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La frase “el tiempo pasa volando” es cierta hasta el momento en el que te toca
recoger en palabras el trabajo de cuatro anos. En este momento no solo se ralentiza,
sino que es capaz de correr a la velocidad de la luz, siendo la etapa mas complicada,
pero a la vez la mas placentera y aprendizaje personal. Nunca pensé que llegaria este
dia, pero aqui esta. Son muchas las personas que me han soportado, si soportado has
leido bien, porque no se puede decir de otra manera tras la montaria de emociones que
se producen durante el desarrollo de una tesis. Los dias de frustracion, agotamiento
mental en los que no ves salida se suman a los dias buenos, a las risas, y a la
adrenalina de conseguir algo que llevas tiempo intentado. Por ello quiero agradecer a
todas y cada una de esas personas mas importantes que han sabido soportarme y no
matarme.

En primer lugar, debo agradecer a mis directores de Tesis, Javier e Isabel,
quienes, sin conocerme, me ofrecieron la oportunidad de trabajar en este grupo en el
que he aprendido y conocido gente increible. No solo me ayudaron a obtener la beca,
sino que han sabido ser pacientes y mostrarme el camino cuando no sabia por donde
seguir. Gracias por vuestro acogimiento, direccion y por saber estar incluso cuando la
salud no os lo ha permitido.

Tambieén quisiera agradecer a Alberto Anel, jefe del grupo Inmunidad, Cancer y
Células Madpre, junto a Javier e Isabel, por su ayuda y consejos en los “Lab Meetings”,
v su interés fuera de ellos. Asi como a Eva Latorre sus preguntas, anécdotas, animos y
esas horas de prdcticas compartidas donde las risas han sido la clave para aguantar
las horas interminables. Tampoco quiero olvidarme de una parte fundamental que hace
que la investigacion sea posible y son esas técnicas de laboratorio, Pili, Manoli y Fina,
gracias por tener todo perfecto, por vuestra amabilidad y por vuestra ayuda tanto en
las practicas como en el dia a dia, sin vosotras hariamos la mitad del trabajo que se
realiza. Y la piedra fundamental sobre la que este departamento se asienta, Marta
Fajés, nuestra secretaria que nos ayuda en todos los papeleos que hay que hacer y
tiene una paciencia interminable, gracias por todo.

Nunca se me ha dado muy bien hablar, soy una persona que aprecia mds los
pequerios detalles, pero hoy haremos una excepcion. No me cansaré de repetir, como en
aquella cena de accion de gracias, que he tenido una enorme suerte de haber terminado
en este grupo, porque he conocido a grandes personas que no solo han sido
comparieros de trabajo, sino amigos. Gracias a todos y cada uno de vosotros por
aceptarme y dejarme ser como soy, por las risas, por las cenas, por acogerme como lo
hicisteis, y por aguantar los momentos de incertidumbre o mal estar.

Joaquin, eres mi aliado en cuanto a musica en la sala de cultivos, cocinero
experimentado siempre dispuesto a traer nuevas recetas. En algun momento tendras
que hacer premios para los del laboratorio. Tienes las ideas claras y eres un buen
punto de referencia cuando se necesita un consejo. Ana, mi pelirroja favorita, aunque
ya no estés con ese pelo, siempre con una sonrisa y con ganas de hablar o escuchar.
Gracias por esas cervezas de desconexion, por las risas, los bailes, por esas notas de
animo, por amenizar los almuerzos con tus historias. Por ser la primera tia oficial del
grupo y abrirme el camino para poder avasallaros a fotos de mi sobrino. Eres una
mujer con una integridad y valores admirables, y con una fortaleza que no pierdes,



aunque tengas un mal momento. Chantal, mi americana preferida, tu saber estar es
envidiable, mejor anfitriona de fiestas siempre con mucho estilo (tus zapatitos de tacon
se echaran de menos por el pasillo esté donde esté). Gracias por tu ayuda, por ser
nuestra reviewer en todos los articulos y congresos, y sobre todo por ser una amiga y
persona increible, que a pesar de tener luz propia para eclipsar a todo el mundo sabe
ser humilde. Andrea, la bondad hecha persona, aunque con el cardcter de una leona.
jNo pierdas ese cardcter jamds! porque da gusto trabajar contigo. Tu teson, constancia
y predisposicion a ayudar van a conseguir que llegues lejos en todo lo que te
propongas. Gracias por tener las palabras exactas en los dias malos, por sacarme mads
de una sonrisa cuando lo necesitaba, por saber escuchar y por ser un pilar muy
importante dentro de este grupo, porque sin ti todo hubiese sido mas cadtico de lo que
va ha sido. Eres una guerrera, y tienes una paciencia que ojala la tuviera yo, no te
rindas, pero aprende a parar y descansar por tu salud. Manu, entramos a la vez, tu con
el TFG y yo en esta aventura caotica, y has sido una de las personas que mds me ha
ayudado a sacar adelante este trabajo. Gracias por estar ahi, por tus calcetines
graciosos que siempre sacan una sonrisa, por tu ayuda prestada los dias que no daba
abasto, por tu paciencia y por estar siempre informado de todas las becas, por ser el
que nos introducia la musica que estaba de moda en ese momento y por tus memes. Ha
sido un gran compariero y un apoyo para aguantar al sefior.... David de no haber sido
por tu compaiiia en estos ultimos ensayos de ratones creo que me habria vuelto loca
definitivamente. Gracias por amenizar las horas muertas del IVIS sabiendo los dias que
no podia hablar, y por mostrarme una faceta tuya desconocida, pena no haberla sabido
antes jajaja. Tienes una cabeza increible con bastante conocimiento de absolutamente
todo. Coincidir contigo, placer ha sido (como buen friki sabras quien es :P). Ruth, la
persona con mas energia por las manianas que he podido llegar a conocer, gracias por
tus debates y preguntas para hablar de ciencia, por tu espiritu y por ser tan afable con
todo el mundo. Raquel y Patricia, os fuisteis pronto al lado de lipidos, pero gracias por
vuestra ayuda cuando la he necesitado. Y, por ultimo, dentro de este equipo Alfonso,
gracias por la ayuda proporcionada en ocasiones.

No puedo olvidarme de la parte de mitocondrias. Paula, con quien coincidi
durante la carrera en Lleida, pero que llegué a conocer de verdad en esta aventura. La
chica dura del grupo, amable, con una sonrisa enorme y siempre dispuesta a escuchar
v salir. Espero que te vaya muy bien en Barcelona. Y Javi, hemos coincidido poco, pero
siempre has estado ahi para escuchar y contarnos alguna cosa interesante.

A todos y cada uno de vosotros, seguid creciendo y siendo como sois porque
vais a llegar lejos.

¢ Pensabas que me olvidaba de ti? Se suele decir que lo bueno se hace
esperar...Mi lectora beta, mi hermana pequeiia postiza, la que menos ha coincidido
conmigo dentro de las cuatro paredes del laboratorio, pero quien ha conseguido ser
una base importante para sobrevivir. Alba, todo lo que pueda decirte se queda corto,
gracias por desmontar mi pila de post-it para cambiar el color de las notas sorpresa,
por saber contrarrestar mi negativismo, aunque no haya manera de sacarme de él, ni lo
conseguirds [JAMAS! Eres una persona con un corazon enorme, mds fuerte de lo que
se cree, que no sabe dibujar caritas con guiiios ni abrazos, pero a la que quiero
muchisimo. Gracias por aparecer y quedarte.



Obviamente no solo puedo agradecer a las personas que me han ayudado
dentro de este mundo cadtico que es la ciencia, sino también, a quienes siempre han
estado ahi.

Esas 8 personitas que han estado en los fracasos y en los éxitos, en las
situaciones vergonzosas, en las noches locas, y que son capaces de, aunque esté
ausente durante un largo periodo, parezca que el tiempo no ha pasado: Cristina, Clara,
Eva, Flavia (Mil gracias por la portada, y por ser una de las mejores comparieras de
piso que he tenido), Janire, Maria, Tamara y Sheila, gracias. Espero que la vida nos
permita seguir compartiendo los éxitos y los fracasos. Somos como un matrimonio
multitudinario, en lo bueno y en lo malo, siempre. Tenemos pendiente una gran
celebracion.

Por otro lado, dos personas con las que me embarqué hace 10 arios en la loca
idea de meternos en ciencia, Maria y Belén, lo consegui, ;SOBREVIVI! Un poco menos
cuerda de lo que estaba, pero ;terminé! Jajaja, aun me debéis un descapotable rojo y
una escapada al pirineo o a la playa.

A mis comparieros de piso de este ultimo ario, Laura (la vida nos volvio a juntar
bajo el mismo techo jaja) y Carlos, habéis sido quienes mds me habéis soportado estos
dias, con mis miedos, inseguridades, y sobre todo haciendo que cierre el ordenador
cuando entraba en bucle y corria peligro su integridad. ;Sois muy grandes ambos! MIL

GRACIAS por no haberme echado a la calle y haberme cuidado con el cariiio que lo
habéis hecho.

jAh! no puedo olvidarme de esas personitas que no hace mucho que conozco,

pero han conseguido que durante breves momentos pueda evadirme, Edu y Judit, sois
una pareja admirable con un corazon enorme que se os escapa a ambos del pecho, me
alegro que la vida os haya puesto en mi camino porque habéis sido como mis hermanos
en esta ciudad. Y Jenny, gracias por soportar mis chapadas, ejercer de psicologa y
hacer conmigo la cuenta atras de los ratones que me quedaban, por ser un encanto de
nifia con mucho que ofrecer a los demdas, tienes un gran corazon. Tenemos que celebrar
que esto ha llegado a su fin. A los tres nos quedan muchos momentos que pasar juntos.

Por otro lado, a ti, sabes quién eres soldadito. Fuiste el ultimo en llegar, pero
quien me permitio escapar a un trocito de paz de vez en cuando. Gracias por prestarme
un trocito de tu isla y aguantar mas de un ataque, bajon y malos momentos. | GRACIAS
por no huir!

Y finalmente, a mi familia. En especial a mis padres Carmen y Antonio, y a mi
hermana y cuniado, Virginia y Pably. Gracias por estar en cada golpe para levantarme,
por apoyarme sin importar en que lio me meta, aunque sepdis que es una locura; por
dejarme aprender sin limites, por quererme como me queréis. Sin vuestro apoyo, carino
v sacrificio no habria conseguido llegar hasta aqui. Os quiero. Y a Leo, la ultima
incorporacion y quien ha robado mi corazon.

Y tu, si tu, el que esta leyendo, gracias por leer este toston que me ha costado
lagrimas, sudores, y muchas cervezas de desconexion. Gracias por perder un pedacito
de tu tiempo.






“Qué maravilloso es que nadie tenga que esperar ni un momento antes de empezar a
mejorar el mundo”.

(Ana Frank)

“Un cientifico en su laboratorio no es un simple técnico: también es un nifio que se
enfrenta a fenomenos naturales que lo impresionan como si fueran cuentos de hadas”.

(Marie Curie)






ABREVIATURAS.

7-AAD: 7-aminoactinomicina D.

A20: “TNF-a-induced protein 3 (TNFAIP3)” o Proteina 3 inducida por TNF-a
(TNFAIP3).

AAA: Familia de ATPasas asociadas a diversas actividades celulares.
ABB: “Annexin Buffer Binding” o Buffer de union a Anexina V.

ACS: “American Cancer Society” o Sociedad Americana contra el Cancer.
ACD: “Accidental Cell Death” o Muerte celular accidental

ACSL4: miembro 4 de la familia de la acil-CoA sintetasa.

ADP: Adenosin Difosfato.

AIF: Factor de Induccion Apoptosis.

AIFM1: Factor 1 Inductor de Apoptosis Mitocondrial.

ALOX: Araquidonato lipoxigenasa.

AMBRA 1: “Autophagy And Beclin 1 Regulator 1” o regulador 1 de autofagia y

Beclinal.

AMC: 7-Amino-4-metilcumarina.

AML: Leucemia mieloide aguda.

ANT: “Adenine Nucleotide Translocase” o Translocasa de nucledtidos de adenina.
AP-1: “Activator Protein 1" o Proteina activadora 1.

APAF-1: del inglés “Apoptosis protease-activating factor-1".

APC: Aloficocianina.

ARN: Acido Ribonucleico.

ASCT: “Autologous Stem Cell Transplantation” o Trasplante autdlogo de células madre.
ATG: “Autophagy- related” o genes relacionados con la autofagia.

ATP: Adenosin Trifosfato.



BCA: “Bicinchoninic Acid” o Acido bicinconinico.

BCL-2: “B-cell ymphoma-2".

BECNT1: Beclina 1.

BFL1/ Al: “The Bcl-2-related protein A1 o Proteina Al relacionada con Bcl-2.
BH: Dominio de homologia a BCL-2.

BID: “BH3 Interacting Domain Death Agonist” o Agonista de la muerte del dominio

interactivo BH3

BIR: “Baculoviral Inhibitory Repeat” o Dominio de repeticion de inhibicion para el

Baculovirus.

BMSC: “Bone Marrow stromal cells” o Células estromales de la médula dsea.
BSA: “Bovine Serum Albumin” o Albiimina de suero bovino.

CAD: DNAsa activada por caspasa.

CARD: “Caspase Activation Recruitment Domain” o Dominio de reclutamiento y

activacion caspasas.

CCDNT1: Ciclina 1.

CCDNa3: Ciclina 3.

CDKs: Ciclinas.

c-FLIP: “FLICE-like Inhibitory Protein”.

¢GAS-STING: “Cyclic GMP-AMP Synthase—Stimulator of Interferon Genes” o GMP

ciclico-AMP sintasa-estimulador de genes de interferon.

CHOP: “CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein” o Proteina homologa
de la proteina de union al potenciador de CCAAT.

cIAP: “Cellular Inhibitor of Apoptosis” o Inhibidor celular de apoptosis.
CLQ: Cloroquina.

CrmA: modificador de la respuesta de citoquinas A.



CRISPR/Cas9: “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats- CRISPR
associated protein-9” o Repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente

interespaciadas: proteina asociada a CRISPR-9.

CRT: Calreticulina.

CYLD: del inglés “Lys63-deubiquitylating enzyme Cylindromatosis ™.
CypD: Ciclofilina D.

DAI: “DNA-dependent Activator of IFN-regulatory factors” o Activador dependiente de
DNA de factores reguladores de IFN.

DAMPs: “Damage-associated molecular patterns” o Patrones moleculares asociados a

dafio.
DAPKI1: quinasa 1 asociada a muerte.
DED: “Death Effector Domain” o Dominio efector de muerte.

DISC: “Death-Inducing Signaling Complex” o Complejo de senalizacion inductor de

muerte.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DNA: Acido Desoxirribonucleico.

ECH: Epoxicilclohexenona.

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.
ERKI1: quinasa 1 regulada extracelular.

FAAD: “Fas-associated death domain protein” o proteina de dominio de muerte asociada

a Fas.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina.
FLC: “Free light chain” o cadena ligera libre.

GABARAP: “GABA Type A Receptor-Associated Protein” o Proteina asociada al

receptor acido gamma-aminobutirico.

GLUL: Glutamato-amonio ligasa.



GLUD1: Glutamato deshidrogenasa 1.
GSK-3: Quinasa glucdgeno sintasa-3.

HECT: “Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus” o Homodlogo al E6-AP

Carboxilo Terminal.
HIF-1: “Hypoxia Inducible Factor” o Factor inducible por hipoxia 1.

HMGBI1: “High Mobility Group Box 1” o proteina del grupo de alta movilidad de caja 1

de unidén a cromatina y no a histona.
TAP: “Inhibitor of Apoptosis Protein” o proteinas inhibidoras de apoptosis.

iCAD: inhibidor de la DNAsa activada por caspasa.

ICE: Enzima convertidora de interleucina 1p.

iHDACS: “Histone Deacetylase Inhibitors” o Inhibidores de histona deacetilasa.
IGF1R: Factor de crecimiento 1 similar a la insulina.

Ig: Inmunoglobulina.

IgH: Cadena pesada de las inmunoglobulinas.

IL-1: Interleucina 1.

IL-1p: Interleucina 1 Peta.

IL-6: Interleucina 6.

IMIDs: Inmunomoduladores.

IMS: “Intermembrane Space” o espacio intermembrana.

IP: Inhibidor de proteasoma.

ISEN: Inhibidores selectivos de exportacion nuclear.

JNK: “Jun N-Terminal Kinase” o quinasa de c-Jun N-terminal.
KEAP1: Proteina 1 Asociada a ECH similar a Kelch.

LB: Luria Bertani.

LC3: “Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3”.



LDH: Lactato deshidrogenasa.
LMP: Permeabilizacion membrana lisosémica.
LPCAT3: Lisofosfatidilcolina Aciltransferasa.

LUBAC: “Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex” o Complejo de ensamblaje de

cadena de ubiquitina lineal.
mAbs: “Monoclonal antibodies” o Anticuerpos monoclonales.

MAPILC3: “Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3" o proteina 1 de cadena

ligera 3 asociada a microtubulos.

MGUS: “Monoclonal gammopathy of undetermined significance” o Gammapatia

monoclonal de significado incierto.

MHC-II: Complejo mayor de histocompatibilidad II.

ML-IAP: “Melanoma IAP” o Inhibidor de apoptosis del melanoma.
MLKL: “Mixed-Lineage Kinase domain-Like protein”.

MM: Mieloma Multiple.

MOMP: “Mitochondrial outer membrane permeabilization” o Permeabilizacion

membrana externa mitocondrial.
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico

NAIP: “NLR Family Apoptosis Inhibitory Protein” o Proteina inhibidora de la apoptosis
de la familia NLR.

NBRI1: “NBRI Autophagy Cargo Receptor” o Receptor de carga de autofagia NBR1.

NCCD: “Nomenclature Committee on Cell Death” o Comité de nomenclatura de muerte

celular.
NEMO: “NF-kappa-B essential modulator” Modulador esencial NF-kappa-B.
NET: Trampa extracelular de Neutrofilos.

NF-kB: Factor nuclear kappa-B o factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa

de las células B activadas.



NHEJ: “Non-Homologous End Joint”.

NK: Célula Natural- Killer.

NLR: Receptores tipo NOD.

NOD: Proteina que contiene el dominio de oligomerizacion de nucledtidos.
NSA: Necrosulfonamida.

PAR: poli-ADP-ribosa.

PARP1: polimerasa 1 poli-ADP-ribosa.

PAM: “Protospacer Adjacent Motif”.

PAMPs: “Pathogen-associated molecular patterns” o Patrones moleculares asociados a

patogenos.

PBS: “Phosphate Buffered Saline” o Tampon de fosfato salino.

PC: “Plasmatic cells” o Células plasmaticas.

PCD: “Programmed cell death” o Muerte celular programada.

PCR: “Polymerase Chain Reaction” o Reaccion en cadena de la polimerasa.
PE: Fosfatidiletanolamina.

PEI: Polieterimida.

PEST: Secuencia peptidica rica en residuos de prolina (P), adcido glutdmico (E), serina

(S), y treonina (T).

PFS: “Progression-free survival” o Supervivencia libre de progresion.

PINK1: “PTEN-induced kinase 1"’ o Quinasa 1 inducida por PTEN.

PKA: Quinasa A.

PP2A: proteina fosfatasa 2A.

PRR: “Pattern recognition receptor” o Receptor de reconocimiento de patrones.
PS: Fosfatidilserina.

PYGL: “Glycogen Phosphorylase” o Glucdgeno fosforilasa.



PUMA: “p53 upregulated modulator of apoptosis” o p53 modulador de apoptosis

regulado al alza.
RE: “Reticulum endoplasmic” o reticulo endoplasmatico.
RING: “Really Interesting New Gene” o Nuevo gen realmente interesante.

RIPK1: “Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1” o Proteina serin-

treonin quinasa 1.
RMN: Resonancia magnética nuclear.
RHO: Factor rho.

RIPK1: “Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1” o Receptor que

interactia con serina/treonina quinasa 1.

ROCKI1: Proteina serina / treonina quinasa también conocida como proteina quinasa 1

que contiene bobinas en espiral asociadas a rho.
ROS: radicales libres de oxigeno.

SAD: “Succinate semialdehyde dehydrogenase NADP' o Succinato semialdehido
deshidrogenasa NADP".

SCLC: “Small Cells Lung Cancer” o Cancer de pulmoén de células pequeias.
SD: Desviacion estandar.

SDS: Dodecilsulfato sédico.

SEM: Error estandar de la media.

SFB: Suero fetal bovino.

Smac/ DIABLO: Segundo activador derivado de mitocondrias de caspasas.
SMM: “Smoldering Multiple Myeloma” o Mieloma Multiple Latente.
SQTM1: “Sequestosome-1".

TAB: “TAK - Binding protein” o Proteina de union a TAKI.

TAFs: Factores asociados al receptor TNF.

TAK1: “Transforming growth factor-p-Activated Kinase 1.



tBID: BID truncado.

TEMED: Tetrametiletilendiamina.

TIMMS8a/DDP: Translocasa de la membrana mitocondrial interna 8a.
TLR: Receptor tipo Toll.

TLS: Sindrome de Lisis Tumoral.

TM: Transmembrana.

TMRE: “Tetramethylrhodamine, Ethyl ester, Perchlorate” o Tetrametilrodamina, éster

etilico, perclorato.

TNFR: “Tumor Necrosis Factor Receptor” o Receptor del factor de necrosis tumoral.
TNFa: “Tumor Necrosis Factor Alpha” o Factor de necrosis tumoral alfa.

TRADD: “TNFR-Associated Death Domain” o Dominio de muerte asociado a TNFR.

TRAF: “TNFR-Associated Factor” o Factor asociado al receptor del factor de necrosis

tumoral.

TRAIL: “TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand” o Ligando inductor de apoptosis

relacionado con TNF.
TRAIL-R: Receptor de TRAIL.

TRIF: “TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B” o Proteina adaptadora

que contiene dominio TIR que induce interferon beta.

Ts-1AP: “Testis-specific IAP” o Inhibidor de apoptosis especifico de testiculos.
UBA: Dominio asociado a ubiquitina.

UPS: “Ubiquitin-Proteasome System”.

USP21: “Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 21" o Ubiquitina carboxilo-terminal
hidrolasa 21.

VEGTF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.

WIPL: “WD repeat domain phosphoinositide-interacting”.



XIAP: “X-linked Inhibitor of Apoptosis” o Inhibidor ligado al cromosoma X de la

proteina de apoptosis.
XKRS: Proteina 8 relacionada con XK.
XPO1: Exportina nuclear 1.

Z-DEVD-fmk: N-benziloxicarbonil-Asp(OMe)-Glu(OMe)-Val- Asp(OMe)-

fluorometilcetona.
Z-IETD-fmk: N-benziloxicarbonil-Ile-Thr-Asp-fluorometilcetona.
Z-VAD-fmk: N-benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona.

Z-YVAD-fmk: N-benziloxicarbonil-Tyr-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona A.






Resumen

El mieloma multiple constituye el 10% de las neoplasias hematologicas y se
caracteriza por la proliferacion descontrolada y acumulacion en la médula 6sea de células
B plasmadticas. A pesar de todos los tratamientos aprobados recientemente contra esta

enfermedad, el mieloma multiple sigue siendo incurable.

El tratamiento con mejor resultado hasta la fecha es el uso de inhibidores de la
subunidad 5 del proteasoma 268S. El primer inhibidor del proteasoma introducido en la
clinica fue bortezomib, un inhibidor reversible de la subunidad B5 del proteasoma, pero
con efectos secundarios y resistencias. Para salvar las resistencias generadas por
bortezomib se introdujo en la clinica el inhibidor irreversible del proteasoma, denominado
carfilzomib. Ese ultimo, al igual que bortezomib, también genera resistencias, por lo que
se aprobd un tercer inhibidor de proteasoma, denominado ixazomib. Ixazomib es un
inhibidor reversible de la subunidad B5 del proteasoma, como bortezomib, pero con
caracteristicas muy similares a carfilzomib. Se ha descrito con anterioridad su capacidad
de generar apoptosis en células de mieloma, pero se desconoce precisamente el

mecanismo por el cudl actla.

Paralelamente al uso en la clinica de los inhibidores de proteasoma, se estan
desarrollando pequefios compuestos similares a las proteinas BH3-only implicadas en la
apoptosis. Se desconoce si su empleo junto a los inhibidores de proteasoma potencia la
apoptosis y si dicha combinacion seria capaz de contrarrestar las resistencias generadas

por los inhibidores de proteasoma solos.

En este trabajo hemos analizado el mecanismo de apoptosis inducida por ixazomib
en células de mieloma y el posible papel de la autofagia en el tratamiento con ixazomib.
También la apoptosis inducida por la combinacion de ixazomib y los miméticos BH3
tanto in vitro como in vivo en células de mieloma. Hemos descubierto que la apoptosis en
las células de mieloma multiple inducida por ixazomib se realiza no solo por la via
intrinseca sino también por la via extrinseca, y su efecto toxico se ve potenciado al
combinar el IP con miméticos BH3 in vitro, mientras que en muestras ex vivo de pacientes
con MM produce un efecto aditivo. Aunque todavia falta realizar mas estudios sobre los
resultados obtenidos, los datos sugieren que seria 1til introducir estas combinaciones de

farmacos en la clinica.
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Introduccion

1.1 MUERTE CELULAR.

La muerte celular es un proceso fisiologico primordial en el ciclo vital de todas
las células eucariotas. Mds concretamente, es necesaria para mantener un adecuado
equilibrio celular entre proliferacion y muerte en organismos pluricelulares y evitar el
desencadenamiento de enfermedades. Esta muerte celular puede ser ocasionada de
manera accidental (ACD, del inglés “Accidental Cell Death”) o estar programada (PCD
del inglés “Programmed Cell Death”). Sea cual sea la causa, tanto el inicio como la
ejecucion y las fases finales, estan guiados por procesos bioquimicos complejos (Galluzzi
et al., 2018). La ACD se produce como consecuencia de dafios severos, hipoxia, agentes
altamente toxicos y lisis celular mediada por complemento, y se observa una hinchazon
descontrolada de las células (Galluzzi et al., 2018). En la PCD la muerte se produce como
consecuencia de un estimulo especifico y con el fin de mantener la homeostasis tisular de

un organismo (Fuchs & Steller, 2011).

Afos atrds, se establecieron pautas generales para determinar el estado vital en
una célula. Segun la definicion del NCCD (Nomenclature Committe on Cell Death) una
célula se considera muerta cuando presenta uno o varios de los siguientes criterios

moleculares o morfolégicos (Kroemer et al., 2009):

- Pérdida de la integridad de la membrana plasmatica.

- Fragmentacion total de la célula, incluyendo el nucleo, mostrando los
llamados cuerpos apoptdticos.

- Absorcién de los cuerpos apoptoticos celulares por las células adyacentes in

Vivo.

El concepto de muerte celular engloba distintos tipos de muerte clasificados en
funcion de las caracteristicas morfoldgicas, criterios enzimologicos, caracteristicas
inmunolédgicas o aspectos funcionales (Tabla 1.1). Los principales mecanismos de
muerte celular son: apoptosis, autofagia y necrosis. Respecto a la autofagia existe cierta
controversia sobre si enmarcarla dentro de muerte celular o no. Generalmente se
considera como un mecanismo de proteccidon o supervivencia; sin embargo, también ha
sido reconocido como una via de muerte celular (Bedoui et al., 2020; Galluzzi et al., 2018;

Jung et al., 2020; Mizushima & Komatsu, 2011; Noguchi et al., 2020).
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Tabla 1.1. Clasificacion funcional de tipos de muerte celular. Adaptado de Galluzzi et al. 2012; Galluzzi

etal 2018.

Muerte celular

Caracteristicas Bioquimicas y

Inhibidores

Funcionalidad

Morfologicas.

celular

Extrinseca por
receptores de

dependencia.
Activacion de PP2A y DAPKI1.

caspasas-3y 9y
PP2A.

Producida por la pérdida de adhesion Z-VAD-fmk Mecanismo de
celular a la matriz. Sobreexpresion  respuesta a estrés
Disminucion de EGFR. BCL-2 celular
Anoikis Inhibicién de ERK1

Ausencia de integrina B1.
Sobreexpresion de BIM.
Activacion de caspasas- 3, 6y 7.

Apoptosis Sefializacion por receptores de Inhibicion de Mecanismo de

respuesta a estrés
celular

dependencia Activacion de caspasas-3, 6,7y 9. Z-VAD-fmk.
Apoptosis Sefializacion por receptores mortales. Expresion Mecanismo de
Extrinseca por Activacion caspasas-3, 6, 7, 8 y 10. CrmA. respuesta a estrés
receptores Procesamiento de BID. Inhibicion de celular
mortales Generacion MOMP caspasas-3 y 8.
Z-VAD-fmk.
Apoptosis Generacion MOMP. Z-VAD-fmk Mecanismo de
Intrinseca Caida irreversible del potencial Sobreexpresion  respuesta a estrés
dependiente de  mitocondrial. BCL-2 celular
caspasas Activacion de caspasas.
Mecanismo de
Apoptosis Liberacion de proteinas IMS. Sobreexpresion  respuesta a estrés
Intrinseca Inhibicion cadena respiratoria. BCL-2 celular
independiente de
caspasas
Formacion autofagosoma. Inhibidores Mecanismo de
Autofagia Lipidacion MAP1LC3. VPS34 respuesta a estrés
Degradacion SQSTMI. Silenciamiento celular
Inhibicion mTOR. génico de
AMBRAI,
ATGS, ATG7,
ATGI2 o
BECNI.

Abreviaturas: AMBRA 1 (del inglés “Autophagy And Beclin 1 Regulator 17, regulador 1 de autofagia y
Beclina 1); BECN1 (Beclina 1); CrmA (modificador de la respuesta de citoquinas A); DAPK1 (quinasa 1
asociada a muerte); EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico); ERK1 (quinasa 1 regulada

extracelular); IMS (espacio intermembrana); MAP1LC3 (del inglés Microtubule-Associated Protein 1

Light Chain 3, proteina 1 de cadena ligera 3 asociada a microttibulos); MOMP (permeabilidad membrana
externa mitocondrial); PP2A (proteina fosfatasa 2A); SQTM1 (del inglés, Sequestosome-1); Z-VAD-fmk
(N-benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona).
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Tabla 1.1. Clasificacion funcional de tipos de muerte celular. Adaptado de Galluzzi et al. 2012; Galluzzi

etal 2018.
Muerte celular Caracteristicas Bioquimicas y Inhibidores Funcionalidad
Morfologicas. celular
Durante o después de mitosis fallida. Silenciamiento ~ Mecanismo de
Existencia de poliploidia. génico de TP53. respuesta a estrés
Catastrofe Células con varios nucleos. Inhibicion celular
mitética Activacion de caspasa-2. farmacolégica o
Activacion de TP53 o TP73. génica de
Arresto mitotico. caspasa 2.
Se produce en la epidermis. Inhibicion Mecanismo de
Formacién de corneocitos (queratinocitos  génica de TG1,  regulacion
Cornificaciéon muertos mezclados con proteinas y lipidos TG3 o TGSy funcional
importantes para la funcionalidad de la caspasa 14
epidermis)
Activacion transglutaminasas.
Activacion caspasa-14
Se produce en células neuronales. Mecanismo de
Apertura del canal de calcio por el regulacion
Excitoxicidad glutamato. funcional
Aumento citosélico del calcio citosélico.
Pacientes con enfermedad de Huntington.  Inhibidores Mecanismo de
Descrita en linfoblastos. lisosomales. respuesta a estrés
Entosis Fagocitosis de células vecinas y Silenciamiento celular
destruccion en el fagosoma. génico de
Activacion RHO y ROCK-1 (Zeng et al., Metalotioneina.
2020).
Mitocondrias pequenas con cresta pequefia Disminucion Mecanismo de
y membranas dafiadas. glutation. respuesta a estrés
Ferroptosis Toxicidad lipidica mediada por ACSLA4, Inhibidores de celular
LPCAT3 y ALOX (Chen et al., 2020). peroxidasas.
Generacion radicales ROS.
Acumulacion de grandes vacuolas llenas Mecanismo de
de liquido y marcadas con LAMP1 y Rab7 respuesta a estrés
Metuosis originadas a partir de macropinosomas celular
(Maltese & Overmeyer, 2014).
Hiperactivacion de RAS.
Semejante a necrosis.

Abreviaturas: ACSL4 (miembro 4 de la familia de la acil-CoA sintetasa), ALOX (araquidonato
lipoxigenasa), LPCAT3 (Lisofosfatidilcolina Aciltransferasa), RHO (factor tho); ROCK1 (Proteina serina
/ treonina quinasa también conocida como proteina quinasa 1 que contiene bobinas en espiral asociadas a
rho); ROS (radicales libres de oxigeno).
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Tabla 1.1. Clasificacion funcional de tipos de muerte celular. Adaptado de Galluzzi et al. 2012; Galluzzi

etal 2018.

Muerte celular

Caracteristicas Bioquimicas y

Inhibidores

Funcionalidad

Mitoptosis o
suicidio
mitocondrial

Morfologicas.

Interrupcion de la produccion de ATP.
Formacion cuerpos mitoptéticos
(mitocondrias degradadas) (Yan,
Elbadawi, & Efferth, 2020).

Liberacion del complejo TIMMS8a/DDP.
Reclutamiento de DRP1 y fision
mitocondrial.

Induce apoptosis o autofagia.

celular

Mecanismo de
respuesta a estrés
celular

Muerte celular
dependiente de
Lisosomas
(LCD)

Translocacion de hierro.

Existencia de LMP.

Liberacion de catepsinas e hidrolasas.
Activacion proteolitica de BID (Boya &
Kroemer, 2008).

Amplifica o inicia apoptosis, autofagia y
ferroptosis (F. Wang et al., 2018).

Inhibidores de
catepsinas.
Inhibidores de
proteasas.
Antioxidantes.
Cloroquina.
Bafilomicina.

Mecanismo de
respuesta a estrés
celular

Muerte celular

Activacion respuesta inmune adaptativa.

Caspasas-3 y 8.

Mecanismo de

Activacion de las quinasas RIP1, MAP
quinasa y JNK.

Generacion radicales ROS.

Deplecion de ATP.

Inmunogénica Liberacion de ATP, HMGBI, IFN1 y Prostaglandina respuesta a estrés
(ICD) Anexina Al (Galluzzi et al., 2018). E2. celular
Translocacion de calreticulina a la
superficie celular.
Activacion del inflamasoma.
Intermedio a la apoptosis y necrosis. Necrostatina. Mecanismo de
Inducida por la quinasa RIP1 o RIP3. Silenciamiento respuesta a estrés
Necroptosis Senalizacion por receptores mortales. génico de celular
Inhibicién de caspasas. RIP1/RIP3.
Desencadenamiento respuesta inmune Necrostatina. Mecanismo de
innata. Silenciamiento respuesta a estrés
Inflamacion. génico de RIP1.  celular
Necrosis Inhibicion de apoptosis.

Abreviaturas: HMGBI (del inglés High Mobility Group Box 1, proteina del grupo de alta movilidad de
caja 1 de union a cromatina y no a histona); LMP (permeabilizacion membrana lisosomica);
TIMMS8a/DDP (translocasa de la membrana mitocondrial interna 8a).
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Tabla 1.1. Clasificacion funcional de tipos de muerte celular. Adaptado de Galluzzi et al. 2012; Galluzzi

etal 2018.
Muerte celular Caracteristicas Bioquimicas y Inhibidores Funcionalidad
Morfologicas. celular
Inhibicion de caspasas. Inhibicion de Mecanismo de
Netosis Activacion de NAPDH oxidasa. autofagia. respuesta a estrés
Liberacion de NET. Inhibidor de celular
NAPDH
oxidasa.
Silenciamiento
génico de
PADA4.
Independiente de caspasas. Mecanismo de
Oxeiptosis Inducida por radicales ROS. respuesta a estrés
Mediada por KEAP1, PGAMS y AIFM1 celular
(Chen et al., 2020).
Expresion del receptor I del factor de Mecanismo de
crecimiento semejante a la insulina (IGF1) respuesta a estrés
Paraptosis Formacion de burbujas celulares. celular
Aumento de las mitocondrias.
Acumulacion de PAR mediada Inhibicion Mecanismo de
por PARP1. farmacoldgica o respuesta a estrés
Partanatos Caida irreversible del potencial génica de AIF o  celular
mitocondrial. PARP-1
Unioén de PAR a AIF y translocacion
nuclear de AIF.
Deplecion de NADH.
Mecanismo de
Propia de macrofagos infectados por Z-YVAD-fmk respuesta a estrés
Piroptosis patégenos. Silenciamiento  celular
Activacion de caspasas 1y 7. génico caspasa
Secrecion de IL-1 e IL-18 1.

Abreviaturas: AIF (Factor de Induccion Apoptosis); AIFM1 (Factor 1 Inductor de Apoptosis
Mitocondrial); KEAP1 (Proteina 1 Asociada a ECH similar a Kelch); NET (Trampa Extracelular de
Neutrofilos); PAR (poli-ADP-ribosa); PARP1 (polimerasa 1poli-ADP-ribosa); Z-Y VAD-fmk (N-
benziloxicarbonil-Tyr-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona A)

1.1.1 Apoptosis.

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso fisioldgico por el que las

células que han finalizado su funcidn, no son necesarias para el organismo o se encuentran

dafiadas, se suicidan (Chi et al., 2014). Este proceso esta altamente conservado en todos

los organismos eucariotas y presenta dos vias de sefializacion que conducen a la muerte

celular (Figura 1.1) (Ellis et al., 1991):
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- La via extrinseca: también conocida como ruta de receptores mortales,
depende de un subgrupo de receptores de membrana del factor de necrosis
tumoral (TNFR), que incluye a Fas (conocido también como Apol/CD95),
TNFR1 y TRAIL (Rathore et al., 2017). Esta via se activa por la uniéon de
ligandos extracelulares (FasL/CD95L, TNFa o TRAIL/Apo2L) (Singh et al.,
2019).

- La via intrinseca: también conocida como via o ruta mitocondrial, depende
principalmente de las mitocondrias y de las proteinas de la familia BCL-2
(Valentin et al., 2018). Esta via se activa como respuesta a dafios por estrés

intracelular (Singh et al., 2019).

a Intrinsic apoptosis

Growth factor deprivation
Cellular stress

Transcriptional and

post-translational Pl’q-s_l.m_/'\val
induction BCL-2-like:
- * BCL-2
Pro-apaptotic * MCL-1
. BH3-only: * BCL-XL
b Extr\nswc_ Pro-caspase 8 « BIM ‘\' BCL-2A1 Mitochor i
apoptosis « NOXA
* PUMA
FASL HFADD *BAD Fa——— QR
ctive °a
FAS \
caspase 8 BID % =
- Lot —0 NI
o
DISC BID R e
o ° °F(_'ytoch|’0me c T s
SMAC ¢ ° . Eat me
AP} 2e° AT signal
~APAFLEY
l DR P [ PtdSer|
o e Pro-caspase 3/7 @ J\Gb}-
Membrane blebbing =D = /_'j = = XKRS
and apoptotic body Active (Ce & Pro-caspase 9
formation caspase 9 < )
{ - /\popn‘:‘some ATP11|
KD & T
m— Active
; Myosin Il Caspasel /] Nucleus
i
CAD A(ERBG Chromatin fragmentation
and condensation
Lo " o |lpomee o
CAD _ 45" DNA fragments

inhibitor ‘6‘ NN/ L 4

Figura 1.1. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. (A) La via extrinseca se desencadena por la
activacion de receptores de muerte como Fas tras la uniéon de su ligando FASL, presente en las células
adyacentes. Cuando se activa el receptor, se recluta a la procaspasa-8 a través de la proteina intermedia
FAAD, formando el llamado complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC) que cataliza la activacion
de la caspasa-8. Esta induce la muerte celular, bien porque activa a las caspasas-3 y 7 o por la activacion
proteolitica de BID a tBID, activando asi la via intrinseca. (B) La via intrinseca se activa por diferentes
sefiales de estrés, ausencia de sefiales de crecimiento o durante la homeostasis en el desarrollo embrionario.
Esto provoca la induccion transcripcional o la activacion post-traduccional de proteinas pro-apoptoticas
BH3-only de la familia BCL-2 (BIM, PUMA, BAD o NOXA). Estas proteinas se unen a las proteinas anti-
apoptoticas como BCL-2, BCL-X; y MCL-1 liberando a los efectores BAX y BAK, los cuales forman
complejo permeabilizando la membrana externa mitocondrial (MOMP) y provocando la liberacion de
factores como citocromo C y Smac. Algunas proteinas BH3-only también pueden activar a BAX y BAK
mediante union a ellas. La liberacion del citocromo C contribuye junto a APAF-1 a la formacion del
apoptosoma, el cual activa a la caspasa-9 y ésta, a su vez, por escision proteolitica activa a las caspasas-3 y
7 que inducen la muerte celular. La liberacion de Smac inhibe a los inhibidores de caspasas como XIAP.
En ambas vias, las caspasas activan de manera directa o indirectamente a la quinasa ROCK-1 que induce

8



Introduccion

la formacion de vesiculas o burbujas apoptoticas por la contraccion de actina y la activacion de CAD
(DNAsa activada por caspasa) al escindirse del inhibidor iCAD. Esto provoca la escision del DNA y la
condensacion de la cromatina. También las caspasas activan a XKR8 que causa la exposicion de la
fosfatidilserina (PtdSer o PS) al exterior de la membrana plasmatica como sefial de fagocitosis para las
células vecinas. Imagen tomada de Bedoui et al. 2020.

Ambas vias activan la accion de las enzimas proteoliticas denominadas caspasas
que median la fragmentacion celular para permitir la fagocitosis por las células vecinas

(Degterev et al., 2003).

En la seccion jError! No se encuentra el origen de la referencia.se analiza mas en

profundidad este proceso de muerte celular.

1.1.1.1 Importancia de la evasion de la muerte celular en el organismo.

Un desequilibrio homeostatico en el organismo a causa de una apoptosis
excedente o insuficiente puede ocasionar dafios y desencadenar diferentes enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson, enfermedades autoinmunes vy
principalmente cancer (Degterev, Boyce, & Yuan, 2003; Perini et al., 2018; Singh et al.,
2019).

La evasion de la apoptosis por parte de las células tumorales es muy variable,
incluso dentro del mismo tipo de cancer dando lugar a una expresion heterogénea (R.
Singh et al., 2019). La via mas empleada para la evasion de la apoptosis por las células
cancerosas depende de la sobreexpresion de las proteinas anti-apoptdticas de la familia
BCL-2 y una alta translocacion de dichas proteinas del citosol a la membrana externa de
la mitocondria (Perini et al., 2018). En canceres hematopoyéticos, como en el caso del
mieloma multiple, la evasion de la muerte celular apoptotica es importante ya que el
sistema hematopoyético esta altamente preparado para realizar apoptosis, por eso
frecuentemente presentan alteraciones en la expresion de proteinas de la familia BCL-2

(Perini et al., 2018).

1.1.2 Necrosis.

La muerte celular necrética o necrosis se define como una catastrofe bioenergética
y una muerte celular desordenada (Lee et al., 2018). Se caracteriza principalmente por el
aumento de volumen celular (oncosis) y de organulos, ruptura de la membrana
plasmatica, pérdida del contenido intracelular y liberacion descontrolada de moléculas
HMGBI1 y LDH al espacio extracelular estimulando la respuesta inmunitaria o activando

la reparacion de heridas (Ying & Padanilam, 2016). A diferencia de la apoptosis y la
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autofagia, la necrosis se considera la destruccion pasiva de componentes celulares (Lee

etal., 2018).

La pérdida de integridad de la membrana plasmaética se produce en ausencia de
condensacion nuclear, a diferencia de la induccion de apoptosis (Zong & Thompson,
2006). Esto permite mediante técnicas de marcaje fluorescente diferenciar entre dichos

procesos de muerte.

Hasta hace poco se habia considerado como un tipo de muerte accidental, pero
gracias a diversos estudios, a dia de hoy, se considera que puede estar regulada por un
conjunto de vias de transduccion de sefiales y mecanismos catabdlicos en determinadas
lineas celulares o en presencia de inhibidores de caspasas, acufiando el término de
“necroptosis” (Chen et al., 2019; Lee et al., 2018; Liu et al., 2019; Moquin et al., 2013;
Pasparakis & Vandenabeele, 2015). También ciertos farmacos pueden provocar

necroptosis (Zhu et al., 2019).

En presencia de inhibidores de caspasas, los receptores de muerte (Fas/CD95,
TNFR1 y TRAIL-R) y los receptores de reconocimiento de patogenos o PRR
(concretamente los receptores tipo Toll TLR3 y TLR4, y los receptores tipo NOD
citosolicos NLR) provocan necroptosis dependiente de la quinasa RIPK1. Este mismo
tipo de necroptosis es causado también por el reconocimiento de virus intracelulares
(Kroemer et al., 2009; Ying & Padanilam, 2016). A nivel bioquimico se desconoce con
claridad todos los fenomenos implicados, pero se sabe que se producen alteraciones
mitocondriales (ROS, estrés nitroxidativo, permeabilizacion de la membrana
mitocondrial controlada por ciclofilina D, etc.), cambios lisosomales (ROS por reacciones
de Fenton y permeabilizacion de la membrana lisosomal), cambios nucleares
(hiperactivacion de PARP1 y fragmentacion irregular cromosdmica), degradacion de
lipidos y aumento de calcio citosolico provocando la activacion de calpainas y catepsinas

(Kroemer et al., 2009; Lee et al., 2018).

