel and labeled with
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3. Discussion

Sarcomas are relatively rare malignant tumors of mesenchymal origin and constitute about 1% of
all cancers. Current treatment of sarcomas implies a multidisciplinary approach including surgery,
chemotherapy, and radiotherapy [31]. This has led to an improvement in prognosis of patients with
sarcoma (overall survival about 50%) [32]. However, the implementation of novel therapies could
help to improve the survival of patients suffering from sarcoma in the future. In this line, TRAIL has
been tested in distinct types of sarcoma both in pre-clinical studies and clinical trials [5]. However,
the potential of TRAIL as possible treatment in sarcomas has been explored in all cases using the
soluble form of TRAIL [28,33,34].

Our group previously generated a new TRAIL formulation (LUV-TRAIL) based on tethering
human recombinant TRAIL on the surface of artificial LUV-type liposomes. The improved bioactivity
of LUV-TRAIL has been validated in a broad panel of human cancer cells derived from hematological
malignancies [19-21], as well as epithelial cancer cells both in vitro and in vivo [22-24]. Notably,
although LUV-TRAIL was more cytotoxic than sTRAIL against cancer cells, it lacked toxicity against
normal cells both in vitro [19] and in vivo [23]. The enhanced bioactivity of LUV-TRAIL compared
with sTRAIL relied on its capability of forming supra-trimeric populations of high molecular order
which were not present in sSTRAIL [24]. These supra-trimeric populations of high molecular order
present in LUV-TRAIL formulation promoted the clear formation of DR5 oligomers on the target cells.
In short, liposome-bound TRAIL induced superior DR5 clustering, enhancing DISC recruitment and,
consequently, triggering caspase activation more efficiently than the sTRAIL [20,24].

In the present work, we have extended the study of the anti-tumor potential of LUV-TRAIL
to sarcomas. LUV-TRAIL was capable of inducing cell death more efficiently than sTRAIL both
in TRAIL-sensitive sarcoma cells (A673) cells and TRAIL-resistant sarcoma cells (HT-1080 and RD).
Cell death induced by LUV-TRAIL in sarcoma cells was specifically due to TRAIL since pre-incubation
with the neutralizing antibody RIK2 before treatment fully abrogated cell death induced by LUV-TRAIL.
In this line, LUVs without TRAIL anchoring on their surface did not show any cytotoxicity in sarcoma
cells, confirming that LUV-TRAIL-induced cell death was in fact fully attributable to TRAIL. Moreover,
cell death induced by LUV-TRAIL was a caspase-dependent apoptotic process through the activation
of the extrinsic apoptotic pathway by caspase-8 as evidenced by the fact that the pan-caspase inhibitor
zVAD-fmk and the specific caspase-8 inhibitor IETD-fmk completely inhibited LUV-TRAIL-induced
cell death.

It is interesting that in the several studies that have explored the anti-tumor potential of TRAIL
in sarcomas, this death ligand has been used in combination with other drugs, indicating that some
sarcoma types are partially resistant to the sTRAIL [27,28,33,35-37]. In this line, although LUV-TRAIL
showed more pro-apoptotic potential than sTRAIL in sarcoma cell lines, they only induced a moderate
cytotoxic effect in sSTRAIL-resistant HT-1080 and RD cells. Therefore, we decided to combine
LUV-TRAIL with several drugs described to sensitize sarcoma cells to TRAIL-induced apoptosis
such as doxorubicin (DOX) [27], trabectedin (TRAB) [28], bortezomib (BORT) [38], and flavopiridol
(FVP). Previous studies of our group on a breast cancer model, sensitization experiments also using
flavopiridol were performed pre-incubating cancer cells before treatment with TRAIL (sTRAIL or
LUV-TRAIL), as well as simultaneous treatment with FVP and both forms of TRAIL [23]. On that
model, no differences were observed when cells were previously treated with FVP and then with
TRAIL in comparison with simultaneous treatment. In this line, other studies carried out by us using
multiple myeloma cells do not show differences between pre-incubation strategy and simultaneous
treatment when TRAIL (sTRAIL or LUV-TRAIL) is combined with drugs (data not shown).

Among them, FVP was proven as the most efficient in the three sarcoma cell lines tested.
Flavopiridol is a semisynthetic flavone that has showed a potent inhibitory effect on cell proliferation
in sarcoma cells [39-41]. Flavopiridol has also been used in clinical trials, and even though was not
effective as monotherapy [42], FVP potentiated the anti-tumor activity of other anti-tumor agents
when was used in combination [43,44].
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Our results demonstrate that FVP greatly sensitized not only to sSTRAIL but also, and largely, to
LUV-TRAIL. The cytotoxic effect of LUV-TRAIL in combination with FVP was fully attributed to TRAIL
since the selected doses of FVP did not induce cell death per se. In this line, pre-incubation with the
neutralizing antibody RIK2 fully inhibited cell death induced by the combined treatment. Cell death
induced by the combination of FVP with TRAIL showed the typical morphological changes of apoptotic
cell death such as blebbing, nuclear fragmentation, and chromatin condensation. Furthermore, this
sensitization resulted in an increased activation of both caspase-8 and -3, which was completely
inhibited by the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk and also by the caspase-8 inhibitor IETD-fmk.
Altogether, these data indicate that combination of FVP with LUV-TRAIL was a caspase-dependent
apoptotic process through the activation of the extrinsic apoptotic pathway. Moreover, when
long-term effect of LUV-TRAIL was analyzed, this novel TRAIL formulation inhibited clonogenic cell
growth largely than sTRAIL. Moreover, combination of FVP with both forms of TRAIL, mainly with
LUV-TRAIL, enhanced long-term effect indicating that the combined treatment not only was more
effective at short-term but also was prolonged over time as shown in clonogenic assays.

Several mechanisms have been described to explain FVP-induced TRAIL-sensitization, among
them up-regulation of DR expression [23] or inactivation of anti-apoptotic proteins such as FLIP, XIAP,
Mcl-1, or survivin [25,45,46]. Trying to ascertain the mechanisms involved in the synergy observed
between FVP and LUV-TRAIL, we firstly analyzed DR expression upon FVP treatment. We previously
demonstrated that DR up-regulation was a decisive sensitizing mechanism of FVP to TRAIL-induced
apoptosis in breast cancer cells [23]. However, FVP did not modify either the expression of the
pro-apoptotic TRAIL receptors or that of the decoy receptors in sarcoma cell lines, underscoring that
sensitization mechanisms are different depending on the cancer type studied. In this line, we also
did not observe DR up-regulation in lung cancer cells upon FVP treatment [22]. On the other hand, it
has been described that FVP promotes degradation of anti-apoptotic proteins such as cFLIP, Mcl-1,
and XIAP [25,45,46]. In agreement with previous studies, we observed that FVP induced a clear
decrease of FLIP in all sarcoma cell lines tested. In fact, FVP induced a clear down-regulation of the
short isoform of cFLIP (cFLIPs), while no changes were observed for the long isoform of cFLIP (cFLIPy ),
with the exception of A673 cells. It is noteworthy to point out that cFLIPg is considered to be solely an
anti-apoptotic protein promoting caspase-8 inhibition, while the role of cFLIPy, is not clear, and seems
that the long isoform of cFLIP promotes or inhibits apoptosis depending on the relative amounts of
both caspase-8 and cFLIP}, [47,48]. Interestingly, FVP also induced a clear decrease of XIAP expression
in A463 cells, which also resulted to be the most sensitive cell line to the combined treatment of FVP
with both TRAIL formulations. Although we have not performed specific experiments to address the
precise contribution of XIAP down-regulation to FVP-mediated sensitization to TRAIL, this could at
least partially explain the higher sensitizing effect of FVP in these cells compared to the other cell lines.

Summarizing, this study shows that LUV-TRAIL significantly improves the bioactivity of sSTRAIL
on sarcoma cells. Furthermore, the combination of LUV-TRAIL with FVP increased even more the
cytotoxic potential of LUV-TRAIL, opening the door to new TRAIL-sensitization strategies of which
LUV-TRAIL mainly could benefit. In conclusion, the present study validates our novel formulation of
TRAIL based on anchoring this death ligand on liposome surface in sarcoma and could be of relevance
in a future clinical application of TRAIL in this type of cancer.

4. Materials and Methods

4.1. Preparation of Lipid Nanoparticles Decorated with Soluble Recombinant TRAIL

LUV (Large Unilamellar Vesicles)-type lipid nanoparticles with soluble recombinant TRAIL
(STRAIL) tethered on their surface was performed as previously described [19,49]. Briefly, a mixture
of phosphatidylcholine (PC), sphingomyelin (SM), cholesterol (CHOL), and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-{[N-(5-amino-1-carboxypentyl)-iminodiacetic acid]succinyl} (nickel salt) (DOGS-NTA-Ni) (all from
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL; USA) in the weight ratio of 55:30:10:5 were firstly dried under
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a nitrogen and next under vacuum. Lipid mixture with a composition resembling that of natural
exosomes was resuspended in KHE buffer (100 mM KCIl, 10 mM HEPES, pH 7.0, containing 0.1 m
MEDTA). After that, resuspended lipids were freeze-thawed 10 times and extruded 10 times through
two polycarbonate membranes with a pore size of 0.2 um (Whatman, Maidstone, UK) using an
extruder (Northern Lipids, Burnaby, BC, Canada). LUV were incubated in KHE buffer for 30 min
at 37 °C with soluble recombinant TRAIL (sTRAIL), corresponding to amino acids 95-281 with a
6-histidine tag in its N-terminal extreme cloned into the pET-28¢ plasmid (Novagen, kindly provided
by Dr. Marion MacFarlane) [50]. Then LUV with sTRAIL tethered on their surface (LUV-TRAIL)
were ultracentrifugated for 6 h at 100,000 revolutions per minute at 4 °C, supernatant was removed,
and finally, the pellet containing LUV-TRAIL was resuspended in an equal volume of sterile KHE buffer.

4.2. Cell Culture and Cytotoxicity Assays

A673 cells (derived from Ewing’s sarcoma), HT-1080 cells (derived from fibrosarcoma), and RD
cells (derived from rhabdomyosarcoma) were obtained from American Type Culture Colection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Sarcoma cell lines were routinely cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine
and penicillin/streptomycin (i.e., complete medium) at 37 °C with a 5% COs,.

4.3. Cell Viability Assays

For cell viability quantification, cells (2.5 x 10* cells/well) were seeded in 96-well plates
(100 uL/well) in complete medium and left overnight to be attached to the bottom. Cells were then
treated with different concentrations (1-1000 ng/mL) of sSTRAIL or LUV-TRAIL for 24 h. Cell viability
was evaluated by a modification of 3-[4,5-di-methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) method of Mosmann as previously described [51]. Data was expressed as the percentage of cell
viability with respect to control cells (untreated cells for sTRAIL, and cells treated with LUVs without
TRAIL for LUV-TRAIL).

4.4. Cytotoxicity Assays

Cytotoxicity assays were performed as follows: 2 x 10* cells were seeded in 96-well plates in
complete medium and left overnight to be attached to the bottom. After that, cells were treated
with different concentrations of sTRAIL or LUV-TRAIL (1-1000 ng/mL) for 24 h. Then, apoptosis
was measured by analyzing phosphatidyl-serine exposure on cell surface was analyzed to quantify
apoptosis. For that, cells were incubated with 0.5 pg/mL annexin-V-APC, Immunostep, Salamanca,
Spain) in annexin-binding buffer (ABB, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,, 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4)
for 15 mins at room temperature. Finally, apoptosis quantification was carried out using a FACSCalibur
flow cytometer and CellQuest software (BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA).

Cell death inhibition assays were carried out by using the blocking anti-human TRAIL mAb
(500 ng/mL, clone RIK2, BD Biosciences), with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (30 uM, Bachem,
Bubendorf, Switzerland) or with the specific caspase-8 inhibitor IETD-fmk (30 M, Bachem). Cells were
pre-incubated with RIK2, z-VAD-fmk, or IET-fmk for 1 h prior to the addition of TRAIL (both sTRAIL
and LUV-TRAIL).

4.5. Clonogenic Assay

Clonogenic survival was analyzed as previously described [22-24]. Briefly, 5000 cells per well
were seeded into 6-well plates and left to be attached to the bottom overnight. The following day, cells
were incubated with sSTRAIL or LUV-TRAIL (300 ng/mL for A673 cells and 1000 ng/mL for HT-1080
and RD cells) for 24 h in presence or absence of FVP (50 nM for HT-1080 cells and 200 nM for A673 and
RD cells). Then, culture medium was removed and replaced with fresh medium, and surviving cells
were cultured for 10 days. After that, cells were washed twice with PBS, fixed with pure methanol for
30 min at 4 °C, and stained with crystal violet (1% in 50% ethanol). The measurement of the absorbance
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at 550 nm after dissolving crystal violet with DMSO was performed for quantifying the clonogenic
assays. Data were expressed as the percentage of absorbance with respect to the respective control
(untreated cells).

4.6. Western Blot Analysis

The study of the expression of the main proteins involved in the extrinsic apoptotic pathway
was carried out using Western blot analysis as previously described [19-21]. Briefly, cells (5 x 10°)
were lysed at 4 °C with 100 uL of a buffer containing 1% Triton X-100 and protease and phosphatase
inhibitors. Then, lysated cells were separated by 12% SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes,
and blocked with TBS-T buffer (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 0.12 M NaCl, 0.1% Tween-20, 0.05% sodium
azide) containing 5% skimmed milk. PVDF membranes were incubated with mAbs against caspase-8
(BD Biosciences), caspase-3 (Cell Signaling, Danvers, MA; USA), Bid (BD Biosciences), PARP-1
(BD biosciences), caspase-9 (MBL, Woburn, MA; USA), cFLIP (clone NF6, Enzo, Farmingdale, NY,
USA), Mcl-1 (Santa Cruz Biotech, Dallas, TX), Bcl-xL (Cell Signaling), or XIAP (BD Biosciences) in TBS-T
containing 2% skimmed milk. Anti-B-actin mAb (Sigma, Saint Louis, MO; USA) was used as protein
loading control. Pierce ECL Western Blotting Substrate (when used horseradish peroxidase-labeled
secondary antibody, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) or the CDP-Star substrate (when used
phosphatase alkaline-labeled secondary antibody, Merck, Darmstadt, Germany) were used to display
the proteins.

4.7. Surface Expression of Death Receptors

The analysis of surface expression of death receptors was performed as follows: 1 x 10° cells
were incubated with either anti-DR4, anti-DR5, anti-DcR1, anti-DcR2 monoclonal antibodies or isotype
control, all of them PE-conjugated (eBioscience, San Diego, CA, USA) in PBS containing 5% FCS for
30 min at room temperature. Then, cells were analyzed by using a FACSCalibur flow cytometer and
Cell Quest software (BD Biosciences).

4.8. Nuclear Staining

Hoechst 33342 staining was carried out for analyzing the nuclear morphological changes. Briefly,
cells were seeded (10 cells) in 24-well plates in complete medium and incubated in presence or absence
of FVP for 1 h (200 nM for A673 and RD cells and 50 nM for HT-1080 cells). After that, cells were
treated with sTRAIL or LUV-TRAIL (1000 ng/mL) overnight. Then, cells were fixed with 4% PFA for
30 min, washed with PBS, and labeled with 1 pg/mL of Hoechst 33342 (Invitrogen, Dublin, Ireland).
Finally, photographs were taken using a fluorescence microscope (E600/E400, Nikon, Tokio, Japan)
equipped with digital photograph system (DXM 1200F, Nikon) at original magnification at 400 x.

4.9. Statistical Analysis

GraphPad Prism 5 software was used to carry out computer-based statistical analysis. Results
showed indicate the mean & SD of at least three different experiments. Student’s t test for non-paired
variants was performed to evaluate statistical significance. A p < 0.05 value was considered to
be significant.
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Abstract: Although TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand, also known as Apo2L) was
described as capable of inducing apoptosis in transformed cells while sparing normal cells, limited
results obtained in clinical trials has limited its use as an anti-tumor agent. Consequently, novel TRAIL
formulations with enhanced bioactivity are necessary for overcoming resistance to conventional
soluble TRAIL (sTRAIL) exhibited by many primary tumors. Our group has generated artificial
liposomes with sSTRAIL anchored on their surface (large unilamellar vesicle (LUV)-TRAIL), which
have shown a greater cytotoxic activity both in vitro and in vivo when compared to sTRAIL against
distinct hematologic and epithelial carcinoma cells. In this study, we have improved LUV-TRAIL
by loading doxorubicin (DOX) in its liposomal lumen (LUVDOX-TRAIL) in order to improve their
cytotoxic potential. LUVDOX-TRAIL killed not only to a higher extent, but also with a much faster
kinetic than LUV-TRAIL. In addition, the concerted action of the liposomal DOX and TRAIL was
specific of the liposomal DOX and was not observed when with soluble DOX. The cytotoxicity induced
by LUVDOX-TRAIL was proven to rely on two processes due to different molecular mechanisms: a
dynamin-mediated internalization of the doxorubicin-loaded particle, and the strong activation of
caspase-8 exerted by the liposomal TRAIL. Finally, greater cytotoxic activity of LUVDOX-TRAIL was
also observed in vivo in a tumor xenograft model. Therefore, we developed a novel double-edged
nanoparticle combining the cytotoxic potential of DOX and TRAIL, showing an exceptional and
remarkable synergistic effect between both agents.