1.1.2.1 Necroptosis: mecanismo de accion.

La necroptosis ocurre, generalmente, solo si las vias transcripcionales y/o
apoptoticas pro-supervivencia estan comprometidas (Figura 1.2) (Ying & Padanilam,
2016). De las vias comentadas en la seccion anterior, la mas caracterizada en necroptosis
es la iniciada por TNFa unido a su receptor TNFR1. En condiciones habituales, TNFR1

forma trimeros en la membrana (Chen et al., 2019; Pasparakis & Vandenabeele, 2015).
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Al unirse TNFa sufre un cambio conformacional provocando su activaciéon. Una vez
activado, el receptor recluta, en la parte citosolica, varias proteinas TRADD (del inglés
“TNFR-Associated Death Domain” o Dominio de muerte asociado a TNFR), RIPK1 (del
inglés “Receptor-Interacting Protein Kinase 1), clIAP1 (del inglés “cellular Inhibitor of
Apoptosis 1" o Inhibidor celular 1 de apoptosis), cIAP2, TRAF2 (del inglés “TNFR-
Associated Factor 2” o factor 2 asociado a TNFR) y TRAFS5 (Chen et al., 2019). Este
complejo se conoce como complejo I. TRAF2 recluta los cIAPs, quienes ademas de
inhibir la apoptosis al interaccionar con caspasas poseen actividad E3-ubiquitin ligasa
(Chen et al., 2019). Los cIAPs modifican a RIPK1 permitiendo la uniéon de TAK1 (del
inglés “Transforming growth factor-f-Activated Kinase 1), TAB2 (del inglés “TAK]I-
Binding protein 2”), TAB3 y LUBAC. Esta tultima, se une a las cadenas poliubiquitina
afiadidas en RIPK1 por cIAPs y crea mas cadenas poliubiquitina en RIPK1 y NEMO para
permitir el anclaje de mas factores necesarios para activar a NF-kB, y promover la
expresion de genes de supervivencia celular (Chen et al., 2019; Pasparakis &

Vandenabeele, 2015).
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Figura 1.2. Via de seiializacion de la necroptosis. La necroptosis puede inducirse mediante la activacion
de la familia de receptores TNFR y Toll (TLR3 y TLR4) e infeccion por patogenos. Todas estas sefales
inductoras convergen en la quinasa RIPK3 la cual se activa por interaccion con RIPK1 u otras proteinas
como TRIK y DAI En el caso de TNFRI, la uniéon de TNF a este receptor conduce a la formacion del
complejo I junto a TRADD, TRAF2, cIAP y RIPKI. Este complejo promueve la activacion de NF-kB y
por tanto la transcripcion de genes que codifican para citoquinas proinflamatorias y genes de proteinas de
supervivencia (c-FLIP, IAP y BCL-2). La desubiquitinaciéon de RIPK1 por parte de Smac deriva en la
formacion de un complejo citosélico denominado complejo II. El complejo II estad compuesto por FADD,
procaspasa-8 y RIPK1 e induce apoptosis. Cuando la caspasa-8 esta inhibida RIPK1 se une y activa a
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RIPK3 quien recluta a MLKL. MLKL una vez activado se transloca a la membrana plasmatica y provoca
la muerte por necroptosis. En el caso de los receptores Toll se necesita de la molécula TRIF para la
activacion de RIPK3. Imagen tomada de He & Wang, 2018.

En cambio, cuando se forma el complejo II por desubiquitinacion de RIPK1 por
CYLD (Lys63-deubiquitylating enzyme Cylindromatosis), USP21, A20 o cezanne, se
forma complejo con TRADD, FADD y RIPK3 (importante para la ejecucion de la
necroptosis junto a la caspasa-8). Este complejo se denomina necrosoma (de Almagro &
Vucic, 2015). Si la caspasa-8 esté activa, inhibe a RIPK1 y RIPK3 provocando la muerte
por apoptosis. Sin embargo, en ausencia de caspasa-8, bien porque esté¢ inhibida por
CrmA, por farmacos o porque no es funcional, el complejo II lleva a cabo la necroptosis
(Chen et al., 2019). La asociacion de RIPK1 con RIPK3 produce la autoactivacion de
RIPK3 la cual provoca la fosforilacion de MLKL (del inglés “Mixed-Lineage Kinase
domain-Like protein”) y RPK1 aumentando su actividad. MLKL fosforilada produce la
rotura de la membrana plasmatica induciendo necroptosis y la liberacion de DAMPs
(principalmente ROS) (Figura 1.2) (Samson et al., 2020). Se ha observado que la
necrosulfonamida (NSA), inhibidor de MLKL, inhibe completamente la necroptosis (He
& Wang, 2018).

Cabe la posibilidad de que el complejo RIPK1-FADD-caspasa-8-cFLIP se forme
en el citoplasma de manera independiente a la activacion del receptor TNFR por ligando
(Weinlich et al., 2017). Cuando esto sucede se denomina ripoptosoma para diferenciarlo
del necrosoma (Bedoui et al., 2020; Y. Liu et al., 2019; Pasparakis & Vandenabeele,
2015). Este complejo se inhibe por cIAPS y XIAP (Chen et al., 2019; de Almagro &
Vucic, 2015).

RIPK3 puede interaccionar y activar varias enzimas metabdlicas, entre ellas la
glucogeno fosforilasa (PYGL), la glutamato-amonio ligasa (GLUL) y la glutamato
deshidrogenasa 1 (GLUDI), aumentando la produccion de ROS en las células (Liu et al.,
2019). Esta alta produccion de ROS desencadena la permeabilidad de la membrana del
reticulo endoplasmatico (RE) y, por tanto, un aumento del nivel de calcio intracelular y

liberacion de enzimas hidroliticas al citoplasma (Pasparakis & Vandenabeele, 2015).

Se ha observado que dos proteinas participantes en la permeabilizacion de la
membrana interna mitocondrial también participan en la necroptosis. Concretamente la
ciclofilina D (CypD) y la translocasa de nucledtidos de adenina (ANT) (Pasparakis &
Vandenabeele, 2015; Ying & Padanilam, 2016). La inhibicién o ausencia de CypD
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disminuye la muerte por necroptosis. Realmente se desconoce completamente la funcion
de la mitocondria en este proceso de muerte, aunque se cree que no esta involucrada (Ying
& Padanilam, 2016) ni tampoco se conoce si la aparicion de vesiculas autofagicas en el
proceso de necroptosis estd relacionado con la activacion de autofagia (Yuan & Kroemer,

2010).

Una mejor comprension de la necroptosis y concretamente de la inhibicion de
RIPK1 y RIPK3 puede resultar una estrategia terapéutica potencial, puesto que este
mecanismo estd implicado en una alta variedad de enfermedades humanas como son
leucemia mieloide aguda, cancer de mama, ateroesclerosis, isquemia miocardica,
hipertrofia cardiaca, hiperglucemia, lesion hepatica mediada por acetaminofén, lesion de

organo de donante, entre otras (Liu et al., 2019).

1.2 APOPTOSIS: PRINCIPIOS Y APLICACION.

Como se ha comentado brevemente en el apartado 1.1.1 , existen dos vias que
desencadenan la muerte por apoptosis en la célula: la via intrinseca, también conocida
como via mitocondrial; y la via extrinseca, también denominada via de receptores
mortales. En este apartado se va a profundizar en los componentes implicados en ambas

lineas y en la generacion y transduccion de sefiales de muerte celular en cada una de ellas.

1.2.1 Caspasas.

En el proceso de apoptosis participan proteinas proteoliticas denominas caspasas
(cistein-proteasa) con especificidad de corte en aspartico (Alnemri et al., 1996). En la
actualidad se conocen 18 caspasas en mamiferos conservadas evolutivamente, tanto su
estructura como especificidad de sustrato (Chen et al., 2017). La primera en descubrirse
fue la denominada caspasa-1, enzima convertidora de interleucina-1-f (ICE) de su forma
pro-IL-1p a su forma proinflamatoria IL-1B (Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). La
posterior clonacidn y caracterizacion del gen ced-3 (gen que codifica para ICE) permitio
detectar que ésta estaba involucrada en el proceso de muerte en C.elegans (Alnemri et al.,
1996; Degterev et al., 2003; Nicholson et al., 1995; Yuan et al., 1993). Estudios
posteriores facilitaron el descubrimiento y clasificacion de las caspasas (Yuan et al.,

1993).

Estructuralmente las caspasas presentan 3 dominios: un predominio N-terminal,

una subunidad grande (p20) que contiene el centro activo con un residuo nucleofilico de
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cisteina que participa en la ruptura de motivos que contienen aspartico, y una subunidad
pequena (pl10) en el C-terminal (Figura 1.3) (Chen et al., 2017; Degterev et al., 2003).
Las subunidades p20 y p10 estan separadas por un lugar de corte con residuo aspartico,
lo que permite la autocatalisis por parte de las propias caspasas o la activacion de unas a

otras como sucede en la reaccion en cadena durante la apoptosis (Chen et al., 2017).

Pro p20 pl0

4 L1 Li\ L3 L4
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Figura 1.3. Estructura general de las caspasas. En verde se encuentra el prodominio situado en N-
terminal, seguido de las subunidades grande (p20) y pequeia (p10). En las subunidades p20 y p10 se
aprecian los bucles centrales cataliticos de caspasas (L1-L4) mostrados en morado. El proceso de escision
de activacion se muestra mediante flechas y los numeros representan el orden de las escisiones de
activacion. El sitio activo Cys se muestra con un asterisco rojo en L2 donde ocurre el procesamiento.
Imagen modificada de Degterev et al. 2003.

Todas las caspasas presentan caracteristicas comunes en cuanto a secuencia de
aminodcidos, estructura y especificidad de sustrato, aunque se clasifican en dos grandes
grupos filogenéticos: participantes en apoptosis o involucradas en procesos inflamatorios
y maduracion de citoquinas, aunque alguna puede participar en ambos procesos (Tabla

1.2) (Earnshaw, Martins, & Kauffmann, 1999).

Las caspasas se expresan como pro-enzimas o precursores inactivos denominados
zimogenos, en el caso de caspasas iniciadoras en forma de monomeros y en el caso de las
caspasas ejecutoras en dimeros (Boatright & Salvesen, 2003; Earnshaw et al., 1999). La
activacion de dichas proteinas difiere en funcion de la clase a la que pertenecen. Las
caspasas iniciadoras se activan por la unidon a proteinas adaptadoras a través de los
dominios DED (del inglés “Death Effector Domain” o Dominio efector de muerte) o
CARD (del inglés “Caspase Activation Recruitment Domain” o Dominio de
reclutamiento y activacion caspasas); en cambio, las caspasas ejecutoras se activan por la
lisis proteolitica del zimogeno por parte de las caspasas iniciadoras (Boatright et al., 2003;
Boatright & Salvesen, 2003). Las caspasas ejecutoras, una vez activadas, procesan a su

vez otros sustratos proteicos que median en las distintas vias de la apoptosis. La iniciacion
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de estas reacciones en cascada estd regulada por diferentes proteinas, como son
inhibidores de caspasa (IAPs, del inglés “Inhibitor of Apoptosis Protein”), c-FLIP (del
inglés “FLICE-like Inhibitory Protein), p35 o CrmA (Cytokine response modifier A)
(Deveraux & Reed, 1999; Irmler et al., 1997; LaCasse et al., 2008). Dentro de los IAPs
se encuentran XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP y survivina (Okushi et al., 2015).

Tabla 1.2 Clasificacion caspasas. Clasificacion de caspasas segun dos grandes grupos: apoptosis o
inflamacion y maduracion de citoquinas. A su vez, las caspasas involucradas en apoptosis han sido
divididas en 2 subgrupos en funciéon de su mecanismo de accion: iniciadoras o efectoras. Adaptada de /1.
Chen, Ning, & Jiang, 2017.

GRUPO SUBGRUPO NOMENCLATURA ESTRUCTURA SUSTRATO
Caspasa-2 DEHD
Caspasa-8 LETD
Iniciadoras
Caspasa-9 [ — LEHD
Apoptosis Caspasa-10 T LEND
Caspasa-3 DEVD
Efectoras Caspasa-6 VEHD
Caspasa-7 DEVD
Caspasa-1
WEHD
Caspasa-4 (WL)EHD
Caspasa-5 (WL)EHD
Inflamacién y Caspasa-11 WEHD
maduracion citoquinas
Caspasa-12 WEHD
Caspasa-13 WEHD
Caspasa-14 WEHD
Caspasa-16 -
CARD SUBUNIDAD LARGA SUBUNIDAD PEOUENA B8 pgp

Abreviaturas: CARD (del inglés “Caspase Activation Recruitment Domain” o Dominio de reclutamiento
y activacion caspasas); DED (del inglés “Death Effector Domain” o Dominio efector de muerte).
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1.2.2 Proteinas Familia BCL-2.

Dentro de la familia BCL-2 se recoge la propia proteina BCL-2 y proteinas con
una estructura tridimensional similar o una estructura secundaria predicha similar a BCL-
2 con variedad de bioactividades (Youle & Strasser, 2008). Existen aproximadamente 20
proteinas dentro de la familia BCL-2, cuya estructura hélice a puede estar compuesta de
hasta 4 dominios homologos de BCL-2 conocidos como BH1, BH2, BH3 y BH4 (Warren
et al., 2019).

Debido a la diferencia en su funcién celular, las proteinas pertenecientes a esta

familia se dividen en dos grandes grupos (Figura 1.4):

- Anti-apoptdticas: BCL-2, BCL-X., BCL-W, Al, MCL-1, BCL-RAMBO,
BOO, DIVA, BCL-B, BCL2L10 y BCL-G.

- Pro-apoptéticas: BAX, BAK, BOK/MTD, BID, BIM/BOD, BAD, BMF,
NOXA, HRK, DP5, PUMA, BBC3, BIK, BLK, NBK y MULE. Dentro de las
pro-apoptoticas se diferencia un subgrupo denominado BH3-only (BID,
BIM/BOD, BAD, BMF, NOXA, HRK, DP5, PUMA, BBC3, BIK, BLK, NBK
y MULE).

Ademas de las diferencias funcionales, las proteinas anti-apoptoticas presentan los
4 dominios mientras que las pro-apoptoticas pueden tener de 1 a 3 dominios, aunque
recientemente se ha sugerido que estas ultimas también contienen el domino BH4
(Elkholi et al., 2011). Las proteinas BH3-only Unicamente poseen el dominio BH3,
aunque hay excepciones como la proteina MULE que contiene un dominio asociado a
ubiquitina (UBA), el mddulo de interaccion Trp-Trp-Glu (WWE) y un dominio ligasa de
ubiquitina HECT (Youle & Strasser, 2008). Por otro lado, las proteinas BIM (también
conocida como BOD), BAD y BMF son proteinas no estructuradas (Youle & Strasser,

2008) (Figura 1.4).

Por otra parte, todas las proteinas de la familia BCL-2 presentan una estructura
conservada denominada ntcleo o core BCL-2 (Chipuk et al., 2010). Esta estructura esta
formada por ocho hélices a anfipaticas en la gran mayoria, aunque otras presentan una
estructura desordenada intrinsecamente como las BH3-only. Dichas hélices se colocan de
manera que permiten esconder la hélice a5 generando un nucleo hidrofébico (Kvansakul
& Hinds, 2013). En dicho nucleo se produce la coalescencia de los dominios BH1 (hélices

04-a5), BH2 (hélices a7-a8), BH3 (hélice 02) y la hélice a3. El surco hidrofébico es el
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que permite la interaccion con las proteinas BH3-only en el caso de las proteinas anti-

apoptoéticas (Andreu Fernandez, 2015; Kvansakul & Hinds, 2013).
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Figura 1.4. Clasificacion de las proteinas de la familia BCL-2. Las barras verdes representan segmentos
a-helicoidales de las estructuras determinadas. Las lineas rojas marcan regiones de dominios de
transmembrana (TM) predichos. Se muestran las homologias de secuencia de las regiones BH1 (lineas
marrones), BH2 (lineas grises), BH3 (lineas azules) y BH4 (lineas naranjas). Los dominios BH1, BH2 y
BH3 se pliegan para alinear un bolsillo hidréfobo que puede unirse al dominio BH3 de las proteinas pro-
apoptoticas. El dominio BH3 media la interaccion entre las proteinas BH3-only y las proteinas centrales de
la familia BCL-2 y, por lo tanto, promueve la apoptosis. Las tres proteinas en el area sombreada estan
menos estudiadas y no se pueden clasificar en este momento. Imagen tomada de Youle & Strasser, 2008.

Las interacciones entre las distintas proteinas de la familia BCL-2 estdn muy
reguladas y determinan la induccién o no de la apoptosis (Figura 7) (Singh et al., 2019).

Concretamente, regulan la activacion de BAK/BAX para la permeabilizacion de la
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membrana externa mitocondrial, lo cual requiere de la interaccion de las proteinas anti-
apoptoticas con las BH3-only y de la propia interaccion de las propias proteinas BAK y

BAX con las proteinas BH3-on/y (Figura 1.5) (Chipuk et al., 2010).

= -
|

—— | Mcl-1
]| o]

"

A

|Bim ||Puma|| Noxa | |Bac||

Figura 1.5. Interaccion entre las proteinas de la familia BCL-2. (A) Inhibicion de las proteinas BH3-
only sobre las proteinas anti-apoptoticas. BIM y PUMA pueden inhibir a cualquier proteina anti-apoptotica,
mientras que BAD s6lo a BCL-2, BCL-X; y BCL-W y NOXA s6lo a MCL-1. (B) Inhibicion (lineas rojas)
de las anti-apoptdticas sobre las proteinas efectoras BAK y BAX. Bax puede ser inhibido por cualquier
proteina anti-apoptotica. En cambio, BAK s6lo puede ser inhibida por BCL-X; y MCL-1. Ademas, se
observa la activacion (flechas negras) por parte de proteinas BH3-only de BAK y BAX indistintamente.

Se han propuesto diferentes modelos de interaccion los cuales establecen que a)
las proteinas anti-apoptoticas bloquean la activacion de las proteinas efectoras BAK y
BAX, b) las proteinas efectoras BAK y BAX estan inactivas a niveles basales en las
células sanas y su activacion desemboca en MOMP vy la salida de factores apoptogénicos,
y ¢) las proteinas BH3-on/y activan BAK y BAX e inhiben la accion de las proteinas anti-
apoptoticas (Shamas-din et al., 2013). Dichos modelos son (Figura 1.6):

- Modelo directo: este modelo propone que BAK y BAX necesitan ser
activadas para llevar a cabo la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial. Para ello, las proteinas BH3-on/y activadoras (BIM, BID
y PUMA) se unen directamente a BAX y BAK induciendo la
activacion de estas mediante un cambio conformacional (Letai et al.,
2002). Previamente, BAD y NOXA inhiben la accion de las proteinas
anti-apoptoticas respecto BIM, BID y PUMA, permitiendo asi su union
a BAK y BAX (Ren et al., 2010). Sin embargo, se ha descubierto que
se induce apoptosis a través de BAX y BAK en ausencia de BIM y
BID, lo cual indica que puede darse por activacion de otras proteinas

como PUMA o NOXA (Oda et al., 2016).
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Modelo indirecto, de represion o de desplazamiento: este modelo se
basa en la neutralizacion de BAX y BAK por accién de las proteinas
anti-apoptoticas (s6lo MCL-1 y BCL-X1. se unen a BAK, mientras que
cualquiera de las proteinas anti-apoptoticas se une a BAX), durante el
estado basal ya que postula que estan constitutivamente activas
(Fletcher & Huang, 2008). Ante un estimulo de induccion de apoptosis,
las proteinas BH3-only se unen a las proteinas anti-apoptoticas
liberando a BAX y BAK permitiendo su oligomerizacién, y asi la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial. BID, BIM y
PUMA tienen mas efecto pro-apoptotico que NOXA y BAD (Chen et
al., 2005).

Modelo mixto: trata de unificar los modelos directo e indirecto o de
desplazamiento. Segun este modelo, BAX y BAK estan preactivadas,
y son las proteinas anti-apoptdticas quienes se encargan de inhibir esta
preactivacion al unirse a ellas (Llambi et al., 2012; Shamas-din et al.,
2013). Aunque también pueden unirse a proteinas BH3-only
activadoras (BIM, BID y PUMA) inhibiendo la union de estas a BAK
y BAX. Solo las proteinas NOXA y BAD pueden unirse a las anti-
apoptoticas dejando libres a BAX, BAK y a las proteinas BH3-only
activadoras (Kale et al., 2018; Shamas-din et al., 2013).

Modelo de insercion en membrana (Embedded Together Model):
supone que la mayoria de las interacciones se producen cuando las
proteinas estan insertadas en membranas por su dominio en C-terminal
y las interacciones se llevan a cabo en la membrana externa
mitocondrial. Postula que la insercion de estas proteinas en la
membrana conlleva un cambio conformacional que afecta a las
interacciones entre ellas (Leber, Lin, & Andrews, 2007). BAK y BAX
una vez activadas se localizan en la membrana externa mitocondrial
presentando una conformacion que permite la union de proteinas anti-
apoptoticas para evitar la formacion del poro mitocondrial (Shamas-
din et al., 2013). Por otro lado, se cree que las proteinas BIM, BID y
PUMA pueden activar a su vez mas moléculas de BAK y BAX (Leber
etal., 2010).
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Figura 1.6. Modelos interaccion entre proteinas de la familia BCL-2. (A) Modelo indirecto. Las
proteinas BH3-only se unen a las anti-apoptoticas liberando a BAK y BAX de su represion permitiendo la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP). Las proteinas BAK y BAX estan activas
en condiciones basales. (B) Modelo directo. Las proteinas BH3-only sensibilizadoras (BAD y NOXA)
inhiben las proteinas anti-apoptoticas liberando a las proteinas BH3-only activadoras (BID, BIM y PUMA)
quienes activan BAK y BAX permitiendo que se produzca MOMP. (C) Modelo mixto. Las proteinas BAK
y BAX pueden encontrarse preactivadas (Modo 2) o inactivadas (Modo 1). En el primer caso son inhibidas
por las proteinas anti-apoptoticas (Modo 2). Las proteinas anti-apoptoticas también inhibien a las proteinas
BH3-only activadoras impidiendo que activen a BAK y BAX (Modo 1). En esta ultima situacion, las
proteinas sensibilizadoras son quienes se unen a las proteinas anti-apoptoticas y liberando las activadoras
y con ello activando BAK y BAX para MOMP. (D) Modelo de insercion en la membrana. Las proteinas
BAK y BAX son inhibidas por las proteinas anti-apoptdticas en estado basal (Modo 0). Las proteinas
sensibilizadoras inhiben a las anti-apoptéticas liberando las activadoras BH3-only y permitiendo la
activacion de la fraccion inactiva de BAX y BAK para la formacion del poro en la membrana mitocondrial
(Modo 1). A su vez puede producirse la inhibicion de las proteinas anti-apoptoticas directamente sobre el
poro por el cambio conformacional producido en la oligomerizacion de BAK y BAX (Modo 2). En este
modelo todas las interacciones tienen lugar cuando las proteinas estdn insertadas en la membrana
mitocondrial externa. Imagen modificada de Chi ef al. 2014.
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Los modelos directo, indirecto y mixto se basan en interacciones unilaterales,

mientras que el modelo de insercion en membrana se basa en interacciones

bidireccionales (Chi et al., 2014).

Es importante destacar que la regulacion de las proteinas de la familia BCL-2
garantiza que la apoptosis se produzca solo cuando sea necesario, de manera que se
mantenga la homeostasis del organismo (Rooswinkel et al., 2014). Por ello, cada proteina

de esta familia se regula segun el contexto fisiologico (Siddiqui et al., 2015).

1.2.2.1 Proteinas anti-apoptéticas de la familia BCL-2.

Las proteinas anti-apoptdticas se caracterizan por participar en la inhibicion de
proteinas pro-apoptoticas para mantener la integridad de la membrana externa
mitocondrial (Perini et al., 2018). Dichas proteinas se localizan en la membrana externa
de la mitocondria, en la membrana del RE o en el citoplasma (Zhu et al., 1996). Presentan
los 4 dominios BH, excepto MCL-1, sobre la que no hay consenso de si presenta el
dominio BH4 (Strasser, 2005). El extremo C-terminal mejora el efecto anti-apoptético de
estas proteinas ademas de poseer un dominio hidrofébico en dicho terminal que facilita

la insercion en la membrana mitocondrial (Krajewski et al., 1997).

Dentro de esta categoria se puede hacer una segunda agrupacion segun su union a
las proteinas pro-apoptoéticas. Por un lado, estarian BCL-2, BCL-X y BCL-W , y por otro
MCL-1 y Al (Chen et al.,, 2005). Durante el desarrollo de esta tesis, se estudia

principalmente el estado de las siguientes proteinas anti-apoptdticas:

- BCL-2: Contiene los cuatro dominios BH y es esencial para la supervivencia
celular, sobre todo de linfocitos B maduros y T (Veis et al., 1993). Se localiza
principalmente en la membrana mitocondrial externa en condiciones basales
(Kale et al., 2018). Es regulado de manera transcripcional por la via NF-xB y
por IL-6 (Heckman et al., 2002; Jourdan et al., 2000).

- BCL-XL: Contiene los cuatro dominios BH y es esencial para la supervivencia
celular, sobre todo de neuronas y eritrocitos (Afreen et al., 2020). Se localiza
tanto en la membrana mitocondrial como en el citosol de la célula (Kale et al.,
2018). Interacciona con la proteina pro-apoptdtica BAK mediante su dominio
BH3 (Warren et al., 2019). Al igual que BCL-2 es regulado de manera
transcripcional por NF-kB e IL-6 y de manera post-trasduccional mediante

splicing alternativo dando lugar a una isoforma mas pequefia (BCL-Xs) con
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funcion pro-apoptotica (Heckman et al., 2002; Jourdan et al., 2000; Warren et
al., 2019).

-  MCL-1: proteina anti-apoptética, de vida corta, fundamental para la
supervivencia celular y el desarrollo embrionario (Kozopas et al., 1993). Se
localiza principalmente en la membrana externa mitocondrial, aunque también
puede estar presente en otras membranas intracelulares (Kale et al., 2018).
Existe controversia sobre si en su estructura carece del dominio BH4, pero si
que se conoce que presenta en su extremo N-terminal dos secuencias PEST
ricas en residuos de prolina, dcido glutdmico, serina y treonina, las cuales son
las responsables de la degradacion de MCL-1 por via del proteasoma (Mei et
al., 2005; Strasser, 2005; Warren et al., 2019). MCL-1 se regula también a
nivel transcripcional y post-trasduccional siendo inducido por varios factores
de crecimiento y citoquinas (Senichkin et al., 2020). Ademas, MCL-1 es
sustrato de caspasas, por lo que se forman isoformas de las cuales algunas
tienen funcidon pro-apoptotica (Senichkin et al., 2020). También puede ser
fosforilada por JNK y GSK-3 (quinasa glucégeno sintasa-3) perdiendo la
actividad anti-apoptdtica (Inoshita et al., 2002; Maurer et al., 20006).

Todas estas proteinas suelen estar sobre-expresadas en muchos tumores, lo cual
se relaciona con resistencia a firmacos quimioterapéuticos (Adams & Cory, 2018;
Lessene et al., 2008; Radha & Raghavan, 2017; Senichkin et al., 2020). Por tanto, son
posibles dianas terapéuticas ante las cuales se han desarrollado farmacos que inhiben su
accion anti-apoptotica: ABT-199, A-1155463 y S63845 respectivamente a BCL-2, BCL-
XLy MCL-1 (Adams & Cory, 2018; Letai, 2016; Leverson et al., 2015). Estos fArmacos

estan explicados en el apartado 1.4.6.2.

1.2.2.2 Proteinas pro-apoptéticas multidominio de la familia BCL-2.

Las proteinas pro-apoptoticas multidominio presentan los dominios BH1, BH2 y
BH3, carecen del dominio BH4 (Wei et al., 2001). A este grupo pertenecen las proteinas
BAK, BAX y BOK/MTG, aunque las mas estudiadas son BAK y BAX.

BAK y BAX se encuentran disponibles en mondémeros inactivos anclados a la
membrana externa mitocondrial o en el citosol, respectivamente (Kale et al., 2018).
Cuando se activan, oligomerizan y producen la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial permitiendo la liberacion del citocromo C y otros factores apoptogénicos al
citosol (Rasola & Bernardi, 2007). En el caso de BAX necesita de un sistema de
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activacion de dos pasos: el primero induce un cambio conformacional y el segundo la
oligomerizacion de BAX para la formacion de poros en la membrana mitocondrial
(Dengler et al., 2019). Los niveles de BAK y BAX estan regulados de manera
transcripcional por p53, MYC y p73 (Graupner et al., 2011).

En estudios previos se ha visto que la inhibicion simultanea de BAK y BAX inhibe
por completo la apoptosis inducida por via intrinseca, lo que refleja el papel fundamental
de ambas proteinas para una correcta realizacion de la apoptosis (Campbell & Tait, 2018;

Niu et al., 2017).

1.2.2.3 Proteinas pro-apoptéticas BH3 -only de la familia BCL-2.

Las proteinas denominadas BH3-only contienen unicamente el dominio BH3,
necesario y suficiente para inducir apoptosis. Este dominio esta formado por 9 a 16
aminoacidos en una estructura de hélice a anfipatica con la excepcion de BAD, BIM,
BMF y MULE (Huang & Strasser, 2000; Shibue & Taniguchi, 2006). Son el objetivo
principal de las proteinas anti-apoptoticas. Este grupo engloba las proteinas BID,

BIM/BOD, BAD, BMF, NOXA, HRK, DP5, PUMA, BBC3, BIK, BLK, NBK y MULE.
Las mas estudiadas son las siguientes:

- BAD: presenta un dominio en C-terminal que le permite insertarse en la
membrana externa mitocondrial, no homologo al resto de proteinas de la
familia BCL-2. Esta proteina esta regulada de manera post-trasduccional por
fosforilacion en los residuos en Serl112, Ser136 y Ser155 mediada por varias
quinasas como AKT, quinasa a (PKA) y JNK (Yan et al., 2018) o PP2A quien
se encarga de la desfosforilacion (Chiang et al., 2003). Cuando no esta
fosforilado, BAD se transloca a las mitocondrias inhibiendo las proteinas anti-
apoptoticas BCL-2 y BCL-Xp facilitando la activacion del complejo
BAX/BAK; en cambio, ante estimulos de crecimiento y supervivencia las
quinasas fosforilan a BAD quien sufre un cambio conformacional y permite
la unidn a la proteina 14-3-3 quien lo secuestra en el citosol e impide que lleve
a cabo su funcién pro-apoptotica (Adachi & Imai, 2002).

- BID: es la proteina pro-apoptdtica que une las vias intrinseca y extrinseca de
la apoptosis. Es decir, BID se localiza en el citoplasma de las células, pero
puede sufrir la activacion por parte de la caspasa-8 provocando la ruptura de

BID por su residuo Asp-60 (Luo et al., 1998). Este fraccionamiento da lugar a
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tBID (BID truncado) el cual se dirige a la mitocondria e induce la apoptosis
por via intrinseca al conjugarse con BAX o BAK activandolos o inhibiendo a
BCL-2 (X. Luo et al., 1998; M. C. Wei et al., 2000). Esta proteina se escinde
también por granzima B, calpainas y catepsinas, y es inducida
transcripcionalmente por p53 (Billen, Shamas-Din, & Andrews, 2008; Maas,
et al., 2011). BID se regula de manera post-trasduccional mediante la
fosforilacion de Thr-59 (impide la escision por parte de la caspasa-8) y Ser-65
(Degli Esposti et al., 2003).

BIM: proteina pro-apoptdtica que presenta 3 isoformas principales (BIMEL,
BIML y BIMs), debido al splicing alternativo, que difieren en tamafo y
actividad pro-apoptotica (Hinds et al., 2007). La isoforma BIMs es quien posee
la actividad pro-apoptotica mas potente y cuya expresion es menos abundante
(Degli Esposti et al., 2003). BIM, al igual que PUMA, se une a todas las
proteinas anti-apoptdticas de manera selectiva en funcion de los residuos de
aminoacidos del dominio BH3 anfipatico que se unen formando una hélice o
con el surco hidrofobo de las proteinas anti-apoptdticas, como por ejemplo la
union BIM/BCL-Xp (Chen et al., 2005; Liu et al., 2003). Ademas, esta
regulada de manera transcripcional por varias citoquinas y factores
transcripcionales como E2F-1, FOXO3A, CHOP-C/Eba, NF-xB o AP1; y de
manera post-trasduccional mediante la degradacion por via del proteasoma al
ser fosforilada por JNK y perder su funcion (Lomonosova & Chinnadurai,
2008; Pifion et al.,, 2008). Es el mayor regulador en la homeostasis
hematopoyética y responde al estrés en el RE (Lessene et al., 2008).

NOXA: proteina pro-apoptotica localizada en la membrana externa
mitocondrial. Inhibe la accion de MCL-1 y en menor medida BFL1/ Al,
aunque también puede unirse a BAK para su oligomerizacion y posterior
activacion (Degli Esposti et al., 2003; Pang et al., 2012). En estudios previos
se ha demostrado que mutantes de NOXA pueden unirse a BCL-X. y BCL-W
(Lessene et al., 2008). Su induccién esta controlada de manera transcripcional
por E2F-1, p53, p21, HIF-1 (factor inducible por hipoxia) y c-MYC
(Lomonosova & Chinnadurai, 2008; Oda et al., 2000). Los niveles de NOXA
estan regulados mediante la ubiquitinacion y por tanto, por la degradacion a

través del proteasoma, por lo que es interesante en los tratamientos con
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inhibidores de proteasoma, aunque todavia se desconoce el procedimiento
exacto de ubiquitinacion de esta proteina pro-apoptotica (Craxton et al., 2012).
-  PUMA: proteina pro-apoptética que presenta dos isoformas, PUMAL y
PUMAg. La isoforma mas corta es la que presenta mayor actividad pro-
apoptdtica. Mediante la union de su dominio BH3 (el cual debe estar intacto)
con el domino BH1 de MCL-1 inhibe la capacidad anti-apoptotica de esta
ultima proteina (Mei et al., 2005). Al igual que NOXA se regula de manera
transcripcional por E2F-1, p53 o por firmacos como dexametasona o carencia
de calcio, y post-traduccional mediante fosforilacion o acetilacion
(Lomonosova & C.Hinnadurai, 2008; Ploner et al., 2008). Es capaz de inducir
apoptosis en multiples canceres y es crucial en la muerte de células

hematopoyéticas (Mei et al., 2005).

Estas proteinas también pueden ser diana para uso terapéutico de enfermedades
promoviendo su activacion, por ello se han generado los denominados miméticos BH3
(apartado 1.4.6.2) quienes se unen a las proteinas anti-apoptoticas liberando a las
proteinas BH3-only permitiéndoles ejercer su funcion apoptdtica (Campbell & Tait, 2018;

Gomez-Bougie et al., 2018).

1.2.3 Via intrinseca.

La via intrinseca estd regulada dindmicamente por proteinas de la familia BCL-2
(apartado 1.2.2) y la mitocondria (Singh et al., 2019). Ante cualquier sefial de estrés las
proteinas BH3-only desencadenan la apoptosis al activarse las proteinas pro-apoptoticas
BIM, BID, PUMA las cuales a su vez activan a otras proteinas pro-apoptoticas
formadoras de poros como son BAX y BAK. La activacion de estas tltimas en la
superficie mitocondrial conlleva un cambio alostérico, de manera que oligomerizan y
provocan la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial formando un poro y

permitiendo la salida de compuestos apoptogénicos (Letai et al., 2002).

Tras la permeabilizacion mitocondrial se produce la salida de citocromo C, AlF,
Smac/DIABLO, OMI/HTR2A y EndoG quienes contribuyen a la ejecucion de la
apoptosis a través de varias vias (Figura 1.7) (Blalock et al., 1999; L. Y. Li, Luo, &
Wang, 2001; Maas et al., 2010). El citocromo C es capaz de activar directamente la
cascada de caspasas mediante la activacion de APAF-1 al provocar un cambio
conformacional en dicha proteina la cual recluta la caspasa-9 (Deveraux & Reed, 1999).
Este complejo proteico recibe el nombre de apoptosoma y permite la activacion de la
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caspasa-9, la cual a su vez activa a las caspasas-3,6 y 7 que provocan la muerte celular
(Julien & Wells, 2017). El resto de proteinas apoptogénicas Smac/DIABLO y
OMI/HTR2A inhiben a los inhibidores de apoptosis XIAP, cIAP1, cIAP2, Ts-IAP, ML-
IAP, NAIP, Survivina y Bruce (Khan et al., 2014; LaCasse et al., 2008).

Las proteinas AIF y Endo G producen la condensacion de la cromatina y la
degradacion de DNA, previa a la DNAsa CAD, lo que muestra un mecanismo
independiente de caspasas (Li et al., 2001). La generacion de los poros por BAX y BAK
pueden causar la movilizacion del DNA mitocondrial al citoplasma causando una senal
proinflamatoria por la activacion de cGAS-STING (GMP ciclico-AMP sintasa-
estimulador de genes de interferon) (Singh et al., 2019).
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Figura 1.7. Via intrinseca de la apoptosis. Ante cualquier estimulo de estrés las proteinas pro-apoptoticas
BH3-only se unen a las proteinas anti-apoptéticas liberando y permitiendo que BAX y BAK se activen y
oligomericen formando poros en la mitocondria. La permeabilizacion de la membrana mitocondrial
(MOMP) permite la salida del citocromo C, Smac y OMI. El citocromo C se une a la proteina APAF-1 para
formar el apoptosoma y activar a la caspasa-9 quien recluta a las caspasas-3 y 7 para desencadenar el final
de la apoptosis. Smac y OMI se encargan de inhibir a las proteinas XIAP liberando a las caspasas-3, 7y 9.
La adicion de miméticos BH3 desencadenan también la apoptosis por via intrinseca al inhibir a las proteinas
anti-apoptoticas. Imagen tomada de Singh ef al. 2019.

En estudios previos se ha visto que el uso de inhibidores de caspasas no es efectivo
ya que una célula con mitocondrias permeabilizadas no puede proseguir con una actividad
metabolica, por lo que los inhibidores de caspasas s6lo retrasan los cambios morfologicos
producidos por la apoptosis (Singh et al., 2019). La permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial se considera un punto de no retorno para la célula, y es el evento

clave que compromete a la célula a la apoptosis (Tait, & Green, 2013).
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1.2.4 Via extrinseca.
La via extrinseca se activa por la union de ligandos de “muerte” a receptores
transmembrana desembocando en la transduccion de sefial de muerte, en la que participan

proteinas adaptadoras y caspasas (Khan et al., 2014).

Los ligandos conocidos pertenecen a la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF) y engloban a TNFa, FasL/CD95/Apol y Apo2/TRAIL. Y los receptores
principales son Fas/CD95, TNFR1 y TRAIL-R (You et al., 2017).

La transduccion de senales desde el receptor transmembrana hasta el

desencadenamiento de la apoptosis mediante la via extrinseca varia segun el tipo celular.

En el caso de las células tipo I el ligando FasL (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.) se une al receptor Fas-CD95, y el dominio citoplasmatico de este ultimo
se asocia con la proteina FADD la cual media la unién de la pro-caspasa-8 formando el
complejo conocido como complejo de senalizacion inductora de muerte (DISC) (Khan et
al., 2014). El complejo DISC ocasiona la autocatalisis de la pro-caspasa-8 resultando en
la activacion de la caspasa-8 la cual inicia la cascada de sefializacién que desemboca en
la activacion final de las caspasas ejecutoras-3 y 7 generando, por tanto, la seiial definitiva
de apoptosis (Rathore et al., 2017). Se cree que las proteinas FLASH y SADS ayudan al
reclutamiento de la pro-caspasa-8 al complejo DISC promoviendo la apoptosis (Yin et
al., 1999). En el caso de las células tipo II se produce una baja expresion del complejo
DISC por lo que las caspasas activan proteoliticamente a BID formando tBID, conectando
con la via mitocondrial, ya que la via extrinseca en este caso por si sola es incapaz de

provocar la apoptosis final (Figura 1.8) (Ashkenazi, 2008).

Por otro lado, la union del ligando TNFa actlia de manera similar a FasL (jError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Al unirse TNFo a TNFR1 promueve la unién
de TRADD al dominio citoplasmatico del receptor que se une a los factores asociados al
receptor de TNF (TAFs), a la quinasa RIP1 y al inhibidor celular de apoptosis cIAP
formando el complejo de membrana inicial de supervivencia denominado complejo I (He
& Wang, 2018). El complejo I estimula las vias MAPK/INK y NF-«B para facilitar la
supervivencia o apoptosis celular. A su vez, a partir del complejo I se pueden formar dos
complejos citoplasmaticos (el complejo IIA que depende de TRADD vy el complejo 11B
que depende de RIP) que se unen a la pro-caspasa-8 y por tanto desencadena la cascada

de caspasas y el final de la apoptosis (You et al., 2017).
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Figura 1.8. Via extrinseca de la apoptosis. (A) Fas, DR4 y DRS se activan mediante la uniéon de sus
respectivos ligandos FasL y TRAIL. Esta activacion del receptor implica la uniéon de FADD a través del
dominio de muerte (DD). Luego, el dominio efector de muerte (DED) de FADD se une a la procaspasa-8
o pro-caspasa-10, formando el complejo de sefalizacion inductora de muerte (DISC) para facilitar la
escision autoproteolitica de la procaspasa-8 o a la procaspasa-10, que induce la activacion de la cascada de
caspasas y finalmente resulta en apoptosis. (B) En células tipo II, caspasa-8 activada escinde la proteina
pro-apoptética BID para crear BID truncada (tBID), y esto da como resultado la activacién de la via
intrinseca de la apoptosis. (C) En el caso de TNFR1 recluta TRADD, una proteina adaptadora que se une
a los factores asociados al receptor de TNF (TRAF), la proteina quinasa que interactia con el receptor
(RIP1) y el inhibidor celular de la apoptosis (cIAP), formando el complejo inicial de pro-supervivencia de
la membrana (complejo I). El complejo I estimula la MAPK / INK y la via de NF-«kB para facilitar la
supervivencia celular o la apoptosis. (D) El complejo I forma dos tipos de complejos apoptoticos
citoplasmaticos, el complejo IIA dependiente de TRADD y el complejo IIB dependiente de RIP1, que
activan la caspasa-8, iniciando asi la apoptosis. Imagen tomada de You et al. 2017.

1.2.5 Inhibidores de Apoptosis.

La familia principal de inhibidores de apoptosis son las proteinas IAPs. Estd
constituida por XIAP, cIAPI, cIAP2, Ts-IAP, ML-IAP, NAIP, Survivina y BRUCE
(LaCasse et al., 2008). Esta familia contiene un dominio denominado BIR (del inglés
“Baculoviral Inhibitory Repeat”) repetido de una a tres veces (Deveraux & Reed, 1999).
Por ejemplo, XIAP tiene tres dominios BIR, un dominio asociado a ubiquitina (UBA) y
un dominio RING que dota de actividad ubiquitina ligasa E3 en el extremo C-terminal.
Las proteinas cIAP1 y cIAP2 presentan tres dominios BIR, un dominio UBA, un dominio

de reclutamiento de caspasas (CARD) y un dominio RING (Chaundhary et al., 2016).

Aunque todas las proteinas IAPs tienen una estructura similar, s6lo XIAP o ML-

IAP son capaces de inhibir las caspasas-3,7 y 9. Las proteinas cIAP1 y cIAP2 inhiben la
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apoptosis a través de la regulacion de la via NF-kB (LaCasse et al., 2008). En cuanto a la
Survivina, es la mas pequefia de la familia (solo presenta un domino BIR), y se desconoce

su mecanismo de inhibicion de la apoptosis (Ambrosini et al., 1997).

Esta familia puede ser objeto de terapia en la leucemia mieloide aguda (AML),
carcinoma renal, cancer de cabeza y cuello, cancer de pancreas mediante la generacion
de farmacos que inhiban su accidén y, por tanto, potencien la apoptosis celular
(Chaundhary et al., 2016; Khan et al., 2014). En cambio se desaconseja en el mieloma
multiple, linfoma no Hodgkin o neoplasias de células By T (LaCasse et al., 2008). Algin
ejemplo son LY2181308 que inhibe a la Survivina (Eba et al., 2013), AEG-35156 que
inhiben a XIAP (Takakura et al., 2019) o moléculas miméticas de Smac/DIABLO (Zhao
et al., 2020).

1.2.6 Apoptosis y cancer.

El cancer esta asociado a la acumulacion de dafio en el DNA, sefiales de
crecimiento aberrantes y estrés constante (Tang et al., 2012). La gran mayoria de genes
proliferativos estan controlados por MYC, el cual se desregula en diferentes canceres
(Whitfield et al., 2017). La desregulaciéon de MYC conlleva una mayor expresion de
proteinas pro-apoptdticas y, por tanto, una mayor tasa de apoptosis en las células
premalignas (Strasser et al., 1990). Por tanto, la evasion de la apoptosis es importante

para la supervivencia por parte de las células malignas (Singh et al., 2019).

La evasion celular de la apoptosis varia mucho entre los diferentes canceres o
incluso dentro del mismo, dando como resultado una dependencia de las proteinas de la
familia BCL-2 (Rathore et al., 2017; Reed, 2008; Singh et al., 2019). Un claro ejemplo
son los canceres hematopoyéticos, ya que presentan alteraciones genéticas en genes
implicados en la apoptosis para facilitar la evasion de dicha muerte celular (Khan & Kahl,
2018). Los mecanismos mas empleados para la evasion apoptotica son la “up”-regulacion
de los genes de proteinas anti-apoptoticas y la “down”- regulacion de las proteinas pro-
apoptdticas, bien a nivel transcripcional o post-trasduccional. Aunque esta evasion
apoptdtica no implica la generacion de células resistentes a la apoptosis, si disminuye la
sensibilidad a determinados tratamientos (Singh et al., 2019). Por tanto, la apoptosis es
un proceso con alto potencial para el desarrollo de tratamientos antitumorales,

concretamente mediante la modulacion de las proteinas de la familia BCL-2.
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1.3 AUTOFAGIA: POSIBLE MECANISMO DE MUERTE
CELULAR.

El concepto de autofagia se refiere a un conjunto de procesos catabolicos que
median la degradacion de contenido citoplasmico (sea de forma no especifica o de forma
selectiva) mediante la accion de los enzimas hidroliticos lisosomales (Klionsky et al.,
2016). Existen diversos tipos de autofagia: autofagia mediada por chaperonas,
microautofagia o macroautofagia (Figura 1.9), siendo esta ultima denominada
simplemente “autofagia” dada su mayor importancia para diversos procesos celulares
(Allen & Baehrecke, 2020; Parzych & Klionsky, 2014). Este proceso ha despertado un
amplio interés en los tltimos afos, siendo uno de los campos de investigacion en biologia
celular y molecular que ha atraido mayor atencion. Prueba de ello es el gran numero de
ensayos clinicos en marcha, basados en farmacos que modulan la autofagia con fines

terapéuticos en diversos contextos patologicos (Klionsky et al., 2016).
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Figura 1.9. Vias y componentes autofagicos. (A) Las tres vias convergen en el lisosoma. En la
macroautofagia, una membrana de doble capa engloba el contenido citoplasmatico a degradar y se fusiona
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transportado por chaperonas. (B) Componentes moleculares conservados en el desarrollo de la
macroautofagia. Imagen tomada de Allen & Bachrecke, 2020.