Keywords: TRAIL; liposomes; cancer immunotherapy; caspase-8; doxorubicin; endocytosis

1. Introduction

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand, also known as Apo2L) is a death ligand that
belongs to the TNF cytokine super-family. Its selective pro-apoptotic ability on transformed cells,
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leaving normal cells unaffected [1-3], sparked the interest in using this protein as a potential therapeutic
strategy in cancer [4,5]. In fact, a large number of clinical trials were carried out using TRAIL-based
therapy on a wide variety of human cancers, reaching phase II/III [6]. Unfortunately, although proven
safe, TRAIL-based therapies showed very limited therapeutic activity in clinical trials [7-9]. Therefore,
better sensitization strategies can be useful in order to overcome the resistance of cancer cells to
TRAIL [10-13]. In this line, a wide variety of drugs of different nature that can act in combination with
TRAIL, sensitizing cancer cells to apoptosis induced by this death ligand, have been described. In fact,
TRAIL has been combined, among others, with the proteasome inhibitor bortezomib [14], the cdk
inhibitor flavopiridol [15], the histone deacetylase inhibitor vorinostat [16], the flavonoid quercetin [17],
and the cytostatic drugs paclitaxel [18], actinomycin D [19], or doxorubicin [20]. On the other hand,
novel TRAIL formulations with improved bioactivity can also be of great usefulness for its future
clinical application in order to overcome TRAIL resistance [21-26]. These TRAIL formulations include
highly stable TRAIL trimers [3,27], fusion proteins with single-chain variable antibody fragments
(scFv) that active target TRAIL to cancer cells [28-31] or immune cells [32,33], mutant variants with
specificity to DR5 [34,35], and different types of nanoparticles [36—42]. In this line, our group generated
an original formulation of TRAIL based on immobilizing TRAIL molecules on the surface of artificial
lipid nanoparticles (large unilamellar vesicle (LUV)-TRAIL), resembling the natural TRAIL-containing
exosomes secreted by activated human T-cells [43,44]. We already demonstrated that LUV-TRAIL
exhibited an enhanced anti-tumor activity when compared to soluble TRAIL (sTRAIL) against leukemic
cells resistant to TRAIL or to chemotherapeutic drugs [37,45,46], and on epithelial carcinoma cells
both in vitro and in vivo [47-49]. The increased cytotoxicity of LUV-TRAIL relied on its ability to
induce an improved DR5 clustering leading to an enhanced DISC recruitment in comparison to
sTRAIL [45,49]. However, although LUV-TRAIL has proven more efficient than sTRAIL in all tumor
cell lines tested, some cancer cell lines remain somewhat resistant to its pro-apoptotic activity. Therefore,
seeking to optimize the original LUV-TRAIL formulation to overcome the resilient TRAIL-resistance
of some cancer cells, we have generated a novel liposomal formulation combining LUV-TRAIL with
a chemotherapeutic drug encapsulated inside the lipid nanoparticle. Concerning the drug to be
encapsulated, after performing a research work and considering several options among the already
described liposomal drugs, liposomal doxorubicin (DOX) was finally chosen. Liposomal DOX was one
of the first encapsulated drugs to be developed, more than 20 years ago, and its anti-tumor bioactivity
has been assessed in a great number of scientific articles (reviewed in Reference [50]). In this line,
the use of liposomal DOX assembled to the erythrocyte leveraged chemotherapy (ELeCt) platform in
cancer treatment has been recently reported [51]. In this work, the authors demonstrate that liposomal
DOX using the ELeCt platform is highly effective against lung metastasis in a melanoma model.
Doxorubicin has been described to synergize with TRAIL when administered in combination in several
studies [38,52-55]. Beyond DOX has been reported to synergize with TRAIL, its liposomal was chosen
due to scientific literature about the preparation and characterization of liposomal DOX, which can
be easily found (reviewed in Reference [56]). Moreover, from an experimental point of view, the
encapsulation protocol of DOX perfectly suited the coupling process of TRAIL with LUV, so both
processes (encapsulation and coupling) could be easily combined with minor modifications. Thus, we
devised the generation of a unique formulation combining both TRAIL and DOX (LUVDOX-TRAIL),
which could be of great interest to overcome the resistance of different types of cancer. Therefore, we
used the liposomal particle of LUV-TRAIL as a vehicle for DOX, resembling the well-known liposomal
formulation of DOX, but combining it with the superior pro-apoptotic potential of LUV-TRAIL,
generating LUVDOX-TRAIL. This double-edged new formulation can potently and simultaneously
trigger the intrinsic and the extrinsic apoptotic pathways to induce a great cytotoxic effect against
tumor cells. Indeed, this new liposomal formulation exhibited an outstanding pro-apoptotic potential,
greatly improving the performance of LUV-TRAIL in all cancer cells tested. It is noteworthy that
LUVDOX-TRAIL was capable of overcoming the resistance to LUV-TRAIL in highly TRAIL-resistant
cancer lines. Moreover, LUVDOX-TRAIL with a defined low concentration of DOX maintained their
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greater anti-tumor effect both in vitro and in vivo while sparing normal cells. Our results show that
this optimized double-edged LUV-TRAIL formulation harbors an enhanced exceptional cytotoxic
ability and could be potentially useful to improve anti-tumor therapy against TRAIL-resistant cancers.

2. Results

2.1. Synthesis and Characterization of Large Unilamellar Vesicle Doxorubicin-TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand (LUVDOX-TRAIL)

Large unilamellar vesicles (LUVs) encapsulating DOX inside their lumen and decorated with
TRAIL on their surface (LUVDOX-TRAIL (LDT)) (Figure 1a) were synthetized as outlined in the
protocol shown in Figure 1b. DOX was encapsulated inside the liposomal lumen using the pH
gradient method, as described in the Material and Methods Section. In short, this method relies on the
generation of a pH difference between the liposomal lumen (low pH) and the external media (neutral
pH). Thus, DOX molecules passively diffuse from the media to the liposomal lumen, where the low pH
induces a protonation of the DOX molecule, rendering it insoluble and therefore unable to cross the
lipid barrier, being entrapped inside the liposomes. As shown in Figure 1d, this method rendered an
entrapment efficiency of around 97%. Assuming this encapsulation efficiency, the final concentration
of encapsulated DOX was 1.4 mM (Figure 1c). In contrast, as expected, classic LUVs bearing PBS in the
liposomal lumen (LUV-PBS) showed a rather poor encapsulation efficiency. Cryo-TEM assessment
confirmed the presence of a homogeneous population of liposomal particles of around 100 nm of
diameter, similarly to LUV-TRAIL (LT) [57]. Of note, a black aggregate inside the liposomes could also
be observed, corresponding to the precipitated insoluble DOX, which is a typical feature of liposomal
DOX encapsulation (Figure 1e).
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Figure 1. (a) Schematic representation of large unilamellar vesicle doxorubicin-TNF-related
apoptosis-inducing ligand (LUVDOX-TRAIL (LDT)). (b) Schematic illustration of the generation
of LDT. Generation of LDT was performed as describe in the Experimental Section. (c) Standard curve
of doxorubicin concentration. Absorbance at 480 nm of the indicated concentrations of doxorubicin
(DOX) was measured. The DOX standard curve was used to interpolate the results obtained in (d).
(d) Encapsulation efficiency and release profile of doxorubicin in LUV-AS. DOX was incubated with
LUV-AS at a molar ratio of 1:3.8 (drug:lipid) for 30 min at 60 °C. At the indicated times, samples were
taken and free DOX was separated from the liposomal fraction. Encapsulated DOX was quantified by
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measurement of absorbance at 480 nm. Efficiency is represented as percentage of total doxorubicin
present in the liposomal fraction in every time point. (e) Scanning electron microscopy of LDT was
carried out as described in the Experimental Section. Original magnification was 45,000%. (f) Coupling
efficiency of soluble TRAIL in the LDT formulation. Once LUVDOX-TRAIL were generated, they were
ultra-centrifuged at 60,000 rpm for 5 h, collecting the supernatant and resuspending the pellet. Aliquots
from the pellet and the supernatant fractions were separated by SDS-PAGE and the presence of TRAIL
in both fractions was assessed by Western blot.

Once the feasibility and efficiency of the DOX encapsulation method were proven, the next step
was to attach sTRAIL on their surface. For that, STRAIL was incubated with LUVDOX (LD) at the
same protein/lipid ratio as in the classic LT [37] to obtain the LDT formulation. Importantly, sSTRAIL
was coupled to LD by incubating at 15 °C instead of the classic 37 °C used for LT to diminish possible
leakage of DOX. However, this lower incubation temperature did not compromise sTRAIL attachment
to the liposomal surface. As shown in Figure 1f, the coupling efficiency was very high and similar to
that of classic LT [57], validating the modification of the protocol. Therefore, the final concentration of
DOX and TRAIL within LDT was 775 uM and 12 ug/mL, respectively.