La autofagia constituye un importante mecanismo de proteccion que permite a las
células sobrevivir en respuesta a multiples factores estresantes y que ayuda a proteger los
organismos contra enfermedades degenerativas, inflamatorias, infecciosas o neoplésicas

entre otras (Kroemer, Marifio, & Levine, 2010; Mizushima et al., 2008).

1.3.1 Mecanismos moleculares de regulacion de la autofagia.

Existen diversos componentes moleculares que participan en esta ruta, que se
regulan segin la necesidad de actividad autofagica y la degradacion méas o menos
selectiva de los distintos sustratos de esta ruta. En concreto, mas de 30 proteinas estan
implicadas de forma directa en la regulacion y ejecucion de la autofagia, y se denominan
proteinas ATG (del inglés “Autophagy-related”) (Liet al., 2011; Lin & Baehrecke, 2015).
Dentro de este grupo, el sistema ATG4-ATGS8 juega un papel esencial, siendo
absolutamente indispensable para el funcionamiento de dicho proceso catabdlico (Li et
al., 2011). Una particularidad de este sistema es su complejidad, adquirida a lo largo de
la evolucion. Si bien en organismos mas simples, como en levaduras, este sistema esta
formado por una proteasa, ATG4, y un sustrato, ATG8, en mamiferos ha adquirido una
gran complejidad, encontrandose en humanos 4 ortélogos de la proteasa ATG4 (ATG4A-
D) y 6 sustratos ATG8 (LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAP-L1 o ATG8L y
GABARAP-L2 o GATE-16) (Kabeya et al., 2004; Li et al., 2011). En la actualidad, no
esta claro por qué los mamiferos han desarrollado esta gama de enzimas estrechamente
relacionadas, en contraste con otros genes esenciales en este proceso, tales como ATG3,

ATGS, o ATG7 para los que sélo existe un ortdlogo en mamiferos (Li et al., 2011).

Las proteinas ATG codificadas para la participacidon en este proceso se clasifican
tradicionalmente en distintos grupos bioquimicos y funcionales segun su actuacion en las
etapas especificas de iniciaciéon o formacioén de autofagosomas (Tabla 1.3) (Dikic &

Elazar, 2018; Levine & Kroemer, 2019).
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Tabla 1.3. Clasificacion genes participantes en autofagia. Proteinas que participan en la autofagia con
informacion de su funcidn y si pertenecen a un complejo determinado o no. Adaptada de Dikic & Elazar,
2018.

GEN COMPLEJO FUNCION |
ULK1 Inicio autofagia.
ULK2 LK1
FIP200 v
ATG13
ATG101
Beclina 1 Nucleacion autofagosoma.
VPS4 PI3KC3-Cl
VPS15 )
ATG14
Beclina 1 Maduracion autofagosoma.
VPS4 PI3KC3-C2
VPSI15 -
UVRAG
WIPI Elongacion membrana
ATG2A WIPI-ATG2 autofagosoma.
ATG2B
ATGY Proteina de membrana que inicia
la membrana del autofagosoma.
ATG4 ATG4-ATGS Formacion autofagosoma
ATGS
ATGS5 ATGS-ATG12 Finalizacion de la expansion y
ATG12 cierre de autofagosoma.
ATGI16L1 Finalizacion de la expansion y
cierre de autofagosoma.
ATG7 Conjugacion de ATGS con PE.
ATG10 Conjugacion de ATG8 con PE.
Fusion autofagosoma con
STX17 lisosoma para dar lugar al
autofagolisosoma.
P62 Proteina de carga autofagosoma /
receptor autofagia.

Abreviaturas: PE (fosfatidiletanolamina), ATG4 (engloba ATG4A, ATG4B, ATG4C y ATG4D) y ATG
8 (engloba LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAP-L1 0 ATG8L y GABARAP-L2 o0 GATE-16)

El proceso de autofagia (Figura 1.10) comienza con la activacién del complejo
serin-treonin-quinasa ULK1 (engloba a ULK1 o ULK2, ATG13, FIP200 y ATG101) por
la falta de nutrientes o factores de crecimiento (Galluzzi & Green, 2019; Levy et al., 2017;

Noguchi et al., 2020; Parzych & Klionsky, 2014).
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Figura 1.10. Componentes autofagicos e inhibidores. Bajo condiciones de inanicidn, la disminucion del
transporte de glucosa libera al complejo ULK1 (compuesto por ULK1, ULK2, FIP200, ATG101 y ATG13)
de la inhibiciéon de mTOR. Esta liberacion del complejo ULK1 induce la formacion de vesiculas mediada
por el complejo clase IT de PI3K. Ademas, la Beclina 1 (BECN1) es fosforilada por ULK1 para facilitar la
formacion del complejo PI3K. La interaccién con proteinas BH3 como BCL-2 y BCL-Xy por parte de
BECNI provoca una disminucion del flujo autofagico al inhibir la formacién del complejo BECN1-VSP34
y la interaccion con UVRAG. En cambio, la activacion de AMBRAT1 por BECNI estabiliza el complejo
PI3K. La formacion del autofagosoma esta mediada por sistemas de conjugacion de ubiquitina. Una opcion
es la conjugacion de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3I citoplasmatico y procesado por ATG4B, para que
ATGT7 incorpore a LC3II en la membrana del autofagosoma. Otra forma es la mediada por el complejo
ATGS5-ATGI12. La proteina sintaxina 17 (STX17) facilita la fusion del autofagosoma con el lisosoma. En
verde se indican los diferentes inhibidores que se pueden utilizar para inhibir distintos pasos de este proceso.
Imagen tomada de Levy et al. 2017.

Este complejo a su vez activa dos complejos distintos de fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3KC3) dependientes de Beclina 1 (BECN1). El complejo de clase 111 PI3KC3-
C1 (que involucra a Beclina 1, VPS34, VPS15 y ATG14) actia en la nucleacion del
autofagosoma y el complejo de clase II PI3KC3-C2, que involucra BECN1, VPS34,
VPS15 y UVRAG (proteina asociada a radicacion UV también conocida como p63) para
la maduracién endolisosomal (Dikic & Elazar, 2018; Levy et al., 2017). Por otra parte,
las proteinas WIPI (del inglés “WD repeat domain phosphoinositide-interacting”)
conjugadas a ATG2A o ATG2B participan en las primeras etapas de elongacion de la
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membrana del autofagosoma formada por ATG9 (Allen & Baehrecke, 2020; Levy et al.,
2017; Parzych & Klionsky, 2014). Mientras tanto ATG4 procesa las proteinas de
conjugacion similares a ubiquitina conocidas como ATG8 (LC3 y GABARAP). Ademas,
la subfamilia LC3 se conjuga con fosfatidiletanolamina (PE) por el complejo formado por
ATG7-ATG10, de manera que pasa de denominarse LC3I a LC3II (también conocido, el
mas comun, como MAPILC3B) (Levine & Kroemer, 2019). LC3II se ancla a la
membrana del pre-autofagosoma hasta la formacion del autofagosoma. Posteriormente,
el complejo ATGS5-ATGI12 (proteina de conjugacion similar a ubiquitina) se une a
ATGI16LI1 para finalizar la expansion y cierre de la membrana del autofagosoma. A
diferencia de las levaduras, los sistemas de conjugacion de proteinas similares a la
ubiquitina no son esenciales para la terminacion de la membrana autofagosomica en las
células de mamiferos, aunque determinan la eficiencia del proceso (Levine & Kroemer,
2019). En ultima instancia, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma dando lugar al
autofagolisosoma, gracias a la proteina sintaxina 17 (STX17) (Levy et al., 2017). El bajo
pH del interior provoca la degradacion del contenido del autofagolisosoma y la liberacion
para el reciclaje de precursores moleculares. En esta Gltima etapa, LC3II se escinde del
autofagolisosoma gracias a la actividad de ATG4 de nuevo (Dikic & Elazar, 2018; Levy
etal., 2017). La proteina p62 se degrada junto a LC3II, por lo que ambas funcionan como

proteinas de medida del flujo autofagico (Allen & Baehrecke, 2020).

Este proceso puede dirigirse de manera farmacologica mediante el uso de
inhibidores como cloroquina, hidroxicloroquina y bafilomicina que evitan la formacion
del autofagolisosoma (Levy et al., 2017). Por ejemplo, la cloroquina impide la fusion del
autofagosoma con el lisosoma, es decir inhibe la acidificacion (Russo & Russo, 2018).
También se puede inhibir directamente el complejo ULK1, Beclina 1, o ATG4 (Figura
1.10) (Allen & Bacehrecke, 2020; Denton & Kumar, 2019; Levy et al., 2017).

1.3.2 Autofagia y Cancer.

Existen procesos biologicos complejos que pueden ayudar o retrasar el
crecimiento y desarrollo del cancer segun diversos factores externos como pueden ser la
dieta, antecedentes genéticos o predisposicion a otras enfermedades entre otros (Russo &

Russo, 2018). Uno de estos procesos es la autofagia.

Una autofagia deteriorada pone en entredicho la capacidad de respuesta de la
célula ante el estrés metabolico ocasionado durante el desarrollo del cancer, incluso puede
conducir a la muerte celular (Jin et al., 2007).
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En cancer es importante evaluar si las células malignas dependen de la autofagia
para superar el estrés metabdlico ocasionado durante la carcinogénesis o si, por el
contrario, la autofagia es un proceso esencial para bloquear la carcinogénesis (Russo &
Russo, 2018). En estudios previos se han descubierto mutaciones en genes esenciales de
autofagia que pueden desembocar en cambios de comportamiento funcional de la proteina
hacia supresores de tumores u oncogenes. Algunas de estas mutaciones se dan en ATGS,
ATG6, ATG7, ATG16L1, BECNI (Levy et al.,, 2017; Russo & Russo, 2018). Por
ejemplo, la supresion monoalélica de BECN1 en ratones, se traduce en una mayor
incidencia de tumores espontineos como son linfomas, leucemias o carcinomas
hepatocelulares e incluso, la delecion completa de BECN1 puede ocasionar la muerte
durante el desarrollo embrionario (Qu et al., 2003). También afecta a tumores solidos
como son el cancer de colon o el cancer de mama haciendo que sean mds agresivos o

dotando de resistencia a inhibidores HER2 respectivamente (Janku et al., 2011).

Se ha comprobado que la deficiencia de autofagia se ve reflejada en una baja tasa
de degradacion de p62 provocando la acumulacion de dicha proteina, y, por tanto, una
alteracion del factor NF-kB o incluso la regulacion de algunas queratinas, en células
epiteliales (Janku et al., 2011). Una mala degradacion de proteinas como consecuencia de
una autofagia incompleta puede ocasionar ciertas enfermedades neurodegenerativas

como son la enfermedad de Huntington o Parkinson (Rubinsztein, 2006).

Por tanto, conociendo qué mutaciones son las responsables de las alteraciones de
la autofagia o como regular el proceso se podrian desarrollar tratamientos basados en la
autofagia para algunos tipos de cancer como el linfoma no Hodgkin, melanoma,
sarcomas, glioblastomas, cancer de mama, entre otros (Levy et al., 2017). Existen
diferentes estudios en fases clinicas sobre dichos canceres, que se basan en el uso de
inhibidores de autofagia como potenciadores de apoptosis para su tratamiento (Levy et

al., 2017).

1.3.3 Relacion Autofagia y Apoptosis.

Existen evidencias acumuladas respecto a la conexion o interaccion entre
autofagia y apoptosis (Boya et al., 2005; Ghavami et al., 2014; Gump & Thorburn, 2011;
Noguchi et al., 2020). En anteriores estudios se ha visto como la inhibicion de autofagia
aumenta la muerte celular inducida por apoptosis (Boya et al., 2005; Ghavami et al., 2014;
Noguchi et al., 2020). Varias de las proteinas implicadas en autofagia pueden cambiar su
papel. Por ejemplo, la escision de ATGS mediada por calpaina activa la apoptosis al
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regular el complejo proteico BECN1-BCL-2 que interactia en la membrana mitocondrial
activando la apoptosis (Noguchi et al., 2020; Yousefi et al., 2006). Por otra parte, ATG12
cuando no se conjuga con ATGS o ATG3 para llevar acabo la autofagia, media de manera
positiva la apoptosis intrinseca al regular a miembros de la familia BCL-2 por unién
directa a proteinas antiapoptdticas como BCL-2 y MCL-1 (Rubinstein et al., 2011). La
imposibilidad de formacion del complejo ATG12-ATG3 implica una expansion de la
masa mitocondrial y por tanto la inhibicion de la muerte celular mediada por estas
(Radoshevich et al., 2010). También, p62 puede acabar activando la apoptosis si se

bloquea su reclutamiento por el necrosoma (Moscat & Diaz-Meco, 2009).

Por otro lado, en células deficientes en BAX/BAK, se activa la autofagia si se
retira el factor de crecimiento como regulacion homeostatica (Noguchi et al., 2020).
Ademas, la autofagia puede ser inducida por ligandos que activan la via extrinseca de
apoptosis tales como TNFa, TRAIL o proteinas adaptadoras como FADD (Thorburn et
al., 2005).

La interaccion entre ambos tipos de muerte celular es la base de la patogenia de
enfermedades como el cancer y su metabolismo (Galluzzi & Green, 2019; Kimmelman
& White, 2017). La autofagia puede ser la clave para evadir el estrés metabolico y
favorecer la supervivencia de los tumores puesto que las células mas distantes de los vasos
sanguineos padecen hipoxia y carecen de nutrientes, de esta manera se evita la apoptosis
y por tanto la muerte celular (Janku et al., 2011). En estas circunstancias, las mitocondrias
pueden sufrir una autofagia selectiva denominada “mitofagia”(Band et al., 2009). Este
proceso es inducido por el factor de hipoxia HIFla quien activa la ubiquitinacion de la
proteina BNIP3 por parte de PINK1 o PARK?2 que permite el reclutamiento de NBR1 la
cual marca las mitocondrias para su degradacién de manera selectiva (Band et al., 2009;
Gao et al., 2015; Janku et al., 2011). PARK2 tiene una papel como supresor de tumores,
por lo que este proceso podria resultar de interés como posible terapia contra el cancer
(Gao et al., 2015). Por otra parte la hipoxia induce un estrés en el reticulo endoplasmatico
(RE) por proteinas mal plegadas, en este caso, la autofagia puede resultar beneficiosa para
las células cancerigenas al permitir la eliminacién de porciones de RE compactado y
reducir masa mitocondrial puesto que las mitocondrias no pueden participar en la
fosforilacion oxidativa, evitando asi un consumo excesivo de ATP (Glick et al., 2010).
En cambio, la autofagia puede ser un potenciador de muerte celular si se da en exceso

como se ha visto anteriormente.
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En conclusion, existe una relacion entre autofagia y apoptosis en el cancer que
permite la supervivencia del tumor al adaptarse segiin su entorno. Conociendo como se
dan estas interacciones podemos abarcar la posibilidad de combinar diferentes
tratamientos dirigidos contra ambos procesos: afianzando y aumentando la apoptosis,
inhibiendo la autofagia globalmente o dirigida contra algunos de los participantes en

autofagia cuya supresion favorezca el proceso de apoptosis.

1.4 MIELOMA MULTIPLE.

El Mieloma Multiple (MM) es un tipo de cancer hematologico que se caracteriza
por la proliferacion descontrolada y acumulacion de células B plasmaticas en la médula
Osea principalmente, pero pueden migrar a la sangre periférica y por tanto afectar a
organos y tejidos periféricos (Kyle & Rajkumar, 2008). Esta enfermedad representa el
1% de todos los tumores y el 10% de los canceres hematoldgicos, antecedido por
leucemias y linfomas (Abramson, 2018). Este trastorno se engloba en el grupo
denominado gammapatias monoclonales.

El MM es mas frecuente en personas mayores con edades en torno a 60 y 70 afios
de edad. No obstante, en los Gltimos afios se ha detectado un aumento de casos en la
poblacién menor de 50 afios que han desarrollado esta enfermedad (Pinto et al., 2020).
En el afio 2017 se estimo que a nivel mundial se diagnosticaron 153.000 nuevos casos de
mieloma multiple (en un ratio 1:1 entre ambos sexos) y que fallecieron aproximadamente
107.000 personas a causa de esta enfermedad (Fitzmaurice et al., 2019). En Estados
unidos, segun la Sociedad Americana contra el Cancer (ACS: American Cancer Society)
en el afio 2021 se han diagnosticado 34.920 nuevos casos con un ratio 1,2:1 entre hombres
y mujeres, y han fallecido aproximadamente 12.410 pacientes (American Cancer Society,
2020). Espana presenta una incidencia de 40 nuevos casos por millon de habitantes al
afio, con una media de edad de 65 afios y una incidencia del 15% en personas menores de
50 afos (Fundacion Josep Carreras, 1988). Ademas, en esta enfermedad, se aprecia una
incidencia mayor segun la raza, teniendo una afeccion superior en la raza negra respecto
a la raza blanca e incluso respecto a la raza asiatica (Derman et al., 2020; Landgren et al.,
2014).

El MM, como se ha comentado anteriormente, se produce por la proliferacion
excesiva de las células B plasmaticas ocasionando citopenias, dolor 6seo y fracturas,

anemia, infecciones recurrentes, insuficiencia renal, hipercalcemia o sangrado anormal
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entre otros (American Cancer Society, 2020). No obstante, la caracteristica principal de
esta patologia es la produccion de una proteina monoclonal denominada proteina M o
inmunoglobulina de cadena ligera detectable en suero y orina y producida unicamente por
las células malignas (Kumar, Rajkumar, et al., 2017).

La etiologia de esta enfermedad se desconoce, aunque se han identificado factores
tanto genéticos como ambientales que pueden predisponer a padecerla. Por ejemplo, se
ha comprobado con anterioridad que la exposicion a radiacion ionizante o una
estimulacion antigénica de manera cronica son factores de riesgo para el mieloma

multiple (G. J. Morgan et al., 2002).
1.4.1 Estadios del desarrollo del Mieloma Miltiple.

Las células B plasmaticas se originan y maduran en la médula dsea, y a
continuacion migran a los nddulos linfaticos secundarios (Dilosa et al., 1991). Cuando las
células plasmaticas proliferan anormalmente conllevando consigo una sobreproduccion
de inmunoglobulinas es cuando se produce el MM (Bianchi & Munshi, 2015; Jackson &
Elsawa, 2015). Este trastorno en la diferenciacion y crecimiento habitual de las células
plasmaticas puede ser causado por una relacion entre hipermutaciones o un isotipo
atipico, junto a un perfil genético propenso a la aparicion de traslocaciones importantes y
otras anomalias cromosomicas, como pueden ser las trisomias (Pinto et al., 2020). La
ontogenia del mieloma multiple puede dividirse en diferentes etapas en su desarrollo
(Figura 1.11):

- MGUS (Monoclonal gammopathy of undetermined significance) o
Gammapatia monoclonal de significado incierto: Se trata del estadio inicial
de la enfermedad y consiste en la proliferaciéon de clones de las células
plasmaticas. Es un estado premaligno en el que se presenta una baja
proliferacion de las células plasmaticas, una baja produccion de
inmunoglobulinas y sin sintomas relacionados (Kuehl & Bergsagel, 2002;
Kyle et al., 2018). La mayoria de los casos de MGUS no son diagnosticados
y solo un pequefio porcentaje progresa a mieloma multiple (s6lo el 1%)
(Hideshima et al., 2007).

Estudios previos han mostrado que el diagndstico previo de MGUS en
pacientes de mieloma multiple correlaciona con una mayor supervivencia a
los pacientes que no se conoce previamente este estadio (Sigurdardottir et al.,
2015). Ademas, los pacientes con MGUS que presentan un bajo nivel de

proteina monoclonal (<0.5 g/dl) se asocian a una supervivencia mas corta
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(Sigurdardottir et al., 2015).

Es conveniente estratificar a los pacientes de MGUS segun el riesgo de
progresion a MM evaluando factores de riesgo como isotipo, concentracion
de proteina M, indice FLC (cadena ligera libre) en suero e inmunoparesia
(Rajkumar et al., 2005).

SMM (Smoldering Multiple Myeloma) o Mieloma Miuiltiple Latente: solo
algunos pacientes presentan este estadio intermedio que se caracteriza por una
alta proliferacion de células plasmadticas, una alta carga de produccion de
inmunoglobulinas y sin sintomas evidentes todavia (Kuehl & Bergsagel, 2002;
Rajkumar et al., 2015). Se han identificado posibles predictores de la
progresion de SMM a MM para establecer el riesgo de progresion, similares a
los establecidos en MGUS (Pinto et al., 2020).

MM (Multiple Myeloma) o Mieloma Miuiltiple: es la etapa en la que se
aprecian sintomas. Esta puede ser intramedular o extramedular, siendo esta
ultima relacionada con un mal pronostico (Pinto et al., 2020). Se produce la
produccion de citoquinas, se estimula la actividad de los osteoclastos y la
inhibicion de los osteoblastos, por lo que se destruye el hueso y por tanto la
salida de las células plasmaticas al torrente sanguineo pudiendo proliferar en
otros 6rganos (Kuehl & Bergsagel, 2002). De darse el caso de caracterizarse
como extramedular, se le conoce como leucemia de células plasmaticas

(Jelinek et al., 2015).
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Figura 1.11. Estadios del desarrollo del mieloma multiple. Desarrollo del micloma multiple desde la
alteracion en la proliferacion de las células B plasmaticas en la médula 6sea hasta su posible migracion
extramedular. Normalmente comienza con la gammapatia monoclonal de significancia indeterminada
(GMSI o MGUS) debida a hipermutaciones somaticas y traslocaciones producidas en las células
plasmaticas (PC) ocasionando un fenotipo aberrante, pero sin provocar sintomas clinicos. Una vez estas
células malignas proliferan y comienzan a elevar los niveles de proteina M sin sintomas clinicos se define
como mieloma multiple latente o SMM. Por ultimo, se producen mutaciones secundarias que agravan el
fenotipo aberrante de las células plasmaticas ocasionando un aumento de la secrecion de los niveles de
proteina M a la sangre periférica. En esta instancia el paciente ya presenta sintomas clinicos graves, y por
tanto ya esta establecido el mieloma multiple (MM). Imagen tomada de Pinto et al. 2020.

1.4.2 Sintomas del Mieloma Multiple.

Las manifestaciones clinicas se producen por la combinacién de distintos factores
como la proliferacion de células plasmaticas, produccion de citoquinas por parte de ellas
y el acumulo de proteina M. Los principales sintomas clinicos ocasionados por las causas

anteriores son (Hideshima et al., 2007):

- Dolor de huesos y fracturas: La produccion de interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), TNF, citoquinas y otros factores por parte de las células
tumorales y estromales del microambiente provocan un aumento de la
actividad de los osteoclastos desembocando en lesiones liticas y osteoporosis
que causan dolor principalmente en columna vertebral, costillas y caderas

(Gado et al., 2000; Hideshima, Chauhan, et al., 2001; Yaccoby et al., 1998).
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- Anemia: Las células tumorales impiden la correcta generacion de globulos
rojos y de eritropoyetina desencadenando una situacion de anemia para el
paciente y ocasionando un estado de cansancio o fatiga (Rosen & Rosen,
2020).

- Infecciones recurrentes: se responde mas lentamente a los tratamientos
contra infecciones debido a la disminucion de la produccion de
inmunoglobulinas normales por la disminucion de glébulos blancos
(leucopenia), por lo que son pacientes mas susceptibles de sufrir infecciones
bacterianas (Blimark et al., 2015; Bruns et al., 2012).

- Insuficiencia renal: La acumulacion de proteina M puede dafar los rifiones
impidiendo que eliminen el exceso de sales, liquidos y productos de desecho
(M. Dimopoulos et al., 2008).

- Hipercalcemia. El aumento de calcio en sangre debilita los huesos, forma
calculos renales por lo que potencia la insuficiencia renal, e interfiere en el
correcto funcionamiento del corazén y cerebro (Oyajobi, 2007).

- Sangrado anormal o Trombocitopenias: La producciéon de plaquetas
disminuye por lo que se puede producir un sangrado ante heridas infimas por

una mala coagulacion (Rosen & Rosen, 2020).

1.4.3 Alteraciones Genéticas en Mieloma Multiple.

Gracias a los nuevos avances en tecnologia se ha conseguido comprender mejor
la patologia y alteraciones genéticas que causan el mieloma multiple. EIl MM presenta
una alta inestabilidad genética, aunque no se conoce una causa genética en la transicion
de MGUS y SMM a mieloma multiple, si se ha apreciado anteriormente que pacientes
que poseen metilaciones del DNA y los microARN aumentan la probabilidad de

progresion a MM (Kumar, Rajkumar, et al., 2017; Manier et al., 2017; Pinto et al., 2020).

Las principales alteraciones conocidas en mieloma multiple y que han sido
previamente descritas son las traslocaciones de la cadena pesada (IgH) t (4;14), t (6;14),
t(11;14),t(14;16) y t (14;20) y la hiperdiploidia (Manier et al., 2017). Las traslocaciones
en IgH desembocan en la sobreexpresion de oncogenes como MMSET o NSD2, FGFR3
(codifica para el receptor 3 del crecimiento de fibroblastos), CCND1 (codifica para la
ciclina D1), CCND3 (codifica para la ciclina D3), MAF y MAFB, mientras que la
hiperdiploidia ocasiona trisomias de cromosomas impares 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 y 21

(Hideshima et al., 2007; Kuehl & Bergsagel, 2002; Manier et al., 2017). Existen
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diferencias de prondstico en funcion de la alteracion genética que predomina, ya que se
puede producir mas de una en muchos casos. Se ha observado que las trisomias mas
concurrentes son de los cromosomas 3 y 5, las cuales estan asociadas a un buen
pronostico, y la trisomia 21 que indica un peor prondstico (Hideshima et al., 2007). Los
pacientes que presentan hiperdiploidia presentan una menor probabilidad de padecer
traslocaciones en la cadena pesada de las inmunoglobulinas, aunque no es totalmente
excluyente la existencia de hiperdiploidias para padecer traslocaciones (Kumar,

Rajkumar, et al., 2017).

Tabla 1.4. Traslocaciones habituales en el mieloma miltiple. Traslocaciones mas comunes con su
incidencia y relacionados con los genes que alteran. Ademas, se muestra su relacion con diferentes lineas
estables empleadas para el estudio del mieloma multiple seglin las alteraciones genéticas que presentan.
Adaptada de Kumar et al., 2017, Smith, Mann, & Yong, 2016.

TRASLOCACION INCIDENCIA GEN ASOCIADO LINEAS ESTABLES

NSD2 y a veces NCI-H929, JIM3,

t (4;14) 11% FGFR3 KMS28, OPM-2
t (6;14) <1% CCND3 -
KMS12BM, U266,
t (11;14) 15-20% CCNDI XGl1
JIN3, MM.1S,
t (14;16) 3% MAF y CCND2 RPMI8226

t (14; 20) 1,5% MAFB -

Existen otros cambios cromosémicos que facilitan la progresion del mieloma
multiple como son la delecion del brazo corto del cromosoma 1 (del (1p)), ganancia del
brazo largo en el mismo cromosoma (ganancia (1q)), delecion en el cromosoma 13 (del

(13q)) o pérdida del brazo corto del cromosoma 17 (del (17p)) (Manier et al., 2017).

Por otra parte, se ha visto en pacientes de mieloma maultiple la presencia de
mutaciones en los genes KRAS, NRAS, FAM, DIS, TP53 de manera que alteran vias de
sefalizacion celular incrementando la sintesis de proteinas anti-apoptoticas (Alagpulinsa

et al., 2020; Hideshima et al., 2007; Walker et al., 2015). En estudios méas profundos, se
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ha apreciado el hecho de que los genes mutados se expresan en menor medida en dichos

pacientes, por lo que podria ser un indicador de la enfermedad (Bianchi et al., 2017).

También existen alteraciones epigenéticas (metilacion de DNA, la desregulacion
del miARN o afecciones en la estructura de la cromatina) que pueden provocar el
desarrollo de esta enfermedad (Bianchi & Munshi, 2015; Kumar, Rajkumar, et al., 2017).
Un hecho comprobado es la presencia de una hipometilacion durante el curso de MGUS
y el aumento de la metilacion en el transcurso del mieloma (Heuck et al., 2015). Estas
alteraciones implican un cambio en las cascadas JAK-STAT vy, en consecuencia, en la

sensibilidad a citoquinas y la supervivencia celular (Hideshima et al., 2007).

Por lo tanto, la caracteristica de gran inestabilidad génica, no sélo facilita el
crecimiento y evolucion de dicha enfermedad sino que crea puntos de vulnerabilidad para
posibles tratamientos, como el uso de firmacos que interfieran en el mecanismo de
reparacion o la induccion de antigenos especificos dirigidos y posibles indicadores de la

enfermedad y estadio (Alagpulinsa et al., 2020).

1.4.4 Microambiente médula ésea y Mieloma Miuiltiple.

No solo son importantes las alteraciones génicas que puedan existir previamente
o suceder en el paciente para el desarrollo del mieloma, sino que otro punto a tener en
cuenta es el microambiente que rodea a las células tumorales plasmaticas (Kuehl &
Bergsagel, 2002). El mieloma principalmente reside en la médula dsea, aunque en algunas

ocasiones migra a la sangre periférica y por ello afecta a 6rganos y tejidos extramedulares.

El microambiente de la médula 6sea estd formado por las proteinas de la matriz
extracelular, las células hematopoyéticas habituales presentes en la médula dsea, células
del sistema inmune (linfocitos T, células natural-killer (Nks), células B), osteoclastos y
osteoblastos y células estromales (Kumar, Rajkumar, et al., 2017). El vinculo que se crea
entre el microambiente y las células tumorales estd compuesto de una alta complejidad
de interacciones (jError! No se encuentra el origen de la referencia. que permiten la
proliferacion y migracion de las células de MM, asi como la participacion en la resistencia
a farmacos (Hideshima et al., 2007; Kuehl & Bergsagel, 2002). Esto ultimo se conoce
como “resistencia a firmacos mediada por adhesion celular” (De Raeve & Vanderkerken,

2005).
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Figura 1.12. Interaccion células de mieloma miiltiple con su microambiente en la médula ésea. La
interaccion de las células de mieloma multiple (MM cell) con las células estromales de la médula 6sea
(BMSC) provoca la liberacion por parte de BMSC de citoquinas que activan las vias de sefializacion ERK,
JAK2, STAT3, PI3K-AKT, NFkB principalmente. Posteriormente secretan IL-6, IGF-1 y VEGF y
promueven la activacion de proteinas anti-apoptoticas para promover la supervivencia, proliferacion y
resistencia a farmacos de las células de mieloma. Imagen tomada de Hideshima et al. 2007.

Las células de MM interactian con el microambiente, concretamente con una
proteina de adhesion celular denominada fibronectina, a través de sus receptores VL-4 y
VL-5 inhibiendo la apoptosis mediada por Fas (De Raeve & Vanderkerken, 2005; Kumar,
Rajkumar, et al., 2017). Normalmente el receptor VLA4 estd sobreexpresado en estas
células. También existe la interaccion con las células del estroma mediante la union de
VLA-4 a VCAM-1 activando la secrecion de diversas citoquinas como IL-6 para la
proliferacion y supervivencia de las células de mieloma multiple las cuales expresan
receptores especificos de esta citoquina (De Raeve & Vanderkerken, 2005; Kuehl &
Bergsagel, 2002; Kumar, Rajkumar, et al., 2017; Pinto et al., 2020). El receptor de IL-6

presente en las células de mieloma estd compuesto por dos cadenas polipeptidicas: la
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cadena o (compuesta por la subunidad de la glicoproteina gp80 o receptor de IL-6 a) y la
cadena [ (elemento transductor gp130), pero las células plasmaticas tumorales secretan
al suero el receptor de IL-6 a para aumentar la secrecion de IL-6 (Bataille & Harousseau,
1997). La produccion de IL-6 activa las vias de sefializacion JAK-STAT, Ras-MAPK y
PI3-AKT que estan involucradas en el crecimiento y supervivencia celular (Hideshima,
Nakamura, et al., 2001; Pinto et al., 2020). Ademas, la IL-6 protege contra la apoptosis
provocada por el farmaco dexametasona mediante la activacion del dominio SH2 de la
proteina tirosina quinasa SH-PTP2 que se une y desfosforila a RAFTK (Chauhan et al.,
2000).

Por otro lado, este microambiente permite la inhibicion del sistema inmunitario
ante el MM al impedir la diferenciacion de monocitos en células dendriticas y secretando
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) por parte de las células estromales
(Tessoulin et al., 2018). Este factor permite la angiogénesis y promueve la secrecion de
IL-6 y activa las vias PI3K-AKT, MEK-ERK y la expresion de proteinas anti-apoptdticas
como MCL-1 (Hideshima, Nakamura, et al., 2001). Ademas, VEGF dificulta la
presentacion de antigenos de las células dendriticas (Gabrilovich et al., 1996). Las células
estromales secretan también el factor de necrosis TNF, e IGF-1 (factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1) que activa las vias PI3K-AKT y Ras-MAPK (Hou et al., 2019;
Pinto et al., 2020).

En resumen, todos los factores secretados en el microambiente promueven la

proliferacion y supervivencia de las células plasmaticas malignas.

1.4.5 Tratamiento de Mieloma Miiltiple.

El tratamiento del mieloma multiple ha avanzado en las Gltimas décadas, pasando
de estar basado en quimioterapia, al uso de farmacos dirigidos contra mecanismos
especificos de las células tumorales (Figura 1.13) (Chen et al., 2011; De Raeve &
Vanderkerken, 2005; Jelinek et al., 2015). Actualmente estdn aprobados para su uso en

clinica:

- Agentes Alquilantes.
- Inmunomoduladores.
- Inhibidores de proteasoma.
- Anticuerpos monoclonales.

- Inhibidores de histonas deacetilasas.
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- Trasplante autdlogo de células hematopoyéticas o ASCT (Autologous Stem
Cell Transplantation)

- Inhibidores selectivos de exportacion nuclear (ISEN): Selinexor.

Ademas, se encuentran en estudios clinicos el empleo de miméticos BH3 o cloroquina

como posible tratamiento de esta enfermedad.
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Figura 1.13. Tratamientos disponibles para mieloma multiple. Los tratamientos que se conocen para el
tratamiento de MM comprenden el uso de agentes alquilantes, inmunomoduladores (IMIDs), inhibidores
de proteasoma, anticuerpos monoclonales, inhibidores de histonas deacetilasas (iIHDACs) e inhibidores de
la exportacion nuclear. Cada uno de los grupos se dirige contra una finalidad concreta, por ejemplo el
melafan (alquilante) va dirigido contra las células altamente proliferantes; el uso de inhibidores de
proteasoma como bortezomib, carfilzomib o ixazomib bloquean la degradacion de proteinas y de IkB; los
IMIDs modulan la inflamacion ocasionada y los anticuerpos monoclonales se dirigen contra antigenos
especificos de superficie para activar la ADCC (citotoxicidad mediada por células depende de anticuerpos),
CDC (citotoxicidad dependiente del complemento) y ADCP (fagocitosis dependiente de anticuerpos).
Imagen tomada de Pinto ez al. 2020.

1.4.5.1 Agentes Alquilantes.

Principalmente, y durante un tiempo prolongado, el tratamiento de primera linea
ha sido el uso de alquilantes como el melfalan en combinacidn con esteroides (Abramson,
2018). El melfalan es uno de los farmacos llamados alquilantes los cuales tienen la
propiedad de convertirse en electrofilos a través de la formacion de intermediarios del ion
carbono o complejos de transicion relacionados. Para ello, se generan enlaces covalentes

por la alquilacion de diferentes moléculas nucleofilicas como grupos fosfato, amino,
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hidroxilo, carboxilo, sulfhidrilo e imidazol (Brunton et al., 2005). Estos farmacos actiian
en los diferentes niveles del ciclo celular, directamente a nivel del DNA de la célula
generando roturas en este y dando lugar a un emparejamiento anormal de bases, la
inhibicion de la division celular y por tanto la muerte celular (Ralhan & Kaur, 2007). Este
farmaco puede ocasionar efectos secundarios en el paciente como un aumento del riesgo
de infecciones, anemia, sensacion de cansancio, diarreas y nauseas e incluso desembocar
en el Sindrome de Lisis Tumoral (TLS) (Ralhan & Kaur, 2007; Singh, Gupta, Yim, &
Thekkekara, 2017). El TLS es un sindrome que se produce por una rapida eliminacion de
las células tumorales, de manera que se libera una alta cantidad de &cido trico a la sangre
lo cual puede causar dafios en los rifiones y el corazon (Abu-Alfa & Younes, 2009; Singh

et al., 2017).

Otros agentes alquilantes que se proporcionan como tratamiento del MM son la
ciclofosfamida y bendamustina. La ciclofosfamida pertenece al grupo de farmacos
antineoplésicos e inmunodepresores que se puede usar como quimioterapia Gnica o en
combinacion con otros agentes farmacoldgicos (Brunton et al., 2005; Mirkes, 1985).
Presenta varios efectos secundarios como un aumento de padecer cancer de prostata y de
las vias renales, hemorragia en la vejiga, aumento de la hormona antidiurética o

vasopresina, neutropenia, etc (Bhatia et al., 2006; Mirkes, 1985).

Por otro lado, bendamustina es una mostaza nitrogenada con actividad bifuncional
que actia en los enlaces cruzados entre bases de DNA, incorpora un anillo
benzimidazolico y tiene propiedades analogas a las purinas (Tageja & Nagi, 2010). Es
decir, induce la apoptosis dependiente de p53 con efecto de dafio en el DNA, promueve
la alteracion de la division celular mediante una “down” regulacién de los puntos de

control mitoticos (Leoni et al., 2008).

1.4.5.2 Inmunomoduladores (IMIDs).

Entre los esteroides suministrados destaca la dexametasona y los
inmunomoduladores como la talidomida y la lenalidomida, los cuales se combinan o no
con agentes alquilantes o con nuevos firmacos, que se emplean en la actualidad en el
tratamiento del MM, como son los inhibidores de proteasoma (Al-Salama et al., 2017,
Bianchi et al., 2017; Laubach et al., 2010; Muz et al., 2016; Perini et al., 2018). La
dexametasona pertenece al grupo de glucocorticoides sintéticos que actiian con efecto

antiinflamatorio e inmunosupresor (Obrist et al., 2015). Su uso en el mieloma multiple
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esta justificado ya que suprime efectos secundarios del tratamiento en pacientes que estan

sometidos a quimioterapia (M. Dimopoulos et al., 2008; Twycross, 1994).

La talidomida es el primer fArmaco aceptado como tratamiento de mantenimiento
ya que genera un aumento de la supervivencia libre de progresion (PFS: Progression-
Free Survival) pero presenta un cuadro clinico en el que se observan neuropatias

periféricas (van de Donk & Yong, 2019).

Respecto a la lenalidomida, se trata de un farmaco derivado de la talidomida y se
suministra junto a dexametasona en aquellos pacientes de MM a los que estd
contraindicado un trasplante de médula 6sea y no tienen respuesta a otros farmacos (Al-
Salama et al., 2017). Lenalidomida actuia inhibiendo el crecimiento y proliferacion de las
células tumorales ya que posee accion antiangiogénica (Lu et al., 2009). Ademas,
potencia los mecanismos de respuesta inmune del paciente (Gorgiin et al., 2015). Los
esteroides como todos los fArmacos pueden causar efectos secundarios como neutropenias
y trombopenias, anemia, diarrea incluso efectos mas complejos como embolia pulmonar,

o Sindrome de Stevens-Johnson (Al-Salama et al., 2017).

Conforme han avanzado las investigaciones, se han ido desarrollando nuevos
farmacos como inhibidores de proteasoma, anticuerpos monoclonales, inhibidores de

ciclinas o inhibidores de vias de sefializacion entre otros.

1.4.5.3 Inhibidores de Proteasoma.

El UPS (Ubiquitin-Proteasome System) se refiere a una maquinaria
multienzimatica que media la degradacioén de proteinas de vida corta, la eliminacioén de
proteinas mal plegadas, mutadas o danadas que resultan toxicas para la célula (Obrist et
al., 2015). Este proceso se inicia con la modificacion post-traduccional e irreversible
conocida como poli-ubiquitinaciéon. Es decir, se une de manera covalente varias
moléculas de ubiquitina (proteina altamente conservada en todas las células eucariotas)
seflalando de esta forma la proteina para su degradacion proteolitica por parte del

proteasoma 26S (Wilkinson, 2005).

La unién de ubiquitina a la proteina se realiza mediante un proceso de tres pasos
(Liu et al., 2020). Primero, la enzima activadora de ubiquitina E1 activa la ubiquitina
mediante la generacion de un intermedio éster de tiol de alta energia por un proceso
dependiente de ATP (Obrist et al., 2015). Después, se transfiere dicha ubiquitina activada

a una enzima de conjugacion denominada E2 formando otro éster de tiol de alta energia
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(Obrist et al., 2015). Y por altimo, se une la ubiquitina a la proteina diana mediante una
ligasa denominada E3, especifica de diana (Tundo et al., 2020). Una vez marcada la

proteina a degradar es dirigida al proteasoma 26S para ser eliminada.

El proteasoma 26S estd formado por dos subunidades regulatorias o tapas
denominadas 19S y por una subunidad central conocida como 20S (Figura 1.14)
(Gandolfi et al., 2017; Obrist et al., 2015). Las subunidades 19S presentan forma de anillo
y se encargan del reconocimiento de las proteinas poliubiquitinadas produciendo su
desplegamiento mediante el paso de ATP a ADP y la eliminacion de poliubiquitinas
gracias a la accion de enzimas deubiquitinasas (Tundo et al., 2020). La subunidad 20S es
un poro cilindrico compuesto por 4 anillos (2 a y 2 B) compuestos cada uno de 7
subunidades. Las subunidades 1, B2 y B5 tienen actividad enzimatica similar a caspasa,
tripsina y quimiotripsina respectivamente (Gandolfi et al., 2017). La unidad 20S es la
responsable de mediar la escision catalitica de las proteinas marcadas con poliubiquitina,
que han sido desplegadas por las subunidades 19S (Gandolfi et al., 2017; Tundo et al.,
2020).

- @w Subunidad 205

p1 B2

casapa tripsina

Subunidad 198

Subunidad 205

Subunidad 198

quimiotripsina

Figura 1.14. Estructura proteasoma 26S. El proteasoma 26S esta formado por 2 subunidades 19S en forma
de anillo y una subunidad 20S cilindrica. A su vez, la subunidad 20S esta compuesta por 2 subunidades oy
2P siendo estas ultimas las que poseen las actividades de caspasa (B1), tripsina (2) y quimiotripsina (B5).

Recientemente, ha surgido la posibilidad de considerar como “Hallmark” del
cancer la resistencia al desequilibrio de la proteostasis por la probabilidad de que esta
caracteristica adquirida coopere con otros mecanismos alterados para promover la
supervivencia, proliferacion y migracion de las células tumorales (Deshaies, 2014).
Algunas de las alteraciones genéticas que se producen en el mieloma multiple pueden

suprimir o sobreactivar la actividad del proteasoma, y por tanto conducir a una
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inestabilidad del equilibrio de proteostasis (Tundo et al., 2020). En las células tumorales,
la inhibicion del proteasoma provoca la acumulacion de proteinas poliubquitinadas y, por
tanto, se induce la apoptosis a través de la activacion de caspasas y proteinas pro-
apoptdticas como NOXA y PUMA (Baou et al., 2010; Concannon et al., 2007; Tundo et
al., 2020).

Ademés, la inhibicion del proteasoma conlleva también un aumento de la expresion de
p53, p21, la inhibicion de NF-kB e induccion de proteinas de respuesta al estrés del

reticulo endoplasmatico (RE) como se recoge en la Figura 1.15 (Al-Salama et al., 2017).

L]
.
4%
| ARRARARA AARARARLAN AARARAARAAARAER ML A ARARARAAARRA ARAARRRARLARRAR] ARAARRRARMARRARS — S ARBARARRARRARAR
! ‘N‘lW“‘Aﬁt&Wi‘!“‘i‘ﬂ“ﬂ‘i“‘ﬂ““‘i‘ﬂ ) W Y PPN 1wwmwwwﬁmwwmmﬁ&-;'iwwmwm
» am JW : 3. » s
h v,,, Y & h ' 1- !." -‘?' -
= m vh | -47- m [ ) im
- r i e -l
7 % hﬂ‘“ 3 B, | hf ) Eleeror  EmpEm? ) BN
/ - [Apc/cRam) ¥ - Far i
/ \ :
/
Eed ﬂ 1
s =i | gk
T e
PIs °
S-Phase 'E@ = 5}\_§ *_&
‘ NF-kB
J s e
L IKKB-a
DNA Replication
@& 1xks-g
' IKKB-y DNA Synthesis
. B53 Il
@ Ubiquitin @
w Proteasome =t L
Lo m

* Phosphate

Figura 1.15. Regulacién de las rutas NF-kB/E2F/Rb y p53/p21. La via NF-«B/E2F/Rb en condiciones
habituales, NF-kB se encuentra inactivo en el citosol por la union del inhibidor IxB. Diferentes sefales, por
ejemplo, citoquinas, (en el grafico mostradas como esferas verdes) son reconocidas por receptores de
membrana que fosforilan y activan a IkkBy el cual fosforila a IkB para que sea marcado por ubiquitina y
degradado por el proteasoma. NF-kB se traslada al nucleo para transcribir los genes diana. La ciclina D1
(CCDN1) forma un complejo con Cdk4-6 y fosforilan a la proteina Rb induciendo la escision del factor de
transcripcion EF2 el cual transcribe la ciclina E, ciclina A y genes implicados en la sintesis de DNA. La via
p53/p21, tras estimulos varios p53 forma un tetrdmero y desplaza al ntcleo donde desencadena la
transcripcion de genes que codifican para proteinas pro-apoptoticas y p21. Cuando se expresa p21 se une a
la ciclina E, a la ciclina B y a inhibidores de replicacion. Los niveles de p21 se regulan mediante marcaje
con ubiquitina y degradacion por parte del proteosoma 26S. Tomada de Tundo et al. 2020.