2.2. In Vitro Cytotoxic Potential of LUVDOX-TRAIL

The anti-tumor activity of LDT was tested on a panel of cell lines, composed mainly by
TRAIL-resistant cell lines (Supplementary Figure S1). As shown in Figure 2, LDT showed an exceptional
cytotoxic activity on all cell lines tested, proving more efficiency than LT and LD, respectively. In this
regard, although LD alone induced some cytotoxicity on some cell lines, this was rather limited in
most cases (Figure 2a). The cells presented the typical features of apoptotic cell death, such as blebbing
and cell shrinkage. Importantly, the effect of LDT was not observed when LT was co-administered
in combination with increasing concentrations of soluble DOX up to more than 15-fold that of LDT
(Figure 2c), suggesting a specific synergism between the liposomal DOX and liposome-bound TRAIL.
Next, we measured the killing kinetic of LDT. As shown in Figure 2d, LDT showed a much faster
cytotoxic kinetic than both LD and LT. In all epithelial cancer cell lines, LDT reached the maximum
cell death after six hours (Figure 2d, upper panels). Moreover, in A549 and SKBR3 cells, the onset
of cell death could be observed already after two hours. On the other hand, LDT showed a slower
kinetic on sarcoma cell lines, reaching maximum levels at 20 hours (Figure 2d, bottom panels). In all
cases, LD only showed a limited cytotoxic exposure effect, with LDT being significantly more potent in
all cases. Altogether, our results show a unique synergistic effect between the surface-bound TRAIL
and the encapsulated DOX, which cannot be achieved by LT, LD, or an equivalent concentration of
soluble DOX.
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Figure 2. (a) Cytotoxicity of LUVDOX-TRAIL (LDT) on a panel of tumor cell lines from distinct origin.
A549, HT-29, SKBR3, and MDA-MB-468 cells were treated with LUV-TRAIL (LT), LUVDOX (LD), or
LDT (TRAIL at 1 pug/mL) for 24 h. Bright field microscopy images of the Control, and cells treated
with LD and LDT, were taken. Original magnification was 200x. (b) A panel of tumor cell lines (A549,
HT-29, SKBR3, MDA-MB-468, A673, HT-1080, Raji, RD, U937, and MOLT4) were treated with increasing
concentrations of LT, LD, or LDT for 24 h. The following day, cell death was measured by annexin-V
staining. Graphs show the mean + standard deviation (SD) of at least three independent experiments.
*p <0.05 **p <0.01, * p <0.001. (c) Combined treatment of LT with increasing concentrations
of soluble DOX on A549 cells. A549 cells were treated with LT (1000 ng/mL) in combination with
increasing concentrations of soluble DOX for 3 h. Besides, LDT was also used as a reference. Results are
the mean + SD of three independent experiments. (d) Time-course cytotoxicity of LDT on the tumor
cell cells: A549, SKBR3, HT-29, A673, HT-1080, and RD cells. Cells were treated with LD or LDT at their
maximum concentrations (1 pg/mL TRAIL; 64.56 uM DOX) for the indicated times. Apoptotic cells
were measured by annexin-V staining. Graphs show the mean + SD of four different experiments.
*p <0.05,* p < 0.01, LT versus LDT # p < 0.05, # p < 0.01, ¥ p < 0.001 LD versus LDT.
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2.3. LUVDOX-TRAIL are able to Induce a Stronger Activation of the Extrinsic Apoptotic Pathway than
LUV-TRAIL in Cancer Cells

Next, we set out to characterize the nature of the cell death induced by LDT. First, the role of TRAIL
in the cytotoxicity exerted by LDT was analyzed by blocking TRAIL (Figure 3a). Pre-incubation with the
TRAIL-blocking antibody RIK completely protected all cell lines from LDT-induced cytotoxicity. On the
other hand, the exposure of phosphatidylserine detected by annexin-V staining in the cytotoxicity
experiments suggested a classic apoptotic process. To corroborate that, the role of caspases in LDT
was explored. First, sarcoma cell lines HT-1080 and RD were incubated with sTRAIL, LT, LD, and
LDT for 20 hours and activation of the main caspases involved in the extrinsic apoptotic pathway was
assessed by Western blot (Figure 3b, upper panels). Activation of caspase-8 and caspase-3 was clearly
increased when sarcoma cells were treated with LT compared to sTRAIL, as previously described [58].
Moreover, cleavage of Bid and PARP-1, the specific substrates for caspases-8 and -3 respectively,
correlated with the activation of both caspases. It is noteworthy that LD had no effect on caspase
activation. In contrast, LDT induced a stronger caspase activation than both LD and LT, which
correlated with a higher cell death induction in the same experiments (Figure 3b, bottom panels).
When analyzed in a time-course setting, LDT again showed a much faster ability to activate caspases -8
and -3 (Figure 3c). It is worth noting that LDT also induced a quick and strong activation of caspase-9.
Overall, while LD did not induce any noticeable activation of any of the three caspases analyzed,
LDT induced a clear and strong activation of the three caspases even from the 30-minute time point.
Interestingly, the three caspases seemed to be activated simultaneously. With that aim, analysis of
caspase activation after pre-incubation with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk was carried out in
sarcoma cells (Figure 3d). Treatment with z-VAD-fmk abrogated caspase activation almost completely
both in HT-1080 and RD cells treated with LT and with LDT. Moreover, cleavage of Bid and PARP-1,
the specific substrates for caspases-8 and -3 respectively, were also fully inhibited when cells were
treated with z-VAD-fmk. Having corroborated that LDT induced a strong caspase activation, we next
checked if caspases were the main driver of LDT cytotoxicity. Thus, A549, SKBR3, and HT-29 cells
were subjected to LDT treatment, in the presence or absence of the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk
or the specific caspase-8 inhibitor z-IETD-fmk (Figure 3e). Both caspase inhibitors were able to revert
cell death almost completely. All the results pointed towards LDT-induced apoptosis being a purely
caspase-8-dependent process. In order to corroborate the role of caspase-8, the rhabdomyosarcoma cell
line RH4, which is known to lack caspase-8 [59], was also studied. LDT did not have any cytotoxic
effect on RH4 cells (Supplementary Figure S2a), therefore corroborating the main role ofcaspase-8
in LDT-induced apoptosis. In this line, silencing caspase-8 in SKBR3 cells completely abrogated
LDT-induced cell death (Supplementary Figure S2b). Finally, given the double-edged nature of LDT,
being a priori able to trigger both the extrinsic and the intrinsic apoptotic pathways, and considering
the strong activation of caspase-9 observed in Figure 3c, we also checked the activation of the intrinsic
apoptotic pathway by using modified HCT-116 cells lacking both Bax and Bak (HCT-116 BB), therefore
lacking a functional mitochondrial apoptotic pathway [49] (Supplementary Figure S2c). HTC-116 BB
cells were completely resistant to LDT, suggesting an important role for the mitochondrial apoptotic
pathway in LDT-induced cell death.
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Figure 3. (a) Roles of DOX and TRAIL in LUVDOX-TRAIL (LDT) cytotoxicity. A549, SKBR3, and
HT-29 cells were treated with the indicated combinations of LUV-TRAIL (LT), LUVDOX (LD), and
LDT (TRAIL at 1000 ng/mL). When indicated, cells were pre-treated with the TRAIL-blocking antibody
RIK. Cell death was assessed by annexin-V staining after 6 h of treatment. Graphs show the mean +
SD of at least four experiments. *** p < 0.001. (b) Analysis of caspase activation after treatment with
different TRAIL versions. HT-1080 and RD cells were untreated (Control, designed as C), or treated
with soluble TRAIL (ST), LT, LD, and LDT at 1000 ng/mL. After 24 h, cells were lysed, and lysates
were subjected to SDS-PAGE and to Western blot analysis. Levels of caspase-8, caspase-3, Bid, and
PARP-1 were analyzed using specific antibodies. The level of actin levels was used as a control for
equal protein loading. Cell death was quantified in parallel by flow cytometry after annexin-V staining
(bottom panels). (c) Analysis of time-course caspase activation with LD or LDT. A549 cells were treated
with LD or LDT (1 pg/mL TRAIL; 64.56 pM DOX) at the indicated times. Finally, cells were lysed, and
lysates were subjected to SDS-PAGE and to Western blot analysis. (d) Analysis of caspase activation
after treatment with different TRAIL versions. HT-1080 and RD cells were untreated (Control, designed
as C), or treated with LUV alone (CL), LT, LD, and LDT at 1000 ng/mL. When indicated, cells were
pre-treated with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (30 utM). After 24 h, cells were lysed, and lysates
were subjected to SDS-PAGE and to Western blot analysis. Levels of caspase-8, caspase-3, Bid, and
PARP-1 were analyzed using specific antibodies. Actin levels was used as a control for equal protein
loading. (e) Role of caspases in LDT cytotoxicity. A549, SKBR3, and HT-29 cells were treated with LT,
LD, or LDT (TRAIL at 1000 ng/mL). When indicated, cells were pre-treated either with the pan-caspase
inhibitor z-VAD-fmk (30 M) or with the specific caspase-8 inhibitor z-IETD-fmk (30 uM) for 1 hour.
Cell death was assessed by annexin-V staining after 6 h of treatment. Graphs show the mean + SD of at
least four experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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2.4. LUVDOX-TRAIL-Induced Cytotoxicity is a Dynamin-Dependent Mechanism Involving Caspase-8 Activity

Although the involvement of TRAIL in LDT cytotoxicity was clear, the contribution of DOX to the
cell death was still elusive. Indeed, the uptake mechanism of LD and LDT was still unclear. To perform
a more detailed analysis of the role of DOX in both liposomal formulations (LD and LDT), A549 cells
were subjected to time-course stimulation with both liposomal formulations, and DOX fluorescence
was analyzed by microscopy. As shown in Figure 4a, both LD and LDT could be readily detected
inside the cells already after 15 minutes of treatment. This fluorescence remained mostly unchanged
for LD, whereas in LDT-treated cells, the red fluorescence pattern dramatically changed, adopting a
very condensed aspect over time, and localizing in what could be identified as the nucleus. It is worth
noting that no apoptosis could be detected in LD-treated cells, correlating with our previous results.
In addition, the sharp DOX condensation only occurred in cells undergoing apoptosis (white arrows in
T = 120), suggesting a cause—effect correlation between apoptosis and DOX localization in the nucleus.

Interestingly, the fluorescence pattern observed for both LD and LDT at short times appeared
to localize in a somehow defined cellular compartment, rather than being dispersed in the cytosol
(T = 15). Having proven that encapsulated DOX both in LD and LDT was endocytosed, and taking
into consideration previous studies reporting the lysosomal localization of DOX after treatment with
liposomal doxorubicin [60], we considered the possibility of DOX being localized in the endosomal
compartment. To corroborate this, a specific lysosomal marker (Lysotracker™) was used in parallel to
LD or LDT administration (Figure 4b). After 60 minutes of exposure, almost all DOX fluorescence
co-localized with Lysotracker™ in A549 cells treated with LD. However, when treated with LDT, most
of DOX fluorescence already seemed to be located at the nucleus, whilst only a faint red fluorescence
could be observed outside the nucleus, seemingly co-localizing with the lysosomal tracker, suggesting
that at least part of the DOX would still remain in the lysosomes.
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Figure 4. (a) Fluorescence microscopy of A549 upon treatment with LD or LDT. A549 cells were treated
with LD or LDL at their maximum working concentrations (1 pg/mL TRAIL; 64.56 uM DOX) at the
indicated times. At the final time, medium was carefully replaced, and cells were cooled for 10 minutes
at 4 °C. Finally, bright field and red fluorescence pictures were taken by fluorescence microscopy.
(b) Subcellular location of LD and LDT. A549 cells were pre-treated for 1 h with Lysotracker™. Then,
cells were treated with LD or LUVDOX-TRAIL (TRAIL, 1000 ng/mL TRAIL) for 1 h. At the final time,
medium was replaced, and cells were cooled for 10 min at 4 °C. Finally, green and red fluorescence
pictures were taken by fluorescence microscopy. Original magnification was 400x. (c) Inhibitory effect
of dynasore on cell death and DOX fluorescence of upon treatment with LD or LDT. A549 and SKBR3
cells were treated with LD or LDT for 3 h. In some cases, cells were pre-treated with dynasore (DYN,
80 uM) for 1 h. Cell death was measured by annexin-V staining and DOX uptake was quantified
by red-fluorescence measurement, respectively. Graphs show the mean + SD of four independent
experiments. * p < 0.05, * p < 0.01, ** p < 0.001. (d) Confocal microscopy of A549 upon treatment
with LD or LDT. A549 cells were treated with LD or LDL at their maximum working concentrations
(1 ug/mL TRAIL; 64.56 uM DOX) at the indicated times. In some cases, cells were pre-treated with
dynasore (DYN, 80 uM) or z-VAD-fmk (zVAD, 30 uM) for 1 hour. Cells were stained with antibody
anti-LAMP-1 and the probe DAPI. At the final time, medium was carefully replaced, and cells were
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cooled for 10 minutes at 4 °C. Finally, fluorescence pictures were taken by confocal microscopy.
(e) Analysis of the time-course activation of caspases after treatment with LT, LD, and LDT. A549 cells
were treated with LT, LD, and LDT at 1000 ng/mL. When indicated, cells were pre-treated either with
DYN (80 uM) or z-VAD-fmk (30 uM). After, cells were lysed, and lysates were subjected to SDS-PAGE
and to Western blot analysis. Levels of caspase-8, caspase-9, caspase-3, and PARP-1 were analyzed
using specific antibodies. Level of actin was used as a control for equal protein loading. (f) Effect of
combined treatment of LD and LUV-TRAIL on cell-death and DOX-fluorescence. Tumor cells were
treated with LD and LUV-TRAIL alone, or with the combination of both LD and LUV-TRAIL for 3 h.
Besides, LDT was used in parallel as a reference. In some cases, cells were pre-treated with dynasore
(DYN, 80 uM) or z-IETD-fmk (zIETD, 30 uM) for 1 hour. (e) Cell death was measured by annexin-V
staining and (f) DOX uptake was quantified by red-fluorescence measurement, respectively. Graphs
show the mean + SD of five independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Next, we characterized the involvement of the endocytic pathway in LD- and/or LDT-induced
cell death using the specific dynamin inhibitor Dynasore (DYN) [61]. A549 and SKBR3 cells were
pre-treated with DYN for one hour prior to the addition of LD or LDT and apoptosis induction was
measured at three hours to analyze the early cell death induced by LDT (Figure 4c). Of note, DOX
uptake by the cells was also assessed by measuring its characteristic red fluorescence by flow cytometry.
In the absence of DYN, cytotoxicity perfectly correlated with previous data. When cells were pre-treated
with DYN, cell death induced by LDT was abrogated in both cell lines. Regarding DOX fluorescence,
in general, both LD and LDT presented high MFI levels in both cell lines, although fluorescence was
slightly higher for LDT. Interestingly, similarly to apoptosis levels, fluorescence levels were significantly
reduced by DYN. All of this data strongly suggested a role for dynamin in the uptake of the liposomal
DOX into the lysosomal compartment, regardless of the presence of TRAIL on the liposomal surface
and proved that DOX requires to be internalized in order to exert its cytotoxicity. A deeper analysis by
confocal microscopy in A549 cells following a time-course treatment with either LD or LDT further
corroborated these observations (Figure 4d). Thus, while DOX could be readily detected colocalizing
with the lysosomal marker LAMP-1 already after 5 minutes of stimulation with LDT, DOX could only
be clearly detected after 30 minutes of stimulation in the case of LD. Moreover, in LDT-treated cells,
DOX fluorescence co-localized with DAPI already after 15 minutes, and almost all DOX was present
inside the nuclei after 30 minutes. In the case of LD, the uptake was much slower, with DOX only
beginning to be clearly detected inside the cells after 30 minutes, and overall to a lesser extent than LDT.

Remarkably, when A549 cells were pre-treated with DYN, co-localization of DOX with DAPI
was dramatically decreased both in LD-treated and LDT-treated cells. Interestingly, pre-treatment
with z-VAD-fmk also decreased the amount of DOX into the nuclei, although to a lesser extent than
DYN. When analyzed by Western blot, LT and LDT showed a clear activation of the caspase cascade,
although LDT again showed a more robust activation and cleavage of all caspases and substrates
analyzed (Figure 4e). LD did not induce any activation of any caspase, including caspase-9. As expected,
caspase activation was reduced after z-VAD-fmk treatment. Interestingly, pre-treatment with DYN
also diminished caspase activation.

Finally, we wanted to assess whether LT administered in combination with LD should render
a similar outcome to LDT. For that, experiments using LD along with LT were carried out on A549
and SKBR3 cells, comparing with LDT. To dissect the roles of the endocytic process on the one hand
and of TRAIL-induced caspase-8 activation on the other, cells were pre-treated with DYN and with
z-IETD-fmk, and both apoptosis induction and DOX fluorescence were measured (Figure 4f). LDT was
again the most cytotoxic agent. Interestingly, the combination of LD and LT showed a substantial
synergy to induce cell death in both cell lines. Importantly, both DYN and z-IETD-fmk were able
to abrogate apoptosis induced by LDT or by the combination of LT and LD. Regarding intracellular
fluorescence, the result was similar to that observed in Figure 4a, where LD and LDT showed similar
fluorescence patterns. In this case, the combination of LD and LT rendered similar results to LD alone
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or LDT. Moreover, the dynamin inhibitor DYN not only blocked DOX fluorescence upon treatment
with LD or LDT, but also with the combination of LT and LD. Remarkably, the caspase-8 inhibitor
z-IETD-fmk significantly reduced DOX fluorescence levels in the points where TRAIL was involved,
indicating that DOX fluorescence intensity was also dependent of caspase-8 activity.

2.5. Reduction of DOX Concentration in LUVDOX-TRAIL Reduces Their Toxicity on Normal Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC) but Maintain Cytotoxicity on Cancer Cells

After assessing the greater cytotoxic effect of LDT in all cancer cell lines tested, and having
characterized its mechanism of action, we next sought to test the possible cytotoxicity of this new
formulation on normal primary cells. For that purpose, cytotoxicity of LDT was analyzed on freshly
isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and on activated T-cells (or T-cell blasts) generated
from those PBMC (Supplementary Figure S3). LDT induced cell death on PBMC and on day-6 T-cell
blasts after 24 hours of treatment when used at the usual concentrations of DOX and TRAIL (64 uM of
DOX and 1 ug/mL of TRAIL, respectively) (Supplementary Figure S3a,b). Toxicity was similar on both
CD4" and CD8* 6-day T-cell blasts subpopulations (Figure S3¢,d), and it was clearly due to DOX, since
LD exhibited a similar cytotoxicity pattern. In order to decrease LDT toxicity on normal cells, LDT
with a concentration of DOX 10 times lower than those previously described (hereafter LDT 1/10) but
with the same concentration of TRAIL were generated. Reduction of the concentration of encapsulated
DOX to 6.4 uM eliminated the toxicity of LDT on freshly isolated PBMCs and considerably reduced
the cytotoxicity on 6-day T-cell blasts (Supplementary Figure S3a,b). Finally, the cytotoxic potential of
LDT 1/10 was assessed, as in Figure 2, using the same cell lines (Figure 5). Reduction of encapsulated
DOX in liposomal composition reduced the cytotoxic potential of LD and LDT. However, although
slightly reduced, importantly, LDT 1/10 still retained a strong activity against all cancer lines tested,
still being the most potent formulation (Figure 5).
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Figure 5. (a) Cytotoxicity of LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10) on a panel of tumor cell lines from distinct
origin. A panel of tumor cell lines (A549, HT-29, SKBR3, A673, HT-1080, Raji, RD, U937, and MOLT4)
were treated with increasing concentrations of LUV-TRAIL (LT), LUVDOX 1/10 (LD 1/10), or LDT 1/10
with entrapped DOX concentration of DOX: 6.45 Mm (DOX 1/10). After 24 h, cell death was measured by
annexin-V staining. Graphs show the mean + SD of at least three independent experiments. * p < 0.05,
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**p <0.01, ** p < 0.001. (b) Cytotoxicity of LDT 1/10 on a panel of tumor cell lines from distinct
origin. Raji, U937, and MOLT-4 cells were treated with LT, LD 1/10, or LDT 1/10 for 24 h. Bright
field microscopy images of the Control, and cells treated with LD and LDT, were taken. Original
magnification was 200X. (c¢) Comparison of LDT and LDT 1/10 on a panel of tumor cell lines from
distinct origin. A panel of tumor cell lines (A549, HT-29, SKBR3, A673, HT-1080, Raji, RD, U937, and
MOLT4) were treated with LT, LDT, and LDT 1/10 with different entrapped DOX concentrations (LDT:
DOX at 64.56 uM or LDT 1/10: DOX at 6.45 uM). The final concentration of TRAIL was 1000 ng/mL in
all cases. After 24 h, cell death was quantified by annexin-V staining. Graphs show the mean + SD of at
least three independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