Hasta la fecha de hoy se han aprobado 3 inhibidores de proteasoma para la clinica

en el tratamiento de pacientes de mieloma multiple. El primero fue bortezomib, seguido
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de carfilzomib y, por ultimo, y solo en los casos de trasplante con mieloma refractario,

ixazomib (Figura 1.16) (Teicher & Tomaszewski, 2015).
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Figura 1.16. Estructura quimica de los inhibidores de proteasoma utilizados en el tratamiento de
mieloma multiple. Podemos observar las diferencias estructurales de los inhibidores del proteasomas (IPs)
que se emplean. Bortezomib fue el primero que se aprobo por la FDA; estd formado por un dipéptido que
contiene fenilalanina y leucina con un dcido borico en lugar de un acido carboxilico y con una fraccion de
acido pirazinoico para proteger el extremo N-terminal y se une de manera reversible al proteasoma.
Después, se gener6 carfilzomib, este IP se une de manera irreversible y estd compuesto por un tetrapéptido
con un grupo epoxicetona terminal. Y, por ultimo, el objeto de estudio de esta tesis, ixazomib, es un IP
aprobado en 2015 administrado como profarmaco junto al dcido borico protegido por citrato, en la imagen
se muestra la forma activa del compuesto tras la hidrolisis del citrato. Las estructuras han sido realizadas
en la pagina comercial de © Fisher Scientific (Fisher Scientific, 2020).

1.4.5.3.1 Bortezomib.

Bortezomib fue el primer inhibidor de proteasoma aprobado por la FDA para el
tratamiento del MM (Chen et al., 2011; Leleu et al., 2019; Muz et al., 2016; Obrist et al.,
2015). Se trata de un dipéptido que contiene fenilalanina y leucina con un acido boérico
en lugar de un acido carboxilico y con una fraccion de acido pirazinoico para proteger el
extremo N-Terminal (Figura 1.16) (Chen et al., 2011). Este inhibidor de proteasoma de
primera generacion se une de manera reversible a la subunidad B5 de actividad
quimiotripsina, aunque también se ha observado que se une a la subunidad B1 tipo caspasa

y B2 con actividad tripsina del proteasoma 26S (Besse et al., 2019; Obrist et al., 2015).

Bortezomib induce toxicidad en las células tumorales a través de diferentes
mecanismos como la inhibicion de la via NF-kB, estabilizacion de la ruta p53 derivando
en la apoptosis por el aumento de los factores BAX y NOXA, y por modulacion de los

niveles de ciclinas (CDKs) (Figura 1.15) (Obrist et al., 2015; Tundo et al., 2020; Yang
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et al., 2008). También es capaz de inhibir la angiogénesis tumoral al reducir el receptor
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), ya que se ha visto que esta

relacionado con la inhibicion de NF-«B (Hideshima et al., 2003).

Debido a la plasticidad génica del MM se producen resistencias a bortezomib por
lo que no es suficiente como tratamiento unico (Muz et al., 2016). Dichas resistencias
pueden producirse de manera innata o adquirida mediante la alteracién o activacion
constitutiva de la sefializacion del receptor NF-xB o del factor de crecimiento 1 similar a
la insulina (IGF1R), bloqueo de la apoptosis intrinseca, aumentando la expresion de
transportadores de fArmacos o mutaciones en la subunidad B5 del proteasoma 20S entre
otras situaciones (Obrist et al., 2015). Todo esto impulsé el generar nuevos inhibidores
de proteasoma conocidos como segunda generacion con diferente perfil farmacoldgico
como epoxicetonas (carfilzomib y oprozomib), péptidos con boro (ixazomib y delazomib)

o inhibidores no peptidicos como el marizomib (Tundo et al., 2020).

1.4.5.3.2 Carfilzomib.

Los inhibidores de proteasoma de segunda generacion de epoxicetona se
caracterizan, en general, por un péptido corto y una ojiva electrofilica dual o,f3-
epoxicetona terminal, la cual determina su actividad (Concannon et al., 2007; Schrader et

al., 2016). El inhibidor de proteasoma mas representativo de este grupo es carfilzomib.

Carfilzomib o PR-171 es un inhibidor de proteasoma irreversible de segunda
generacion compuesto por un tetrapéptido con un grupo epoxicetona terminal, muy
especifico de la actividad quimiotripsina (subunidad B5) del proteasoma 26S (Figura
1.16) (Besse et al., 2019; Obrist et al., 2015; Parlati et al., 2009). Su capacidad de
inhibicidn del inmunoproteasoma es lo que facilita su uso como monoterapia en pacientes
con neoplasias hematologicas como el mieloma multiple (Zhang et al., 2013).
Concretamente estd aprobado para el tratamiento de MM en pacientes que han pasado por
al menos dos tratamientos previos que incluyan bortezomib y un agente

inmunomodulador (Leleu et al., 2019).

Este inhibidor de proteasoma presenta una vida media corta en el organismo y no
tiene diferencias significativas en pacientes con insuficiencia renales o sin ellas (Badros
et al., 2013), ya que un sintoma derivado del MM es la insuficiencia renal. También esta
relacionado con una menor incidencia de neuropatias periféricas. Por otra parte, se

suministra en combinacion con algun inmunomodulador como lenalidomida o
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dexametasona lo que produce una respuesta rapida y de duracion larga en los pacientes

(Obrist et al., 2015).

1.4.5.3.3 Ixazomib.

Ixazomib pertenece a los inhibidores de proteasoma de segunda generacion cuya
forma inactiva consta de un nucleo dipéptido de alanina-leucina con acido borico
protegido con citrato (Muz et al., 2016). Se trata del primer inhibidor de proteasoma que

se suministra por via oral su forma inactiva (Gupta et al., 2019). Este IP estd aprobado

por la FDA en 2015.
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Figura 1.17. Mecanismo de accion de ixazomib. El compuesto suministrado oralmente MLN9708 se
hidroliza a su compuesto MLN2338 (ixazomib) el cual se une de manera reversible a la subunidad catalitica
208 del proteasoma e inhibe las subunidades B1, B3 y PS5 impidiendo asi su actividad caspasa, tripsina y
quimiotripsina respectivamente. Por tanto, se inhibe la actividad del proteasoma 26S ocasionando la
acumulacion de proteinas poliubiquitinadas y activando la muerte celular por estrés oxidativo. Imagen
modificada de Muz et al. 2016.

La forma citrato de ixazomib se hidroliza a su forma bioldgica activa ixazomib
(Figura 1.17) (Offidani et al., 2014). Este inhibidor selectivo y reversible del proteasoma
208, inhibe concretamente la subunidad B5 y por lo tanto, la actividad quimiotripsina
(Muz et al., 2016). A concentraciones mas elevadas las subunidades Bl y B2, con

actividad caspasa y tripsina respectivamente, también resultan inhibidas (Besse et al.,
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2019; Kupperman et al., 2010). Este inhibidor tiene una selectividad de inhibicion similar
al inhibidor bortezomib pero presenta una vida media de disociacion seis veces mas rapida

que bortezomib, de manera que se mejora la distribucion tisular (Al-Salama et al., 2017).

En estudios previos, ixazomib ha sido capaz de inducir apoptosis en varias lineas
de MM humanas in vitro demostrando que su citotoxicidad depende de la dosis (Muz et
al., 2016). Su efecto citotdxico se ve potenciado cuando se suministra en combinacion
con lenalidomida y dexametasona para pacientes con MM refractorio o recaida que han
recibido previamente de una a tres terapias (Moreau et al., 2019). Como todo farmaco,
ixazomib presenta algun efecto secundario como conjuntivitis, vision borrosa, 0jos secos,
erupcion maculopapular y macular y alguna neuropatia periférica (Al-Salama et al.,

2017).

Ixazomib es capaz de alterar la interaccion de las células tumorales con el
microambiente de la médula dsea, lo cual implica una disminucion de angiogénesis y de
lesiones osteoliticas (Chauhan, Tian, Zou, et al., 2011). Al inhibir la via NF-xB de las
células estromales del mieloma se reduce la liberacion de citoquinas necesarias para el
crecimiento y supervivencia de estas, de manera que se alteran los efectos citoprotectores

del microambiente inhibiendo la proliferacion de las células tumorales (Muz et al., 2016).

En la Tabla 1.5 se recoge un resumen de los tres inhibidores de proteasoma

comentados anteriormente.
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Tabla 1.5. Comparacién inhibidores de proteasoma aprobados para el uso clinico. En la tabla se
recogen las diferencias entre bortezomib, carfilzomib e ixazomib tanto en caracteristica de estructura
quimica, mecanismos de accion, forma de administracion y para que estadio de miecloma multiple, si se
debe suministrar un profarmaco como en el caso de ixazomib (el compuesto MLN9708 que se hidroliza a
MILN2378) como el afio en que han sido aprobados por la FDA.

Nombre genérico | Bortezomib  Carfilzomib Izaxomib |
Millennium Onyx Takeda Oncology
S Pharmaceuticals Pharmaceuticals
Clase estructural Boronato Epoxicetona Boronato
Inhibe B1 Inhibe B1 Inhibe B1

Mecanismo de
Inhibicion

(actividad caspasa),
B3 (actividad
tripsina) pero tiene

preferencia por 5

(actividad caspasa),
B3 (actividad
tripsina) pero tiene

preferencia por 5

(actividad caspasa),
B3 (actividad
tripsina) pero tiene

preferencia por 5

FDA

(actividad (actividad (actividad
quimiotripsina) quimiotripsina) quimiotripsina)
Reversible Irreversible Reversible (18
Disociacién del lentamente (110 min) de la
proteasoma min) de la subunidad B5
subunidad B5
Intravenosa o Intravenosa Oral
Administracion ,
Subcutanea
Primera linea o en Mieloma Mieloma
. mieloma refractorio o refractorio o
Tratamiento
indicado refractorio o recaida recaida
recaida
Profarmaco No No Si
Alta Moderada Baja
Incidencia de
neuropatia
periférica
Ao aprobado por 2003 2012 2015
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1.4.5.4 Anticuerpos Monoclonales (mAbs).

En el tratamiento del mieloma multiple destaca el uso de anticuerpos
monoclonales, los cuales se unen a antigenos especificos de la superficie celular e inducen
la muerte por citotoxicidad dependiente de anticuerpos, del complemento (CDC) y
fagocitosis dependiente de anticuerpos (ADCP) (Pinto et al., 2020; K. Zhang et al., 2017).
La mayoria de mAbs empleados estan vinculados a la muerte celular mediada por el
receptor Fc gamma (FCyR) de anticuerpos unidos a las células tumorales y la actividad

enzimatica del antigeno diana (Krejcik et al., 2016).

Los principales mAbs que se han aprobado y se utilizan en la clinica del mieloma

multiple son:

- Daratumumab: actia frente al marcador de superficie celular CD38
expresado en las células de MM, e induce citotoxicidad mediada por diferentes
mecanismos produciendo la lisis de las células tumorales (Zhang et al., 2017).
La respuesta por parte del paciente a este tratamiento depende de los niveles
de expresion de CD38 por parte del tumor (Krejcik et al., 2016).

- Isatuximab: se une selectivamente a CD38 e induce apoptosis (Kumar,
Rajkumar, et al., 2017). En estudios clinicos se ha observado que su
combinacion con pomalidomina es eficaz en pacientes refractarios y en
recaida, y ademas si se combina con bortezomib y lenalidomida puede ser un
buen tratamiento de primera linea (Pinto et al., 2020).

- Elotuzumab: esta dirigido contra la glicoproteina nimero 7 de la familia de
moléculas de activacion de la senal linfocitica (SLAMF7) (Zhang et al., 2017).
Promueve la muerte celular gracias a la accion de las células NK y reduciendo

la union de las células tumorales al estroma (Tai et al., 2016).

1.4.5.5 Inhibidores de Histona Deacetilasas (iHDACSs).

En la clinica se conocen dos iHDACs que se emplean actualmente (Cejalvo &
Rubia, 2017). En primer lugar, se encuentra panobinostat. Se trata de un farmaco que
promueve la activacion de genes supresores de tumores que estan silenciados por una
hiperacetilacion de histonas y desencadena la activacion de la apoptosis (Tundo et al.,
2020). Normalmente se combina con IP e IMID para el tratamiento de MM refractario y

en recaida (Abramson, 2018).
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Y, por otro lado, esta vorinostat el cual se encuentra todavia en estudio para el
tratamiento de pacientes de MM refractario o en recaida, en combinacion con IPs e IMIDs

(Abramson, 2018).

1.4.5.6 Trasplante autélogo de células hematopoyéticas o ASCT (Autologous Stem
Cells Transplantation).

El tratamiento empleado durante décadas ha sido la combinaciéon de melfalan con
prednisona, el cual comenzé a administrase desde 1960, aumentando la media de
supervivencia de hasta cuatro afios (G. Costa et al., 1973). Afios después, se aprobo y
comenzo a realizarse el trasplante autélogo de células hematopoyéticas o ASCT, el cual
se reserva para pacientes jovenes y con buen prondstico (Paquin et al., 2020). En el caso
de pacientes mayores de 70 afios, el ASCT es una terapia segura, eficaz y duradera pero
se debe seleccionar debidamente los pacientes que tienen mayor probabilidad de presentar

resultados similares a pacientes mas jovenes (Lemieux et al., 2020; Vaxman et al., 2020).

El ASCT es una estrategia que se asocia con mejores tasas de respuesta, de
supervivencia libre de progresion y de supervivencia global comparada con Ia
quimioterapia. La supervivencia global a 5 afios es del 71% y la supervivencia libre de

progresion a 8§ afios de un 40% (Jaramillo et al., 2018).

A pesar de que se trata de una buena opcion de tratamiento se ha visto que la
mayoria de pacientes han recaido, por lo que ademas de un ASCT se debe proporcionar

al paciente una terapia de mantenimiento (Paquin et al., 2020).

1.4.5.7 Inhibidores selectivos de exportacion nuclear (ISEN): SELINEXOR.

Las células malignas adquieren la capacidad de exportar proteinas nucleares que
favorecen la formacion de tumores o la regulacion del ciclo celular de manera positiva al
citoplasma (Etchin et al., 2013). Una proteina implicada en este transporte es la proteina
de mantenimiento de la region cromosomica 1 (CRMI) o exportina 1 (XPO1). Existen
diferentes inhibidores de XPO1 como leptomicina B, ratjadona, anguiomicina, KOS-
2464, CBS910611-17 entre otros, que se unen a un residuo cisteina del surco activo de
union a proteinas (Azmi et al., 2021). El mas importante para el tratamiento de mieloma

multiple es el selinexor.

Selinexor es un inhibidor selectivo de XPO1 aprobado en 2019 por la FDA para
su uso en mieloma multiple refractario en combinacidén con bortezomib y dexametasona

y para pacientes adultos que ya hayan recibido al menos un tratamiento (Abramson,
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2018). Este farmaco se administra por via oral y se une de manera reversible al residuo
cisteina del surco de exportacion de proteinas de XPO1 impidiendo el transporte de
oncoproteinas (MYC, BCL-6 y Ciclina D1) del ntcleo al citoplasma (Gavriatopoulou et
al., 2020).

Se ha demostrado que esta terapia es mas toxica en células cancerigenas que en

células normales por lo que es una buena opcion de tratamiento ante recidivas (Etchin et

al., 2013).

1.4.6 Nuevas perspectivas en el tratamiento del mieloma multiple.

El mieloma multiple desarrolla resistencia ante los farmacos empleados para su
tratamiento, por lo que se estdn investigando nuevas vias de accidon contra esta
enfermedad centradas en la inhibicién de la via autofagica o de las proteinas anti-

apoptdticas.

1.4.6.1 Cloroquina.

La cloroquina (Figura 1.18) es un farmaco de la familia 4-aminoquinolinas que
ademas de usarse como tratamiento de la malaria y en enfermedades inflamatorias
crénicas como la artritis reumatoide puede afectar al proteasoma a concentraciones
elevadas (Janku et al., 2011). Concretamente inhibiendo la accién quimiotripsina de la
subunidad 20S del proteasoma de manera independiente al cobre (Mao et al., 2009).
También, aunque de manera ocasional, al ser una amina lisosomotropica puede inhibir el
procesamiento y presentacion de antigenos del MHC clase II a las células T CD4" (Hsiao

et al., 2002).

En general, la cloroquina acttia sobre el lisosoma impidiendo la acidificacion de
este organulo e inhibiendo su fusion con el autofagosoma y, por tanto, impidiendo un
correcto funcionamiento de la autofagia (Cufi et al., 2013). Al aumentar el pH del
lisosoma y no degradarse el contenido del autofagosoma, se produce un aumento de

LC3II cuantificable mediante técnicas de Western Blot (Zhang et al., 2016).
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Figura 1.18. Estructura molecular del farmaco cloroquina. La cloroquina es un farmaco perteneciente
a la familia 4-aminoquinolinas que se emplea principalmente en la prevencion de la malaria.

En estudios previos se ha demostrado que la cloroquina aumenta su eficacia en
combinacion con otros fArmacos anticancerigenos e incluso se propone su combinacion
con inhibidores de proteasoma (Janku et al., 2011). Hasta la fecha hay diferentes ensayos
clinicos en los que se emplea este firmaco como Unica base terapéutica o en combinacion
con otros farmacos, para el tratamiento de algin cancer como puede ser de mama, vejiga,
de pulmoén de células pequeiias (SCLC) o pancreas (Cufi et al., 2013; National Library of
Medicine, 2019). Ademas, existe un analogo de la cloroquina, el clioquinol, que es capaz
de inducir autofagia de manera citotdxica al modificar la regulacién de la via mTOR en
células de mieloma multiple y en leucemias (Cao et al., 2014; Mao et al., 2009). Por tanto,
el uso de cloroquina en el tratamiento del mieloma multiple podria ser una nueva

perspectiva.

1.4.6.2 Miméticos BH3.

La familia de proteinas BCL-2 tienen un papel importante a la hora de
desencadenar o frenar la apoptosis celular como hemos visto en la seccion 1.2.2. Debido
a ello, se han desarrollado pequefias moléculas similares a las proteinas BH3-only capaces
de unirse a las proteinas anti-apoptoticas e inhibirlas para activar la apoptosis. Dichas
moléculas se denominan miméticos BH3, y se caracterizan por poseer un alto peso
molecular relativo, ser lipdfilas y presentar complejidad quimica (Merino et al., 2018).
Estas moléculas se unen con una alta afinidad a los surcos hidrofobicos en la interaccion

con las proteinas de la familia BCL-2 (Figura 1.19) (Radha & Raghavan, 2017).

Hasta la fecha, se han desarrollado 5 miméticos BH3 para su posible uso clinico

en el tratamiento de enfermedades hematologicas, entre ellas el mieloma multiple. El
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primero en desarrollarse fue ABT-737 dirigido contra las proteinas BCL-2, BCL-Xy y
BCL-W, seguido del mimético ABT-263 (navitoclax) cuyo perfil de inhibicion es igual
al de ABT-737 pero con propiedades farmacologicas mejoradas (Billard, 2013). A
continuacion, se aprovecharon las diferencias estructurales entre las proteinas BCL-2 y
BCL-X¢ para el desarrollo de miméticos mas especificos como ABT-199 o venetoclax
que inhibe s6lo a BCL-2 o miméticos BH3 contra BCL-X1 como A-1155463, A-1331852
y WEHI-539 (Tao et al., 2014). En el caso de la inhibicién de la proteina MCL-1, el
desarrollo de miméticos especificos y viables ha sido mas lento, pero en los ultimos afios
ha avanzado hasta conseguir la produccion de miméticos que estan en ensayos clinicos
(Xiang et al., 2018). Entre ellos destaca S63845, seguido de un compuesto relacionado
denominado S64315/MIK665, y de los compuestos AMG176 y AZD991 (Adams &
Cory, 2018).
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Figura 1.19. Interaccion de los miembros de la familia BCL-2. (A) Estructura de BCL-X; representada
en azul interaccionando con el péptido anfipatico helicoidal de BIM (estructura en amarillo). Debajo de la
proteina esta la secuencia consenso del dominio BH3 de las proteinas pro-apoptoticas (x denota los residuos
no conservados). Los cuatro aminoacidos hidrofobicos clave estan en amarillo en la secuencia y también
esta resaltado en rojo el acido aspartico invariable. (B) Asociacion selectiva de proteinas pro-apoptoticas
BH3-only con las proteinas anti-apoptéticas. (C) Proteinas anti-apoptéticas diana de los miméticos BH3.
Resaltado en rojo los miméticos BH3 empleados en el desarrollo de esta tesis y de los cuales se habla en
mas profundidad en los siguientes apartados. Imagen modificada de Adams & Cory, 2018.

1.4.6.2.1 Mimético BH3: ABT-199 o venetoclax.
ABT-199 o venetoclax (Figura 1.20) fue el primer mimético BH3 especifico de
BCL-2 que se desarrollé por AbbVie, Genetech y The Walter and Eliza Hall Institute
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(Merino et al., 2018). Tras los efectos secundarios derivados de la inhibicion de ambas
proteinas BCL-2 y BCL-Xy por parte de ABT-263 provocd que se redisefiara para dar
lugar al mimético ABT-199 (Radha & Raghavan, 2017). Concretamente para evitar la
trombocitopenia causada al inhibir BCL-Xy. cuya funcién es proteger a las plaquetas de

la apoptosis (Billard, 2013; Z. Li et al., 2019).

Este mimético, que se suministra por via oral, estd aprobado desde 2016 e incluido
en varios ensayos clinicos como monoterapia para varios canceres hematologicos, entre
ellos el MM (Cang et al., 2015). A diferencia de navitoclax (ABT-263), ABT-199 es
capaz de unirse a BCL-2 con una afinidad subnanomolar (Radha & Raghavan, 2017).
Este inhibidor presenta actividad citotoxica contra una alta variedad de lineas celulares e
inhibe el crecimiento de manera dependiente de la dosis en tumores hematologicos (Cang

etal., 2015).
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Figura 1.20. Estructura molecular de ABT-199 o venetoclax. El ABT-199 o venetoclax es un mimético
BH3 que inhibe la accion de la proteina BCL-2.

En estudios clinicos recientes, se ha visto que aquellos pacientes de MM con
t(11;14) que se caracterizan por una baja expresion de BCL-Xp y MCL-1, y una alta
expresion de BCL-2, la monoterapia con ABT-199 puede ser clave como tratamiento
(Kumar et al., 2019; Touzeau et al., 2018). Ademas, se cree que es posible que los
pacientes que no responden a una monoterapia con ABT-199 pueden beneficiarse de una
terapia basada en la combinacion de dicho mimético BH3 con otros farmacos para

mejorar la intensidad y duracion de la respuesta (Perini et al., 2018).
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Existen resistencias a venetoclax basadas principalmente en el perfil de expresion
de las proteinas de la familia BCL-2. Una mayor expresion de BCL-Xy favorece la
resistencia celular a este farmaco, al igual que una alta expresion de MCL-1 (Gomez-
Bougie et al., 2018), en cambio la delecion 17p no afecta a la sensibilidad de ABT-199
como en el caso de otros farmacos (Cang et al., 2015). También se ha descrito otro
mecanismo de resistencia a ABT-199, una mutacion adquirida en BAX la cual resulta en

una forma truncada de la proteina (Touzeau et al., 2018).

Ante la existencia de resistencias, se han probado combinaciones previas de ABT-
199 con bortezomib y dexametasona. Se ha visto que dicha combinacion tiene resultados
prometedores en pacientes con 1 a 3 tratamientos previos y no refractarios a bortezomib

(Touzeau et al., 2018).

Los efectos secundarios mas comunes derivados del tratamiento con venetoclax
son neutropenia y sintomas gastrointestinales con nduseas y diarreas (Kumar, Kaufman,

etal., 2017).

1.4.6.2.2 Mimético BH3: A-1155463.

A-1155463 (Figura 1.21) es un inhibidor de BCL-X. muy selectivo y eficaz,
disefiado basdndose en la estructura de BCL-Xp y su interaccion con fragmentos
generados por resonancia magnética nuclear (RMN) (Tao et al., 2014). En estudios
previos, este inhibidor muestra como efecto secundario trombocitopenia, pero a
diferencia del ocasionado con ABT-737 esta es reversible; y, ademas reduce los efectos

inmunosupresores ocasionados al inhibir dualmente BCL-2 y BCL-Xy con navitoclax

(ABT-263) (Tao et al., 2014).

La estructura de A-1155463 carece del enlace hidrazona labil del compuesto de
partida WEHI-539 y presenta un atomo de fluor el cual aumenta la actividad citotoxica.
Ademas, interacciona con las cadenas laterales del bolsillo hidréfobo P4 de BCL-XL
creando fuerzas de Van der Waals y ocasionando una alta afinidad (Tao et al., 2014). Este
inhibidor induce apoptosis al provocar la liberacion de citocromo C, la activacion de
caspasas y acumulacion de contenido de DNA en la fase GO-G1 en células dependientes
de BCL-XL, pero en ausencia de BAK y BAX no presenta toxicidad (Shoemaker et al.,
2008; Souers et al., 2013). Por otra parte, la combinaciéon de A-1155463 con ABT-199

permite separar la accion de navitoclax (ABT-263) ademds de presentar sinergia
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potenciando la toxicidad en las células codependientes de BCL-2/BCL-Xy (Leverson et

al., 2015).

Figura 1.21. Estructura molecular de A-1155463. E1 A-1155463 es un mimético BH3 que inhibe la
accion de la proteina BCL-X:. Imagen modificada de Tao ef al. 2014.

En un estudio anterior, se ha visto que A-1155463 agota las células eritroides, las
células madre inmaduras y las células progenitoras después de un tratamiento prolongado

(Afreen et al., 2020).

1.4.6.2.3 Mimético BH3: S63845.

S63845 (Figura 1.22) es una molécula pequeiia selectiva que se une a MCL-1 con
alta afinidad y provoca la muerte celular por activacion de BAX-BAK en las células
dependientes de MCL-1 de manera in vitro e in vivo (Letai, 2016). Este mimético induce
rapidamente la exposicion de fosfatidil-serina dependiente de caspasas, la escision de la
polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP) y la liberacion de citocromo C de las mitocondrias,
todos ellos indicadores de apoptosis, al impedir la union de MCL-1 con las proteinas pro-
apoptoticas BAX-BAK, pero no afecta a las interacciones de BCL-Xr. o BCL-2 con dichas
proteinas pro-apoptdticas (Xiang et al., 2018). S63845 se une a MCL-1 por el surco del
bolsillo hidrofobico P4 de MCL-1, concretamente interactia con cuatro residuos
hidrofobicos conservados en la hélice o BH3 de los miembros de la familia BCL-2, es

decir, el resto carboxilato interactiia con Arg263 (Kotschy et al., 2016).

En la actualidad se sabe que multiples lineas de MM dependen principalmente de

MCL-1 para la supervivencia celular (Kotschy et al., 2016). Se ha demostrado que el
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tratamiento con S63845 es efectivo no sélo en células con la alteracion t(11;14) sino que
también en las lineas que presentan traslocaciones cromosémicas de mal pronostico como

t(4;14) o mutaciones en p53 (Lazareth et al., 2015).
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Figura 1.22. Estructura molecular de S63845. E1 S63845 es un mimético BH3 que inhibe la accion de la
proteina MCL-1. Imagen modificada de Kotschy ef al. 2016.

En modelos de ratones modificados genéticamente para eliminar MCL-1 se
observo toxicidad mortal en médula 6sea y miocardio, en cambio la inhibicion de MCL-
1 mediante este mimético no causa una alta toxicidad (Letai, 2016). Este hecho se cree
que es ocasionado al eliminar por completo el gen por lo que causa la pérdida del resto
de funciones de MCL-1 que van mas all4 de la apoptosis inducida cuando se trata del uso

en monoterapia.

El mimético S63845 tiene actividad antitumoral como monoterapia en diferentes
enfermedades hematologicas y tumores solidos, siempre y cuando sean dependientes de
MCL-1 (Xiang et al., 2018). Para aquellos que no es suficiente con la monoterapia, se ha
observado que con una combinacion con inhibidores de quinasas oncogénicas se potencia

su accion (Cragg et al., 2009).
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Antecedentes y Objetivos

2.1 ANTECEDENTES.

El mieloma multiple (MM) comprende el 10% de las neoplasias hematologicas y
se caracteriza por la proliferacion descontrolada de células B plasmaticas en la médula
osea (Kyle & Rajkumar, 2008). Esta enfermedad posee una alta tasa de inestabilidad
génica que facilita la generacion de resistencias, complicando encontrar un tratamiento

eficaz y manteniendo asi esta enfermedad como incurable (Manier et al., 2017).

Durante las ultimas décadas se ha avanzado en los tratamientos disponibles
empleando farmacos alquilantes, inmunomoduladores (iMIDs), inhibidores de

proteasoma (IPs), anticuerpos, trasplante autélogo de células madres (ASCT), entre otros.

2.1.1 Mieloma multiple e inhibidores de proteasoma (IPs).

El tratamiento principal en tumores hematopoyéticos es la quimioterapia que
genera efectos secundarios no deseados, resistencias y recaidas frecuentes en un
porcentaje significativo de los pacientes. Hasta hace poco se empleaba como tratamiento
de primera linea para el mieloma la combinacion del alquilante melfalan con el corticoide
prednisona, y en pacientes jovenes y con buen pronostico el trasplante de células madre
autdlogas (ASCT) (G. Costa et al., 1973; Kyle & Rajkumar, 2008). Posteriormente se
desarrollaron inhibidores de proteasoma (IP) con la finalidad de frenar el crecimiento,
metastasis y angiogénesis tumoral tanto en tumores so6lidos como en tumores
hematologicos, puesto que las células cancerigenas presentan una mayor actividad del

proteasoma (Caravita et al., 2006).

El primer inhibidor del proteasoma que se us6 en clinica fue bortezomib. Este
inhibidor de proteasoma reversible se aprobd en 2003 para su uso, s6lo o en combinacion
con los agentes anteriores, en el tratamiento de MM de nuevo diagndstico y de recaida
que hayan tenido una o dos lineas de tratamiento previas (Caravita et al., 2006; Chen et
al., 2011). Aunque este farmaco ha contribuido de manera significativa en el tratamiento
del MM, también ocasiona efectos secundarios toxicos como neuropatias y resistencias

asociadas a mutaciones en la subunidad B5 del proteasoma (Ri et al., 2010).

Ante las resistencias generadas se desarrollaron nuevos farmacos
inmunomoduladores (iMIDs) e IPs de segunda generacion. Entre estos ultimos se
encuentra el inhibidor de proteasoma denominado carfilzomib. A pesar de que el
mecanismo de inhibicidn es el mismo que bortezomib, carfilzomib se une de manera

irreversible a la subunidad B5 del proteasoma (Kuhn et al., 2007). Este inhibidor se aprob6
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por la FDA en 2012 como tratamiento unico para pacientes de MM refractario que han
recibido al menos dos lineas de terapia anterior (Manasanch & Orlowski, 2017). A pesar
de ser mas efectivo que bortezomib, el uso de este firmaco puede desembocar en efectos
secundarios no deseados, aunque en menor medida que bortezomib (Manasanch &
Orlowski, 2017). En nuestro grupo se ha estudiado el mecanismo de apoptosis y autofagia
inducidos por carfilzomib y se ha propuesto la combinacion con cloroquina como posible
estrategia para mejorar su eficacia. En modelos de xenoinjerto in vivo se vio que la
combinacion de bajas dosis de carfilzomib con cloroquina inhibe el crecimiento del tumor
e incluso lo disminuye, a diferencia del efecto que consiguen los farmacos por individual

que solo retrasan el crecimiento tumoral (Jarauta et al., 2016).

Por ultimo, se aprobo en 2015 el uso en la clinica del inhibidor de proteasoma
ixazomib en combinacién con lenalidomida y dexametasona en pacientes de MM de
nuevo diagnostico y en pacientes que han recibido al menos una terapia anterior (Cottini
& Anderson, 2015). Se trata del primer IP que se administra por via oral, reversible (al
igual que bortezomib) y que comparte diana molecular con bortezomib y carfilzomib
(Muz et al.,, 2016). Este farmaco no presenta efectos secundarios neuropaticos, y
desencadena apoptosis en diferentes células aunque se desconoce el mecanismo celular
exacto, asi como si provoca autofagia en las células (Augello et al., 2018; Zhang et al.,

2017).

En el desarrollo de esta tesis uno de los objetivos principales ha sido elucidar dicho
mecanismo molecular por el que ixazomib provoca la muerte por apoptosis en células de

mieloma multiple.

2.1.2 Enfermedades hematologicas y miméticos BH3.

Las proteinas de la familia Bcl-2 son reguladores importantes de la apoptosis, y
sus interacciones entre los miembros anti-apoptdticos y pro-apoptdticos pueden
determinar el destino celular (Touzeau, Maciag, Amiot, & Moreau, 2018). En diferentes
ocasiones se ha hipotetizado que los tumores hematoldgicos son capaces de resistir a
farmacos mediante la alteracion de proteinas de la familia BCL-2, dando a entender que
dichas proteinas juegan un papel importante para la supervivencia del tumor (Gomez-
Bougie et al., 2018; Kale et al., 2018; Perini et al., 2018; Siddiqui et al., 2015). El mieloma
multiple se caracteriza por la sobreexpresion de proteinas anti-apoptdticas para favorecer

la supervivencia tumoral (Gong et al., 2016; Khan & Kahl, 2018; Touzeau et al., 2018).
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Al ser una posible diana para el tratamiento de tumores, se han generado unas
pequenias moléculas que mimetizan la accion de las proteinas BH3-only de la familia
BCL-2 mediante la unién a las proteinas anti-apoptoticas (Billard, 2013; Elkholi et al.,
2011; Kale et al., 2018; Singh et al., 2019). El primer mimético BH3 que se desarrollo
fue ABT-737 que esté dirigido contra las proteinas BCL-2, BCL-X. y BCL-W (Cragg et
al., 2009). Poco después y con el mismo perfil inhibidor se cre6 y evalu6 en la clinica el
farmaco ABT-263 (navitoclax). Este mimético BH3 presenta propiedades farmacologicas
mejoradas del ABT-737 pero conlleva la aparicion de trombocitopenia grave como efecto

secundario al inhibir BCL-X¢, (Billard, 2013; Leverson et al., 2015; Souers et al., 2013).

Ante los efectos secundarios generados por navitoclax, se aprovecharon las
diferencias estructurales de las proteinas BCL-2 y BCL-XL para generar miméticos BH3
especificos de cada una de ellas (Tao et al., 2014). Por tanto, se desarrollaron los
miméticos ABT-199 (venetoclax), A-1155463, A-1331852 y WEHI-539. ABT-199
inhibe a la proteina BCL-2, y se ha empleado en la clinica ante tumores hematoldgicos
como la leucemia linfocitica cronica de células B (para el que ya estd aprobado) y en
mieloma multiple (existen ensayos clinicos en marcha) (Kumar, Kaufman, et al., 2017).
En cambio, los miméticos A-1155463, A-1331852 y WEHI-539 son especificos de la
proteina BCL-Xy, siendo el mas potente A-1155463 (Tao et al., 2014). La inhibicién de
BCL-XL con este ultimo mimético ocasiona trombocitopenia, al igual que navitoclax,

pero esta es reversible (Tao et al., 2014).

Dentro de la familia BCL-2, la proteina anti-apoptotica MCL-1 tiene un papel
importante en varios canceres, entre ellos los tumores hematolégicos (Xiang et al., 2018).
El desarrollo de miméticos especificos de esta proteina ha sido lento en comparacién con
miméticos BH3 de las proteinas BCL-2 o BCL-Xy. En los ultimos afios se han generado
los compuestos S63845, S63845/MIK665, AMG176 y AZD991 (Adams & Cory, 2018).
Estos compuestos estdn en ensayos clinicos, pero el mas efectivo hasta la fecha es el

inhibidor S63845, el cual se ha usado en MM y leucemias mieloides (Xiang et al., 2018).

Todos los miméticos se han empleado en mieloma multiple en ensayos in vitro
llegando a verse que ABT-199 es efectivo sélo en un grupo concreto de mieloma multiple,
aquellos que presentan altos niveles de la proteina anti-apoptotica BCL-2 y bajos niveles
de MCL-1 o BCL-Xy y presentan la traslocacion t(11;14). (Punnoose et al., 2016;
Touzeau et al., 2014). El tratamiento con ABT-199 por tanto no es efectivo en todos los
tipos de MM debido a la coexpresion del resto de proteinas anti-apoptéticas, sobretodo
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de BCL-X¢ (Punnoose et al., 2016). En el caso de A-155463, tiene efecto en aquellos
mielomas que dependen sobre BCL-Xy antes que BCL-2 y puede ser beneficioso para
aquellos MM sensibles a ABT-263 pero resistentes a ABT-199 (Touzeau et al., 2018).
Por otro lado, el tratamiento con S63845 es efectivo en los mielomas que expresan
altamente MCL-1 y mas sensibles atn si presentan la amplificacion cromosémica 1g21

(Kotschy et al., 2016; Slomp et al., 2019) pero también poseen resistencias.

Ante la inestabilidad genética del mieloma multiple y las resistencias que genera
a los distintos farmacos que se emplean en su tratamiento, se ha llegado a probar la
combinacion del mimético ABT-737 con el inhibidor de proteasoma bortezomib
mostrando sinergia en el tratamiento en modelos animales (Cragg et al., 2009) y ABT-
199 combinado con bortezomib en pacientes de mieloma multiple pretratados y con la
traslocacion t(11:14) (Touzeau et al., 2018). Por tanto, teniendo en cuenta este estudio,
en esta tesis se ha estudiado el efecto que presentan los miméticos BH3 especificos ABT-
199, A-1155463 y S63845 por separado y en combinacion con el inhibidor de proteasoma

ixazomib para ver una posible potenciacion del perfil citotoxico de dichos farmacos.

2.2 OBJETIVOS.

En consideracioén de los antecedentes existentes y comentados en los apartados
anteriores de esta seccion, los objetivos establecidos y desarrollados a lo largo de esta

tesis son:

1. Estudio de la apoptosis inducida por ixazomib en diversas lineas de mieloma
multiple humano establecidas representativas de los principales subtipos de
MM encontrados en la clinica.

2. Estudio de la activacion de la autofagia en lineas de mieloma multiple por el
tratamiento con ixazomib. Evaluar la posible utilidad terapéutica de la
combinacion de ixazomib con el inhibidor de autofagia cloroquina.

3. Anadlisis del efecto de los miméticos ABT-199, A-1155463 y S63845 sobre la
supervivencia de lineas establecidas de mieloma multiple humano y su posible
efecto potenciador de la apoptosis inducida por ixazomib.

4. Andlisis del efecto de la combinacion de los diferentes miméticos BH3 con

ixazomib en muestras ex vivo de pacientes con MM y en un modelo in vivo.
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5. Posible generacion de inmunogenicidad ante mieloma multiple en modelo
animal tras la inyecciéon de células de MM tratadas con inhibidores de

proteasoma como carfilzomib e ixazomib.
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3.1 CULTIVOS CELULARES.

3.1.1. Lineas celulares.

Las lineas celulares empleadas para la realizacion de esta tesis son las siguientes (Tabla

3.1):

- Lineas celulares en suspension:

(@]

MM.1S: linea celular de mieloma multiple establecida a partir de su
antecesor MM.1 la cual proviene de sangre periférica de una paciente de
42 anos. Esta linea se caracteriza por la produccion de IgAA, una elevada
sensibilidad a glucocorticoides y la capacidad de formar una monocapa
sobre el sustrato donde es cultivada. Ha sido cedida por Atanasio Pandiella
del Centro de Investigacion del Céancer (Universidad de Salamanca,
Espana).

NCI-H929: linea celular de mieloma multiple establecida a partir de un
derrame pleural maligno de un paciente de 62 afios y que se caracteriza
por la produccion de IgAk. Ha sido cedida por el Dr. Antonio Campos del
Hospital Puerta del Mar (Cadiz, Espana).

OPM2: Linea celular de mieloma multiple humano establecida a partir de
sangre periférica de una paciente de 56 afios caracterizada por la expresion
de IgGA y cedida por Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ, Alemania).

RPMI8226: linea de mieloma multiple establecida en 1966 a partir de
sangre periférica de un varon de 61 afios con MM. Ha sido proporcionada
amablemente por la Dra. Martine Amiot del INSERM U463 (Nantes,
Francia).

U266: linea celular de mieloma multiple establecida a partir de sangre
periférica de un paciente varén de 53 afios de edad que se caracteriza por
una sobreproduccion IgEA. Ha sido cedida por el Dr. Antonio Campos del
Hospital Puerta del Mar (Cadiz, Espana).

MM.1S BimKO, NCI-H929 BimKO, RPMI8226 BimKO y U266
BimKO: lineas generadas durante el desarrollo de la presente tesis
mediante infeccién lentiviral de las lineas parentales segun el

procedimiento descrito en el apartado 3.5.
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MM.1S Lentricrispr vacio, NCI-H929 Lentricrispr vacio, RPMI8226
Lentricrispr vacio, y U266 Lentricrispr vacio: lineas generadas durante
el desarrollo de la presente tesis mediante infeccion lentiviral de las lineas
parentales segtn el procedimiento descrito en el apartado 3.5.

OPM2 pLVTHM: linea generada mediante infeccion lentiviral en nuestro
laboratorio mediante el desarrollo de la presente tesis.

OPM2 shBim: linea generada anteriormente en nuestro laboratorio
mediante técnicas de transfeccion con shRNA.

MM.1S Bax/Bak KO: linea generada en nuestro laboratorio por el
estudiante predoctoral Manuel Beltran Visiedo.

RPMI8226 pLZR, RPMI8226 Mcl-1 y RPMI8226 Bcl-Xvi: lineas
generadas previamente en nuestro laboratorio (Galan-Malo et al., 2012;
Gomez-Benito, Balsas, et al., 2007).

MM.1S shATGS: linea carente de la proteina ATGS implicada en el
correcto desarrollo del proceso de autofagia. Generada previamente en
nuestro laboratorio por el Dr. Vidal Jarauta Azcona (Jarauta, 2015).
MM.1S Vector vacio shATGS: linea generada durante el desarrollo de
esta tesis como control del proceso de infeccion lentiviral en nuestro
laboratorio.

RPMI8226 resistentes Bortezomib (8226/7B): linea generada
previamente en nuestro laboratorio por la Dra. Patricia Balsas se
caracteriza por ser resistente a dosis inferiores o iguales a 15 nM del
inhibidor de proteasoma Bortezomib (Balsas et al., 2012).
MOPC315.BM: linea establecida a partir del plasmacitoma 315 generado
en un raton BALB/c, cedida amablemente por el Dr. Hofgaard
(Universidad de Oslo, Noruega).

MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen: linea generada mediante infeccion
lentiviral a partir de la linea MOPC315.BM. Ha sido obtenida en el
laboratorio con anterioridad por el Dr. Alfonso Serrano para el
seguimiento del crecimiento tumoral en ensayos con ratones (Serrano del

Valle, 2020).
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- Lineas celulares adherentes:
o HEK 293T: linea de fibroblastos embrionarios humanos de rifion.
También proporcionadas por el Dr. Carrodeguas, Departamento de
Bioquimica (Universidad de Zaragoza, Espafia). Esta linea ha sido

empleada principalmente para la produccion de particulas lentivirales.

Tabla 3.1. Lineas celulares empleadas en el desarrollo de esta tesis. Se muestra un resumen de las lineas
establecidas empleadas en este trabajo.

LINEA CELULAR ESPECIE MODIFICACION GENETICA
MIELOMAS
MML.1S Humano No
MM.1S BIM KO Humano Si
MM.1S Lenticrispr vacio Humano Si
MM1.S BAX/BAK KO Humano Si
MM.1S shATGS Humano Si
MM.1S Vector vacio de Humano S
shATG5
MOPC315.BM Raton No
MOPC315.BM-Luc2- , ,
Raton Si
ZsGreen
NCI-H929 Humano No
NCI-H929 BIM KO Humano Si
NC!—H929 Lenticrispr Humano S
vacio
OPM-2 Humano No
OPM-2 shBIM Humano Si
OPM-2 PLVTHM Humano Si
RPMI8226 Humano No
RPMI8226 BIM KO Humano Si
RPMI8226 Lenticrispr .
, Humano Si
vacio
RPMI8226 PLZR Humano Si
RPMI8226 MCL-1 Humano Si
RPMI8226 BCL-XL Humano Si
RPMI8226 Resistentes
. Humano No
bortezomib
U266 Humano Si
U266 BIM KO Humano Si
U266 Lenticrispr vacio Humano Si
OTRAS LINEAS CELULARES
HEK 293T Humano No

3.1.2. Materiales y medios de cultivo celular.
Las principales lineas celulares empleadas durante el desarrollo de esta tesis son

lineas en suspension, por lo que han sido cultivadas en medio RPMI 1640 GlutaMAX™
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(Gibco) suplementado con un 10% en volumen de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco) y un
1% de antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml, Sigma-Aldrich). En
el caso de las lineas MOPC315.BM y MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen, han sido cultivadas
en medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) suplementado con un 10% en volumen de
Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco), un 1% de antibiodticos (penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml, Sigma-Aldrich) y un 1% de aminoécidos no esenciales
(Sigma-Aldrich). Por el contrario, para la linea HEK 293T empleada en la generacion de
virus, se ha empleado medio DMEM 1640 GlutaMAX™ (Gibco) también suplementado
con un 10% en volumen de SFB (Gibco) y un 1% de antibioticos (penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml, Sigma-Aldrich).

Todo el material de plastico estéril empleado durante el desarrollo de esta tesis
(frascos de cultivo, placas de 6, 12, 24 6 96 pocillos, etc...) procedian de la marca TPP y
los tubos criogénicos de NUNC Cell Culture. Los tubos de fondo conico de 15 y 50 ml,
asi como las pipetas seroldgicas empleadas para el mantenimiento de los cultivos
celulares procedian de Corning™, Cultek. Ademas, €l material de vidrio empleado, asi
como las puntas de micropipetas y cualquier otro tipo de material destinado a la
manipulacion de cultivos ha sido previamente esterilizado en autoclave (Autester, Mod

4376, Selecta) durante 20-30 minutos a 1,2 atmosferas de presion.