2.6. In Vivo Cytotoxic Potential of LUVDOX-TRAIL

Next, we sought to assess the in vivo efficiency of LDT. However, and given the high cytotoxicity
of LDT in vitro, we first checked the safety of LDT, to rule out any overt adverse effect in vivo. Thus,
both LT and LDT were systemically injected in mice. No sign of inflammatory infiltrate, fibrosis, or
necrosis in any tissue were observed (Figure 6a). Moreover, there was no increase in ALT or AST
serum levels after treatment with LDT, excluding in vivo hepatotoxicity, a well-known adverse effect
described for TRAIL (Figure 6b) [62]. Therefore, we could conclude that LDT do not present systemic
toxicity, and they can be used as a therapeutic agent in vivo.
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Figure 6. (a) Histological analysis of different tissues derived from LUV-DOX-TRAIL 1/10-treated mice.
Mice were subjected to systemic LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10) treatment 4 times with an interval of
2 days. After that, organs were surgically dissected and fixed in 10% buffered formalin. After fixation
for 3 days, tissues were embedded in paraffin and sectioned in 5 um sections. The slides
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were then deparafined in xylene, dehydrated in a gradient of alcohols, and stained using hematoxylin
and eosin (H and E). Original magnification was at 100x and 200x. (b) Determination of serum
levels of AST and ALT in LDT 1/10-treated mice. Mice were subjected to systemic LUV-TRAIL
treatment 4 times with an interval of 2 days. After that, mice were sacrificed, and blood samples
were collected by heart puncture. Blood samples were then centrifuged to obtain serum, and AST
and ALT levels were analyzed in the obtained serum samples by nephelometry. Graphics represent
the results as a dot plot of the data collected from 4 mice in the LDT 1/10 group and 2 mice in the
control group. (c) Mice bearing HT-1080 tumors received intra-peritoneal injections of PBS, LUV-TRAIL
(LT, 36 pg of TRAIL/injection), or LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10, 36 ug of TRAIL/injection) for
4 days (arrow-pointed). Percent survival of mice from the control, LT, and LDT 1/10 groups was
monitored for 20 days. Results are expressed as a Kaplan-Meier graphic. (d) In vivo anti-tumor activity
of LUV-TRAIL and LUVDOX-TRAIL 1/10. Mice bearing HT-1080 tumors received intra-peritoneal
injections of PBS, LUV-TRAIL (LT, 36 pg of TRAIL/injection), or LUVDOX-TRAIL 1/10 (LDT 1/10,
36 pg of TRAIL /injection) for 4 days (arrow-pointed). Tumor growth is depicted, calculated using the
formula: tumor volume = L X W x H (where L is length, W is width, and H is the height dimensions of
the tumor respectively). (e) Time-course analysis of the tumor growth in mice bearing HT-1080 tumors.
Tumor volumes corresponding to 25%, 50%, and 75% respectively, of the final volume at the moment of
the sacrifice in every group were calculated. Time (in days) at which tumors reached these volumes in
every group was calculated and expressed as dot plot of animals in each group. * p < 0.05, ** p < 0.01.

Next, we tested the efficacy of LDT on a subcutaneous xenograft model. Thus, Hsd:Athymic
Nude-Foxn1™ mice bearing subcutaneous HT-1080 tumors were treated intraperitoneally with daily
injections of either LT or LDT 1/10 for four consecutive days (described in the Materials and Methods
Section). Tumor volumes were monitored, and mice were culled when the tumor volume reached
100 mm?. All control mice were culled at day 13, while mice treated with LT survived until day 18.
In the case of mice treated with LDT, 66.7% (4 animals of 6 included in this group) survived until
day 20 (Figure 6¢). Mice treated with LT showed a slower tumor growth, whilst mice treated with
LDT showed a marked growth delay (Figure 6d). To corroborate the delay in tumor growth, the time
average that the tumors took to reach the 25%, 50%, and 75% of the final volume at the moment of
the sacrifice in every group was analyzed (Figure 6e). Although no differences were observed in the
time average at which the control and LT groups reached the 25% and 50% of the tumor growth,
mice treated with LT presented a significant delay in the time they took to reach 75% of the tumor
growth when compared to the control group. On the other hand, tumors of mice treated with LDT
took significantly longer to reach 25%, 50%, and 75% of the tumor volume when compared to both the
control and LT groups.

3. Discussion

TRAIL-based therapies in cancer exhibited very limited therapeutic activity in clinical trials [6-9],
therefore, novel TRAIL formulations with improved bioactivity that can overcome TRAIL resistance
would be of utility as cancer treatment [21-26]. In this regard, we have demonstrated in the present
study that LDT exhibited a greatly improved cytotoxicity against a broad panel of cancer cells from
distinct origins, overcoming resistance to sSTRAIL or to LT, while LD alone did not show a remarkable
cytotoxic effect in the case of epithelial cells, in which cytotoxicity was dependent on the presence of
TRAIL. In the case of sarcoma cells, LD contributed to the cytotoxic effect, but the presence of TRAIL
enhanced cytotoxicity even more. Finally, in hematological cancer cell lines, with the exception of
MOLT4 cells, in which the greater cytotoxicity observed with LDT seemed to be attributable rather to
DOX, cytotoxicity was due to the combination of TRAIL and DOX. In any case, the use of TRAIL and
DOX in a unique formulation such as LDT exhibited an enhanced cytotoxic effect when compared to
LT or LD alone on all cell lines tested, overcoming the resistance to sTRAIL. In this line, soluble DOX
has been long described to synergize with sSTRAIL when administered in combination [53-55,63,64].
However, this synergy happened at minimum incubation times of at least 12 hours, while the effect
observed with LDT happened in a much shorter time frame. Moreover, a synergistic effect of LT with
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soluble DOX at 64.56 uM cannot be achieved. However, the effective amount of DOX that would
actually get inside the cells when liposomal DOX was used might be much higher. In other words,
liposomal DOX might be more effective than soluble DOX entering the cells, so the effective intracellular
concentration of DOX could be much higher when liposomal DOX were used. Thereby, to observe a
theoretical synergistic effect of soluble DOX with LT similar to that occurring in LDT, the concentration
of soluble DOX should be much higher. However, when LT were used in combination with soluble
DOX with increasing concentrations of soluble DOX up to a maximum of 1 mM, no cytotoxic effect
was observed, ruling out any synergistic effect of LT with soluble DOX. Moreover, although previous
studies have shown that DOX synergizes with soluble TRAIL to kill cancer cells, inhibition of cell death
by the blocking antibody RIK clearly reflected a pivotal role for TRAIL in LDT-mediated cytotoxicity
and was in agreement with the fact that LD alone had a rather low cytotoxicity. Besides, the data
obtained clearly indicates that the cell death induced by LDT-is a classic caspase-dependent apoptotic
process, relying on TRAIL-mediated caspase-8 activation.

Then, the involvement of the endocytic pathway in LD- and/or LDT-induced cell death was
analyzed, trying to ascertain the mechanism underlying the enhanced cytotoxic effect exhibited by
LDT. In this regard, dynamin-dependent endocytosis has been described to be involved in the cellular
uptake of the liposomal DOX formulation Doxil® [60]. Therefore, we blocked dynamin-dependent
endocytosis by using the specific dynamin inhibitor Dynasore (DYN) [61]. Indeed, DYN was able to
block endocytosis of both liposomal formulations, and especially cell death induced by LDT. Moreover,
both LD and LDT appeared to be internalized in a similar manner and stored at lysosomes, although
with different kinetics. The differences between both liposomal formulations would arise at that point,
where the apoptotic signal triggered by liposomal TRAIL would somehow act in synergy with DOX
located inside the lysosomes. According to this scenario, a situation in which LT were administered in
combination with LD should render a similar outcome to LDT. In fact, although a similar effect could
be obtained by treating the cells with LD and LT in parallel, LDT presents the advantage of assuring
the simultaneous action of both agents (DOX and TRAIL), maximizing the pro-apoptotic efficiency.
Taking the results altogether, the cytotoxicity induced by LDT was caspase-8- and TRAIL-dependent
and involved an endocytosis mechanism dependent of dynamin. The mechanism proposed to explain
the cytotoxic effect of LDT is summarized in Figure 7.

2. TRAIL-mediated activation of caspase-8

1. Dy i i docytos
of LUVDOX-TRAIL and LUVDOX

Figure 7. Schematic illustration of the mechanism proposed for cytotoxic effect of LUVDOX-TRAIL.