Se utiliz6 dimetil-sulfoxido (DMSO, Sigma) para reconstituir el farmaco
ixazomib (Selleckchem y MedchemExpress), los miméticos BH3 como ABT-199
(MedchemExpress), A-1155463 (MedchemExpress) y S63845 (MedchemExpress), los
inhibidores de caspasas Z-DEVD-fmk, Z-IETD-fmk y Z-VAD-fmk (MedchemExpress)
y los farmacos inhibidores de autofagia cloroquina (CLQ), DBeQ y CB5083

(Selleckchem). La solucion Ficoll-Paque™ se solicité a Sigma-Aldrich.

Todas las manipulaciones de células se han realizado en campana de flujo laminar
vertical (Telstar Bio-II-A/P) y los cultivos han sido mantenidos en un incubador de CO>
termostatizado (Hareus Heracell 1501, Thermo) a 37°C, con un 5% de CO; y aire saturado

de humedad.

Durante el mantenimiento de los cultivos celulares y a la hora de realizar esta tesis

se han empleado las siguientes centrifugas:

- Microfuge 16 (Beckman Coulter).
- Eppendorf Centrifuge 5471R
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- Allegra X-15R (Beckman Coulter).

3.1.3. Mantenimiento cultivos celulares y deteccion micoplasmas.

Las lineas celulares se han mantenido rutinariamente en frascos de cultivo de 25
6 75 cm? (TPP) realizando subcultivos periédicamente de todas las lineas empleadas. Para
estos subcultivos, se ha tenido en cuenta la viabilidad celular y se han establecido a una
densidad celular (células/ml) en torno a 1,5x10°- 3x10° células/ml en su medio

correspondiente segun su tipo celular.

Rutinariamente se comprobd el estado morfologico de los cultivos gracias a un
microscopio invertido (Nikon) y, se realizaron pruebas de deteccion de Micoplasmas de
manera periodica mediante el kit comercial “Mycoplasma Gel Detection Kit” (Biotools)
que se basa en la amplificacion del DNA de micoplasmas por PCR. En caso de ser
necesario, se procedio a la eliminacion de los mismos empleando una combinacién de

antibioticos comercial, BM Cyclin (Roche).

3.1.4. Determinacion de la viabilidad y densidad celular en los cultivos celulares.
La determinaciéon de la viabilidad celular se realiz6 mediante contaje con azul
trypan (Sigma-Aldrich). Este colorante se introduce unicamente en las células cuya
membrana plasmatica estd dafiada, por lo que permite diferenciar las células muertas
tefiidas de azul, de las células vivas en blanco a través de un microscopio 6ptico (Nikon).
Para el contaje, se mezclaron 50 pl de la suspension celular con 50 pl de azul trypan. Se
colocaron 10 pl de dicha mezcla en una camara de Neubauer o hemocitdmetro y para

proceder al contaje mediante un microscopio 6ptico (Nikon).
La densidad celular se calcul6 mediante la siguiente formula:

n? células viables . Factor dilucién . 10*

Densidad celular (Cel. ml™1) = o cadrartos contados

Siendo 10* el factor de correccion del volumen del hemocitometro.

En cuanto a la viabilidad celular se aplic6 la siguiente ecuacion:

Viabilidad celular (%) _ ne de células contadas vivas 100

ne de células contadas totales

Todos los experimentos se han realizado partiendo de una viabilidad celular

superior al 85%.
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3.1.5 Congelacion y descongelacion de cultivos celulares.

Para el proceso de congelacion se recogieron 6x10° células totales del cultivo y se
pasaron a un tubo conico de 15 ml. A continuacion, se centrifugaron a 58xg durante 5
minutos y se descartd el sobrenadante. Por ultimo, se resuspendieron en una mezcla de
250 ul SFB (Gibco), 200 pl de medio completo (RPMI 1640 GlutaMAX™ 0 DMEM1640
GlutaMAX™ (Gibco) con 10% (v/v) de SFB y 1% (v/v) antibiodtico) correspondiente
segun tipo de linea celular, y 50 ul de DMSO (Sigma). A continuacion, se paso la solucion
con células a un criotubo, previamente rotulado, que fue almacenado a -80° C durante 48
h y posteriormente introducido en un tanque de nitrogeno liquido para mayor

conservacion en el tiempo.

Para descongelar las lineas celulares, se afiadid lentamente a los criotubos un
pequefio volumen de medio completo, correspondiente segun el tipo celular, hasta la
descongelacion de las células. Posteriormente, dicha suspension se afiadié a un tubo
conico de 15 ml que ya contenia previamente 10 ml de medio completo para realizar un
lavado. Se centrifugd a 58xg durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante para
resuspender el pellet en un volumen de 5-10 ml de medio completo en funcion del tamafio
de este y se colocaron en un T25 en la estufa a 37°C y 5% de CO>. Una vez la linea celular
se recuperd de la descongelacion, se resembraron a la densidad habitual previamente

comentada (apartado 3.1.3).

3.2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION, CITOTOXICIDAD Y
APOPTOSIS CELULAR.

3.2.1 Determinacion de la proliferacion celular.

Para determinar la proliferacion tras el tratamiento con ixazomib se empled el
método propuesto originalmente por Mosmann y posteriormente modificado por Denizot
y Lang (Denizot & Lang, 1986). Este método relaciona el nimero de células viables con
la cantidad generada de cristales de azul formazan, los cuales son insolubles en medio
acuoso y son producidos por la oxidacion del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2tiazoil)-2,5-
difeniltetrazolico (MTT). Esta reaccion se lleva a cabo por enzimas deshidrogenasas
intracelulares por lo que la cantidad de cristales formados es proporcional a la viabilidad
celular. Para diferenciar entre efecto citostatico o citotoxico se realizaron paralelamente

contajes con azul trypan.
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Las células se cultivaron a una densidad de 3x10° células/ml en placas de 96
pocillos de fondo plano, con un volumen final de 100 pl por pocillo y al menos 4 réplicas
por punto experimental, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones del
farmaco ixazomib (Control; 1,56 Nm; 3,12 nM; 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM y 50 nM). La
placa se incubo a 37°C y 5% de CO; durante 24 h o 48 h en funcion del tiempo estipulado
para el experimento. Transcurrido este tiempo, se afadi6 a cada pocillo 10 pul de la
solucion MTT (5 mg/ml) en PBS mediante una pipeta de repeticion y se incub6 durante
2-3 h a 37°Cy 5% de CO: en una estufa. Tras este tiempo, la formacion de cristales era
visible a simple vista por lo que se procedid a centrifugar la placa a 1455xg durante 30
min para depositar en el fondo las células en suspension junto a los cristales formados.
Posteriormente, se extrajeron 50 pl de volumen del pocillo para reducir interacciones del
disolvente organico con el medio de cultivo y facilitar la disolucion de los cristales, la
cual se llevd a cabo con la adicion de 100 pl por pocillo de una mezcla de isopropanol/HCI
0,05M. A continuacioén, se colocd la placa en un agitador de placas (Bioblock, Francia)
durante unos 15 segundos para disolver por completo los cristales antes de la lectura de
la placa en un lector de placas ELISA (Multiskan EX, Thermo Scientific) a 550 nm. Por
ultimo, se presentaron los resultados como porcentaje de crecimiento celular de cada

condicion experimental respecto al control.

3.2.2 Analisis de la apoptosis por citometria de flujo mediante marcaje con
Anexina Vy 7-AAD.

Durante el proceso de apoptosis se produce la traslocacion en la membrana celular
del fosfolipido fosfatidilserina (PS) de la hemicapa interna a la hemicapa externa, siendo
un mecanismo para facilitar la fagocitosis de la célula muerta. Una manera de evaluar
esta traslocacion es mediante el marcaje con Anexina V, una molécula que se une con
una alta afinidad a este fosfolipido. Dicha molécula puede estar conjugada con diferentes
fluor6foros como el isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Aex = 490 nm; Aem = 525 nm),
DY-634 (Aex= 635 nm; Aem = 658 nm), aloficocianina (APC) (Aex = 650 nm; Aem = 660 nm)
0 DY-647(Aex = 653 nm; Aem = 672 nm). Todas las combinaciones de Anexina V-
fluoréforo empleadas en el desarrollo de esta tesis se realizaron en el laboratorio

siguiendo el protocolo descrito por Logue (Logue et al., 2009).

Esta técnica se empled para analizar el nivel de apoptosis inducida por diferentes
inhibidores de proteasoma (principalmente ixazomib y en algunos casos carfilzomib o

bortezomib) ya sea solos, o en combinacién con otros farmacos (DBeQ, CB-5083 y

81



Materiales y métodos

cloroquina, todos ellos de Selleckchem: inhibidores sintéticos de caspasas Z-VAD-fmk,
Z-IETD-fmk y Z-DEVD-fmk todos ellos de MedChemExpress) o miméticos BH3 (A-
1155463, ABT-199, ABT-737 y S63845, todos ellos de Selleckchem). Todas las lineas
analizadas con este método fueron sembradas, por duplicado, a una densidad 3x10°
celulas/ml en 500 pl de medio completo RPMI 1640 GlutaMAX™, con la concentracion
correspondiente al experimento de cada farmaco en placas de 24 o 48 pocillos. Una vez
transcurrido el tiempo estipulado para cada experimento, se recogieron las células en
tubos de citometria previamente rotulados y se centrifugaron a 335xg durante 5 minutos.
A continuacion, se descarto el sobrenadante mediante aspiracion por bomba de vacio o
decantacion y se resuspendieron en 100 pl de una dilucion ABB 1x (4nnexin Binding
Buffer; Hepes/NaOH 10 nM pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl; 2.5 nM) en agua Mili-Q estéril,
preparada durante la centrifugacion a partir de una dilucion ABB 10X. Esta dilucion ABB
1X contenia 0,2 ul de Anexina V-FITC por cada 25 muestras o 0,02 pl de Anexina V-
APC o Anexina V-DY 647 por cada 40 muestras. Se incubaron los tubos durante 15 o 20
minutos en oscuridad para evitar el desgaste de los fluor6foros. Ademas, para una correcta
resuspension del pellet celular en los tubos se utilizé un vortex antes de colocar el tubo

en el citémetro de flujo (FACScalibur™, BD Biosciences).

También se utilizoé 1 pl por cada muestra de la sonda 7-aminoactinomicina D (7-
AAD, Biolegend) (Aex =488 nm; Aem= 650 nm) en PBS, capaz de unirse al DNA y marcar
solo aquellas células cuya membrana plasmatica esta danada. Se utiliza como marcador
de necrosis celular y permite completar la informacion obtenida con la metodologia de la

Anexina V descrito previamente en esta misma seccion.

3.2.3 Analisis del potencial de membrana mitocondrial por citometria de flujo
mediante marcaje con DiOC6(3).

En las células se produce un potencial mitocondrial (Ay) o de membrana
mitocondrial como consecuencia de transporte de electrones en la cadena respiratoria. En
el momento que se produce la muerte celular, este potencial se interrumpe y decae. Por
ello, existen diferentes sondas (TMRE, DiOCe(3)) que permiten medir el potencial
mitocondrial de las células mediante citometria de flujo. DiOCs(3) es una sonda lipofilica
cationica, la cual difunde facilmente por el citosol y se acumula en las mitocondrias
cuando estas presentan Ay activo. Este compuesto emite fluorescencia a 530 nm y 575

nm, disminuyendo su emision fluorescente cuando hay alteraciones en Ay.
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Una vez las células fueron incubadas con los farmacos a 24 h, se procedid al
marcaje con DiOCs(3) y posteriormente con Anexina V-APC o Anexina V-DY 647 para
cuantificar simultaneamente la muerte apoptotica. Para ello se adicion6 la sonda
Di0OCs(3) a cada pocillo de la placa con una concentracion final de 10 nM diluido en ABB

1X y se incubaron las células durante 30 min en la estufa a 37°C y 5% de COx.

Transcurrido dicho tiempo se marcd con Anexina V-APC o Anexina V-DY647,
como se indica en el aparado 3.2.2 y, por ultimo, las muestras se analizaron en un

citdmetro de flujo (FACScalibur™, BD Biosciences).

3.2.4 Analisis de la actividad del proteasoma.

Para medir la actividad del proteasoma se emple6 el kit 20S Proteasome Activity
Assay (Millipore, Chemicon®), el cual se basa en la deteccion del fluor6foro 7-Amino-
4-metilcumarina (AMC) después de la escision del substrato LLVY-AMC. El AMC libre

es cuantificable mediante fluorescencia con el filtro 380/460 nm.

Se coloco, en una placa de 96 pocillos de fondo plano, 30 pug de extracto de las
lineas cultivadas con ixazomib (25 nM) durante el tiempo estipulado para cada ensayo (1,
4 0 24 h). A continuacidn, se anadid a cada pocillo los volumenes indicados por el kit de
Assay buffer 10X, sustrato (LLVY-AMC) y agua hasta alcanzar un volumen final de 100
uL. La placa se incubd durante 2 h a 37°C. Posteriormente se midi6é el AMC libre en un
espectofotometro-luminometro (BioTek) con el filtro 380/460 nm. y se cuantifico el

porcentaje de actividad del proteasoma respecto a la condicion basal (sin tratamiento).

3.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS.

3.3.1 Analisis de la expresion de proteinas mediante Western Blot.
3.3.1.1 Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares.

Primero se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 3x10°
células/pocillo, las lineas celulares en diferentes condiciones segin el experimento a
realizar, en un volumen total de 10 ml. A continuacion, se incubaron los tiempos

indicados segun en el experimento.

Una vez transcurrido el tiempo estipulado, se recogieron las células en tubos de
fondo coénico de 15 ml y se centrifugaron a 335xg durante 5 min, y se determind el nimero

total de células y la viabilidad en cada muestra mediante contaje con azul trypan o
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mediante la técnica de Anexina V (explicada en el apartado 3.2.2 ). Una vez finalizada
la centrifugacion, se descartd el sobrenadante mediante decantacion o succion con bomba
de vacio, y se resuspendié en 1 ml de PBS. Después, se traspas6 todo el volumen a un
eppendorf estéril previamente rotulado, el cual fue centrifugado durante 5 min a 335xg.
Posteriormente, mediante micropipeta se eliminé todo el sobrenadante y se adicion6 20
ul de tampoén de lisis (Triton-X100 al 1%, Sigma; NaCl 150 nM, Merck; Tris/HCI 50
mM, pH 7.6, Sigma; glicerol al 10% v/v, Scharlau; EDTA 1 mM, Sigma; Ortovanadato
sodico 1 mM, Sigma; Pirofosfato sédico 10 mM, Sigma; Leupeptina 10 pg/ml, Sigma;
Fluoruro de sodio 10 mM, Sigma; Fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM, Sigma) por cada
10° células presentes en el pellet recogido. Una vez afadido y resuspendido el pellet,
evitando la formacion de burbujas, se dejé al menos 30 minutos en hielo. A continuacion,
se centrifugod a 4°C durante 10 minutos a 18000xg. Por tltimo, se traspasé el sobrenadante
a un nuevo eppendorf estéril rotulado y se almacenaron a -20°C hasta el momento de su

uso o se procedio a la cuantificacion de proteina total en la muestra.

3.3.1.2 Preparacion de muestras para separacion de proteinas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida.

Tras la obtencion de los extractos celulares se determiné la cantidad de proteina
total presente en ellos. Para ello, se empled el método BCA (Bicincominic Acid; Micro
BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific) basado en un ensayo colorimétrico de alta
sensibilidad y poca interaccion con detergentes idnicos y no ionicos. En este método se
produce una reduccion de Cu®** a Cu” proporcional a la cantidad de proteina presente para
la formacion de un complejo proteina-Cu?*. Dicha reduccion es cuantificable debido a la
formacion de un complejo estable de color azul-morado entre el BCA y el Cu' con una
absorbancia a 562 nm. Por tanto, se colocé en una placa de 96 pocillos planos un volumen
total de 100 pl por pocillo de una mezcla de PBS + 2 ul de muestra. Para la recta patron
se realizo una dilucion secuencial a partir de una disolucion stock de BSA a 2 mg/ml
(Sigma). A continuacion, se anadieron 100 pl de la mezcla de reactivos del kit BCA y se
dejo incubar a 58°C durante 15 min. Por ultimo, se realizoé la lectura de la placa mediante
un lector de placas ELISA (Multiskan EX, Thermo Scientific) a 550 nm, y se extrapolo
la concentracion de proteina mediante el andlisis de las absorbancias con el programa

Microsoft Excel 2016.

Una vez determinada la concentracion de proteina en cada muestra, se prepard un

eppendorf estéril con un volumen final de 40 pl para cada muestra que contenia una

84



Materiales y métodos

mezcla del volumen necesario para tener 200 pug de proteina, 13 pl de tampdn de carga
3x (Tris/HCI 150 mM, pH 7.4; Dodecilsulfato sédico (SDS) al 3%; Molibdato de sodio
0,3 mM; Pirofosfato s6dico 30 mM; Fluoruro de sodio 30 mM; Glicerol al 30% v/v; -
mercaptoetanol al 30% v/v; Azul de bromofenol al 0,06% p/v) y un volumen de agua
Mili-Q especifico para cada muestra hasta alcanzar el volumen final establecido.
Posteriormente se calentaron las muestras preparadas a 99°C durante 10 minutos en un
bloque térmico (Thermomixer comfort, Eppendorf) sin agitacion y se les dio un pulso de
centrifuga a 14462xg durante 30 segundos. Por tltimo, se cargaron las muestras en un gel
de poliacrilamida al 15% para su posterior separacion mediante electroforesis o se

conservaron a -20°C hasta su uso.

3.3.1.3 Separacion de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS y transferencia a membranas de PVDF o nitrocelulosa.

Para la separacion de proteinas de las muestras previamente preparadas segun los
apartados 3.3.1.1 y 3.3.1.2 , se prepararon en el laboratorio geles de poliacrilamida al
15% a los que se les adiciond SDS segun la composicion reflejada en la Tabla 3.2. Tras
la polimerizacion fueron colocados en una cubeta de electroforesis (Sub Cell GR, Bio-
Rad) con Running Buffer (Trizma 19 mM, Sigma; Glicina 1.9 mM, Panreac; SDS al
0,01%, Merck) y se cargo en cada pocillo 10 pl de las muestras preparadas anteriormente
que contenian 50 pg de proteina o 2 pl de marcador de pesos molecular BlueStar Plus
Prestained Protein Marker, Genetics (Cultek). La separacion de proteinas se llevo a cabo
durante 30 minutos a 80V y 20 mA/gel mientras las muestras entraban en el gel
concentrador (Stacking gel) para una alineacion correcta antes de la entrada en el gel

separador (Resolving gel), donde las condiciones cambiaron a 1 hora y 30 minutos a 180

Vy 20 mA/gel.

Posteriormente se transfirieron las proteinas separadas a una membrana de PVDF
(Polifluoruro de vinilideno, GE Healthcare) previamente activada durante 30 segundos
en metanol, o a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) la cual no necesita ser
activada previamente. La electrotransferencia se realizd en condiciones semisecas
colocando una estructura compuesta por 2 capas de papel Whatman (Ge Healthcare)
humedecidos en tampdn de transferencia o Transfer Buffer (Tris/HCl 48 mM pH 8.3,
Sigma; Glicina 39 mM, Sigma; SDS al 0,037%, Merck; 20% Metanol grado HPLC,
Panreac), la membrana humedecida en dicho tampon, el gel incubado unos segundos en

este tampon y, por ultimo, otras 2 capas de papel Whatman también humedecidas. Esta
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estructura se formo evitando que quedasen burbujas entre las diferentes capas y se coloco
en un equipo de transferencia semiseca (Bio-Rad) durante 1 hora y 15 minutos a 20 V' y

400 mA.

Tabla 3.2. Composicion de los geles de poliacrilamida con SDS empleados en la separacion de

proteinas mediante electroforesis.

Stacking Gel Resolving gel (15%)

Acrilamida / Bis, Bio-Rad 0,5 ml 1,9 ml

0,5 M Tris-HCI pH 6.8 1,25 ml -

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 - 1,25 ml

SDS al 10% 50 pl 50 ul

Agua Destilada 3 ml 1,7 ml

APS al 10% (p/v), Sigma 150 pl 100 pl
T.E.M.E.D, Sigma 15 pl 10 pl

Total S5ml S ml

Finalizada la electrotransferencia, se comprobd que esta habia sido correcta
mediante la tincion de la membrana con Rojo Ponceau (Merck) al 0,1% en &cido acético
al 0,05% (p/v). Finalmente, se procedio al bloqueo de la membrana en cubetas que
contenian una disolucion de leche desnatada al 5% (p/v) en tampon B (Tris/HCI 10 mM,
pH 8; NaCl 0,12 M; Tween-20 al 0,1%, Panreac; Timerosal 0,1 g/L) durante 1 h a T*

ambiente y en agitacion.

3.3.1.4 Analisis de proteinas por Western Blotting y deteccion de inmunocomplejos.

Tras bloquear la membrana, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con tampén B en
agitacion. Posteriormente se incubo con una disolucion al 5% BSA (con 0,05% azida de
sodio) en tampon B y el anticuerpo primario especifico de la proteina a detectar como se
recogen en la Tabla 3.3 , a la concentracion indicada por el proveedor en condiciones de

agitacion a 4°C durante toda la noche [over night (o/n)].

A continuacion, se recogi6 la disolucion que contiene el anticuerpo primario y se
lavé la membrana con tampén B tres veces durante 5 minutos en agitacion. Después, se
incubé la membrana durante 1 h en agitacion con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado a peroxidasa en una dilucion del 5% de leche en polvo
desnatada en tampon B. Pasado este tiempo se eliminé el anticuerpo secundario y tras
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lavar de nuevo 3 veces (15, 10 y 5 minutos) con tampon B, se llevo a cabo la deteccion
de los complejos antigeno-anticuerpo mediante generacion de quimio-luminiscencia con
un sustrato de peroxidasa comercial (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate, Thermo
Scientific) en un equipo de revelado de Western Blot digital (Amersham™ Imager 600,
GE Life Sciences). Para ello se coloco la membrana en una funda de pléstico, se aplico el
sustrato de la peroxidasa durante 1 min y después se expuso durante un tiempo estimado
automaticamente por el aparato de revelado. Si el tiempo estimado era insuficiente las

membranas se expusieron durante 30 minutos.

Tabla 3.3 Anticuerpos empleados en la deteccion de proteinas mediante la técnica Western Blot.

ANTICUERPO ‘ TIPO, ‘ DILUCION ’ MARCA COMERCIAL
ESPECIE

o-tubulina (clon B-5- | mc, raton 1/10000 Cell Signaling, 3873
1-2
Atg)S (clon D1GY) pc, conejo 1/1000 Cell Signaling, 85405
B-actina ‘ mc, raton 1/10000 Cell signaling, 3700
Bak (clon G-23) Pc. conejo 1/1000 Santa Cruz, sc-832
Bax (clon B-9) ‘ mc. ratéon 1/1000 Santa Cruz, sc-7480
Bcel-2 mc, raton 1/500 Abcam, ab692
Bcl-2 (clon 100/D5) ‘ mc, raton 1/250 Santa Cruz, sc-56015
Bcl-Xy1. (clon 54H6) pc, congjo 1/1000 Cell Signaling, 2764S
Bim (clon C34C5) ‘ pc, conejo 1/1000 Cell Signaling, 2933S
IgG anti-conejo PO mc, raton 1/20000 Sigma, A9169
IgG anti-ratén PO ‘ mc, cabra 1/20000 Sigma, A9044
LC3B pc, conejo 1/1000 Sigma, L7543
Mcl-1 (clon 22) ‘ mc, raton 1/250 Santa Cruz, sc-12756
Noxa pc, conejo 1/250 Abcam, 114C307
Noxa (clon 144¢307) ‘ mc, raton 1/250 Santa Cruz, sc-56169
p62 (SQ STM1) mc, raton 1/1000 Santa Cruz, sc-28359
Puma (clon SR42-09) ‘ pc, conejo 1/500 Novus, NBP2-67326

* Abreviaturas: mc (monoclonal) y pc (policlonal)

Como control de carga se empled la a-tubulina (Sigma) o la B-actina (Sigma)
dependiendo de los pesos moleculares de las proteinas anteriormente analizadas. Para ello
se utilizé una dilucion de dichos anticuerpos monoclonales, ambos obtenidos en raton, a
una dilucion 1:10000 en tampoén B al 2,5% de leche desnatada en polvo durante 30
minutos en agitacion. Transcurrido dicho tiempo, se lavé la membrana 3 veces durante 5
minutos y se incub6 con un anticuerpo frente a IgG de raton (Sigma) obtenido en cabra 'y

conjugado en peroxidasa, a una dilucion 1:20000 en tamp6n B al 2,5% de leche desnatada

87



Materiales y métodos

en polvo. Por ultimo, se tratd la membrana para su deteccion como se ha comentado en

el parrafo anterior.

3.3.2 Analisis de la expresion de proteinas mediante citometria de flujo.

En la siguiente Tabla 3.4 se recogen todos los anticuerpos utilizados para el
marcaje y posterior analisis mediante citometria de flujo. Los tiempos y buffers necesarios
se encuentran explicados en los siguientes subapartados de esta seccion.

Tabla 3.4. Anticuerpos empleados en deteccion de proteinas mediante citometria de flujo.

En ella se muestran los anticuerpos empleados para la deteccion de las diferentes proteinas por la
técnica de citometria de flujo.

MARCAJE TIPO, ESPECIE CASA LONGITUD

ESPECIE | DIRIGIDA COMERCIALyYy | EMISION Y
REFERENCIA | EXCITACION

Ms IgG1 Isotype mc, Raton ~ Humano Invitrogen, Aex = 490 nm

Control- MAI-191-D488 Aem= 525 nm

DyLight® 488

(clon MOPC-21)

Anti- mc, Raton | Humano Enzo Life Aex= 490 nm

Calreticulina- Sciences, Aem = 525 nm

mab DyLight™ ADI-SPA-601-

488 488-F

(clon (MC75)

Anti-Caspasa 3 pc, Conejo  Humano BD Biosciences, Aex= 490 nm;

Activa-FITC 559341 Aem= 525 nm

(clon C92-605)

Anti-IgG (H+L) pc, Cabra Conejo Invitrogen, Aex =490 nm

conejo Alexa A-11034 Aem= 525 nm

Fluor® 488

Anti-IgG (H+L) pc, Cabra Raton Invitrogen, Aex =490 nm

raton Alexa Fluor A-11029 Aem= 525 nm

488

Anti-NOXA mc, Raton | Humano Santa Cruz, No tiene

(clon 144¢307) sc-56169

Anti-PUMA pc, Conejo | Humano Abcam, No tiene

ab9643

3.3.2.1 Determinacion niveles de caspasa-3 activa.

Se analiz6 la activacion de caspasa-3 a diferentes tiempos en células tratadas con
ixazomib. También se evalud la activacion de caspasa-3 en presencia y ausencia del
inhibidor de caspasas general Z-VAD-fmk (MedChemExpress) a una concentracion de

50 uM, concentracion optimizada en estudios anteriores realizados en el laboratorio.

88



Materiales y métodos

Para ello, se sembraron 3x10° células por punto, tratado o sin tratar, y se dejaron
incubar en una estufa a 5% CO» y 37°C durante el tiempo estipulado para cada ensayo.
Posteriormente se recogieron en tubos de citdémetro que se centrifugaron a 335xg durante
5 minutos, se elimin6 el sobrenadante por aspiracion mediante bomba de vacio o por
decantacion y se resuspendieron en 500 ul de paraformaldehido al 4% en PBS durante 10
min a T* ambiente para fijar las células. Pasado este tiempo se centrifugaron a 335xg
durante 5 minutos y se descart6 el sobrenadante. Los pellets se resuspendieron en 200 ul
de PBS con 0.1% (p/v) saponina (Sigma) durante 20 minutos a T* ambiente para generar
poros en las membranas celulares y permitir la entrada del anticuerpo. Transcurrido el
tiempo, se centrifugaron durante 5 minutos a 335xg y se descart6 el sobrenadante para
realizar 2 lavados con 200 pl de PBS estéril y una posterior resuspension en 100 pl de
una disolucion de PBS al 5% de SFB que contenia el anticuerpo anti-Caspasa 3 activa
unido al fluor6éforo FITC (Tabla 3.4) en una dilucion 1:20. Se dejo incubar durante 30
minutos en condiciones de oscuridad y a T* ambiente antes de proceder al analisis de cada

tubo mediante citometria de flujo.

3.3.2.2 Determinacion niveles de expresion de PUMA y NOXA.
Para el estudio de los niveles de expresion de PUMA y NOXA inducidos por el
tratamiento con ixazomib, se procedido de manera similar al analisis de la activacion de

caspasa-3 activa. Estos ensayos se realizaron también en presencia o ausencia de Z-VAD-

fmk a 50 puM.

Se siguieron los mismos pasos descritos en el apartado 3.3.2.1 hasta los lavados
con PBS tras la incubacion con PBS al 0.1% saponina (Sigma), donde cada tubo se dividio
en 2; uno para analizar los niveles de PUMA y otro para NOXA. A continuacion, se
resuspendieron en 50 pl de una dilucion de PBS al 5% de SFB que contenia o bien el
anticuerpo anti-NOXA (Santa Cruz Biotech) (Tabla 3.4) en una diluciéon 1:10 o el
anticuerpo anti-PUMA (Abcam) (Tabla 3.4) a una dilucion 1:100. En ambos casos, se
dejo incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugaron a 930xg
durante 5 minutos y se descart6 el sobrenadante para proceder a un lavado con 200 pl de
PBS estéril. Por ultimo, se resuspendieron en 50 pl de una dilucion de PBS al 5% de SFB
que contenia anticuerpos anti-IgG de conejo conjugado con el fluordforo Alexa 488™
(Invitrogen) (Tabla 3.4) a una dilucion 1:100 para PUMA, anticuerpos anti-IgG de raton

conjugado con Alexa Fluor 488™ (Invitrogen) (Tabla 3.4) a una dilucién 1:50 en el caso

de evaluar la expresion de NOXA. Antes de analizar los tubos por el citometro de flujo
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(FACScalibur™, BD Biosciences) se incubd con la disolucién anterior a T* ambiente

durante 30 minutos y se adicion6 200 pl de PBS antes de colocar el tubo en el aparato.

Ademas, se analiz6 la viabilidad mediante marcaje con 7-AAD tal y como se

explica en el apartado 3.2.2 .

3.3.2.3 Determinacion niveles de calreticulina.

En estudios anteriores realizados en el laboratorio, se observo que algunos
inhibidores de proteasoma producen una muerte inmunogénica por lo que se procedi6 al
estudio de dicho proceso en el caso de células tratadas con ixazomib s6lo o en
combinacion con miméticos BH3 (A-1155463, ABT-199 y S63845, MedChemExpress)
o con inhibidores de caspasas (Z-VAD-fmk, Z-IETD-fmk y Z-DEVD-fmk,
MedChemExpress).

Para ello se sembraron 2,5x10° células por pocillo tratado o control, y se dejo
incubando la placa a 37°C durante 24 h en una estufa con 5% de COx. Transcurrido dicho
tiempo, se recogieron las células en tubos de citometro los cuales se centrifugaron durante
5 minutos a 335xg y se descarto el sobrenadante mediante bomba de vacio o decantacion.
A continuacion, se resuspendieron e incubaron los pellets con 100 pl de una disolucion
de PBS al 5% de SFB con 0,5 pl del anticuerpo anti-calreticulina-DyLight™ 488 (Enzo
Life Sciences) (Tabla 3.4) o 1 pl del control Ms IgG1 Isotype Control- DyLight® 488
(Invitrogen) (Tabla 3.4) y 1 ul de 7-AAD durante 30 minutos a 4°C en condiciones de
oscuridad. Transcurrido dicho tiempo, se afiadi6 200 pl de PBS al 5% de SFB y se

analizaron por citometria de flujo.

3.4. TECNICAS BIOLOGIA MOLECULAR.

3.4.1 Preparacion de medios y cultivos bacterianos.
Toda la preparacion y manipulacion de los medios de cultivo y cultivos
bacterianos se realizaron bajo las condiciones de esterilidad creada por la llama de un

mechero de alcohol.

En cuanto al medio de cultivo liquido, se prepar6 medio Luria Bertani (LB) a
partir de 10 g de triptona (Scharlau), 5 g de extracto de levadura (Scharlau) y 5 g de NaCl
(PanReac AppliChem) diluidos en 1 litro de agua destilada. Una vez preparada la

disolucion se dividi6 en dos botellas de vidrio de 500 ml, las cuales se autoclavaron para
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garantizar la esterilidad en un autoclave (Autestar Mod 4376, Selecta). Tras enfriar las

botellas a T* ambiente fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

Por otra parte, para preparar placas LB-agar, se disolvieron en 200 ml de agua
destilada 3,5 g de Plate Count Agar (Sigma-Aldrich). Una vez disuelto se vertié en una
botella de vidrio de 500 ml y se esteriliz6 en un autoclave. Tras atemperarse y sin llegar
a la gelificacion del medio, se afiadid6 en una campana de flujo laminar vertical el
antibiotico de seleccion (Ampicilina a 100 pg/ml, Roche; o Kanamicina a 50 pg/ml) y se
agitd suavemente para una correcta homogenizacion. A continuacion, dentro de la misma
campana, se vertio el contenido de la botella en placas Petri de 100 mm las cuales se
dejaron abiertas hasta la gelificacion del medio LB-agar. Finalmente, las placas se
cerraron y sellaron con Parafilm® antes de proceder a su almacenamiento a 4°C boca

abajo.

3.4.2 Obtencion de bacterias competentes y transformacion bacteriana.

Una vez obtenido el plasmido con el inserto deseado (apartados 3.4.6,3.4.7,3.4.8
y 3.5.2) procedimos a su expansion en células bacterianas. Para ello empleamos la
transformacion bacteriana por choque térmico de células competentes producidas en el

laboratorio.

La obtencion de bacterias competentes se realizo a partir de un pre-cultivo de 10
ml de E.Coli XL-Blue, el cual pasadas al menos 16 horas se vertio en varios matraces que
contenian 100 ml de medio LB liquido autoclavados y se dejaron en un agitador orbital a
37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica A 600 nm= 0,4. Una vez alcanza la densidad
adecuada, se recogio el volumen de los matraces en tubos conicos de 50 ml los cuales
fueron centrifugados a 4°C durante 10 minutos a 2851xg. A continuacion, se descart6 el
sobrenadante por decantacion y se resuspendio el pellet de cada tubo conico con 3 ml de
tampon de trituracion (100 mM CaCl,, Merck; 70 mM MgCl,, Merck; 40 mM
NaCH3COO, Panreac), se homogeneiz6 el pellet y se volvié afiadir 30 ml de tamp6n de
trituracion a cada tubo. Posteriormente se centrifugaron 15 minutos a 4°C y 2851xg, se
descarto el sobrenadante por decantacion y se resuspendio el pellet de cada tubo con 4 ml
de tampon de conservacion (100 mM CaClz; 15% glicerol, Panreac). Seguidamente, y
una vez homogenizado, se dividio el volumen de cada tubo en eppendorfs estériles con
un volumen de 400 pl cada uno del cultivo bacteriano, los cuales se almacenaron a -80°C

hasta su uso.
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Para la transformacion bacteriana con el plasmido deseado, se descongeld una
alicuota de células bacterianas competentes en hielo. Se emple6 una alicuota para cada
transformacion. Una vez descongelada, se afiadieron entre 50 y 100 ng de DNA y se dejo
en hielo durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se incubaron 1 minuto y 30
segundos a 42°C en un bloque térmico sin agitacion (Thermomixer comfort, Eppendrof)
y seguidamente se introdujeron en hielo durante 2 minutos. Posteriormente, se adicion6
1 ml de medio LB liquido y se dejo el cultivo bacteriano en agitacién a 700 rpm durante
1 hora y 30 minutos a 37°C en el bloque térmico previamente empleado. A continuacion,
se centrifugd el cultivo a 460xg durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con el poco volumen que queda tras la decantacion. Por ultimo, se
afadio6 a una placa Petri con medio LB-agar y el antibiotico de seleccion correspondiente
(Ampicilina 100 pg/ml, Roche; o Kanamicina 50 pg/ml) el cultivo bacteriano
transformado y se sembrd con un asa de siembra esterilizada previamente en alcohol,
pasada por la llama y enfriada. Una vez sembrada, la placa se dej6 en una estufa a 37°C

durante 24 h boca abajo para evitar la condensacion.

Todas las manipulaciones relacionadas en la obtencion de bacterias competentes
y su posterior transformacion se realizaron bajo condiciones estériles generadas por la

llama de un mechero de alcohol.

3.4.3 Expansion bacteriana de vectores clonales y posterior purificacion.

Una vez transformadas las bacterias competentes con el plasmido de interés se
procedio a la expansion en el numero de copias de €. Para ello se seleccionaron diferentes
colonias y se crecieron en 20 ml de medio LB con el antibidtico correspondiente, segun
el plasmido, a 37°C o/n en un incubador con agitacion. Posteriormente, se conservo a -
80°C, en glicerol, 1 ml del cultivo; y se extrajo y purifico el plasmido del cultivo restante
de cada colonia mediante el kit comercial NZYMiniprep® (NZYTech). Por ultimo, se
cuantificéd mediante el empleo de un Nanovue® (GE Healthcare) la cantidad de plasmido

obtenido.

3.4.4 Electroforesis de DNA en gel de agarosa.

Se realizaron diferentes geles de agarosa para la comprobacion de las digestiones
de vectores y la fosforilacion y anillamiento de oligos empleados en el desarrollo de esta
tesis.

Los geles de agarosa se prepararon al 1% fundiendo agarosa (Sigma) en 30 ml de
tampon TAE (Tampon Tris-Acetato EDTA, Gibco). Antes de afiadir la mezcla sobre el
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molde, una vez enfriada ligeramente se le afiadio SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen)
para tefiir el DNA y se agitd suavemente antes de verter la agarosa en el molde. Una vez
concluida la gelificacion se coloco el gel en una cubeta de electroforesis (BioRad).

Las muestras de DNA se prepararon en un volumen de 10-20 pl afiadiendo tampén
de carga 6x TriTrack DNA loading Dye (Thermo Scientific) o 10x Loading Buffer
(Takara), 100 ng de DNA vy el resto agua Mili-Q. Como marcador de pesos de DNA se
empled A/Hind III (Invitrogen), 1IKB DNA Marker (Biomiga) o 100bp DNA Marker
(Biomiga). La electroforesis se realizé a 90V y 400 mA durante 30 min. Transcurrido
dicho tiempo se visualizaron los geles en un transiluminador Gel Doc 2000 (Biorad) o en

una lampara de ultravioleta para realizar el corte de bandas.

3.4.5 Purificacion bandas de DNA de gel de agarosa.

Una vez realizada la electroforesis de comprobacion tras la digestion, se cortaron
los fragmentos de DNA deseados del gel de agarosa al 1% y se colocaron en tubos
eppendorf. La purificaciéon fue realizada con el kit comercial NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel) y posteriormente se cuantificaron con un Nanovue® (GE

Healthcare).

3.4.6 Digestion plasmidos.

Las digestiones se realizaron en tubos eppendorf en un volumen de 20 pl. En ellos
se afiadi6 1 pl de cada enzima de restriccion necesarias, 2 pl del tampén correspondiente
(10x), 3 ng de vector y se completd el volumen con agua Mili-Q. Dichas digestiones se
incubaron en un bloque térmico (Thermomixer comfort, Eppendorf) sin agitacion segin

la temperatura requerida por la enzima empleada durante al menos 2h.

3.4.7 Ligacion de DNA.

A la hora de ligar el vector con el inserto deseado se realizé mediante el uso de la
T4 DNA ligasa (ThermoFisher) a temperatura ambiente o/n, con un ratio 1:4 de vector/
inserto de DNA como minimo, esta relacion varid en funcion de las concentraciones de
partida. La ligacion se colocd en un eppendorf'y se realizo en un volumen final de 20 pl,
conteniendo agua Mili-Q, el vector, el inserto de DNA, T4 DNA ligasa y el tampoén de la

enzima (10x) a la concentracion final de 1x.
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3.4.8 Secuenciacion DNA.
Todas las muestras de DNA modificadas y purificadas se enviaron al Servicio de
Secuenciacion del CNIO (Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas, Madrid) para

verificar la secuencia del inserto deseado.

3.5. OBTENCION LINEAS ESTABLES DE MM DEFICIENTES EN
BIM.

3.5.1 Técnica CRISPR/Cas9:

Durante el desarrollo de esta tesis se han generado diferentes lineas deficientes en
algin gen concreto implicado en el desarrollo de la apoptosis, y para ello se ha empleado
la técnica desarrollada por Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna denominada
CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats- CRISPR

associated protein-9).

Esta nueva técnica presenta grandes ventajas para la generacion de modelos
celulares y animales Knock-out frente a las técnicas previamente existentes. Brevemente,
una corta guia de RNA (sgRNA), reconoce la diana en el DNA y reorienta la nucleasa
Cas9 para que produzca un corte en la doble cadena del DNA que codifica la secuencia
codificada en la sgRNA. En este proceso se produce la deleciéon de un numero aleatorio
de bases o incluso la insercion de alguna base mas, lo que desemboca en cambios de pauta
de lectura, llevando a la pérdida de expresion del gen o a la expresion de proteinas no

funcionales (Hsu et al., 2014)

Existen distintos tipos de sistemas similares al CRISPR-Cas9, siendo el mas
empleado por su interés biotecnoldgico el de tipo 11, que se caracteriza porque el complejo
encargado de llevar a cabo la degradacion del DNA estd compuesto por una sola proteina.
Ademas, requiere de la participacion de otra molécula de RNA pequefia, no codificante y
que presenta complementariedad con el pre-ctrRNA y que se expresa desde un lugar
cercano al locus CRISPR-Cas9.

En bacterias, el funcionamiento de este sistema de inmunidad innata puede
dividirse en 3 fases. En la primera fase, cuando un virus patégeno infecta una bacteria,
una parte del DNA fordneo es procesado por diferentes componentes de este sistema
inmunitario en pequefios fragmentos (unas 20bps). Dichos fragmentos se incorporan a

una zona del genoma de la bacteria conocida como locus CRISPR, de forma que la
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infeccion queda memorizada para posibles futuros ataques recibiendo el nombre de
Protospacer (Gasiunas et al., 2013). Durante la segunda fase se produce la transcripcion
de dichos fragmentos, ademas de otros componentes del sistema, generandose finalmente
un precursor CRISPR-RNA o pre-crRNA, que contiene la(s) secuencia(s) de pequefio
tamafio complementarias a la secuencia de DNA fordneo previamente incorporada. Dicho
pre-crRNA formara una estructura tipo diplex junto con otra molécula de RNA conocida
como tractRNA (Trans-activating ctRNA). Esta estructura servira para reconocer los
fragmentos de DNA foraneos que presenten la secuencia complementaria a la codificada

por el pre-RNA.

Por ultimo, en la tercera fase, la nucleasa Cas9 sera reclutada a la zona del DNA
con secuencia complementaria a la presente en los crRNAs y producira un corte de doble
hebra en la misma (Chylinski et al., 2013). La maquinaria celular reparara la zona cortada,
introduciendo frecuentemente deleciones e inserciones, debido a que el tipo de corte
efectuado por Cas9 (de doble hebra) favorece la reparacion por el sistema NHEJ (Non-

Homologous End Joint) (Hsu et al., 2014).

3.5.2 Sintesis plasmido plentiCRISPR.v2 modificado para escindir BIM.

El principal requerimiento para que este sistema funcione en bacterias y arqueas
es la presencia de una pequefia secuencia (2-5 nts) conocida como PAM (Protospacer
Adjacent Motif) que se encuentra adyacente al crRNA en posicion 3’ la cual es esencial
para que la proteina Cas9 presente especificidad (Ran et al., 2013). De hecho, incluso las
secuencias totalmente complementarias son ignoradas por Cas9 en ausencia de una
secuencia PAM (Sternberg et al., 2014). Se ha observado que la carencia de dichos PAM
dentro de la secuencia de repeticiones directas de CRISPR es un mecanismo de defensa

contra si mismo.

En esta tesis se disefid el crRNA para la delecion de la proteina BIM. Para ello se

escogio la siguiente guia complementaria (DNA) dirigida contra el centro activo del exén

3:

- 5- CACCGCCCAAGAGTTGCGGCGTAT - ¥
- 3 CGGGTTCTCAACGCCGCATACAAA -5

Dicha guia se insert6 en el plasmido plentiCRISPR.v2 (Figura 3.1) siguiendo los
pasos descritos por Shalem en su articulo de 2014 (Shalem et al., 2014) .
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Para el clonaje del plasmido y la guia crRNA se emplearon las enzimas BsmBI
(New England Biolabs, Werfen), T4 PNK (3' phosphatase minus) (New England Biolabs,
Werfen) y T4 DNA ligasa (ThermoFisher).

psi+ RRE cppT

55

BsmBI BsmBlI

5°- CACCGCCCAAGAGTTGCGGCGTAT - 3’
3- CGGGTTCTCAACGCCGCATACAAA -5’

crRNA BIM

plentiCRISPR.v2

N /

Figura 3.1. Clonaje plentiCRISPR.v2. Este pldsmido contiene dos casettes de expresion, hspCas9
(amarillo) y el RNA quimérico (ctRNA). Puede ser digerido por BsmBI (lineas discontinuas en rojo) y
clonar un par de oligonucledtidos hibridados (cuadro rojo) disefiado para la delecion de BIM. Los oligos
estan disefiados en base al centro activo presente en el exén 3 de BIM y flanqueados en el extremo 3’ por
una secuencia NGGPAM. Figura inspirada en Shalem et al. 2014.

3.5.3 Generacion lentivirus: transfeccion células HEK293T.
Una vez obtenido el plasmido con la secuencia del crRNA se procedié a la

generacion de lentivirus en células HEK293T.

Se sembraron 1,5 x10%células HEK293T en placas de 100 mm con 10 ml de medio
DMEM al 10% SFB y 1% antibidtico y se dejaron incubar a 37°C y 5% de CO; durante
24 h. Transcurrido dicho tiempo se retir6 el medio y se adicion6é 10 ml de medio Opti-
MEM al 10% SFB suplementado con cloroquina (Sigma-Aldrich) a una concentracion
final de 25 uM para inhibir el transporte autofagico, se agitaron suavemente e incubaron

mientras se preparaba la mezcla de transfeccion.