First, a dynamin-dependent endocytosis of the liposome-encapsulated DOX occurred. In fact,
microscopy and flow cytometry results showed that LD was captured by the cells independently of
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the presence of TRAIL on the liposomal surface. In line with this, the commercial liposomal DOX
formulations used in cancer treatment have been proven to be internalized by dynamin-dependent
mechanisms [60]. Hence, both LD and LDT would end up sequestered in lysosomes after being
endocytosed. It is precisely at this point when the caspase-8 activated by the liposome-displayed
TRAIL would come into action by triggering the lysosomal rupture, facilitating the release of free DOX
to the cytosol, and finally, its translocation to the nucleus, unleashing a potent apoptotic process. In fact,
lysosomal permeabilization by active caspase-8 has already been described in the literature [65-67].
Interestingly, this model is only valid for liposome-displayed TRAIL, since soluble TRAIL did not
show any synergistic effect when administered in parallel with LD (data not shown). This would
highlight the need for a robust caspase-8 activation, which could only be provided by LT or LDT.

Novel liposomal formulation anchoring TRAIL on the surface and encapsulating DOX inside
lumen, that is LDT, exhibited an extraordinary cytotoxic effect against a wide range of tumor types;
however, it was also cytotoxic on freshly isolated PBMC and on activated T lymphocytes. Therefore,
LDT with a concentration of DOX 10 times less than those previously described but with the same
concentration of TRAIL, named LDT 1/10, was also generated in order to diminish LDT toxicity
on normal cells. In fact, LDT 1/10 was not toxic on neither PBMC nor activated T lymphocytes.
These results agree with previous data indicating that neither sTRAIL nor LT induced significant cell
death on T-cells [37,46,68], and demonstrate that LDT with a lower concentration of DOX did not
cause cytotoxic effects on normal cells. However, the reduction of DOX concentration into LDT could
hamper their cytotoxicity against cancer cells. As expected, LDT 1/10 exhibited slightly less cytotoxicity
than LDT, though the reduction was only minute, and all cells were still largely sensitive to the 1/10
version of LDT. All these data, taken together, indicate that optimization of the concentration of DOX
encapsulated inside the liposomal lumen allows it to retain its cytotoxicity against tumor cells but
suppress toxicity for normal cells.

Finally, we wanted to assess the in vivo anti-tumor activity of LDT. First, and before starting any
in vivo approximation, was a possible systemic toxicity exerted by LDT 1/10. In fact, his-tagged sTRAIL
was shown to have a cytotoxic effect on primary human hepatocytes [69,70]. Therefore, a pilot study
was designed seeking to analyze LDT 1/10 in vivo safety. Serum obtained by blood samples from mice
treated with LDT 1/10 was analyzed to determine the levels of aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT), clinical markers for liver health, by standard protocols, as previously
described [57]. At the same time, liver, kidney, spleen, and ovaries were also surgically extracted to
perform a histological analysis of any possible tissular damage induced by LDT 1/10. The analysis
of serum levels of the transaminases alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase
(AST) did not show relevant changes when comparing LDT 1/10 treated mice with control mice.
In addition, the normal tissue architecture was conserved in all tissues analyzed, including hepatic
tissue. No signs of inflammatory infiltrate, fibrosis, or necrosis could be detected in any tissue in mice
treated with LDT 1/10. Therefore, it could be concluded that LDT 1/10 did not induce any systemic
toxicity on any tissue analyzed, validating their use in vivo. Once any systemic toxicity of LDT 1/10
was discarded, their anti-tumor activity was analyzed in an in vivo model using HT1080-xenograft
tumors in nude mice. LDT 1/10 was able to slow down the tumor growth in a significant manner when
compared to untreated animals and most importantly, when compared to LT. These results confirmed
that LDT not only showed high in vitro bioactivity but also a strong in vivo anti-tumor activity.

4. Materials and Methods

4.1. Generation of Different Versions of Lipid Nanoparticles Decorated with TRAIL

Large unilamellar vesicles (LUVs) with soluble TRAIL (sTRAIL) tethered on their surface
(hereafter LT) were generated as previously described [37,57]. Briefly, LUV-type lipid nanoparticles
were generated with the following lipid composition: phosphatidylcholine, sphingomyelin,
cholesterol, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)-N-(methoxy(polyethylene glycol)-2000)
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(ammonium salt) (18:0 PEG2000-PE), and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-((N-(5-amino-1-carboxypentyl)
-iminodiacetic acid)succinyl) (nickel salt) (DOGS-NTA-Ni) (Avanti Polar Lipids) with a weight ratio of
50:30:10:5:5. After that, sSTRAIL (rTRAIL-Hisg, corresponding to amino acids 95-281, kindly provided
by Dr. M. MacFarlane [71]) was attached to their surface by incubation at 37 °C for 30 minutes.

Large unilamellar vesicles (LUVs) with DOX encapsulated inside their lumen and decorated with
TRAIL on their surface (hereafter LDT, Figure 1a) were synthetized as outlined in the protocol shown
in Figure 1b. The method used for generation of LDT was the pH gradient method [72,73]. First,
LUVs were prepared by using 300 mM (NHy),SO, (ammonium sulphate, AS) at pH = 4 to resuspend
the dry lipid film for generating LUV-AS. Once extruded, LUV-AS were filtrated through a PD-10
desalting column (GE Healthcare) to create a pH and ion gradient between the external medium and
the liposomal lumen by exchanging the external buffer to PBS. After that, LUV-AS were incubated with
DOX at a molar drug-to-lipid ratio of 1/3.8 at 60 °C for 30 minutes, shaking at 800 rpm for obtaining
LUV with DOX encapsulated inside (LUVDOX, hereafter LD), and then they were incubated with
SsTRAIL to obtain LDT. The final concentrations of total lipid, TRAIL, and DOX were 2.5 mM, 12 ug/mL
and 775 pM, respectively. LDT with a concentration of DOX 10 times less than those previously
described (LDT 1/10) was also generated. To assess the encapsulation efficiency of DOX inside the
liposomal lumen, the absorbance of DOX at 480 nM was measured and a calibration curve using free
DOX (concentration range from 0 to 40 uM, Supplementary Figure S1b) was used to finally quantify
the amount of encapsulated DOX. Samples were taken from the reaction mixture at the indicated times
and were subjected to size exclusion filtration through PD-10 desalting columns to capture the free
doxorubicin. The flow through fractions containing the liposomes were collected and lysed in PBS
containing 1% Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MS, U.S.) to disrupt the lipid bilayer and release the
entrapped DOX. Absorbance at 480 nm of each fraction was measured. As a negative control, the
encapsulation process was also carried out with classic LUV (containing PBS instead of AS) in parallel.

Once the feasibility and efficiency of DOX encapsulation inside LUV-AS (LUVDOX) was proven,
the next step was to attach sTRAIL on their surface. For that, sTRAIL was incubated with LD at the
same protein/lipid ratio as in the classic LT [37] to obtain the LDT formulation. Since sTRAIL was
coupled to LD incubating at 15 °C to diminish a possible DOX leakage, instead of 37 °C, as in the
case of classic LT formulation, the efficiency of the TRAIL attachment process was checked to discard
a possible low-binding efficiency. For that, LDT were ultra-centrifuged at 60,000 rpm for 5 hours,
and the presence of uncoupled 25 kD as TRAIL in the supernatant was assessed by Western blot
(Supplementary Figure Sle). The coupling efficiency was very high and similar to that of classic LT [57],
validating the modification of the protocol. Therefore, the final concentration of DOX and TRAIL in
the stock of LDT was 775 uM and 12 ug/mL, respectively.

4.2. Cell Culture

Ab549 (derived from non-small cell lung carcinoma), HT-29 (derived from colon adenocarcinoma),
RAJI (derived from Burkitt’s lymphoma), U937 (derived from histiocytic lymphoma), MOLT4 (derive
from T-cell acute lymphoblastic leukemia), A673 (derived from Ewing’s sarcoma), HT-1080 (derived
from fibrosarcoma), and RD cells (derived from rhabdomyosarcoma) cell lines were obtained from ATCC.
Cell lines were routinely cultured at 37 °C with 5% CO, in DMEM medium supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, and penicillin/streptomycin (hereafter, complete medium).

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from whole peripheral blood samples
from healthy donors by density gradient centrifugation using Ficoll-Paque® (GE Healthcare). T-cell
blasts were generated by stimulating PBMC (2 x 10 cells/mL) with 5 ug/mL PHA (phytohemagglutinin)
for 1 day. Then, PHA was removed, and cells were resuspended in complete medium supplemented
with 30 Ul/mL IL-2 and cultured for 6 days changing medium every 48 h.
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4.3. Cytotoxicity Assays and Apoptosis Quantification

Tumor cell lines (3 x 10* cells) were treated with LT and LDT for 24 hours at the following
concentrations: 1, 4, 12, 37, 11, 333, and 1000 ng/mL of TRAIL, which corresponded to the following
concentrations of DOX: 0.09, 0.27, 0.8, 2.39, 7.17, 21.52, and 64.56 uM, respectively. Dose-response
experiments were also performed using LDT with the same concentration of TRAIL, but with a
concentration of DOX 10 times less than those previously indicated (LDT 1/10). LUV-type liposomes
without TRAIL anchored to their surface but loaded with DOX (LD and LD 1/10) with the previously
described doses were also used in cytotoxicity assays. Time-course experiments were also carried
out incubating the epithelial-derived cancer cell lines A549, SKBR3, and HT-29 and the sarcoma cell
lines A673, HT-1080, and RD with 1000 ng/mL of LT, LD, and LDT for 1, 2, 4, and 6 hours. Times of
incubation at 8 and 20 hours were also included for sarcoma cells. Experiments of apoptosis inhibition
assays were carried out by pre-incubating cells with the blocking anti-human TRAIL mAb (500 ng/mL,
clone RIK2, BD Biosciences), with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (30 uM, Bachem, Bubendorf
BL, Switzerland) or with the specific caspase-o inhibitor IETD-fmk (30 uM, Bachem) for 1 hour prior to
the addition of LT or LDT. Finally, apoptosis induced by different liposome formulations was analyzed
by annexin-V staining using a FACSCalibur flow cytometer and CellQuest software (BD Biosciences).