La mezcla de transfeccion con PEI (Sigma-Aldrich) se prepard en 2 eppendorf

independientes:

- Eppendorf A: 500 uL de Opti-MEM + PEI (1:4 respecto al DNA)
- Eppendorf B: 500 pL de Opti-MEM + 10 pg DNA (plentiCRISPR.v2

modificado con la guia ctRNA BIM o ZsGreen como control) + 10pg
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PAX2 (contiene las secuencias codificantes para las proteinas de la
capside virica y retrotranscriptasa del virus) + 3 ug MDG2 (contiene las

secuencias que codifican proteinas de la envuelta del virus).

Posteriormente se anadio el contenido del eppendorf A sobre el eppendorf B y se
dejoé incubar a temperatura ambiente durante 20 min. Transcurrido dicho tiempo, se
afiadio la mezcla gota a gota en las placas y se mantuvieron en cultivo o/a. A la mafiana
siguiente, se retir6d el medio y se adiciond 10 ml de medio Opti-MEM al 10% SFB y se
mantuvieron durante 48 h. La eficacia de la transfeccion se comprobod por microscopia de

fluorescencia a través de la expresion de la proteina ZsGreen.

Por ultimo, se recogid el medio de las HEK293T transfectadas, se centrifugd a
500 xg durante 5 min. A continuacion, el sobrenadante se filtré mediante filtros de 45 pm
(Pall Corporation) a un tubo cénico de 15 ml. Las suspensiones viricas se emplearon

seguido o se almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.5.4 Infeccion de células eucariotas con lentivirus.

La infeccion de células eucariotas, concretamente de lineas estables de MM, se
realizd con los lentivirus presentes en el sobrenadante de las células HEK293T
transfectadas a 48 h. Para ello, se contaron 5x10° células de la linea de MM que se
centrifugaron a 335xg durante 5 minutos y se resuspendieron con 3 ml de la suspension
virica filtrada. Posteriormente, se colocd en una placa de 12 pocillos y se procedio a la
infeccion por spin, es decir, se centrifug6 la placa a 1400xg durante 2 h 30 minutos. Tras
la centrifugacion se recogieron las células en un tubo conico de 15 ml, se centrifugaron a
335xg durante 5 min, se elimin6 el sobrenadante y se resuspendieron en 3 ml de medio
completo. Se volvio a colocar en la placa de 12 pocillos, se afiadié Polibreno® (Sigma) a
6 pg/ml y se mantuvieron en cultivo durante 24 h. Se repitid la infeccion al dia siguiente

y se dejaron durante 48 h.

Transcurrido ese tiempo, las células se seleccionaron mediante la adicion de
puromicina a diferentes concentraciones (1 pg/ml, 2 pg/ml y 3 pg/ml) y se dejoé actuar
durante 72h. A continuacion, se seleccionaron las células de la concentracion en la que
no estaban todas muertas y se cultivaron. Finalmente, se procedid a comprobar la

eliminacion de la proteina deseada por Western Blot (apartado 3.3.1).

97



Materiales y métodos

3.5.5 Obtencion de lineas estables mediante clonaje por dilucion limite.
Una vez comprobada la disminuciéon de expresion de la proteina deseada a
eliminar mediante Western Blot, se realizé una dilucion limite para obtener lineas estables

homogéneas en cuanto al grado de silenciamiento del gen.

Para ello, se prepararon, para 4 placas de 96 pocillos, 60 ml de medio
acondicionado (60% (v/v) medio completo; 35% (v/v) medio condicionado (medio
procedente de la linea estable de MM previamente centrifugado y filtrado) y un 5% (v/v)
de SFB para alcanzar el 15% (v/v) de suero en el medio final). A continuacion, se
afiadieron 200 células en el medio, se homogeneizo6 la mezcla y se repartieron 150 pl a
cada pocillo de las placas de 96 pocillos de fondo redondo. De este modo se logra que en
algunos pocillos haya sido sembrada una tinica célula que crecera gracias a las citoquinas

y factores de crecimiento presentes en el medio condicionado.

Pasadas 24 h se marcaron los pocillos que contenian una tnica célula y las placas
se mantuvieron en cultivo durante dos o tres semanas. Los clones seleccionados se fueron
trasvasando a placas de 48, 24 y 6 pocillos sucesivamente en funcion de su proliferacion
y anadiendo mas medio completo segun la placa. Por ultimo, se analizaron por Western
Blot (apartado 3.3.1 ) para comprobar el silenciamiento génico. Los clones silenciados y
seleccionados se cultivaron en frascos de cultivo con medio y se congeld una parte de

ellos segtn el protocolo indicado en el apartado 3.1.5 .

3.6. OBTENCION Y ANALISIS DE CELULAS OBTENIDAS A
PARTIR DE MUESTRAS EX VIVO DE MEDULA OSEA DE
PACIENTES CON MM.

3.6.1 Aislamiento células plasmaticas.

Las células plasmaticas se obtuvieron de aspirados de médula 6sea de pacientes
con mieloma multiple. Dichas muestras fueron proporcionadas por la Dra. Rosana Diez
del Servicio de Hematologia del Hospital Miguel Servet (Zaragoza, Espafia) y por la Dra.
Gemma Azaceta del Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario Lozano

Blesa (Zaragoza, Espafia).

Las muestras de aspirado de médula 6sea se obtuvieron por puncion de la cresta

iliaca y pertenecian a pacientes (informados adecuadamente y firmado el consentimiento
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para la manipulacion de su muestra por parte del grupo) de nuevo diagndstico no

sometidos a tratamiento previo, salvo alguna recaida.

Las muestras que contenian 1-2 ml del aspirado medular, presentaban
contaminacion con restos de tejido del estroma medular. Por ello, se diluyeron con 2-3
ml de medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) sin suero ni antibidtico y se afadio la
mezcla sobre 4 ml de Ficoll-Paque™ (Sigma-Aldrich) de manera lenta y con goteo, para
favorecer la formacion de una interfase. A continuacion, se centrifugd durante 20 min a
456xg sin freno. Se recogio el anillo de células mononucleadas o interfase y se traspasé
a 10 ml de medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) sin suero ni antibiético para realizar
un lavado. Se centrifugd a 335xg durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se
resuspendié el pellet en 5-10 ml de medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco)
suplementado al 10% con SFB decomplementado. Posteriormente se determind la
densidad y viabilidad celular (apartado 3.1.4) reservando una parte para realizar el
inmunofenotipado (apartado jError! No se encuentra el origen de la referencia.) y el
resto se sembrod en una placa de 48 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo en
medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) suplementado al 10% con SFB
decomplementado para evaluar su sensibilidad al inhibidor de proteasoma ixazomib
(MedChemExpress) s6lo o en combinacion con miméticos BH3 (A-1155463, ABT-199
y S63845, MedChemExpress) durante 16 h de tratamiento. Para asegurar la viabilidad in

vitro de las células plasmaticas se afiadié IL-6 (Prepotech) a 1000 U/ml.

3.6.2 Analisis mediante citometria de flujo de la sensibilidad de células plasmaticas
a farmacos.
Una vez finalizado el tiempo de incubacion del ensayo, las células se procesaron

segun el apartado 3.2.2 para analizar la apoptosis inducida por los farmacos mediante
marcaje con Anexina V. Para ello, se marcaron con anti-human-CD38-FITC (BD
Biosciences), Anexina V-DY 647 y 7-AAD (Biolegend), al igual que en el apartado 3.2.2
se empled ABB 1x como buffer de resuspension y marcaje. Posteriormente se analizaron
en el citdmetro (FACScalibur™, BD Biosciences) y se determiné el porcentaje de células
marcadas con anexina y 7-AAD en la poblacion de CD38 positivas (células plasmaticas

mielomatosas).
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3.7. MODELO ANIMAL ORTOTOPICO DE MIELOMA
MULTIPLE.

3.7.1 Combinacion miméticos BH3 con el inhibidor de proteasoma ixazomib.

Tras los resultados obtenidos en los apartado 4.3 y 4.4, se decidio6 probar in vivo
la combinacién de los miméticos A-1155463 y S63845 junto al inhibidor de proteasoma
ixazomib en hembras de ratén BALB/c a las cuales se les inoculd previamente 3x10°
células de mieloma MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen. Los animales, tras la inoculacion del
tumor, se dividieron en 6 grupos experimentales: un control, un grupo tratado inicamente
con ixazomib, un grupo tratado s6lo con A-1155463, un grupo tratado con S63845, un
grupo tratado con A-1155463 combinado con ixazomib, y un ultimo grupo tratado con

S63845 combinado con ixazomib (Figura 3.2).

IVIS® Lumina Il
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Dia0 Dia? Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 Dia X
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Inyeccion células, iv:
MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen

Inyeccion Farmacos

- Ixazomib (oral

- A-1155463 (ip)

- 563845 (iv)

- A-1155463 (ip)+ Ixazomib (oral)

- 563845 (iv) + Ixazomib (oral)
Figura 3.2. Esquema ensayo in vivo combinacion miméticos BH3 con ixazomib. En ella se aprecia la
secuencia de tiempo entre el momento de la inyeccion de las células tumorales (circulo amarillo) para el
desarrollo del modelo de mieloma animal y los dias de administracion de los farmacos A-1155463 (7
mg/Kg), S63845 (7,5 mg/Kg) e ixazomib (7 mg/Kg) indicados con las flechas rojas. Los puntos verdes
indican los dias en los que se tomd imagen in vivo de la fluorescencia del tumor mediante la utilizacion del
IVIS® Lumina III. El punto final varia entre ratones segtn el desarrollo de la enfermedad. Imagen realizada
en la plataforma BioRender.

Cada farmaco empleado se disolvido de una forma diferente a la vez que se
administr6 por una via distinta, pero todos los farmacos se administraron dos veces por

semana durante 3 semanas después del dia 21 del establecimiento del tumor (Figura 3.2).
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La administracion de ixazomib (MedChemExpress) se realizo por via intragéstrica
diluido a 1,75 mg/ml en 2-Hidroxipropil-f-ciclodextrina (MedChemExpress) de manera
que a cada individuo se le suministré 7 mg/Kg en un volumen de 100 pl.

En cuanto al mimético BH3 A-1155463 (MedChemExpress) se administraron 50
ul por via intraperitoneal de una disolucion con 5% de A-1155463 en DMSO (70 mg/ml),
10% etanol, 20% Cremophor® RH-40 (MedChemExpress) y 65% de dextrosa al 5% (p/v)
siendo la dosis administrada a cada animal de 7 mg/Kg.

Y, por ultimo, el mimético S63845 (MedChemExpress) se administro a cada
animal 7,5 mg/Kg por via intravenosa de una dilucion al 10% de S63845 en DMSO (18,75
mg/ml), 40% PEG300 (MedChemExpress), 5% Tween-80 (MedChemExpress) y 45%
PBS.

Por cada grupo experimental se incluyeron 6 individuos, acomodados en las
instalaciones del animalario presente en el Centro de investigacion Biomédica de Aragon
(CIBA) bajo las recomendaciones europeas de €tica en animales y con el permiso de la
Comision Etica de Experimentacién Animal del centro de trabajo para el desarrollo de
los protocolos propuestos. Los ratones se mantuvieron en condiciones estandar
(temperatura media de 24°C y ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas), libres de patogenos,

siendo alimentados con agua y comida ad /ibitum durante todo el estudio.

3.7.1.2 Seguimiento del tumor y punto final.

Para monitorizar el desarrollo de la enfermedad y el efecto ocasionado por la
administracion de los diferentes farmacos se tomo6 imagen cada 7 dias de la senal
luminiscente emitida por las células MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen mediante el empleo
del aparato IVIS® Lumina III (Figura 3.2). Se suministraron 200 pl de luciferina a
Img/ml a cada individuo antes de proceder a la sedaciéon mediante isoflurano y su
colocacién en el aparato.

Como criterios de punto final se establecieron la aparicion de displasia abdominal,
paraplejia, pérdida grave de peso o aparicion de tumores extramedulares. Ante cualquier
indicio nombrado anteriormente se sacrificaron los individuos mediante el empleo de CO»
o dislocacion cervical.

3.7.2 Experimentos de inmunogenicidad.

El objetivo fue vacunar hembras de raton BALB/c con células de mieloma tratadas

previamente con farmacos inhibidores del proteasoma como carfilzomib

(MedChemExpress) e ixazomib (MedChemExpress) en combinacion con un inhibidor de
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caspasas como Z-VAD-fmk (MedChemExpress). Para ello se establecieron 5 grupos
experimentales, un control; un control al que ademas se inyectd anti-PD1 (Bioxcell); un
grupo vacunado con células tratadas con carfilzomib y Z-VAD-fmk; otro grupo igual al
anterior, pero al que ademas se inyect6 anti-PD1 y un Gltimo grupo vacunado con células
tratadas previamente con ixazomib y Z-VAD-fmk. Por cada grupo experimental se
incluyeron 5 individuos, acomodados en las instalaciones del animalario presente en el
Centro de investigacion Biomédica de Aragon (CIBA) bajo las recomendaciones
europeas de ética en animales y con el permiso de la Comision Etica de Experimentacion
Animal del centro de trabajo para el desarrollo de los protocolos propuestos. Los ratones
se mantuvieron en condiciones estandar (temperatura media de 24°C y ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas), libres de patogenos, siendo alimentados con agua y comida

ad libitum durante todo el estudio.

3.7.2.1 Vacunacion con células de mieloma muertas.

Para la vacunacion se trataron 2,5x10° células MOPC315.BM por condicién con
los diferentes farmacos como se indica en el apartado anterior durante 48 h, en medio
RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) con 10% v/v de SFB (Sigma), 1 % v/v de antibio6ticos
(penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml, Sigma-Aldrich) y 1% v/v de
aminoacidos no esenciales (Sigma-Aldrich). Antes de inyectarlas en los ratones, se
analizd una pequefia cantidad de cada condicién por citometria de flujo con marcaje
conjunto de Anexina V-FITCy 7-AAD (apartado 3.2.2). La muerte celular de las células
empleadas para la vacunacion fue en todos los casos superior al 95% de la poblacion total.
A continuacion, se lavaron con medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) dos veces para
eliminar las trazas de los farmacos y se resuspendieron en el volumen adecuado de medio
RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) para inyectar 100 pl de la suspension celular o 100 pl
de medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) por raton segun el grupo experimental. La
inyeccion se realizd de manera subcutanea en la piel del area dorsal, entre los hombros
del animal. A continuacion, se repitio la vacunacion pasada una semana.

Por ultimo, 7 dias después de la vacunacion, se inyectaron de manera intravenosa
5x10° células MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen por raton. Para ello, se suministraron 200 pl
de la suspensién de células en medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) a través de la
vena situada en la cola y se esperd el crecimiento tumoral. Posteriormente, a dos de los
grupos se suministrd6 100 pg por ratén de anti-PD1 2 veces por semana durante dos

semanas y media.
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Inyeccién células, iv:
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Figura 3.3. Esquema ensayo in vivo de vacunacion en ratones. En ella se aprecia la secuencia de tiempo
entre vacunas (circulos marrones) y el momento de la inyeccion de las células tumorales (circulo rojo) para
el desarrollo del modelo de mieloma animal. Las flechas rojas indican los momentos de inyeccion de anti-
PDI en 2 de los grupos. Los puntos verdes indican los dias en los que se tom6 imagen in vivo mediante la
utilizacion del IVIS® Lumina III. El punto final varia entre ratones segun el desarrollo de la enfermedad.
Imagen realizada en la plataforma BioRender.

El seguimiento del desarrollo tumoral se realiz6 mediante imagen in vivo, gracias
al uso del aparato IVIS® Ilumina III. Se les inyect6 luciferina a los ratones y se observo
la intensidad de la sefial y en qué lugar del animal se daba. Esta imagen se tom6 durante

una vez por semana hasta el punto final de cada animal (Figura 3.3).

3.7.2.2 Punto final y sacrificio de ratones.

En este experimento se establecieron como punto final la aparicion de displasia
abdominal, paraplejia, presencia de tumores extramedulares mayores de 1 cm y pérdida
de peso mayor de un 10%. Conforme fueron apareciendo alguno de estos sintomas los
ratones fueron sacrificados en camara de CO2 y se les extrajo bazo, fémures y tibias de
ambas extremidades inferiores para extraer médula dsea y tumores extramedulares
existentes. Estos se recogieron en un tubo coénico de 50 ml con medio RPMI 1640

GlutaMAX™ (Gibco) para su posterior analisis.

3.7.2.3 Aislamiento células plasmaticas de tejidos ex vivo de ratones.
Para el aislamiento y analisis de las células, se procesaron los tejidos recogidos de

los animales. Bajo campana de flujo laminar, se depositaron los diferentes tejidos y
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6rganos en placas de Petri estériles que contenian medio RPMI 1640 GlutaMAX™
(Gibco). En el caso del bazo y tumores extramedulares, se disgregaron con una jeringuilla
estéril y se traspasaron a un tubo cénico de 50 ml a través de un tamiz celular (BD) de 70
um, ademas se lavaron las placas de Petri con medio RPMI 1640 y se paso la solucion de
nuevo por el filtro. En cuanto a los fémures y tibias, se limpiaron los musculos y tejido
conectivo presente alrededor de los huesos intactos y se depositaron en placas Petri con
medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco). Se cortaron los huesos por ambos extremos y
se paso a través de ellos, gracias a una jeringuilla de 1 ml y una aguja de 25G, medio
RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) para recolectar las células de la medula 6sea. A
continuacion, se traspaso la suspension celular a un tubo conico de 50 ml a través de un
tamiz celular (BD) de 70 um, y se lavaron las placas de Petri con medio RPMI 1640
GlutaMAX™ (Gibco) para recoger posibles residuos, y se paso la solucion de nuevo por

el filtro.

Tanto los esplenocitos como las células de la médula 6sea o de tumores
extramedulares, se centrifugaron a 335xg durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante
y se resuspendieron las células en tampdn de lisis de eritrocitos ACK (NH4Cl 154 mM,
KHCOs;, 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4) para eliminar los eritrocitos. Se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron a 300xg
durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Se resuspendieron en un volumen
apropiado de medio RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) y se procedié a determinar la
densidad y viabilidad celular. Por ultimo, se inmunofenotiparon mediante citometria de

flujo.

3.7.2.4 Inmunofenotipado muestras ratones.
Para el inmunofenotipado de las muestras extraidas de ratones se marcaron con
los anticuerpos reflejados en la Tabla 3.6, agrupados en funcion de las poblaciones de

interés y se analizaron mediante citometria de flujo (FACScalibur™, BD Biosciences).

Se colocaron 3x10° células por punto de interés de cada uno de los tejidos, se
centrifugaron a 335xg durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Se procedio6 a su
marcaje con 100 ul de PBS al 5% de SFB y los anticuerpos correspondientes. Para
visualizar la poblacion de linfocitos, se marcéd con anti-CD3, anti-CD4 y anti-CDS; para
la poblacion de NKs se emplearon anti-NK1.1 y anti-CD45 vy, por tltimo, se marcaron
con CD138 y se enfrent6 a la propia fluorescencia de las células MOPC315.BM-Luc2-
ZsGreen para visualizar el porcentaje de miecloma en cada tejido.
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Tabla 3.6. Anticuerpos empleados en inmunofenotipado de poblaciones en muestras de animales. En
ella se muestran los anticuerpos empleados para el inmunofenotipado de los tejidos recogidos de los ratones
para establecer las poblaciones de linfocitos, NKs y mieloma, presentes en cada uno de ellos.

ANTICUERPO | TTPO, ESPECIE | PROVEEDOR | LONGITUD

ESPECIE | DIRIGIDA |y EXCITACION
REFERENCIA | Y EMISION
CD3-APC- mc, Rata | Raton BD Biosciences, = Aex= 650 nm
Cy™7 560590 Aem= 785 nm
(clon 17A2)
CD4-PE mc, Rata | Raton BD Biosciences, | Aex= 496 nm
(L3T4 H129.9) 553653 Aem= 578 nm
CDS-PE mc, Rata | Raton BD Biosciences, = Aex= 496 nm
(clon 53-6.7) 553032 Aem= 578 nm
NK1.1-PE mc, Raton | Raton BD Biosciences, | Aex= 496 nm
(clon PK136) 553165 Aem= 578 nm
CD45-FITC mc, Rata | Raton BD Biosciences, = Aex= 494 nm
(clon RA3-6B2) 553088 Aem= 520 nm
CD138-APC mc, Rata | Ratdn BD Biosciences, | Aex= 650 nm
(clon 281-2) 558626 Aem = 660 nm

3.8. ANALISIS INFORMATICO DE LOS DATOS.

3.8.1 Analisis de los datos de citometria de flujo.
Los resultados obtenidos en todas las citometrias de flujo fueron evaluados con

los programas informaticos CellQuest Pro, FlowJo 7.6.1 y GraphPad Prism 8.3.0.

3.8.2 Analisis estadistico de los datos.

La interpretacion, representacion y andlisis estadistico se realizd mediante el
programa GraphPad Prism 8.3.0 (GrandPath Software, Inc., San Diego, CA, USA). Como
se indica en cada caso, los datos fueron analizados estadisticamente mediante el uso de

las siguientes pruebas estadisticas:

- t-Student o t-test desapareada de dos colas para determinar si hay una

diferencia significativa entre las medias de dos grupos.
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- t-Student o t-test pareada de dos colas para el analisis de dos grupos con
emparejamiento o emparejado de muestras.

- ANOVA unidireccional con la prueba posterior de Tukey para la
correccion de multiples comparaciones, cuando se compararon mas de 2
grupos.

- Two-ANOVA con posprueba de Dunnet para las diferencias entre la
media de cada nivel de factor y la media de un grupo de control.

- Prueba de Mantel-Cox (Log-rank) para el analisis de supervivencia de

las curvas de Kaplan-Meier.

Todas las mediciones se expresaron como media = desviaciéon estandar (DE) y su

significancia fue determinada en funcion de los siguientes valores:

- *siel p-valor <0,05
- **giel p-valor <0,01

*#% si el p-valor < 0,001

3.8.3 Analisis del efecto combinatorio de drogas.

Se empled el calculo del indice de Bliss o Bliss Score. Este célculo se basa en el
estudio de Bliss (Bliss, 1939). En €l se supone mecanismos de accidon independientes de
los diferentes farmacos empleados. Las sinergias se detectan comparando los datos
obtenidos de una combinacion con el efecto aditivo calculado (sumando el efecto de cada
farmaco individual). Para ello, se restan los valores calculados de inhibicion aditiva a la
inhibicién medida por la combinacion para obtener los valores de diferencia final. El valor
de la resta final es el indicativo de sinergia, antagonismo o aditividad. Si los valores son
positivos > 10 indican sinergia y si son positivos < 10 muestran aditividad; mientras que

los valores negativos indican antagonismo.
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4.1 ESTUDIO DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR EL INHIBIDOR
DEL PROTEASOMA IXAZOMIB EN CELULAS DE
MIELOMA MULTIPLE.

El mieloma multiple se caracteriza por la sobreproduccion y acumulacion de
inmunoglobulinas por parte de las células mielomatosas. Esta caracteristica puede
ocasionar estrés celular y desembocar en la induccion de la apoptosis. Para evitar esta
muerte celular, las células poseen un potente mecanismo de eliminacion de proteinas mal
plegadas, que son degradadas en un complejo denominado proteasoma. Este mecanismo
de proteccion se puede revertir en las células malignas mediante el uso de inhibidores
especificos de la subunidad B5 del proteasoma, como es el caso de ixazomib, y

desencadenar la apoptosis en dichas células.

Ixazomib est4 aprobado en combinacién con dexametasona y lenalidomida en el
tratamiento de pacientes con mieloma multiple que han recibido como minimo una terapia
previay, esta en estudio como posible tratamiento en nuevos diagnosticos (Shirley, 2016).
En tumores sélidos hay estudios que aseguran que este fArmaco provoca la apoptosis en
células de carcinoma hepatocelular entre otros, ademés de la parada del ciclo celular en
la fase G2/M (Augello et al., 2018). Pero a pesar de estos datos, se desconoce en
profundidad el mecanismo por el que se induce apoptosis mediante el tratamiento con
ixazomib en células de mieloma, por lo que se analiz6 este compuesto en diferentes lineas

celulares establecidas de mieloma.

4.1.1 Ixazomib induce inhibicion de la proliferacion en lineas celulares de mieloma
multiple.

En el desarrollo de esta tesis se estudio el efecto de ixazomib en las lineas celulares
de mieloma multiple NCI-H929, MM.1S, OPM-2, RPMI8226 y U266. En primer lugar,
se analizo la inhibicion de la proliferacion mediante el método de Mossman (MTT) a 24

y 48 horas y diferentes dosis de ixazomib (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Determinacion de la viabilidad celular tras el tratamiento con ixazomib. Las lineas de
mieloma multiple NCI-H929, MM1.S, OPM-2, RPMI8226 y U266 se sembraron a 3x10° células/ml por
condicion y se trataron con concentraciones crecientes de ixazomib (0 a 50 nM). (A) Resultado de la
determinacion de la viabilidad mediante el método MTT a las 24h. Los resultados son la media + SD de
tres experimentos independientes y su significancia mediante el analisis estadistico de #-fest de cada
concentracion de ixazomib respecto el control. (B) Resultado de la determinacion de la viabilidad mediante
el método MTT a las 48h. Los resultados son la media + SD de tres experimentos independientes y su
significancia mediante el analisis estadistico de #-fest de cada concentracion de ixazomib respecto el control.
* p<0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

Los resultados obtenidos mostrados en la Figura 4.1 nos permiten determinar que
la sensibilidad a ixazomib varia segun la linea celular y el tiempo. A 24h (Figura 4.1A)
la linea mas resistente es U266 con una concentracion inhibitoria del 50% (ICso) superior
a 50 nM, seguida de MM.1S y OPM-2 con 45 nM como ICs, y, por tltimo, RPMI8226 y
NCI-H929 cuya ICso es 37 nM. Transcurridas 48 h (Figura 4.1B), la linea U266 sigue
siendo la mas resistente (ICso= 45 nM) seguida de las lineas RPMI18226 (ICso= 40 nM),
MM.1S (ICs0=23 nM) y posteriormente por OPM-2 y NCI-H929 ambas con un ICso= 20
nM. Estas diferencias en la sensibilidad a ixazomib pueden ser debidas a las alteraciones
genéticas que presentan estas lineas celulares como se describid en el trabajo llevado a
cabo por Chauhan e al. 2011, entre las que destacaria la traslocacion t(11;14) de las U266
la cual confiere mayor resistencia, seguida por la traslocacion t(14;16) de MM.1S y
RPMI8226, y siendo las mas vulnerables las lineas que presentan la traslocacion t(4;14)

como OPM-2 y NCI-H929 (Manier et al., 2017; Smith et al., 2016).

Dentro de la misma clasificacion de resistencia respecto a las traslocaciones que
poseen, se ve que existen diferencias entre aquellas que tienen la misma traslocacion,
como puede ser OPM-2 y NCI-H929 o entre MM.1S y RPMI8226. La plasticidad génica
del mieloma puede ser el causante de esta disparidad entre traslocaciones y dentro de las

mismas, ya que como se ha descrito en diferentes articulos las células de mieloma
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multiple sobreexpresan proteinas anti-apoptoticas de la familia BCL-2 (Gong et al., 2016;
Kotschy et al., 2016; Kumar, Kaufman, et al., 2017). Este punto se estudia con mayor

profundidad en esta tesis en el apartado 4.2.

Por otro lado, este estudio nos permite comparar la efectividad in vitro de los
diferentes inhibidores de proteasoma que se emplean en la clinica. Observamos que
ixazomib necesita de dosis més altas (ICso) que bortezomib (ICso=4 nM a 14 nM) (Balsas
et al., 2009) y carfilzomib (ICs0=4 nM, 5 nM o 18 nM) (Jarauta, 2015). Este hecho puede
ser consecuencia de las cinéticas de union de cada uno de los IP y su tiempo de vida
media. Aunque su afinidad de unién al proteasoma es mayor al resto de IP, ixazomib
presenta un tiempo de vida media de 18 minutos, a diferencia de carfilzomib (30 min) o
bortezomib (110 min), por lo que al permanecer menor tiempo unido se necesita mas
dosis para alcanzar el mismo efecto, como se recoge en trabajos anteriores (Hasinoff,

2018; Teicher & Tomaszewski, 2015).

4.1.2 Ixazomib a bajas dosis aumenta la actividad del proteasoma.

En la Figura 4.1A observamos que en las lineas MM.1S y OPM-2 a dosis bajas
(5 nM a 15 nM) de ixazomib se produce un aumento de la proliferacion. Este efecto puede
deberse a la activacion de la UPR (Unfolded Protein Response, respuesta a proteinas mal
plegadas) para evitar el estrés del RE por la acumulacion de proteinas mal plegadas debida
a la inhibicion del proteasoma y evitar la induccion de apoptosis (Obeng et al., 2006). La
respuesta UPR, inducida para compensar la cantidad de proteinas mal plegadas, puede
implicar un aumento de la actividad de los proteasomas a pesar de que estos estén
inhibidos. La activacién de la UPR conduce a la detencion del ciclo celular e induce
apoptosis cuando se tratan de manera prolongada las células con IPs; sin embargo, ante
un estimulo reversible o en un periodo corto de tiempo promueve la supervivencia celular
(Kubiczkova et al., 2014; Obeng et al., 2006). Aunque las células de mieloma pueden
adaptarse a la presencia del inhibidor de proteasoma mediante cambios protedmicos,
concretamente en el metabolismo redox y energético, en el plegamiento y destruccion de
proteinas o en la apoptosis y transcripcion, independientemente de si el proteasoma esta
activo o no (Soriano et al., 2016). Segun el trabajo de Soriano ef al. 2016, la resistencia a
los inhibidores de proteasoma conlleva un cambio complejo de multiples proteinas que
participan en los procesos anteriormente mencionados, entre los que destaca la
sobreexpresion de proteinas del proteasoma por el factor nuclear 2 (NRF2) o la expresion

de niveles bajos de IRE y XBP1.
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Existen trabajos anteriores en los que han demostrado la pérdida y recuperacion
de la actividad del proteasoma a lo largo del tiempo después del tratamiento con diferentes
IPs (Hurchla et al., 2013; Shen et al., 2021). Si nos fijamos en la Figura 4.2A, apreciamos
un aumento significativo de la actividad del proteasoma a la dosis 10 nM a 24 h en la
linea OPM-2. Posteriormente decae dicha actividad, lo cual correlaciona con la hipotesis

planteada de supervivencia celular al aumentar la UPR para evitar la apoptosis.
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Figura 4.2. Determinacion de la actividad del proteasoma en lineas de mieloma miltiple tras el
tratamiento con ixazomib. Para determinar la actividad del proteasoma se sembraron 3x10* células por
condicion durante los tiempos indicados. Posteriormente se siguié el protocolo establecido en el kit
comercial 20s Proteasome Activity de Chemicon® para medir a una A=380 nm de excitacion y recoger la
emision a A=460 nm. (A) Inhibicion de la actividad del proteasoma en la linea OPM-2 al tratarla con bajas
concentraciones de ixazomib durante 24 h. Los resultados son la media + SD de n=2 y su significancia
mediante el analisis estadistico de 7-fest de cada concentracion de ixazomib respecto el control ***p< 0,001
y **#%* p<(0,0001. (B) Inhibicion de la actividad del proteasoma por ixazomib a tiempos cortos en las lineas
de mieloma multiple NCI-H929, MM.1S, OPM-2, RPMI8226 y U266. Las concentraciones de inhibidor
de proteasoma empleadas han sido en la linea NCI-H929 15 nM; MM.1S, OPM-2 y RPMI8226 con 25 nM
y U266 con 50 nM. Los resultados son la media = SD de n=2 y su significancia mediante el analisis
estadistico de t-fest de cada concentracion de ixazomib respecto el control **p< 0,01 y ***p < 0,001.

El aumento de la actividad de proteasoma observado en la linea OPM-2 a 24 h no
es el tnico. A tiempos cortos (1 h y 4 h), este aumento de actividad se produce también
en la linea RPMI8226 como se muestra en la Figura 4.2B. La linea RPMI8226 parece
mantener la actividad en la primera hora del tratamiento (25 nM ixazomib) con una ligera
subida posterior, pero no significativa, de la actividad a las 4 horas. En cambio, la linea
OPM-2 muestra que a dosis mas altas (25 nM) en tiempos cortos (1 h y 4 h) se produce
un aumento de la actividad del proteasoma que posteriormente decae a tiempos largos (24
h). Por otro lado, las lineas NCI-H929 y MM.IS presentan una disminucién de la

actividad del proteasoma que se observa ya a tiempos muy cortos tras la adicion de
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ixazomib. Este hecho descarta que el aumento en la proliferacion esté relacionado con un
aumento en la actividad del proteasoma ya que en la linea MM. 1S se observa un aumento
en la proliferacion, pero ixazomib inhibe la actividad del proteasoma incluso a tiempos
cortos. Los datos obtenidos en la Figura 4.2B sobre la linea MM.1S (reduccion al 30%
delaactividad a 1 hy 4 h) coinciden con los resultados obtenidos en el trabajo de Chauhan
et al. 2011, donde obtienen una reduccion al 25% de la actividad quimiotripsina del
proteasoma a las 3 h al tratar las células con 20 nM de ixazomib. Y, por ultimo, U266
mantiene la actividad en la primera hora, pero posteriormente disminuye de manera

significativa a pesar de ser la linea mds resistente frente a ixazomib.

El aumento de actividad del proteasoma, asi como la sensibilidad de las células a
ixazomib puede ser debido no solo a la activacion de la UPR sino también a la modulacion
de la subunidad PA28a del proteasoma 118 el cual tiene una mayor expresion en células
plasmaticas malignas. La subunidad PA28a, sobreexpresada en las lineas de mieloma y
en células de pacientes, es importante en la proliferacion de dichas células y para la
respuesta a los inhibidores de proteasoma, ademés de asociarse con la evolucion de las
diferentes etapas y la progresion tumoral (Gu et al., 2020). Si se inhibe PA28a, se detiene
la estimulacién de la actividad del proteasoma 20S por parte de esta subunidad y, por
tanto, las células de mieloma presentan una mayor sensibilidad a los IPs. Al emplear
tiempos cortos o dosis bajas puede darse el caso de que se inhiba principalmente las
subunidades 20S del proteasoma 26S y que en el proteasoma 11S no llegue a inhibirse
por la estimulacion de la subunidad PA28a que estd sobreexpresada en células de

mieloma.

Por tanto, ixazomib disminuye la actividad del proteasoma en funcion de la dosis
empleada, el tiempo y segun la linea celular, llegando incluso a promover la actividad de
este a dosis bajas o tiempos cortos en algunos casos, pero de manera independiente a la
sensibilidad que presentan las lineas celulares a dicho farmaco, aunque el mecanismo

exacto necesita de una mayor profundizacion.

4.1.3 Ixazomib induce la traslocacion de fosfatidilserina.

Los resultados mostrados en la Figura 4.1 podrian indicar un efecto citostatico o
citotoxico de ixazomib sobre las células de mieloma. En un estudio anterior ya se comento
que ixazomib produce un efecto citotoxico en lineas de mieloma y de hepatocarcinoma

(Augello et al., 2018). Para comprobar si ixazomib induce muerte celular, concretamente
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apoptosis, se midi6 por citometria de flujo la exposicion de fosfatidilserina (PS) con

Anexina V en el panel de lineas de mieloma.
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Figura 4.3. Determinacion de la exposicion de fosfatidilserina en lineas de mieloma tratadas con
ixazomib a 24 h (A) y 48 h (B). Las lineas de mieloma multiple NCI-H929, MM1.S, OPM-2, RPMI8226
y U266 se sembraron a 3x10° células por condicioén y se trataron durante 24 o 48 h con concentraciones
crecientes de ixazomib (0 a 100 nM). Posteriormente se marcaron con Anexina V-FITC y se analizaron
mediante citometria de flujo. Los resultados son la media + SD de n=2 y su significancia mediante el analisis
estadistico de #-7est de cada concentracion de ixazomib respecto el control *p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001
y *HFEE < 0,0001.

En la Figura 4.3A podemos apreciar como ixazomib induce exposicion de
fosfatidilserina en todas las lineas de mieloma estudiadas. A las 24 h se diferencian dos
grupos de lineas celulares segun su sensibilidad a ixazomib. Por un lado, las lineas NCI-
H929 y MM. 18 alcanzan porcentajes de muerte celular en torno al 90% a 100 nM del IP,
mientras que las lineas OPM-2, RPMI8226 y U266 no superan el 50% de muerte celular
a dosis superiores a 50 nM pareciendo alcanzar un efecto maximo sin incrementar la
toxicidad a pesar de aumentar la dosis de ixazomib. Por lo tanto, estos resultados indican
que el efecto de reduccion de viabilidad observado en el ensayo MTT se debe a un efecto
citotoxico puesto que las ICso establecidas anteriormente corresponden con dosis donde

ya existe muerte celular como puede observarse en la Figura 4.3A.

A las 48 h del tratamiento con el IP (Figura 4.3B), la dosis minima de ixazomib
resulta muy toxica hasta alcanzar niveles superiores del 90% de mortalidad en las lineas
NCI-H929, MM.1S vy al contrario que pasaba a las 24 h, la linea U266 se vuelve muy
sensible. La linea OPM-2 es algo menos sensible que las tres anteriores, pero necesita
solo de una dosis de 25 nM para alcanzar mas del 90% de muerte. Por otro lado, destaca
la linea RPMI8226, la mas resistente al tratamiento con ixazomib a largo plazo,

necesitando de 50 nM para obtener mas de un 80% de muerte.
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4.1.4 Ixazomib como posible tratamiento alternativo a células resistentes a
bortezomib.

En la clinica se ha observado la existencia de resistencias a los inhibidores de
proteasoma, principalmente a bortezomib (Chen et al., 2011; Kuhn et al., 2007; Ri et al.,
2010). De ahi la sintesis de IPs de segunda generacion como carfilzomib o de tercera

como ixazomib.

Cuando tratamos células RPMI8226 resistentes a bortezomib (Balsas et al., 2012)
con ixazomib (Figura 4.4A) a dosis bajas no produce muerte celular. Pero al ir
aumentando la dosis comienza a verse un ligero incremento en esta. Bortezomib e
ixazomib pertenecen a la misma clase estructural y actian a través del mismo mecanismo
reversible (Muz et al., 2016). Al tratarse de IPs similares (acidos boricos) es comprensible
que ixazomib no tenga efecto en células ya resistentes a bortezomib como se observo
previamente en el trabajo de Allmeroth ef al. 2021 donde células de mieloma

seleccionadas por resistencia con bortezomib eran resistentes hasta dosis de 50 nM de

ixazomib.
, 100~ , 100
b ®- RPMI8226 wt ©
E 80+ * , RPMIB226 resistente ’u—__ 80
= 15nM Bortezomib >
2 60 « o ¢ * £ 60
£ ]
2 . 2 e |
<
» 40 : 404 »
L] 3
= 3
3 20%e, S 0%yt
< oo -
0 T T T T T T T 1 0 T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 10 20 30 40 50
Ixazomib (nM) Carfilzomib (nM)

Figura 4.4. Determinacion de la resistencia a otros IPs en células de mieloma multiple resistentes a
bortezomib. En este ensayo se sembraron 3x10° células y se trataron con concentraciones crecientes de
ixazomib (0 a 200 nM) o carfilzomib (0 a 50 nM). Diferencias en el tratamiento con ixazomib (A) y
carfilzomib (B) entre la linea RPMI8226 wild type (wt) y la linea RPMI8226 resistente a 15 nM de
bortezomib. Los resultados son la media + SD (n=3) y su significancia mediante el analisis estadistico de
t-test de cada concentracion de ixazomib respecto a la linea RPMI8226 wild type siendo*p<0,05 **p< 0,01
y ¥**¥p<0,001.

En cambio, cuando las mismas células se tratan con carfilzomib (Figura 4.4B), a
partir de 10 nM se observa un incremento de la muerte celular, tanto de las células
RPMI8226 wild type (wt) como de las células resistentes a bortezomib tratadas con las
mismas dosis de carfilzomib. Carfilzomib es un IP que se une de manera irreversible al

proteasoma, por lo que a altas dosis da igual que las células sean resistentes a un IP previo
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(Hurchla et al., 2013; Kuhn et al., 2007). En la actualidad el uso de carfilzomib en
pacientes resistentes a un tratamiento previo con bortezomib esta aprobado (Berenson et

al., 2014).

La diferencia de accion de carfilzomib e ixazomib estd principalmente en el
mecanismo de union al proteasoma, ya que se ha determinado con anterioridad que la
resistencia a bortezomib se puede superar inhibiendo las subunidades B5 y B2 del
proteasoma simultaneamente y de manera especifica (Besse et al., 2019). Carfilzomib e
ixazomib tienen mayor afinidad por la subunidad B5 y aunque pueden inhibir las
subunidades B1 y B2 del proteasoma, la vida media de cada uno es diferente (Hasinoff,
2018; Muz et al., 2016). Ixazomib presenta una vida media muy corta por lo que la
inhibicion simultdnea de las subunidades BS y B2 del proteasoma no se prolonga en el
tiempo y por tanto no se supera la resistencia a bortezomib. En cambio, carfilzomib se
une de manera irreversible y tiene una vida media superior a 30 min facilitando esa
inhibicion simultanea de las subunidades del proteasoma y por ello superar la resistencia

a bortezomib, incluso con dosis mas bajas que ixazomib.

4.1.5 Ixazomib induce apoptosis dependiente de caspasas.

Las caspasas son las proteinas ejecutoras de la apoptosis y previamente se ha
establecido que bortezomib y carfilzomib ocasionan apoptosis mediada por la activacion
de caspasa-3, 8 y 9 a través de la estabilizacion de la via pS3 (Muz et al., 2016; Tundo et
al., 2020). Ademas, en el trabajo de Chauhan ef al. 2011 se describe que ixazomib induce
sefales dependientes e independientes de mitocondrias y que la apoptosis se lleva a cabo
principalmente por la activacion de caspasas. Esta afirmacion queda confirmada tras el
analisis realizado de la participacion de caspasas en la muerte inducida por ixazomib en

esta tesis.
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Figura 4.5. Efecto de Z-VAD-fmk en la muerte inducida por ixazomib en lineas de mieloma multiple.
La concentracion de Z-VAD-fmk en todas las lineas es de 50 pM. En este ensayo se sembraron de cada
linea 2x10° células por condicion de tratamiento y tras 24 h con las dosis de ixazomib indicadas se marcaron
con Anexina V-FITC y 7-AAD para cuantificar apoptosis y necrosis mediante citometria de flujo. Los
resultados son la media + SD de cada marcaje de n=2 en las lineas MM.1S, OPM-2, RPMI8226 y U266, y
de n=3 en la linea NCI-H929. La significancia de los resultados estd obtenida mediante un analisis
estadistico r-test. * p< 0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

Tras los resultados en trabajos anteriores, se comprob6 que esta proteccion ante el
efecto citotoxico de ixazomib se produce en todas las lineas de mieloma maultiple
disponibles, al afadirse Z-VAD-fmk durante el tratamiento del IP durante 24 h. En la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. se aprecia que la proteccion que ejerce
Z-VAD-fmk es mayor en las lineas U266 (tratada con 50 nM de ixazomib) y MM.1S
(tratada con 25 nM de ixazomib). Respecto a NCI-H929 (tratada con 15 nM de ixazomib)
la proteccion es menor que en las lineas anteriores, pero también reduce el efecto
citotoxico de ixazomib. Si nos fijamos en OPM-2 y RPMI8226 ambas tratadas con 50
Nm de ixazomib la proteccion ejercida es menor a la que se produce a la misma dosis en
la linea U266. Anteriormente, en trabajos de este laboratorio, se ha visto que la linea U266
siempre muestra mayor proteccion cuando se administra un IP y el inhibidor de caspasa

Z-VAD-fmk (Balsas Claveria, 2011; Jarauta, 2015; Serrano del Valle, 2020).
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Ademas se establecio que Z-VAD-fmk es capaz de reducir a la mitad el efecto
ocasionado por carfilzomib en las lineas MM.1S y MOPC315.BM (Jarauta, 2015; Serrano
del Valle, 2020), en contraste con la reduccion parcial que presenta la linea MM. 1S ante
el tratamiento conjunto de Z-VAD-fmk y bortezomib (Balsas Claveria, 2011). A pesar de
que bortezomib es un IP reversible, al igual que ixazomib, el efecto protector de Z-VAD-
fmk frente a este ultimo es mas similar al observado con carfilzomib. Por otro lado, en la
linea NCI-H929 existe cierta controversia entre los resultados obtenidos ante la
proteccion al efecto de carfilzomib si se inhiben las caspasas con el inhibidor pancaspasa
Z-VAD-fmk (Jarauta, 2015; Serrano del Valle, 2020) probablemente debida a la
inestabilidad genética de las lineas de mieloma que puede dar lugar a cambios en su
comportamiento. En cambio, ante el tratamiento con bortezomib, Z-VAD-fmk llega a
reducir un 40% la muerte en esta linea (Balsas Claveria, 2011). La inhibicién de la
apoptosis por Z-VAD-fmk en la linea RPMI8226 es similar, indiferentemente de si se
trata de bortezomib o ixazomib. Todas estas variaciones seguramente se deban a

caracteristicas propias de las células.

Otros autores han descrito que Z-VAD-fmk protege ante la accion del inhibidor
de proteasoma bortezomib en mieloma, aunque este papel se ejerce indiferentemente de
la linea celular o tipo celular (Ando et al., 2014; Iskandarani et al., 2016; Sha & Goldberg,
2020; M. Wang et al., 2008). Las diferencias de proteccion ante los diferentes inhibidores
de proteasoma al inhibir las caspasas con el inhibidor pancaspasa Z-VAD-fmk
probablemente se deba a las diferencias moleculares de cada uno de los IP. Aunque, estas
diferencias pueden ser por el nivel de activacidon de caspasa-3 como se vio anteriormente
entre carfilzomib y bortezomib en el trabajo del Dr. Alfonso Serrano del Valle (Serrano

del Valle, 2020).