4.4. Scanning Electron Microscopy

Samples of LDT for analysis by SEM were prepared as previously described [57]. Briefly,
after adding glutaraldehyde to bare LDT suspensions up to a final concentration of 1%, a drop
was placed onto a glass microscope slide previously treated with 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma).
Then, the sample was washed with PBS, fixed with 1% OsO4, and washed again with PBS. Thereafter,
the sample was dehydrated in a graded series of ethanol (25%-100%), mounted on specimen, and
coated with gold. Finally, the sample was analyzed using a Hitachi S-3400 N scanning electron
microscope (Hitachi, Tokyo, Japan).

4.5. Western Blot Analysis

Western blot was performed for protein expression analysis, as previously described [47-49].
The antibodies used to analyze the expression of the main proteins involved in the apoptotic pathway
were: anti-caspase-8 (BD Biosciences), anti-caspase-3 (Cell Signaling), anti-Bid (BD Biosciences),
anti-PARP-1 (BD Biosciences), and anti-caspase-9 (MBL). The expression of 3-actin was analyzed as
loading control, using a specific antibody (Sigma). Western blot was also carried out to assess the
binding of TRAIL to LD using the anti-TRAIL antibody RIK2 (eBiosciencies).

For Western blot analysis, cells (5 X 10°) were lysed at 4 °C with 100 L of a buffer containing 1%
Triton X-100 and protease and phosphatase inhibitors, as previously described [46—49]. Then, protein
from lysed cells were separated by 12% SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and blocked with
TBS-T buffer (10 mM Tris/HCI, pH 8.0, 0.12 M NaCl, 0.1% Tween-20, 0.05% sodium azide) containing
5% skimmed milk. PVDF membranes were incubated with the above-mentioned antibodies in TBS-T
containing 2% skimmed milk. After that, PVDF membranes were washed with TBS-T, incubated with
0.2 ug/mL of peroxidase-labeled or phosphatase alkaline-labeled secondary antibody (Sigma), and
revealed with the corresponding substrate Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific,
Waltham, MA, U.S.) or CDP-Star (Merck, Kenilworth, New Jersey, U.S.), respectively.

4.6. Fluorescence Microscopy Analysis

Analysis of the intracellular location of liposome formulation were performed by fluorescence
microscopy. For that, A549 cells were pre-treated for 1 h with Lysotracker™ green (ThermoFisher).
Then, cells were treated with LD or LDT at their maximum working concentrations (1000 ng/mL
TRAIL; 64.56 uM DOX) for 1 hour. At the final time, medium was carefully replaced, and cells were
cooled for 10 min at 4 °C. Finally, green fluorescence corresponding to lysosomal compartment and red
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fluorescence corresponding to DOX were photographed using a fluorescence microscopy (E600/E400,
Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a digital photograph system (DXM 1200F, Nikon).

4.7. Confocal Fluorescence Microscopy Analysis

For analysis of LD and LDT by confocal microscopy, A549 cells were seeded in 8-well chamber
slides (Labtek®, 20 x 10* cells per condition). The following day, cells were treated for the indicated
times with LD or LDT. At the end of the treatment, slides were quickly washed with cold PBS and
fixed in PFA 4% for 30 minutes at room temperature in the dark. Next, cells were blocked with
PBS 5% FCS, and then they were stained overnight with an anti-LAMP1 antibody (Cell Signaling).
The following day, cells were washed and incubated with an Alexa 488 secondary antibody. Finally,
cells were washed, and mounted onto drops of Fluoromount-G (Southern Biotech) containing DAPI.
Fluorescence images were taken using a confocal microscopy (Olympus FV10i). Data was analyzed
using a FV10-ASW Viewer, v3.1 (Olympus).

4.8. Study of the Internalization Mechanism

To analyze the endocytic pathways involved in LT-induced signaling, Dynasore (DYN, Sigma), a
small molecule GTPase inhibitor that targets dynamin-1, -2, and Drp1, was used [61]. The cell lines A549,
HT-29, and SKBR3 were incubated in the presence or absence of DYN (80 uM) for 1 hour. After that,
cells were treated with LD or LDT at 1000 ng/mL for 3 hours. Experiments pre-incubating cells with
the caspase-8 inhibitor z-IETD-fmk (30 uM) for 1 hour prior to addition of liposome formulations were
also performed. Finally, apoptosis was quantified by annexin-V staining. Doxorubicin uptake was
measured quantifying the mean fluorescence intensity (MFI) at the FL3 channel (red fluorescence).
Both annexin-V staining and DOX MFI were analyzed using a FACSCalibur flow cytometer and
CellQuest software (BD Biosciences).

4.9. In Vivo Study of Toxicity

Immune-deficient athymic mice, Hsd:Athymic Nude-Foxn1™, six-week-old females (Janvier),
were used to evaluate in vivo toxicity. All experiments in mice were carried out according to the
European recommendations on animal ethics and were approved by the University of Zaragoza Animal
Experimentation Ethical Committee (PI 18/16).

In order to assess the toxicity of LDT, five animals were systemically injected with 36 ug of LDT 1/10
4 times with an interval of 2 days between each injection. Control mice (2 animals) were injected with
PBS. After 2 weeks, mice were sacrificed and blood was collected by heart puncture, and serum was
obtained from them by centrifugation and stored at —20 °C until analysis. Aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT) serum levels were determined as previously described [48,57].
At the same time, mice were sacrificed, and liver, kidney, spleen, and ovaries were surgically dissected
and fixed in 10% buffered formalin. After fixation for three days, tissues were embedded in paraffin
and sectioned in 5 um sections. The slides were then deparafined in xylene, dehydrated in a gradient
of alcohols, and stained using hematoxylin and eosin (H and E).

4.10. In Vivo Anti-Tumor Activity

Same immune-deficient athymic mice as above mentioned (Hsd:Athymic Nude-Foxn1™, six-week
old females), were used to evaluate in vivo antitumor activity. As previously mentioned, all experiments
in mice were performed following the European recommendations on animal ethics and were approved
by the University of Zaragoza Animal Experimentation Ethical Committee (PI 18/16). Mice were kept
under specific standard pathogen-free conditions throughout the study.

Freshly harvested H-1080 cells (5 X 10° cells/mouse) were inoculated subcutaneously into mice.
Once tumors reached a volume of 100 mm?, mice were randomly divided in 3 groups: Control (4 mice),
LT (6 mice), and LDT (6 mice). 36 pg of TRAIL as LT or LDT 1/10, in a total volume of 200 uL, were
injected intra-peritoneally daily during 4 consecutive days. The Control group were injected with
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sterile PBS. Tumors were left to grow until they reached 1000 mm? or when clinical signs required
euthanasia. During all of the experiments, tumor volumes were monitored daily, and tumor volume
was calculated using the following formula: tumor volume = L X W x H (where L is length, W is
width, and H is the height dimensions of the tumor, respectively).

4.11. Statistical Analysis

Computer-based statistical analysis was carried out using the Prism® software program (GraphPad
Software, San Diego, CA, U.S.). All values are expressed as mean + standard deviation (SD) of at
least 3 experiments. Statistical significance was analyzed by using Student’s t-test. A p < 0.05 was
considered statistically significant.

5. Conclusions

Doxorubicin (DOX) has been widely described to synergize with sTRAIL when administered in
combination. In this line, nanoparticles combining both molecules have already been developed [38,74-77].
Consequently, the generation of a unique formulation that includes both anti-cancer drugs, such as
LUVDOX-TRAIL, could be of great interest to treat different types of cancer. Our liposomal formulation
shows a cytotoxic potential and a synergy never observed in any TRAIL and DOX combination before.
In summary, LDT exerted an enhanced anti-tumor effect not only in vitro but also in vivo without
overt adverse effects and could potentially be clinically relevant to improve anti-tumor therapy against
TRAIL-resistant cancers.

6. Patents

Alberto Anel and Luis Martinez-Lostao have filed a patent application (W02011020933) for the
use of liposome-bound Apo2L/TRAIL.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/11/12/1948/s1,
Figure S1: Cytotoxicity of soluble TRAIL on a panel of tumor cell lines from distinct origin, Figure S2: Cytotoxicity
of LUV-DOXTRAIL on HCT-116 Bax-/-shBak, RH4 cells and SKBR3 siCASP8 cells, Figure S3: Cytotoxicity of
LUVDOX-TRAIL 1/10 on peripheral blood mononuclear cells and T-cell basts.
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