Ademas, podemos diferenciar el tipo de muerte que se aprecia en cada una de las
lineas celulares al ser tratados con la combinacion de ixazomib y Z-VAD-fmk. En todas
las lineas estudiadas el tipo de muerte predominante es la apoptosis, puesto que solo se
observa marcaje con Anexina V-FITC (indicador de apoptosis) o doble marcaje Anexina
V-FITC y 7-AAD (marcador de 4cido nucleico cuando la membrana plasmatica esta
danada) independientemente del tratamiento en combinacion o individual. No se detecta
un porcentaje significativo de células marcadas s6lo con 7-AAD (indicativo de necrosis),
por lo que podemos suponer que la muerte inducida por ixazomib en lineas de mieloma

es solo por apoptosis y a través de la activacion de caspasas. Destaca la linea U266 al
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presentar una proteccion practicamente total por parte de Z-VAD-fmk, mientras que el
resto de lineas analizadas parecen tener ademas activada una ruta de muerte independiente
de caspasas. Una posible explicacion a la muerte independiente de caspasas se encuentra
en el trabajo de Ramakrishman donde se describié que bortezomib induce estrés celular
por la inhibicion de la protedlisis causando roturas en el DNA, ROS y activacion de la
via extrinseca de apoptosis a través de la estimulacion de JNK, ademas de la apoptosis

mitocondrial como mecanismo principal (Ramakrishnan & Mager, 2018).

Ante estos resultados se establece que el mecanismo de muerte celular en
respuesta a ixazomib se realiza principalmente a través de la apoptosis dependiente de
caspasas, aunque en algunas lineas celulares parece activarse también mecanismos

independientes de caspasas.

Una vez establecido el papel de las caspasas en la muerte inducida por ixazomib
se analizo la activacion de caspasa-3. Para ello se llevo a cabo un estudio temporal durante
48 h, tomando muestras a 0, 6, 24 y 48 h de incubacion de las células de mieloma con
ixazomib en presencia o ausencia de Z-VAD-fmk, para analizar la activacion de caspasa-
3 mediante citometria de flujo empleando un anticuerpo especifico de caspasa-3 activa.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Determinacion de la activacion de caspasa-3 en lineas de mieloma multiple tras el
tratamiento con ixazomib en presencia y ausencia de Z-VAD-fmk. En este ensayo se sembraron de cada
linea 3x10° células por condicioén y se trataron con ixazomib en ausencia (A) o presencia (B) de Z-VAD-
fmk (50 uM). Las dosis empleadas fueron 15 nM en NCI-H929, 25 nM en MM.1S, OPM-2 y RPMI8226,
y, por ultimo, 50 nM en U266. A los tiempos indicados se recogieron las cé¢lulas y se marcaron para un
posterior analisis mediante citometria de flujo con anticuerpo anti-caspasa-3-activa-FITC. Los resultados
son la media + SD de cada marcaje de n=3 en todas las lineas y la significancia esta obtenida mediante
analisis de 7-fest respecto el control de cada linea. * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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La activacion de caspasa-3 se observa principalmente a partir de las 24 h de
tratamiento con ixazomib en las lineas NCI-H929, MM.1S y U266. En las lineas OPM-2
y RPMI8226 esta activacion es mas tardia, a las 48 h, como se observa en la Figura 4.6A.
Esta activacion esté relacionada con la sensibilidad que presentan las lineas celulares al
inhibidor de proteasoma ixazomib. La linea NCI-H929 es la mas sensible al IP con una
dosis inferior (15 nM) y es la que mayor nivel de activacion presenta de caspasa-3 a las
24 h seguida de MM.1S. Las lineas OPM-2 y RPMI8226 ambas son mads resistentes, lo
que puede ser debido a que la activacion de la caspasa-3 se da sobre todo a partir de las
48 h. Resalta la linea U266 que, siendo la mas resistente a ixazomib, presenta una
activacion temprana al igual que NCI-H929 y MM. 1S a las 24 h de caspasa-3, pero en
menor medida que estas. Una posible explicacion podria ser que existan diferencias en
los niveles de expresion de XIAP siendo mas elevados en la linea U266, pero esta
hipotesis queda descartada por el trabajo de Gomez-Benito et al. 2007, donde se muestra
que las 5 lineas de mieloma presentan altos niveles de XIAP basales y similares entre

ellas.

En cambio, en presencia de Z-VAD-fmk (Figura 4.6B), la activacion de caspasa-
3 se da a muy bajo nivel y se produce a las 48 h en general, aunque hay excepciones. En
la linea NCI-H929 la presencia de Z-VAD-fmk impide la activacion de caspasa-3 por lo
que se mantienen niveles bajos de actividad de esta proteina proximos al estado basal.
Destaca la linea U266 la cual produce activacion de caspasa-3 en un porcentaje pequeiio,
pero significativo, a 24 h en presencia de Z-VAD-fmk. Se ha descrito que la caspasa-3
puede estar activada, a pesar de que se traten las células con un inhibidor pan-caspasa, si
ixazomib produce un efecto muy rapido como se ha visto con inhibidores de fosfatasas
(Fladmark et al., 1999). Otra alternativa es la comentada en este mismo apartado, que
bortezomib sea capaz de activar la via extrinseca con su consecuente activacion de
caspasa-3 (Ramakrishnan & Mager, 2018). Aunque Z-VAD-fmk inhibiria la via
extrinseca, esta activacion de caspasa-3 puede darse a tiempos muy cortos (10 min)
después de que se induzca la activacion de los receptores mortales (Fladmark et al., 1999),

antes de que Z-VAD-fmk tenga efecto.

Los resultados de este ensayo demuestran que ixazomib induce apoptosis a través
de la activacidon de caspasa-3, pero no determina si esta activacion se realiza por via
mitocondrial o extrinseca. Existen inhibidores de proteasoma que son capaces de activar

ambas caspasas (-8 y -9) como el caso de LC53-0110 y su andlogo (Park et al., 2016).
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Ademas, Chauhan y su equipo demostraron la capacidad de ixazomib de activar las vias
apoptdticas intrinseca (caspasa-9) y extrinseca (caspasa-8) en las lineas NCI-H929 y
MM.1S (Chauhan, Tian, Zhou, et al., 2011). Ante los resultados obtenidos en este
apartado y los antecedentes descritos se decidi6 profundizar mas en el mecanismo como

se recoge mas adelante (apartado 4.1.8.).

4.1.6. Efecto del tratamiento con ixazomib sobre las proteinas de la familia BCL-2
en lineas de mieloma miiltiple.

Como hemos visto en la seccion 1.2.2, las proteinas de la familia BCL-2 tienen
un papel importante en la regulacion de la muerte celular por apoptosis. Ademas, en
estudios previos se ha demostrado que los canceres hematopoyéticos presentan con
frecuencia alteraciones en dichas proteinas (Khan & Kahl, 2018; Perini et al., 2018; Reed,

2008; Valentin et al., 2018).

Siguiendo estos antecedentes, se ha estudiado el efecto de ixazomib sobre los

niveles de las proteinas de la familia BCL-2 en lineas de mieloma.

Las diferentes lineas de mieloma multiple establecidas usadas en este trabajo
presentan perfiles de la familia BCL-2 diferentes y no relacionados con las traslocaciones
génicas que poseen, por lo que en primer lugar se analizé el estado basal de dichas
proteinas en las diferentes lineas. Si nos fijamos en la Figura 4.7, las lineas de mieloma
multiple se pueden clasificar en 3 grupos en funcién de la proteina anti-apoptotica
principal. En primer lugar, estdn las lineas NCI-H929 y U266 que expresan mayores
niveles de BCL-2 respecto a las demés proteinas anti-apoptoticas, seguida de la expresion
de MCL-1 y BCL-XL respectivamente. Después, MM.1S y OPM-2 que expresan
principalmente BCL-X1, y RPMI8226 que expresa mayores niveles de las proteinas anti-

apoptoticas MCL-1 y BCL-Xy, frente a BCL-2.

En cuanto a las proteinas pro-apoptoticas, concretamente BIM y PUMA ya que
NOXA ha sido muy complicado conseguir estudiarla tanto por Western Blot como por
citometria de flujo, vemos también diferencias. Las lineas MM.1S y U266 tienen mas
elevada la proteina BIM mientras que NCI-H929, OPM-2 y RPMI8226 presentan
mayores niveles de PUMA.

En cuanto a BAK y BAX la relaciéon entre ellas es 1:1 en las lineas de MM
establecidas siendo su expresion mayor en las lineas NCI-H929 y RPMI18226.
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Figura 4.7. Estado basal de las proteinas de la familia BCL-2 en lineas de mieloma miltiple y sus
traslocaciones génicas. Se extrajo proteina de 3x10° células de cada linea celular y se analiz6 la expresion
de las proteinas de la familia BCL-2 indicadas. La cuantificacion de las proteinas esta realizada en
referencia a la a-tubulina de cada linea, en cada membrana empleada, mediante el programa ImageJ-NIH.
La viabilidad celular se estim6 mediante contaje con azul trypan. Imagen representativa de n=3. La
estadistica es la media + SEM (n=3) y la significancia esta obtenida mediante analisis de two-ANOVA con
posterior prueba de Tukey, comparando las 5 lineas entre todas ellas, siendo * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<

0,001 y **%% p< 0,0001.
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Podemos ver que los niveles de proteinas de la familia BCL-2 no parecen
depender solo de las anomalias genéticas propias del mieloma que presenta cada linea
celular. Por ejemplo, NCI-H929 y OPM-2 tienen la traslocacion t(4;14) mientras que cada
una sobreexpresa principalmente las proteinas BCL-2 y BCL-XL respectivamente; o
como son MM.IS y RPMI8226 que se caracterizan por su traslocacion t(14;16)
sobreexpresan las proteinas anti-apoptoticas BCL-X1 y MCL-1 respectivamente. Estos
datos corroboran lo descrito por Touzeau et al. 2016 cuyo estudio mostraba que la
expresion de BCL-2 es indiferente de la traslocacion t(11;14), y que la linea MM. 1S es
dependiente de BCL-XL.

Existen estudios que indican que el aumento de expresion de BCL-2 proporciona
resistencia a terapias con interferén, dexametasona, doxorrubicina o bortezomib, y la
sobreexpresion de BCL-X{ resistencia al melfalan o doxorrubicina (Kline et al., 2007).
También el aumento de expresion de MCL-1 puede hacer resistentes a las células al

tratamiento con inhibidores de BCL-2 como ABT-199 o ABT-737 (Anstee et al., 2019).

Conocer el perfil de expresion de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas
de mieloma podria resultar util para elegir el tratamiento mas adecuado con miméticos
BH3 para potenciar la accion de ixazomib (Punnoose et al., 2016). No solo, como se ha
comentado anteriormente, para poder conocer las posibles resistencias a farmacos sino
qué alternativa de tratamiento puede ser mas eficaz. Por ejemplo, en funciéon de la
dependencia de una u otra proteina anti-apoptotica, se podrian proponer tratamientos para
disminuir los niveles de IL-6 o IFN-a evitando asi una mayor expresion de MCL-1 y el
efecto pro-supervivencia ocasionado (Jourdan et al., 2000). También se podria conocer y
determinar en funcién de dicha informacién que mimético BH3 podria ser efectivo en
cada caso. Algunos tipos de leucemia y linfomas, asi como el mieloma multiple suelen
sobreexpresar MCL-1, en algunos casos debido a la amplificacion 1g21, por lo que seria
efectivo un tratamiento con miméticos BH3 especificos contra dicha proteina (Merino et
al., 2018; Slomp et al.,, 2019). En cambio, otros tipos de cancer suelen presentar
sobreexpresada la proteina anti-apoptotica BCL-2, como ocurre en la leucemia linfatica
cronica, el linfoma de células del manto o la macroglobulinemia de Waldenstrom (Perini
etal., 2018). En estos ultimos, y como se demostrd con anterioridad, la dependencia sobre
las proteinas anti-apoptdticas de BCL-2 o BCL-Xy predice un mejor comportamiento ante
venetoclax (ABT-199) que aquellos pacientes con un perfil bajo de expresion en BCL-2

(Touzeau et al., 2016). También se ha visto que la combinacién de venetoclax con
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bortezomib y dexametasona es efectiva en pacientes de mieloma multiple con una alta
expresion de BCL-2 (Moreau et al., 2017). Es posible que el estado de la expresion de las
proteinas pro-apoptoticas no se relacione directamente con la sensibilidad a los farmacos,
sino mas bien depende de la expresion y distribucion de diferentes miembros de la familia
BCL-2, tanto anti-apoptoticas como pro-apoptéticas (Slomp et al., 2019). Por tanto,
debido a la heterogeneidad que el MM presenta en los niveles de expresion de las
proteinas de la familia BCL-2, realizar un perfil de dichas proteinas y determinar su
dependencia de cada proteina seria de gran ayuda para disefiar tratamientos basados en el

uso de miméticos BH3.

En los apartados 4.1.1 4.1.5 y en estudios previos (Augello et al., 2018; Muz et
al., 2016; Offidani et al., 2014) se ha demostrado que ixazomib induce apoptosis, aunque
los datos acerca del mecanismo implicado son escasos. En el trabajo realizado por
Chauhan et al. 2011 se establecié que ixazomib desencadena vias de sefializacion tanto
dependientes como independientes de las mitocondrias y la apoptosis inducida es
mediada por caspasas, ademas de ocasionar estrés en el RE e inhibir las tres actividades
del proteasoma. En este mismo trabajo, se vio también que ixazomib es capaz de inducir

la expresion de PUMA y NOXA mediante la activacion de la via p53.

Resultados de nuestro grupo en la linea MM.1S mostraban que el tratamiento
durante 24 h con ixazomib produce un aumento de la expresion de las proteinas MCL-1,
BIM, PUMA y NOXA a diferencia de la linea U266, en la que se observa un aumento de
los niveles de las proteinas BCL-2, BCL-X1. y PUMA (Beltran-Visiedo, 2018). También
en el trabajo de Beltran-Visiedo (2018) se observéd que el tratamiento de la linea NCI-
H929 con ixazomib no provocaba cambios significativos en las proteinas de la familia
BCL-2. La inhibicion del proteasoma conlleva un aumento en los niveles de las proteinas
BIM, BIK, MCL-1 y NOXA, y una disminucion de A1 y BCL-2 (est4 ultima puede no
variar) y no afecta los niveles de BAX, BAK, BID, BCL-X;, BCL-W y PUMA
(Mortenson et al., 2005; Pérez-Galan et al., 2006; Qin et al., 2005; H. Zhu et al., 2005).
Se ha descrito que el tratamiento con bortezomib provoca la desfosforilacion de BIM para
romper su union con LC8 y asi interaccionar con otros miembros de la familia BCL-2;
también ejerce una regulacion positiva sobre NOXA, permitiendo la union de esta con
MCL-1 y asi la liberacion y activacion de BAK y BAX, y por ultimo, también se ha
descrito que ixazomib regula a BIK al alza para mediar la liberacién de calcio y la

fragmentacion mitocondrial dependiente de DRP-1 (Fennell et al., 2008).
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Figura 4.8. Efecto de ixazomib sobre los niveles de proteinas de la familia BCL-2 en las lineas OPM-
2 (A) y RPMI8226 (B). Ambas lineas fueron tratadas con 25 nM de ixazomib durante 6, 24 y 48 h. Se
recogid y se extrajo proteina a 3x10° células totales de cada linea celular y cada condicion. La cuantificacion
de las proteinas esta realizada en referencia a la a-tubulina de cada tiempo y respecto las células sin
tratamiento (control) en cada membrana empleada, mediante el programa ImageJ-NIH. La viabilidad
celular se estim6 mediante contaje con azul trypan. Imagen representativa de n=2. La significancia se
determiné mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada proteina
respecto al estado basal (control) donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001

Ante los resultados anteriores, se decidié ampliar este estudio previo en otras
lineas celulares. La Figura 4.8 muestra un aumento de los niveles en la linea OPM-2 de
MCL-1 ala 6 hy de BIM a las 24 h principalmente. Otras proteinas como BCL-2, BCL-
X1, PUMA y NOXA también aumentan ligeramente sus niveles cuando se trata esta linea
celular con ixazomib, aunque los cambios no son estadisticamente significativos. Por otro
lado, en la linea RPMI8226, ixazomib induce un aumento rapido en el tiempo (6 h) de las

proteinas anti-apoptdticas MCL-1 y BCL-Xp y a tiempos mas largos (48 h) también
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aumenta la expresion de BCL-2 y PUMA. En este caso la proteina BH3-on/y NOXA no
parece sufrir alteraciones. El aumento de las proteinas pro-apoptdticas que se observa en
ambas lineas, podria contrarrestar el efecto protector de las anti-apoptdticas y sugiere qué
proteina BH3-only predomina en cada una de las lineas en el tratamiento con ixazomib.
OPM-2 dependeria principalmente de NOXA, seguida de BIM y en tltimo lugar PUMA;
mientras que en la linea RPMI8226 la primera respuesta apoptotica (6 h) podria
corresponder a la proteina BIM, seguida de PUMA y en menor medida de NOXA a las
48 h. Estos resultados dan a entender que cada linea tiene un tiempo distinto de respuesta
a la induccidn de apoptosis por ixazomib siendo mas temprana en la linea RPMI8226 (6
h) y alas 24 h en OPM-2. La rapida induccion de las proteinas pro-apoptdticas en ambas
lineas destaca puesto que la activacion de caspasa-3 en ellas era tardia, al igual que la
activacion de caspasa- 8 (a las 48 h) implicando una permeabilizacion de la mitocondria
lenta o la existencia de algin factor que impidiese la activacion de caspasa-3. Ademas,

estas lineas eran de las mas resistentes al tratamiento con ixazomib (Figura 4.5).

Los resultados obtenidos en la Figura 4.8 confirman lo visto en trabajos anteriores
qué demuestran que bortezomib provoca una mayor acumulacion de MCL-1, ademas de
una sobreexpresion de NOXA, pero sin alterar los niveles de BCL-2 y BCL-X1. (Fennell
et al., 2008). Ademas, se ha visto que la activacion de MCL-1 se da a tiempos tempranos
(4 h o menos) (Gomez-Bougie et al., 2007). La sobreexpresion de NOXA permite
desplazar a BIM de los complejos formados por MCL-1/BIM, pero no de los de BCL-
2/BIM (Fennell et al., 2008). Este hecho permite que BIM active a BAK y BAX y, por
tanto, se desencadene la apoptosis. Por otro lado, ante el tratamiento con bortezomib en
lineas de mieloma que expresan un alto nivel de expresion de MCL-1 se ralentiza el efecto

de bortezomib resultando en una resistencia a este IP (Gomez-Bougie et al., 2007).

En el apartado 4.1.5 se confirma que ixazomib induce apoptosis de manera
dependiente de caspasas, por lo que se ha estudiado el efecto de ixazomib sobre las
proteinas de la familia BCL-2 en presencia de Z-VAD-fmk en las lineas OPM-2 y
RPMI8226. Se sembraron 3x10° células por condicién de tratamiento y se preincubaron
1 h con Z-VAD, después se afiadi6 ixazomib 25 nM y se tomaron muestras a diferentes

tiempos. Los resultados se recogen en la Figura 4.9.
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Figura 4.9. Efecto de ixazomib y Z-VAD-fmk sobre los niveles de proteinas de la familia BCL-2 en
las lineas OPM-2 (A) y RPMI8226 (B). Se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células totales de cada
linea celular y cada condicion. Ambas lineas fueron tratadas con 25 nM de ixazomib y con 50 uM de Z-
VAD-fmk durante 6, 24 y 48 h. La cuantificacion de las proteinas esta realizada en referencia a la o-tubulina
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programa ImageJ-NIH. La viabilidad celular se estim6 mediante contaje con azul trypan. Imagen
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Como se observa en la figura anterior, la inhibicion de las caspasas con Z-VAD-

fmk no afecta significativamente a la acumulacion de MCL-1 inducida por ixazomib a las

24 h, pero se observa una menor acumulacion a las 6 h. Sin embargo, se observa que el
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aumento de los niveles de PUMA en respuesta a ixazomib no se produce en presencia de

Z-VAD-fmk.

En la linea RPMI8226, en presencia de Z-VAD-fmk, el aumento en los niveles de
MCL-1 se retrasa a las 24 h manteniéndose en el tiempo a diferencia del tratamiento solo
con ixazomib donde el aumento de MCL-1 se observa a las 6 h y en menor proporcion.
Por otro lado, los cambios en los niveles de expresion de BIM a lo largo del tiempo son
similares a los observados en las células sdlo tratadas con ixazomib, pero con niveles

inferiores en presencia de Z-VAD-fmk.

Previamente se ha establecido que la apoptosis inducida por ixazomib estd
mediada por la activacion de las caspasas-3, 8 y 9 o también por las vias p53-p21, p53-
NOXA-PUMA y RB-E2F (Muz et al., 2016). Con los resultados anteriores no podemos
determinar el estado de NOXA en las lineas OPM-2 y RPMI8226 ya que los anticuerpos
disponibles para Western Blot no permiten obtener resultados fiables y reproducibles. Por
este motivo se decidid estudiar el efecto de ixazomib sobre la expresion de PUMA y
NOXA en estas lineas mediante una técnica diferente para evaluar la posible participacion
de la ruta p53-NOXA-PUMA en la muerte celular inducida por ixazomib. Este analisis
se realizo mediante citometria de flujo con el uso de anticuerpos especificos para cada

proteina a diferentes tiempos.

Como se recoge en la Figura 4.10A, en ambas lineas se observo un aumento de
la expresion de PUMA a las 6 h cuando se tratan las células con ixazomib sélo, y con
apenas variaciones hasta las 48 h. En cambio, en presencia de Z-VAD la expresion de
dicha proteina permanece inalterable hasta las 48 h. Ademas, este dato confirma el
aumento observado en los Western Blot anteriores (Figura 4.8 y Figura 4.9) y la

dependencia de caspasas en el proceso de apoptosis inducido por ixazomib.
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Figura 4.10. Estudio de la expresion de las proteinas PUMA (A) y NOXA (B) en lineas de MM
tratadas con ixazomib y Z-VAD-fmk. Se sembraron 2,5x10° celulas por cada condicién y se trataron con
25 nM de ixazomib y 50 pM de Z-VAD-fmk. Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido
al 1% y se permeabilizaron con saponina al 0,1% en PBS. A continuacion, se afiadieron los anticuerpos
primarios correspondientes a PUMA y NOXA, y, por ultimo, el anticuerpo secundario contra la Fc de cada
uno de ellos. Imagen representativa de n=2.

En cuanto a la expresion de NOXA (Figura 4.10B), no se observo aumento de los
niveles de esta proteina en respuesta a ixazomib e incluso a tiempos mas largos se observa

una disminucién de los mismos, tanto en ausencia como en presencia de Z-VAD.

El comportamiento de cada linea es diferente, al igual que se establecid en un
trabajo previo realizado en nuestro grupo (Beltran-Visiedo, 2018). En este trabajo se
muestra como la linea NCI-H929 presenta una bajada de la expresion de PUMA a las 48
h cuando se trata solo con ixazomib (15 nM) mientras que en presencia de Z-VAD-fmk

no varia la expresion en el tiempo. La proteina NOXA se mantiene estable
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indiferentemente del tratamiento. Por otro lado, las lineas MM.1S y U266 s6lo con
ixazomib (25 nM y 50 nM respectivamente) presentan una disminucion de la expresion
de PUMA alas 24 h y se mantiene incluso a las 48 h, mientras que la expresion de NOXA
aumenta ligeramente a las 24 h. En estas lineas, en presencia de Z-VAD-fimk los niveles
de PUMA permanecen estables con un leve incremento a las 24 o 48 h respectivamente,

mientras que NOXA aumenta la expresion levemente a las 24 h.

En general los inhibidores de proteasoma como bortezomib o MG132 generan
apoptosis independiente de la activacion de p53 (Pandit & Gartel, 2011), aunque también
existen evidencias de que la induccion transcripcional de PUMA mediada por p53 podria
jugar un papel importante en la sensibilidad de las células a la apoptosis inducida por la
inhibicion del proteasoma (Concannon et al., 2007). Destaca que las lineas OPM-2 y
RPMI8226 presentan p53 mutado, por lo que el aumento de PUMA puede ser debido a
estimulos como estrés en el RE, concretamente mediante la induccion de CHOP, E2F1 y
TRB3; o mediante la activacion transcripcional de p73, un homologo de p53 (Yu &
Zhang, 2008). En las lineas MM.1S y NCI-H929, que expresan la forma no mutada de
p53, inducen apoptosis por la activacion de la via p5S3-PUMA (Saha et al., 2010). Ambas
lineas expresan principalmente BCL-X1 y BCL-2 antes que MCL-1, lo cual corrobora el
modelo descrito con anterioridad que propone que p53 se une a BCL-Xy. para liberar a
PUMA vy asi puede actuar como activador de BAX (Chipuk et al., 2004, 2005). Sin
embargo, otra opcidn es que p53 actue desplazando a BIM de su unidn con las proteinas

anti-apoptoticas MCL-1, BCL-2 y BCL-Xy. (Han et al., 2010).

Por otra parte, parece que la adicion de Z-VAD-fmk en las lineas OPM-2 y
RPMI8226 inhibe el aumento de expresion de las proteinas pro-apoptdticas. En la
actualidad no hay bibliografia que respalde este resultado, por lo que seria conveniente

investigar mas la razon.

4.1.7. Efecto de ixazomib en lineas deficientes en proteinas pro-apoptéticas o con
sobreexpresion de anti-apoptdticas.

Anteriormente hemos visto que la proteina BIM eleva sus niveles de expresion
cuando tratamos la linea RPMI8226 con ixazomib y en menor medida en la linea OPM-
2. Aunque no observar cambios en los niveles de proteina del resto de la familia BCL-2
no permite descartar la participacion de las mismas en la muerte celular, decidimos
centrarnos en el estudio del posible papel de BIM en la muerte inducida por ixazomib.
En las células de miecloma, BIM se encuentra neutralizada por la asociacion con MCL-1
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o BCL-2 y en el momento que se activan las sefiales de apoptosis la primera interaccion
que se rompe es la de MCL-1/BIM, liberando asi a BIM, quien se asocia con BAX de
manera transitoria para desempenar su papel pro-apoptotico. De este modo, el balance
entre los niveles de proteina MCL-1 y BIM determinan la viabilidad celular en las células
de mieloma (Gomez-Bougie et al., 2004; Jette et al., 2008; Niu et al., 2016; O’Connor et
al., 1998; Puthalakath et al., 1999). En cambio, la interaccion con BCL-2 es mas duradera
siendo un buen objeto de estudio como diana en mielomas resistentes a inhibidores de
proteasoma (Chen et al., 2014). Ademas, existen evidencias en carcinoma hepatocelular
de que la induccién de la expresion de BIM por parte de bortezomib contrarresta la
resistencia a farmacos dependientes de la via HRAS/MAPK37 (Zhang et al., 2019). En
base a los antecedentes y los resultados obtenidos en los apartados anteriores, la proteina
pro-apoptotica BIM parece tener un papel en la muerte por apoptosis ocasionada por
ixazomib. Para estudiar el papel de esta proteina, se generaron clones deficientes en BIM
de todas las lineas de mieloma multiple disponibles mediante infeccion lentiviral en base
a la técnica CRISPR/Cas9, salvo de la linea OPM-2 de la cual ya se disponia en el
laboratorio de una linea deficiente en BIM generada mediante interferencia de RNA

(shBIM).

Segtn vemos en la Figura 4.11A, tras la infeccion en la linea NCI-H929, se ha
perdido las isoformas habituales de BIM y la funcionalidad de dicha proteina puesto que
el crRNA empleado iba dirigido al dominio BH3. Aparte de comprobar si se ha eliminado
la proteina BIM, también se analiz¢ el estado del resto de proteinas de la familia BCL-2,

los niveles de expresion se recogen en la Figura 4.11B.
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Figura 4.11. Sensibilidad a ixazomib de células NCI-H929 deficientes en BIM. (A) Comprobacion
lineas celulares de NCI-H929 deficientes en BIM. Se recogié y se extrajo proteina a 3x10° células y
mediante la técnica Western Blot con un anticuerpo especifico contra BIM (Cell Signaling) se evalud la
ausencia o presencia de dicha proteina. (B) Estado de las proteinas familia BCL-2 en las lineas modificadas.
Se recogié y se extrajo proteina a 3x10° células. La cuantificacion de las proteinas estd realizada en
referencia a la a-tubulina de cada linea, en cada membrana, mediante el programa ImageJ-NIH. La
viabilidad celular se estim6 mediante contaje con azul trypan. (C) Estudio de la muerte celular ocasionada
por ixazomib en la linea NCI-H929 parental y las lineas modificadas. Para determinar la implicacion de
BIM se sembraron 3x10° células por dosis de ixazomib y se trataron con concentraciones crecientes de
ixazomib. Posteriormente se analiz6 la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo y por marcaje con
Anexina V-DY634. Los resultados son la media + SD (n=2) y la significancia se determiné mediante el
analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de ixazomib
respecto a la linea vector vacio en cada caso donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

En las lineas NCI-H929 Lenticrispr vacio clon 1 y clon 2 se produce un ligero
aumento en la expresion de MCL-1 que se observa también en las lineas NCI-H929
BimKO clon 3 y clon 4. La ausencia de BIM o la infeccion no afectan al nivel de
expresion de BCL-2 siendo similar entre las wild fype, los controles de infeccion y las

BimKO; pero si afecta al nivel de BCL-X¢. El nivel de esta ultima proteina de la familia
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BCL-2 disminuye ligeramente tras la infeccion y se mantiene en las lineas que no
expresan BIM. En cuanto a las proteinas pro-apoptoticas (PUMA, BAK y BAX) los
niveles no varian tras la infeccion ni por la ausencia de expresion de BIM. La expresion
de BIM no varia apenas tras la infeccion salvo en la linea NCI-H929 Lenticrispr vacio

clon 2 donde se aprecia una disminucién de la expresion no significativa.

Posteriormente las lineas obtenidas se trataron con ixazomib durante 24 h para
determinar si la deficiencia en BIM protege de la accion de ixazomib. Los resultados se
muestran en la Figura 4.11C. Segln dicha figura, la infeccion por lentivirus y posterior
seleccion provoca un aumento a la sensibilidad del tratamiento con ixazomib de las lineas
NCI-H929, ademas de producir cambios morfologicos, como un aumento en el tamafio.
El déficit de BIM, en general, protege del efecto tdxico de ixazomib, incluso
contrarrestando la sensibilidad ocasionada por la infeccion. En las lineas NCI-H929 se
aprecia que los clones deficientes en BIM son menos sensibles a ixazomib (especialmente
a 25 nM) que los clones con el vector vacio a pesar de que la infeccion los haga mas
sensibles. Ademds, a concentraciones mas altas ya no se aprecian diferencias,
posiblemente porque otras proteinas pro-apoptoticas puedan sustituir a BIM en la

activacion de BAX y BAK.

Al igual que sucede en la linea NCI-H929, tras la infeccion en la linea MM.1S se
han perdido las isoformas habituales de BIM y la funcionalidad de dicha proteina, como
se observa en la Figura 4.12A. En esta linea también se analiz6 el estado del resto de
proteinas de la familia BCL-2 (Figura 4.12B). La infeccion en la linea MM.1S provoca
un aumento de casi el doble en la expresion de las proteinas MCL-1 y BCL-2, mientras
que las lineas deficientes en BIM presentan niveles equivalentes a la linea parental. En la
expresion de BCL-Xt sucede lo contrario a la expresion de MCL-1, aumenta tras la
infeccion y la ausencia de BIM eleva su nivel ligeramente por debajo de las wild type. Si
nos fijamos en las proteinas pro-apoptdticas PUMA, BAK y BAX presentan pequeios
cambios entre las diferentes lineas, pero no parecen significativos. Se observa un ligero

aumento de PUMA tras la ausencia de BIM.

Tras el tratamiento con ixazomib durante 24 h, como se ve en la Figura 4.12C,
en la linea MM.1S, se produce el mismo efecto que en la linea NCI-H929, la infeccion
aumenta la sensibilidad de las células al efecto de ixazomib y la ausencia de BIM protege

parcialmente frente a ixazomib, aunque la diferencia es menor.
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Figura 4.12. Sensibilidad a ixazomib de células MM.1S deficientes en BIM. (A) Comprobacion lineas
celulares de MM. 1S deficientes en BIM. Se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células y mediante la
técnica Western Blot con un anticuerpo especifico contra BIM (Cell Signaling) se evalu6 la ausencia o
presencia de dicha proteina. (B) Estado de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas modificadas. Se
recogio y se extrajo proteina a 3x10° células. La cuantificacion de las proteinas estd realizada en referencia
a la a-tubulina de cada linea, en cada membrana, mediante el programa ImageJ-NIH. La viabilidad celular
se estim6 mediante contaje con azul trypan. (C) Estudio de la muerte celular ocasionada por ixazomib en
la linea MM.1S parental y las lineas modificadas. Para determinar la implicacion de BIM se sembraron
3x10° células por dosis de ixazomib y se trataron con concentraciones crecientes de ixazomib.
Posteriormente se analiz6 la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo y por marcaje con Anexina
V-DY634. Los resultados son la media + SD (n=2) y la significancia se determiné mediante el analisis
estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de ixazomib respecto a la
linea vector vacio en cada caso donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

Por otro lado, al igual que sucede en las lineas NCI-H929 y MM.1S, como se
observa en la Figura 4.13A, tras la infeccion en la linea RPMI8226 se han perdido las
isoformas habituales de BIM y la funcionalidad de dicha proteina. En esta linea también

se analiz6 el estado del resto de proteinas de la familia BCL-2 (Figura 4.13B).
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Figura 4.13. Sensibilidad a ixazomib de células RPMI8226 deficientes en BIM. (A) Comprobacion
lineas celulares de RPMI8226 deficientes en BIM. Se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células y
mediante la técnica Western Blot con un anticuerpo especifico contra BIM (Cell Signaling) se evaluo la
ausencia o presencia de dicha proteina. (B) Estado de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas
modificadas. Se recogié y se extrajo proteina a 3x10° células. La cuantificacion de las proteinas esta
realizada en referencia a la a-tubulina de cada linea, en cada membrana, mediante el programa Imagel-
NIH. La viabilidad celular se estim6 mediante contaje con azul trypan. (C) Estudio de la muerte celular
ocasionada por ixazomib en la linea RPMI8226 parental y las lineas modificadas. Para determinar la
implicacién de BIM se sembraron 3x10° células por dosis de ixazomib y se trataron con concentraciones
crecientes de ixazomib. Posteriormente se analizé la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo y
por marcaje con Anexina V-DY634. Los resultados son la media + SD (n=2) y la significancia se determind
mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de
ixazomib respecto a la linea vector vacio en cada caso donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<
0,0001.

A diferencia de las lineas anteriormente comentadas, RPMI8226 presenta pocos
cambios en el estado de las proteinas de la familia BCL-2 tras la infeccion y ausencia de
BIM. Sélo se ve una ligera disminucion en la expresion de BCL-X¢ en la linea que no
expresa BIM. El resto de proteinas mantienen unos niveles similares entre las tres lineas
RPMI8226.
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La Figura 4.13C muestra como esta linea se ve protegida por la ausencia de la
proteina BIM, incluso a concentraciones altas de ixazomib. En esta linea, BIM parece

tener una gran implicacion en la muerte inducida por ixazomib.

Para finalizar las lineas generadas mediante la técnica CRISPR/Cas9, analizamos
lo sucedido en la linea U266 (Figura 4.14A). En esta linea, tras la infeccion se han
perdido las isoformas habituales de BIM y la funcionalidad, como sucede en las lineas
anteriormente comentadas. En cuanto al estado de las proteinas de la familia BCL-2
(Figura 4.14B) en las lineas de U266 modificadas genéticamente, tras la infeccion (U266
Lenticrispr vacio clon 2), se produce una disminucion en la expresion de MCL-1 que se
mantiene en la linea U266 BimKO clon 3. La ausencia de BIM implica también que
aumente el nivel de expresion de BCL-2 ligeramente en comparacion a la linea U266 no
modificada genéticamente (U266 control). La proteina BCL-XL no se ve afectada a nivel
de expresion en las lineas modificadas que carecen de BIM ni tras la infeccion lentiviral
(linea Lenticrispr vacio). Si destaca que la linea U266 reduce la expresion de PUMA a la
mitad debido a la infeccion lentiviral manteniendo dicho nivel de expresion incluso
cuando BIM no se expresa. Por tltimo, BAK aumenta sus niveles de expresion tras la
infeccion, y en la linea modificada que carece de BIM recupera los niveles de expresion
de BAK de la linea parental. Con estos datos se puede concluir que en la linea U266 como
en la linea RPMI8226, la infeccion y seleccion ha causado algunos cambios en el perfil
de expresion de las proteinas de la familia BCL-2, pero dichos cambios observados son
equivalentes tanto en las células transformadas con el vector vacio, como en las

deficientes en BIM.
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Figura 4.14. Sensibilidad a ixazomib de células U266 deficientes en BIM. (A) Comprobacion lineas
celulares de U266 deficientes en BIM. Se recogio y se extrajo proteina a 3x10° células y mediante la técnica
Western Blot con un anticuerpo especifico contra BIM (Cell Signaling) se evaluo la ausencia o presencia
de dicha proteina. (B) Estado de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas modificadas. Se recogio y
se extrajo proteina a 3x10° células. La cuantificacion de las proteinas estd realizada en referencia a la a-
tubulina de cada linea, en cada membrana, mediante el programa ImageJ-NIH. La viabilidad celular se
estim6 mediante contaje con azul trypan. (C) Estudio de la muerte celular ocasionada por ixazomib en la
linea U266 parental y las lineas modificadas. Para determinar la implicaciéon de BIM se sembraron 3x103
células por dosis de ixazomib y se trataron con concentraciones crecientes de ixazomib. Posteriormente se
analiz6 la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo y por marcaje con Anexina V-DY634. Los
resultados son la media + SD (n=2) y la significancia se determiné mediante el analisis estadistico two-
ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de ixazomib respecto a la linea vector
vacio en cada caso donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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En la Figura 4.14C, la linea U266 deficiente en BIM presenta un perfil mas
resistente a ixazomib que la linea U266 wild type, pero esta caracteristica parece ser
consecuencia de la infeccion lentiviral (U266 Lenticrispr vacio). Al comparar la linea
deficiente en BIM con la linea control, se observa una disminucion adicional de la muerte
inducida por ixazomib, pero la diferencia no es estadisticamente significativa. Dicha
disminucion podria deberse a la reduccion de los niveles de PUMA que se produce por la

infeccion.
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Figura 4.15. Sensibilidad a ixazomib de células OPM-2 deficientes en BIM. (A) Comprobacion lineas
celulares de OPM-2 deficientes en BIM. Se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células y mediante la
técnica Western Blot con un anticuerpo especifico contra BIM (Cell Signaling) se evalu6 la ausencia o
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presencia de dicha proteina. (B) Estado de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas modificadas. Se
recogid y se extrajo proteina a 3x10° células. La cuantificacion de las proteinas esté realizada en referencia
a la a-tubulina de cada linea, en cada membrana, mediante el programa ImageJ-NIH. La viabilidad celular
se estimd mediante contaje con azul trypan. (C) Estudio de la muerte celular ocasionada por ixazomib en
la linea OPM-2 parental y las lineas modificadas. Para determinar la implicacion de BIM se sembraron
3x10° células por dosis de ixazomib y se trataron con concentraciones crecientes de ixazomib.
Posteriormente se analizé la muerte por apoptosis mediante citometria de flujo y por marcaje con Anexina
V-DY634. Los resultados son la media + SD (n=2) y la significancia se determiné mediante el andlisis
estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de ixazomib respecto a la
linea vector vacio en cada caso donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

A diferencia de las lineas NCI-H929, MM.1S, RPMI8226 y U266, en la linea
OPM-2 shBIM se aprecia unicamente una reduccion parcial de BIM cuando se compara
con la linea control (Figura 4.15A). Este resultado probablemente sea debido al método

por el que se obtuvo esta linea, mediante interferencia de RNA.

La comprobacion del estado de las proteinas de la familia BCL-2, en esta linea se
recoge en la Figura 4.15B. La linea OPM-2 ve alterada la expresion de MCL-1 por la
ausencia de BIM, de manera que se expresa en menor medida que en las wild type o la
linea OPM-2 pLVTHM. Tras la infeccidn, la expresion de BCL-Xr y BCL-2 aumenta su
nivel de expresion, pero el déficit de BIM disminuye la expresion de estas proteinas anti-
apoptoticas al nivel de la linea wild type. Si nos fijamos en las proteinas pro-apoptéticas
PUMA, BAK y BAX, vemos que la infeccion afecta a la expresion de PUMA elevando
su nivel de expresion y el déficit de BIM no implica ningin cambio tras la infeccion. Por
otro lado, BAK y BAX tras la infeccion no varian su nivel de expresion, pero la ausencia
de BIM aumenta el nivel de expresion solo de BAK. La expresion de BIM disminuye

ligeramente en la linea OPM-2 pLVTHM respecto a la linea OPM-2 control.

Al tratar estos clones de OPM-2 con ixazomib durante 24 h (Figura 4.15C),
observamos como la linea OPM-2 deficiente en BIM muestra una reduccion importante
de la sensibilidad a ixazomib, incluso a concentraciones altas. El control de infeccidon no
sufre diferencias de comportamiento respecto a la linea OPM-2 wild type. Lo observado
en esta linea es similar a lo que ocurre en la linea RPMI18226 BimKO como observamos
en la Figura 4.13C. Ademas, en la linea OPM-2 parece tener una mayor implicacion en
la muerte inducida por ixazomib, seguida de la linea RPMI8226. Este resultado contrasta
con lo visto en la Figura 4.8 donde se observaba que la expresion de BIM aumentaba en

mayor medida en la linea RPMI8226 durante el tratamiento con ixazomib.
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El déficit de BIM proporciona proteccion ante el efecto citotoxico de ixazomib en
las diferentes lineas de mieloma multiple siendo mayor esta proteccion en la linea OPM-
2, que muestra niveles mas altos de BCL-Xr como hemos visto en la Figura 4.7. Por un
lado, pueden producirse diferencias en las interacciones que BIM establece con otras
proteinas de la familia BCL-2. Ademas, otras proteinas pro-apoptoticas, como PUMA,
podrian compensar la ausencia de BIM. El nivel de expresion de PUMA en las células
MM.1S como se estudié con anterioridad en nuestro laboratorio (Beltran Visiedo, 2018),
aumenta a las 24 h a niveles similares que en OPM-2, pero al no expresarse BIM se ha
visto que PUMA aumenta su nivel de expresion y dicho aumento podria explicar las

diferencias observadas entre las lineas MM.1S y OPM-2 (Morales et al., 2011).

Las proteinas BAK y BAX son las encargadas por excelencia de ejecutar la
apoptosis por la via intrinseca (Touzeau et al., 2018). Con el fin de determinar si la via
intrinseca es la Unica que se activa en respuesta a ixazomib, se estudio el efecto de
ixazomib en una linea deficiente en ambas proteinas (MM.1S Bax/Bak KO) disponible

en el laboratorio. Los resultados se observan en la Figura 4.1.
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Figura 4.16. Estudio de 1a muerte celular ocasionada por ixazomib en células MM.1S deficientes en
BAX/BAK. En este ensayo se sembraron las células MM.1S, MM1.S Lenticrispr vacio y MM.1S.Bax/Bak
KO a una densidad de 3x10° células/ml y se trataron con concentraciones crecientes de ixazomib.
Posteriormente se analiz6 la muerte por apoptosis mediante marcaje con Anexina V-DY634 y citometria
de flujo. Los resultados mostrados son la media = SD (n=6) y la significancia determinada mediante el
analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada concentracion de ixazomib
respecto a la linea control donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

Como se observa en la grafica anterior, la ausencia de BAK y BAX protege
parcialmente a las células de mieloma frente al efecto citotoxico de ixazomib. Aunque a

dosis de 25 nM la ausencia de BAK y BAX parece proteger del efecto de ixazomib
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revirtiendo incluso la sensibilizacion producida por la infeccion lentiviral, a partir de 50
nM se observa un incremento de la muerte celular. Esta muerte puede ser debida a una
posible via de muerte independiente de BAX y BAK, activada por el tratamiento con
inhibidores de proteasoma como se ha descrito con anterioridad (Hellwig et al., 2021).
En el citado estudio se describe que la caspasa-8 sirve como caspasa iniciadora para la
muerte apoptotica en respuesta a la inhibicion del proteasoma en condiciones donde la
via mitocondrial apoptoética esta bloqueada. El estudio de esta posible via se profundiza

en el apartado 4.1.

Hasta ahora hemos analizado desde el punto de vista de delecion de proteinas pro-
apoptoticas, pero conviene saber que sucede cuando se sobreexpresan proteinas anti-
apoptoticas. Para ello se estudio el efecto de ixazomib a diferentes dosis en células

RPMI8226 que sobreexpresan BCL-Xr 0 MCL-1 como se recoge en la Figura 4.17.
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Figura 4.17. Estudio de la muerte celular ocasionada por ixazomib en células RPMI8226 con
sobreexpresion de BCL-X1 0 MCL-1. En este ensayo se sembraron 3x10° células/ml y se trataron con
concentraciones crecientes de ixazomib. Posteriormente se analizé la muerte por apoptosis mediante
marcaje con Anexina V-DY634 y citometria de flujo. Los resultados mostrados son la media + SD de n=6
y la significancia determinada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de
Dunnett de cada concentracion de ixazomib respecto a la linea control donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p<0,0001.

Al igual que ocurria en las células modificadas mediante CRISPR-Cas9 (;Error!
No se encuentra el origen de la referencia.), el proceso infectivo aumenta la sensibilidad
de la linea RPMI8226 a ixazomib. La sobreexpresion de BCL-X¢ en la linea RPMI8226
proporciona la mayor proteccion ante el efecto de ixazomib reduciendo
considerablemente su efecto toxico, sobre todo a dosis altas (50 nM) respecto a la linea

RPMI8226 pLZR (Figura 4.17). La sobreexpresion de MCL-1 también reduce
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considerablemente la sensibilidad a ixazomib generada por la infeccion lentiviral. Esta
linea sin modificar (RPMI18226) depende principalmente de MCL-1 y posteriormente de
BCL-X.. Por tanto, parece logico al sobreexpresar BCL-X1. se potencie el efecto protector
frente a ixazomib, ya que esta proteina otorga una doble barrera anti-apoptdtica mas

activa.

Se ha visto que la sobreexpresion de MCL-1 ayuda a la supervivencia en el
mieloma multiple mientras que la inhibicion de ésta produce una activacion rapida de la
apoptosis (Zhang et al., 2002). La adicion de inhibidores de proteasoma inducen la
activacion de NOXA quien inhibe a MCL-1 (Podar et al., 2008; A. H. Wei et al., 2020)
produciendo cierta muerte celular en la linea RPMI8226 MCL-1 pero, insuficiente, puesto
que MCL-1 a su vez esta sobreexpresado. En lo referente a la proteccion por la
sobreexpresion de BCL-X1, anteriormente se describio que altos niveles de dicha proteina
inhiben la accién de diferentes inhibidores de proteasoma como MG-132 (Yuan et al.,

2009), por lo que los datos obtenidos en esta tesis confirman este comportamiento.

En conclusion, la sobreexpresion de BCL-X1 es mas efectiva ante ixazomib en la
linea RPMI8226 que la sobreexpresion de MCL-1 corroborando los antecedentes

existentes.

4.1.8. Muerte independiente de BAX/BAK inducida por ixazomib en lineas de
mieloma multiple.

Para determinar si ixazomib activa la via extrinseca en células deficientes en BAK
y BAX, se analiz6 por citometria de flujo la muerte inducida por dicho IP en presencia o
ausencia de Z-VAD-fmk, Z-DEVD-fmk (inhibidor especifico caspasa-3) o Z-IETD-fmk
(inhibidor especifico caspasa-8) en células de mieloma multiple de la linea MM.1S,
parentales o modificadas mediante CRISPR/Cas9 para generar una linea deficiente en
BAK y BAX (generada por el estudiante de doctorado Manuel Beltran-Visiedo y el Dr.
Alfonso Serrano). Las células se preincubaron 1 h con cada inhibidor de caspasas (100
uM) antes de afiadir ixazomib a 25 nM durante 24 h. Posteriormente se midi6 el potencial
de membrana mitocondrial mediante la sonda DIOCe(3) y la exposicion de

fosfatidilserina.
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Figura 4.18. Efecto de diferentes inhibidores de caspasas en la muerte inducida por ixazomib en
células MML.1S deficientes en BAX y BAK. En este ensayo se sembraron de cada linea 2x10° células por
condicion de tratamiento y se marcaron para un posterior analisis mediante citometria de flujo con Anexina
V-DY634 y la sonda mitocondrial DIOC(3). (A) Dot-plots representativos de la respuesta de la linea
MM.18 a ixazomib (25 nM) en presencia y ausencia de cada inhibidor de caspasas. (B) Representacion de
los resultados obtenidos en las lineas MM.1S, MM.1S Lenticrisprv2 vacio y MM.1S BAX/BAK KO. Las
dosis de los diferentes inhibidores Z-VAD-fmk, Z-IETD-fmk y Z-DEVD-fmk es 100 uM en las tres lineas.
Los resultados son la media = SD de cada marcaje de n=4 en todas las lineas y la significancia esta obtenida
mediante analisis 7-fest respecto el control de cada linea y condicion de inhibidor de caspasa. * p< 0,05; **
p<0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001.

Los resultados que se recogen en la Figura 4.18 indican que ixazomib produce
muerte independientemente de la presencia o ausencia de las proteinas BAK y BAX. Este

resultado sugiere que la apoptosis inducida por ixazomib se realiza a través de la
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activacion de la via extrinseca, ademas de la via intrinseca. Ademas, los inhibidores de
caspasas ejercen su papel protector frente a ixazomib en mayor o menor medida segiin su
especificidad siendo mas efectivo Z-VAD-fmk al tratarse de un inhibidor pancaspasa. Por
otro lado, Z-IETD-fmk proporciona una mayor proteccion que Z-DEVD-fmk sugiriendo
la implicacién de la caspasa-8 en la muerte inducida por ixazomib en las células
deficientes en BAX y BAK y, por tanto, la activacion de una via independiente de la

mitocondria.

Se ha descrito anteriormente que el estrés en el RE inicia la apoptosis a través del
receptor de muerte DRS independientemente de su ligando extracelular (Hellwig et al.,
2021; Lam et al., 2020). Es decir, la activacion de la via extrinseca de la apoptosis como
consecuencia del tratamiento con ixazomib se podria deber a la activacion intracelular de
los receptores de muerte (DR4 o DRS5) por la acumulacion de proteinas mal plegadas
favoreciendo la formacién de complejo DR5-caspasa-8 resultando en la activacion de esta
ultima quien a su vez activa a la caspasa-3 o tBID. Este efecto se ha descrito con
bortezomib (Hellwig et al., 2021). Ademas, existen evidencias de que ixazomib induce la
expresion de DRS dependiente de CHOP y ocasiona apoptosis en células de céncer

colorrectal (Yue & Sun, 2019).

4.2 AUTOFAGIA OCASIONADA POR IXAZOMIB EN CELULAS
DE MIELOMA MULTIPLE.

La muerte celular engloba diferentes procesos y algunos autores han propuesto
que la autofagia podria ser uno de ellos. Sin embargo, muchas evidencias apuntan a un
papel protector de la autofagia (Doherty & Baehrecke, 2018; Zheng et al., 2019). Los
inhibidores del proteasoma desencadenan la apoptosis produciendo estrés en el RE, que
las células pueden contrarrestar mediante la activacion de mecanismos de adaptacion para
evitar la apoptosis. Cuando se inhibe el proteasoma las proteinas poliubiquitinadas se
pueden destruir por vias alternativas, por ejemplo, por la formacion de agresomas
(agregacion de proteinas mal plegadas en una estructura basada en microtubulos) cuya
degradacion se realiza a través de la autofagia (Manasanch & Orlowski, 2017). La
inhibicion del proteasoma en células de mieloma implica el bloqueo de una de las
principales vias de degradacion de proteinas mal plegadas y la generacion de estrés, por

lo que para compensar este hecho las células pueden activar otras vias alternativas como

144



Resultados y Discusion

es la autofagia. El bloqueo de la autofagia con inhibidores especificos de este proceso,
podria, por lo tanto, sensibilizar a las células al tratamiento con inhibidores del

proteasoma.

Las células de MM presentan activacion basal de la autofagia debido al acimulo
de inmunoglobulinas (Meister et al., 2007). En trabajos anteriores se ha descrito que el
tratamiento con bortezomib modula el flujo de autofagia en diferentes tumores como son
el mieloma o el melanoma (Di Lernia et al., 2020; Selimovic et al., 2013). Ante este
hecho, se estudio si ixazomib induce o aumenta la autofagia en lineas establecidas de MM

y cudl es el efecto de los inhibidores de autofagia en la sensibilidad a ixazomib.

4.2.1. Efecto de ixazomib en combinacion con diferentes inhibidores de autofagia
en lineas celulares establecidas de mieloma multiple.

En la actualidad existen diferentes inhibidores de autofagia, entre ellos, el mas
conocido y empleado es la cloroquina, un fAirmaco lisosomotrépico que se emplea en el
tratamiento y prevencion de la malaria (Cufi et al., 2013). Este farmaco inhibe la
acidificacion de los autofagolisosomas, bloqueando por tanto el ultimo paso del flujo
autofagico. Recientemente se ha descubierto ademds, que la inhibiciéon de la AAA
ATPasa p97 inhibe la autofagia puesto que esta proteina participa en diferentes procesos
como la homeostasis de proteinas, la degradacion asociada al reticulo endoplasmatico
(ERAD) y autofagia, entre otros (Le Moigne et al., 2017). Ademas, la disminucion de los
niveles de expresion de p97 conlleva la activacion de la respuesta a proteinas desplegadas
(UPR) (Wojcik et al., 2004). Actualmente se encuentras disponibles dos farmacos capaces
de inhibir a esta ATPasa, denominados CB5083 y DBeQ. Estos compuestos, ademéas de
promover la apoptosis por la inhibicion de p97 y generar estrés en el RE, inhiben
parcialmente la autofagia (Chou et al., 2011). DBeQ bloquea multiples procesos
dependientes de la ATPasa p97 como son la degradacion por union de ubiquitina y los
indicadores de la via de la degradacion asociada al RE o la maduracion del autofagosoma;
también inhibe el crecimiento de células cancerigenas y actia mas rapido que los IPs
activando a las caspasas-3 y 7 (Cufi et al., 2013). CB5083 ha demostrado una alta
actividad antitumoral en multiples canceres solidos y hematolégicos como el mieloma
multiple (Le Moigne et al., 2017). Este farmaco es eficaz incluso en pacientes de mieloma
con resistencia a los inhibidores de proteasoma, tal que se ha probado en combinacion
con bortezomib o carfilzomib aumentando la toxicidad con menor dosis que si se emplea

de manera individual (Le Moigne et al., 2017).
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Por otro lado, el trabajo realizado por el Dr. Vidal Jarauta en este laboratorio
demostrdé que en la linea NCI-H929 se produce una sinergia muy significativa en el
cotratamiento con CLQ y carfilzomib, incluso a bajas dosis, y esta aumenta conforme se
incrementa la dosis del IP (Jarauta et al., 2016). Se dispone de informacion insuficiente
sobre la combinacién de ixazomib y cloroquina en el tratamiento de mieloma multiple y

si esta combinacion aumenta la toxicidad generada por el IP en las células.

Conociendo estos antecedentes se estudio si existe una potenciacioén del efecto
citotoxico del inhibidor de proteasoma ixazomib junto a uno de los 3 inhibidores de
autofagia nombrados anteriormente. Para ello se sembraron las células y se trataron con
cloroquina (CLQ), CB5083 y DBeQ en combinacién con ixazomib (15 nM para NCI-
H929, 25 nM en las lineas MM.1S, OPM-2 y RPMI8226, y 50 nM en U266).
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Figura 4.19. Efecto de ixazomib en combinacion con diferentes inhibidores de autofagia. Se sembraron
3x10° células de cada linea celular por tratamiento y se trataron con los compuestos indicados durante 24
h. Las concentraciones de CB5083 fueron 300 nM para NCI-H929, 800 nM para MM.1S, 250 nM para
OPM-2 y 50 nM para las lineas RPMI8226 y U266. La concentracion de cloroquina (CLQ) fue 20 uM en
todas las lineas. El inhibidor de p97 DBeQ se uso a una concentracion de 1 pM para RPMI8226 y U266,
1,5 uM en OPM-2 y, por ultimo, 2,5 M para NCI-H929 y MM.1S. Las flechas indican el efecto toxico de
la suma de cada farmaco inhibidor de autofagia junto a ixazomib si fuese aditivo. Los resultados mostrados
son la media = SD de tres experimentos independientes en todas las lineas. La significancia fue calculada
mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada linea respecto a su
control, siendo *p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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Como se observa en la Figura 4.1 a rasgos generales en las lineas establecidas de
MM, existe un mayor efecto sinérgico cuando se combina ixazomib con cloroquina; sobre
todo en las lineas NCI-H929, MM.1S y U266. En menor medida se observa sinergia en
las lineas OPM-2 y RPMI8226. Este comportamiento de los inhibidores de proteasoma
junto a un inhibidor de autofagia se habia estudiado con anterioridad, dando mejor
resultado la combinacion con hidroxicloroquina y carfilzomib (Baranowska et al., 2016),
aunque la combinacion de este inhibidor de autofagia con bortezomib puede producir
efectos antagodnicos (Hoang et al., 2009). Sin embargo, con otros inhibidores de autofagia,
como la bafilomicina A1, se produce la sensibilizacion de las células de MM ante el efecto

toxico de bortezomib (Kawaguchi et al., 2011).

Como se ha senalado anteriormente, las células de mieloma multiple presentan un
elevado estrés del RE debido a la continua produccion de proteina M, lo cual conlleva a
la activacion de otras vias como la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) o la
autofagia, para favorecer la supervivencia celular. Las diferencias observadas ante este
tratamiento entre lineas pueden deberse a la expresion de proteinas participantes en la via
principal PERK-elF20-ATF4-CHOP de la UPR (Wirri et al., 2018). En la tesis llevada a
cabo por el Dr. Alfonso Serrano, en este laboratorio, se concluyd que U266 presenta
niveles basales elevados de la proteina BIP, e incluso ante el tratamiento conjunto de
carfilzomib y cloroquina; a diferencia de las lineas NCI-H929 y MM.1S que presentan
niveles basales bajos de esta proteina, que aumentan al ser tratados con carfilzomib o la
combinacion de este IP con CLQ (Serrano del Valle, 2020). En cuanto a la proteina
PERK, las lineas U266 y MM.IS poseen niveles basales bajos que incrementan
rapidamente ante el tratamiento de carfilzomib con CLQ, mientras que la linea NCI-H929
ya presenta altos niveles basales que se elevan aiin mas en los tratamientos que se adiciona
cloroquina (Serrano del Valle, 2020). Por otro lado, en ese mismo trabajo se observo que
la proteina CHOP aumenta sus niveles en la combinacion del IP con CLQ, sobre todo en
MM.1S y U266. Ademas, se sabe que CHOP regula la expresion de proteinas de la familia
BCL-2, regulando la expresion de las proteinas anti-apoptoticas a la baja, y al alza la
expresion de las proteinas pro-apoptoticas como BIM y PUMA (Puthalakath et al., 2007),
lo que justificaria la sinergia observada en estas lineas. En general, los procesos de
autofagia, UPR y apoptosis se dan a diferentes tiempos, pero estan ligados entre si, como
se ha demostrado que ocurre en modelos de involucion de las glandulas mamarias (Warri

et al., 2018).
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El farmaco DBeQ, por si solo tiene un ligero efecto en las lineas de mieloma, pero
cuando se combina con ixazomib no se aprecia cambios significativos en la toxicidad del
IP, salvo en las lineas NCI-H929, MM.1S y U266 que se produce un ligero efecto
antagonico y, en la linea RPMI8226 donde aumenta la muerte inducida por apoptosis
mostrando sinergia, hasta niveles proximos a la combinacion de cloroquina e ixazomib.
En OPM-2, la combinacion de DBeQ e ixazomib muestra un efecto aditivo. La inhibicion
de p97 conlleva al bloqueo de la ERAD y por tanto, a la activacion de la respuesta UPR
(Chou et al., 2011). EI tratamiento de las células de mieloma con carfilzomib y DBeQ
también aumenta los niveles de expresion de CHOP, al menos en las lineas NCI-H929,
MM.1S y U266, asi como el incremento de fosforilacion de elF2a y de XBPls, este
ultimo en la linea NCI-H929 (Serrano del Valle, 2020). El aumento de CHOP tras el
tratamiento con inhibidores de proteasoma o con DBeQ esta descrito en el trabajo de
Chou et al. 2011. CHOP se encarga de activar la apoptosis regulando negativamente a
p21 deteniendo asi el ciclo celular (Mihailidou et al., 2010). Ademas, anteriormente se
habia descrito el efecto de la inhibicion de p97 junto a bortezomib (Auner et al., 2013),
asi como se ha descrito una ligera sinergia en las lineas NCI-H929 y MM. 1S entre DBeQ
y carfilzomib (Serrano del Valle, 2020). Por tanto, las diferencias observadas pueden ser
debidas a la naturaleza del IP (reversible o irreversible) o a la expresion de proteinas
participantes en la respuesta UPR. Otros autores han descrito que la inhibicion de p97
puede sensibilizar a las células de mieloma frente a los inhibidores de proteasoma, debido
a que la inhibicion de p97 interrumpe el ERAD por encima de la actividad del proteasoma,
mostrando efectos independientes de las variaciones en la capacidad proteasomal
(Bianchi et al., 2009). Ademas, en trabajos anteriores, se ha visto que la inhibicion de p97
es mas eficaz en la alteracion de la homeostasis de proteinas que interfieren con la
formacion del agresoma mediada por la HDAC6 (Histone Deacetylase 6) como con la
maduracion del autofagosoma, que son vias alternativas a la degradacioén proteasomica
(Chouetal., 2011; Gugliotta et al., 2017; Valle et al., 2011). Pero los resultados obtenidos
en esta tesis no indican que estos inhibidores sensibilicen de manera general a ixazomib

ya que no se ha observado sinergia mas que en la linea RPMI8226.

Respecto al farmaco CB5083 no muestra sinergia en combinacion con ixazomib
en las lineas de mieloma. Destaca el antagonismo en las lineas NCI-H929, MM.1S y
U266, que deberia ser analizado con mayor profundidad. Por otra parte, estos resultados

contrastan con lo observado en la tesis del Dr. Alfonso Serrano donde se aprecia una
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sinergia dependiente de la concentracion de CB5083 con carfilzomib en las lineas NCI-
H929 y MM.1S. En cambio, en las lineas OPM-2 y RPMI8226 se aprecia una aditividad
entre CB5083 e ixazomib. Este dato discrepa con lo que se ha descrito en un trabajo
anterior donde la linea RPMI8226 presenta una mayor sensibilidad al tratamiento con
carfilzomib si se tratan a la vez con este inhibidor de p97 llegando a presentar un efecto
sinérgico (Le Moigne et al., 2017). Una explicacion a la contradiccion observada con el
farmaco CB5083 y los diferentes inhibidores de proteasoma en el tratamiento de células
de mieloma multiple, puede ser debida a la naturaleza del IP (reversible o irreversible)

como sucede con DBeQ.

Por tanto, la inhibicion de la autofagia potencia la acciéon de ixazomib
principalmente cuando se inhibe el flujo autofagosémico con la adicién de cloroquina

mas que con fAirmacos que inhiben la AAA ATPasa p97.

4.2.2. Papel de Atg5 en la sinergia entre cloroquina e ixazomib en lineas de
mieloma multiple.

La autofagia puede desempenar un papel protector y favorecer la supervivencia
celular como se ha comentado en el inicio del apartado 4.2. Dentro de este mecanismo
las proteinas ATGS y ATG?7 tiene un papel importante en la induccioén y flujo de la
autofagia, conectando con otros procesos como en el estrés del RE, el ciclo celular y la
apoptosis a través de la sefializacion por PERK (Zheng et al., 2019). Concretamente
ATGS esta implicada en la formacion del autofagosoma, ademas de regular la calidad
mitocondrial después del dafio oxidativo, la regulacion negativa de la respuesta inmune
antiviral innata a través de la asociacion a RARRES3 o MAVS, en el desarrollo y
proliferacion de linfocitos, presentacion del antigeno a MHC-II, diferenciacion de
adipocitos y apoptosis (Ye et al., 2018). Por tanto, estas proteinas estan implicadas en los

mecanismos que controlan el equilibrio entre la supervivencia y muerte celular.

Teniendo en cuenta estos datos y junto a los obtenidos en el apartado 4.2.1. donde
se ha demostrado que la cloroquina muestra sinergia aumentando la muerte celular junto
a ixazomib sobre todo en las lineas NCI-H929, MM.1S y U266, se estudio si la inhibicion
prematura de la autofagia por la delecion de la proteina ATGS favorece el efecto sinérgico
entre CLQ y el inhibidor de proteasoma ixazomib. Para ello, se sembraron las células
MM.1S y MM.IS shAtgS5, una sublinea generada previamente en el laboratorio que
presenta la autofagia inhibida al no expresar ATGS, y se trataron durante 24 h con dosis
diferentes de ixazomib y 15 uM de cloroquina.

149



Resultados y Discusion

En la Figura 4.20 se recogen los datos de la combinacion de CLQ e ixazomib a

dosis crecientes de este IP.
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Figura 4.20. Muerte inducida por la combinacion de cloroquina con ixazomib en células deficientes
en ATGS. Se sembraron 3x10° células de cada linea celular por tratamiento, en medio control o con 15 pM
de cloroquina (CLQ) y dosis crecientes desde 0 a 200 nM de ixazomib durante 24 h. Posteriormente se
analizo6 la muerte celular mediante citometria de flujo con marcaje con Anexina V-DY634. Los resultados
mostrados son la media + SD de n=3 en ambeas lineas. La significancia fue calculada mediante el analisis
estadistico -fest respecto a la linea sin cloroquina en cada situacién siendo *p<0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p<0,0001.

La combinacion de ixazomib con CLQ produce un aumento de la muerte celular
por apoptosis muy significativo a la dosis de 25 nM, alcanzando su maximo a la dosis de
50 nM de ixazomib y permaneciendo inalterable a mayores dosis del IP, en comparacion

con el tratamiento a las mismas dosis de ixazomib solo.

Es destacable, el efecto de la combinacion de cloroquina e ixazomib conforme
aumenta la dosis del IP en la linea deficiente de ATGS (MM.1S shAtg5). Estos resultados
sugieren que el uso de cloroquina como tratamiento no implica que se potencie la
apoptosis debido a su efecto inhibidor de la autofagia, ya que estas células no expresan
ATGS. En cambio, la adicion de ixazomib potencia también la apoptosis en esta linea,
mostrando mayor efecto sinérgico a mayor dosis de ixazomib hasta 100 nM donde ya se
mantiene el efecto causado por la combinacion. Ademas, se puede deducir que la linea
MM.1S shAtg5 es mas resistente al inhibidor de proteasoma respecto a la linea MM. 1S,
pero la combinacion con CLQ produce un aumento de la citotoxicidad hasta niveles

equivalentes a los observados en la linea parental en las dosis mas elevadas.
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4.2.3. Estado flujo autofagico en células de MM deficientes en ATGS tratadas con
cloroquina.

La inhibicién de la autofagia por parte de la cloroquina se debe a que evita la
acidificacion del lisosoma, lo que supone el acimulo de proteinas y organulos que no son
degradados. Los marcadores habituales para medir el flujo autofagico son el aumento de
los niveles de LC3B-II o el acumulo de p62 (Klionsky et al., 2016). LC3B-II es escindido
de la membrana del autofagosoma por ATG4 para favorecer el reciclaje una vez finalizada
la autofagia. Por tanto, el acimulo de LC3B-II en los autofagolisosomas de células
tratadas con cloroquina se debe a que no se llega a degradar. Por eso es necesario ademas
de observar LC3B-II, analizar el estado de p62. Esta proteina asociada a ubiquitina
interactua con LC3 puesto que puede unirse a un gran numero de proteinas a través de
sus multiples motivos de interaccion proteina-proteina, incluyendo proteinas
ubiquitinadas, y participa en varias vias de sefalizacion como el estrés celular, la
homeostasis entre supervivencia y muerte, y la inflamacion (Komatsu & Ichimura, 2010).
La proteina p62 se localiza en el autofagosoma debido a la interaccion de LC3, por lo que
se degrada constantemente cuando el proceso se completa correctamente, pero se acumula

si se bloquea el flujo autofagico.

Para determinar si el efecto de la cloroquina sobre la autofagia se ve afectado por
la ausencia de la proteina ATGS, implicada en dicho proceso, se estudi6 la linea MM.1S
shAtgS tratada con 15 pM de CLQ en condiciones normales de cultivo y en medio

reducido en suero durante 24 h. Los resultados obtenidos se observan en la Figura 4.21.
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Figura 4.21. Estado de las proteinas p62 y LC3B en células MM.1S y MM.1S shAtgS tratadas con
cloroquina. Las células MM.1S o MM. 1S shATGS se trataron con 15 uM de cloroquina (CLQ) en medio
completo con 10% SFB (A) o en medio con 2% SFB (B). Posteriormente se recogio y se extrajo proteina a
3x10° células en cada condicion. La viabilidad celular se estimé mediante citometria de flujo con marcaje
Anexina V-FITC. Cuantificacion realizada respecto a P-actina correspondiente mediante el programa
Image J.-NIH

La deficiencia de ATGS se ve reflejada principalmente en la acumulacion de p62
ya que incluso en las células MM. 1S shAtg5 sin tratar los niveles de p62 son mas elevados
que en la linea no modificada MM. 1S, aunque estos bajan en presencia de cloroquina. En
la linea MM. 1S se elevan los niveles de p62 cuando se bloquea la autofagia con el farmaco
cloroquina mientras que en la linea MM.1S shAtgS disminuye. Los cambios observados
en p62 son equivalentes en ambos medios en los que se encuentran las células. En cambio,
LC3B-II no se detecta, en ninguna de las dos lineas, hasta que no se inhibe con cloroquina

la acidificacion de los autofagolisosomas indicando que el flujo autofagico es defectuoso.
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Esta acumulacion se da a niveles superiores en la linea MM.1S que en MM.1S shAtg5

indiferentemente de la cantidad de suero presente en el medio.

4.2.4. Efecto de la cloroquina combinado con ixazomib en lineas resistentes a
bortezomib.
Los inhibidores de proteasoma han significado un importante avance en el

tratamiento del mieloma multiple, pero en ocasiones surgen resistencia a estos farmacos.
Uno de los posibles mecanismos de resistencia es la induccion de agresomas junto a la
autofagia como via de eliminacion de las proteinas para evitar el ERAD (Baranowska et
al., 2016; Jagannathan et al., 2015). En un ensayo clinico previo se demostré que la
combinacion de bortezomib con hidroxicloroquina en el tratamiento de mieloma multiple
refractario es una terapia factible, tolerada y que mejora potencialmente el resultado en
estos pacientes (Vogl et al., 2014). Y no solo el efecto de bortezomib, sino que también
se ve potenciado el de carfilzomib cuando se combina con hidroxicloroquina
(Baranowska et al., 2016). En esta tesis se analizdo la combinacion de ixazomib o
carfilzomib con CLQ en una linea RPMI8226 resistente a bortezomib generada
previamente en el laboratorio por la Dra. Patricia Balsas (Balsas et al., 2012), como
posible tratamiento a pacientes de mieloma multiple resistentes a bortezomib. Los

resultados se recogen en la Figura 4.22.
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Figura 4.22. Muerte inducida por la combinacion de cloroquina con carfilzomib e ixazomib en células
resistentes a bortezomib. Se sembraron 3x10° células de cada linea celular por cada punto experimental y
se trataron con 20 pM de cloroquina (CLQ), 5 nM o 7 nM de carfilzomib y 25 nM de ixazomib durante 24
h. Posteriormente se analizé la muerte celular mediante citometria de flujo con marcaje con Anexina V-
FITC. Los resultados mostrados son la media + SD de n=4 en todas las lineas. La significancia fue calculada
mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada linea respecto a la
linea RPMI8226 (negro) siendo *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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Tanto el tratamiento con carfilzomib o ixazomib en combinacion con CLQ
muestra sinergia en el efecto toxico en la linea RPMI8226, de acuerdo con los resultados
previos de nuestro laboratorio en otras lineas celulares (Jarauta et al., 2016). La dosis de
carfilzomib es clave en el nivel de sinergia que se establece en el tratamiento junto a CLQ.
En cambio, la linea RPMI&226 resistente a bortezomib muestra resistencia cruzada con
carfilzomib y, la combinacion del inhibidor de autofagia junto a inhibidores de
proteasoma de segunda generacion no consigue superar la resistencia establecida por
bortezomib. Esto contradice lo visto en lineas de mieloma resistentes a carfilzomib, en
ellas la adicion de hidroxicloroquina al tratamiento con el mismo IP es capaz de
contrarrestar dicha resistencia y aumentar la muerte celular (Baranowska et al., 2016).
Como se muestra en el articulo de Baranowska, la diferencia de comportamiento puede
ser debida al recambio de los proteasomas disfuncionales por proteasomas funcionales,
siendo posible incluso ante un IP reversible como es bortezomib, pero imposible ante un
IP irreversible como carfilzomib y a su vez el bloqueo de la degradacion lisosomal por
parte de la hidroxicloroquina favorece el aumento del estrés en el RE. Por otra parte, la
linea RPMI8226 resistente a bortezomib presenta una mutacion en la subunidad 5 del
proteasoma, en el gen PSMp5, que conlleva una sobreexpresion de dicho gen y una menor
unién de bortezomib al proteasoma (Balsas et al., 2012). Estos resultados sugieren que la
combinacion con cloroquina no seria un tratamiento eficaz en pacientes con mieloma

refractario resistentes a IPs.

4.3 COMBINACION DE MIMETICOS BH3 E IXAZOMIB EN
CELULAS DE MIELOMA.

Las proteinas de la familia BCL-2 juegan un papel importante en las resistencias
a las terapias antitumorales, por ello se han desarrollado pequenas moléculas que actuan
de manera similar a proteinas BH3-only. Estas moléculas, denominadas miméticos BH3,
estan disefiadas de manera especifica contra una proteina anti-apoptética (BCL-2, BCL-

Xy MCL-1).

El mieloma multiple sigue siendo incurable y, a pesar de los avances y nuevas
terapias que han surgido en las ultimas décadas, se producen sucesivas recaidas o
resistencia a los tratamientos. En apartados anteriores se ha demostrado como la

sobreexpresion de proteinas anti-apoptdticas o la reduccion en los niveles de la proteina
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BIM pueden reducir la sensibilidad de las células de mieloma a ixazomib. Cuando se trata
el mieloma multiple con inhibidores del proteasoma como bortezomib se producen
cambios en la expresion de las proteinas de la familia BCL-2, ya que la apoptosis inducida
por esta clase de farmacos se realiza a través de la activacion de caspasas, tanto por via

intrinseca como extrinseca (Fennell et al., 2008).

Una posible estrategia para mejorar la efectividad de los farmacos utilizados
actualmente es su combinacion con nuevas moléculas como los miméticos BH3. En otros
tipos de tumores, como el melanoma, se ha descrito que la combinacion ABT-737 con
inhibidores de proteasoma era favorable en el tratamiento de esta enfermedad al inducir
apoptosis mediante la activaciéon de NOXA (Miller et al., 2009). En trabajos anteriores se
ha observado la eficacia de la combinacién de S63845 con ABT-199 en el tratamiento del
mieloma multiple tanto in vitro como en modelos murinos (Algarin et al., 2020). A lo
largo del desarrollo de esta tesis se estudio la hipotesis de combinar los miméticos BH3
(ABT-199, A-1155463 y S63845), entre ellos y junto al inhibidor ixazomib para observar

su efecto en lineas de mieloma multiple establecidas.

4.3.1. Estudio de la sinergia de las combinaciones de miméticos BH3 con ixazomib
en lineas de mieloma multiple establecidas.

Las células de diferentes lineas celulares se incubaron durante 24 h con
concentraciones subtoxicas de cada mimético, s6lo o en combinacion de ixazomib a la

dosis de 25 nM, salvo la linea NCI-H929 que fue con 15 nM.

La primera combinacién que se analizé fue ABT-199 (venetoclax) e ixazomib

como se muestra en la Figura 4.21 y en la

Tabla 4.1. Esta combinacion ha demostrado ser eficaz en sarcomas, al sensibilizar

con venetoclax al tratamiento con inhibidores de proteasoma (Muenchow et al., 2020).
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Figura 4.21. Determinacion de la muerte celular inducida en lineas de MM por la combinacion de
ABT-199 e ixazomib. En este ensayo se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion de tratamiento
y tras el mismo se marcaron con Anexina V-FITC para un posterior analisis mediante citometria de flujo.
Los resultados mostrados son la media + SD de n=4 para OPM-2 y RPMI8226, n=6 para MM.1S y U266,
y n=7 para NCI-H929. Las flechas indican la suma de los porcentajes de muerte de los tratamientos
individuales. La significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior
analisis de Dunnett de cada concentracion del mimético BH3 respecto al estado control (sin mimético BH3)
donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<(0,0001.

En la linea NCI-H929 la combinacion de ABT-199 e ixazomib resulta antagénica
al tratamiento s6lo con ixazomib, siendo indiferente la dosis del mimético BH3 empleada.
Este resultado no es el esperado ya que esta linea expresa principalmente BCL-2, pero
concuerda con lo observado en trabajos anteriores (Gong et al., 2016). Si nos fijamos en

la linea MM. 1S presenta aditividad (como determina el indice de Bliss,

Tabla 4.1) a la dosis de 1,25 pM de ABT-199 con ixazomib y sinergia a la dosis
superior de ABT-199. La linea MM. 1S es la linea con mayor sinergia en este tratamiento.
Esta linea expresa principalmente BCL-Xy, pero también cuenta como segunda barrera

con BCL-2 como hemos visto en la Figura 4.7, ademas de ser junto a la linea U266 las
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que menos MCL-1 expresan (Figura 4.7). Al inhibir esta ultima, disminuye la capacidad
de contrarrestar la induccion de apoptosis y las células se sensibilizan a otros farmacos,
como lo sumado al inhibidor de proteasoma generando estrés en el RE, se potencia el

efecto citotoxico de este ultimo.

Para poder estimar de modo mas preciso si se produce sinergia hemos empleado
el siguiente célculo, que se denomina indice de Bliss (Bliss Score). Este calculo supone
mecanismos de accion independientes de los diferentes firmacos empleados. Las
sinergias se detectan comparando los datos obtenidos de una combinacidn con el efecto
aditivo calculado (sumando el efecto de cada farmaco individual). Para ello, se restan los
valores calculados de inhibicion aditiva a la inhibicion medida por la combinacién para
obtener los valores de diferencia final. El valor de la resta final es el indicativo de sinergia,
antagonismo o aditividad. Si los valores son positivos e iguales o superiores a 10 indican
sinergia y si son positivos pero inferiores a 10 muestran aditividad; mientras que los

valores negativos indican antagonismo (Bliss, 1939).

Tabla 4.1. indices de la combinacién de ABT-199 e ixazomib. Se refleja para cada concentracion el
indice de combinacion calculado a través del indice de Bliss. Seglin este método un mayor valor positivo
(=10) del indice indica una mayor sinergia, <10 aditividad y si el valor es negativo antagonismo.

Ixazomib ABT-199
H929 15nM  2,5uM ‘ 5 uM
Indice de Biss -14,38 -12,53
MM.1S ‘ 25 nM ‘ 1,25 uM ‘ 2,5 uM
Indice de Biss 0,19 27,28
OPM-2 \ 25 nM \ 10 pM \ 20 pM
Indice de Biss 5,69 12,42
RPMI8226 \ 25 nM \ 5uM \ 10 pM
Indice de Biss -534 6,64
U266 \ 25 nM \ 5 uM
Indice de Biss 10,50

Por otro lado, en la linea OPM-2 se observa cierta sinergia a la dosis mas alta del
mimético BH3 ante esta combinacién, pero a 10 uM el indice de Bliss sugiere que el
efecto de la combinacion es aditivo. OPM-2 expresa BCL-XL y posteriormente MCL-1
(Figura 4.7), siendo esta quien puede dotar a la linea de resistencia ante ABT-199 al

unirse BIM libre, como se ha visto en trabajos anteriores publicados (Niu et al., 2016).
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Ademas, esta linea es la mas resistente a venetoclax (ABT-199), necesitando al menos
una concentracion de 10 uM para observar efecto téxico en las células. Este
comportamiento difiere a la linea RPMI8226 donde se observa un alto antagonismo segun
el indice de Bliss puesto que la proteina de la familia BCL-2 mayormente expresada es
MCL-1 y la que menos BCL-2 (Figura 4.7), dotando de resistencia ante venetoclax y
presentando antagonismo ante la combinacion de ABT-199 e ixazomib a la dosis baja del
mimético BH3 y aditividad a la dosis alta. Por tltimo, en la linea U266 se observa también
cierta sinergia al combinar venetoclax e ixazomib. Esta sinergia podria deberse a que esta
linea depende principalmente de la proteina BCL-2 y expresa niveles altos de ella (Gong
et al., 2016). Dicha expresion de BCL-2 se correlaciona con la sensibilidad a ABT-199
presentando una ICso mas baja en aquellas lineas que expresan mas BCL-2 (Gong et al.,
2016; Punnoose et al., 2016; Ross et al., 2015). Por otro lado, la linea U266 también
presenta la traslocacion t(11;14). Existen multiples trabajos en los que se demuestra que
las células que presentan esta traslocacion son mas sensibles al ABT-199 (Bajpai et al.,
2020; Premkumar et al., 2021; Sidiqi et al., 2020). Se desconoce cual es el mecanismo
por el cual esta traslocacion confiere sensibilidad al inhibidor de BCL-2, aunque si se
sabe que las células con esta traslocacion y tratadas con venetoclax reducen su respiracion
mitocondrial (Bajpai et al., 2020). Otra razon puede ser debida a la expresion y union de
BIM con una proteina anti-apoptdtica, ya que BIM puede unirse a MCL-1 o BCL-2
(Morales et al., 2011). Anteriormente se ha observado en mieloma multiple como la
resistencia a ABT-199 viene dada por un incremento de las interacciones de MCL-1 con
BIM (Algarin et al., 2020), aunque las interacciones de las proteina anti-apoptdticas con
las pro-apoptoticas pueden variar segin el comportamiento de las células con el

microambiente del estroma (Algarin et al., 2021).

Ante los resultados obtenidos de la combinacion ABT-199 e ixazomib en los que
se observd cierta sinergia en las células MM.1S y U266, se analizdé la siguiente
combinacion con el mimético A-1155463, especifico para BCL-X1, ¢ ixazomib como se
muestra en la Figura 4.22. Cabe destacar que, a diferencia de la combinacién anterior,
no se ha probado en la clinica la combinacion de A-1155463 con cualquier inhibidor de

proteasoma como tratamiento para el mieloma multiple.

La combinacién de A-1155463 e ixazomib presenta sinergia en las lineas NCI-
H929, OPM-2 y U266, mientras que en el resto se observa un efecto de aditividad. En la

linea NCI-H929 la combinacion de A-1155463 e ixazomib presenta sinergia a la dosis
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100 nM de A-1155463 con 15 nM de ixazomib. La combinacion del IP con 50 nM del

mimético muestra aditividad en funcién del valor del indice de Bliss (

Tabla 4.2). Observando los resultados en la linea MM.1S, se aprecia un efecto
aditivo independientemente de la dosis de mimético BH3 empleada, aunque esta es mayor

a la concentracion mas baja (

Tabla 4.2), a diferencia de la linea NCI-H929. Los resultados obtenidos

concuerdan con la dependencia de BCL-X1. descrita para esta linea.
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Figura 4.22. Determinacion de la muerte celular en lineas de MM por la combinacion de A-1155463
e ixazomib. En este ensayo se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion de tratamiento y tras el
mismo se marcaron con Anexina V-FITC para un posterior analisis mediante citometria de flujo. Los
resultados mostrados son la media + SD de n=4 para U266, n=6 para NCI-H929, MM.1S y RPMI8226, y
n=8 para OPM-2. Las flechas indican la suma de los porcentajes de muerte de los tratamientos individuales.
La significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de
Dunnett de cada concentracion del mimético BH3 respecto al estado control (sin mimético BH3) donde
*p<0,05; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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Por otro lado, la linea OPM-2 parece presentar aditividad segun el indice de Bliss
ante esta combinacion a la dosis 10 uM, y cierta sinergia a la dosis 20 pM al mostrar un
indice de Bliss superior a 10. Esta linea, al igual que MM.1S, expresa niveles elevados
de BCL-XL pero no es muy sensible a A-1155463 y necesita minimo 10 pM, para
observar efecto toxico en las células. En cuanto a la linea RPMI8226 no se observd

sinergia al combinar el mimético A-1155463 con ixazomib (

Tabla 4.2 y Figura 4.22). A la dosis baja del mimético BH3 se observa un ligero
antagonismo y a la dosis alta aditividad. Puede ser debido a que el papel més importante
de las proteinas de la familia BCL-2 anti-apoptoéticas lo desempeiia MCL-1, como se ha
indicado anteriormente. Sin embargo, el trabajo de Gong ef al. 2016 muestra como esta
linea presenta una sensibilidad media a A-1155463. Por ultimo, la linea U266 presenta
sinergia ante esta combinacion a pesar de que predomine la accion de la proteina BCL-2,

pero esta seguida de BCL-X..

Tabla 4.2. Indices de la combinacion de A-1155463 e ixazomib. Se refleja para cada concentracion el
indice de combinacién calculado a través del indice de Bliss. Segun este método un mayor valor positivo
(>10) del indice indica una mayor sinergia, <10 aditividad y si el valor es negativo antagonismo.

Ixazomib A-1155463

H929 15 nM 50 nM \ 100 nM
Indice de Biss 0,16 19,34
MM.1S ‘ 25 nM ‘ 1,25 nM ‘ 2,5 nM
Indice de Biss 8,89 5,86
OPM-2 \ 25 nM \ 10 pM \ 20 pM
Indice de Biss 0,27 11,15
RPMI8226 \ 25 nM \ 50 nM \ 100 nM
Indice de Biss -0,08 516
U266 \ 25 nM ‘ 100 nM 250 nM
Indice de Biss 16,9 18,5

Los canceres hematopoyéticos como leucemias y mielomas tienden a
sobreexpresar las proteinas BCL-2 y MCL-1 (Anstee et al., 2019; Reed, 2008). En el caso
del mieloma multiple, MCL-1 parece desempefiar un papel predominante en la
supervivencia celular (Derenne et al., 2002; Gong et al., 2016; B. Zhang et al., 2002).
Ademas, como hemos observado en el apartado 4.1 y se recoge en un estudio anterior,

los inhibidores de proteasoma como ixazomib o bortezomib aumentan la expresion de
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MCL-1, entre otras proteinas, en leucemias mieloides agudas o mieloma (Anstee et al.,
2019). Otro dato a tener en consideracion es que a diferencia del inhibidor de ABT-199,
S63845 es eficaz en lineas con traslocaciones t(11;14), t(4;14), con mutaciones en p53 o
con ganancia 1q (Algarin et al., 2020, 2021; Kotschy et al., 2016). Basandonos en estos
antecedentes se decidi6 estudiar la combinacion del mimético BH3 S63845 e ixazomib

como se muestra en la Figura 4.23.

NCI-H929 MM.1S
+ 100 + 100~
<] =3 Control e =3 Control
E 80 = S$63845 (1 nM) E 80 = S63845 (50 M)
# 60- mm S63845 (5 nM) &
H H
2 £
: 40+ "
o S
3 3
8 207 8
® ®
S
0 15 )
Ixazomib (nM) Ixazomib (nM)
OPM-2 RPMI8226

100 + 100~
:L_) = Control e = Control
T 80 Em S63845(0.1nM) & 801 mm S63845 (1.25 nM)
3 = S63845(0.2nM) & mm S63845 (2.5 nM)
£ 604 £ 604
3 2
< 40 < 401
8 s
] 2 50l
g 204 8

B3
2 L4 0-
0- 0 25

0 25

Ixazomib (nM) Ixazomib (nM)
U266
+ 100+
o =3 Control
i 801 = $63845 (50 nM)
R 604
2
E 404 o
3
g 207
el o= I[N
0 25

Ixazomib (nM)

Figura 4.23. Determinacion de la muerte celular en lineas de MM para la combinacion de S63845 e
ixazomib. En este ensayo se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion de tratamiento y tras el
mismo se marcaron con Anexina V-FITC para un posterior analisis mediante citometria de flujo. Los
resultados mostrados son la media + SD de n=4 para MM.1S y U266, y n=6 para NCI-H929, OPM-2 Y
RPMI8226. Las flechas indican la suma de los porcentajes de muerte de los tratamientos individuales. La
significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett
de cada concentracion del mimético BH3 respecto al estado control (sin mimético BH3) donde **p< 0,01;
***p< 0,001 y #*+¥* p<0,0001.
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La combinacion de S63845 e ixazomib resulta sinérgica en las lineas NCI-H929
y RPMI8226, mientras que en el resto de las lineas estudiadas muestra un efecto aditivo

al analizar el indice de Bliss (

Tabla 4.3). En la linea NCI-H929 el efecto toxico esta principalmente ocasionado
por la inhibicion de MCL-1. Esta linea expresa MCL-1 como segunda proteina anti-
apoptotica principal y es sensible al inhibidor de MCL-1 (Kotschy et al., 2016). Mientras
que en la combinaciéon de ABT-199 con ixazomib resultaba antagdénica por el papel
protector de MCL-1, la inhibicién de este por parte del compuesto S63845 aumenta el
efecto toxico de ixazomib. La linea MM.1S no presenta sinergia en comparaciéon con
NCI-H929, mostrando una ligera aditividad, ademas de necesitar una mayor dosis de
S63845 para apreciar muerte apoptotica en las células. Como se ha indicado
anteriormente, MM.1S expresa elevados niveles de BCL-X. y BCL-2 en la proteccion
contra el desarrollo de la apoptosis por lo que es logico que las combinaciones anteriores

sean mas efectivas que la de S63845 e ixazomib.

Tabla 4.3. indices de la combinacién de S63845 e ixazomib. Se refleja para cada concentracion el indice
de combinacion calculado a través del indice de Bliss. Segun este método un mayor valor positivo (=10)
del indice indica una mayor sinergia, <10 aditividad y si el valor es negativo antagonismo.

Ixazomib S63845
H929 15 nM 1nM 5nM
Indice de Biss 23,8 22,0
MM.1S ‘ 25 nM ‘ 50 nM
Indice de Biss 1,52
OPM-2 \ 25 nM \ 0,1 nM \ 0,2 nM
Indice de Biss 0,69 1,43
RPMI8226 \ 25 nM \ 1,25 nM \ 2,5 nM
Indice de Biss 33,01 37,5
U266 \ 25 nM \ 50 nM
Indice de Biss 6,69

Si nos centramos en la linea OPM-2, no se observa sinergia entre los dos
compuestos, a pesar de que esta linea es la mas sensible a la inhibiciéon de MCL-1, pero
si se observa aditividad. Por otro lado, la linea RPMI8226 es la linea con mayor sinergia
y, por tanto, muerte celular ante esta combinacion. Esto se debe a que el principal

mecanismo de evasion de la apoptosis lo realiza mediante la proteina anti-apoptdtica
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MCL-1. Y, por ultimo, la linea U266 presenta un efecto aditivo al combinar dichos

farmacos.

4.3.2. Efecto de las combinaciones entre miméticos BH3 e ixazomib sobre los
niveles de expresion de las proteinas de la familia BCL-2.
Los resultados anteriores parecen indicar que las combinaciones mas
prometedoras para aumentar la eficacia de ixazomib serian con A-1155463 o con S63845.
Para intentar comprender como se produce la sensibilizacion en dichas combinaciones se
investigo6 el estado de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas OPM-2 y RPM18226

tratadas con ixazomib y el inhibidor S63845 a diferentes tiempos, como se aprecia en la

Figura 4.24.
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Figura 4.24. Efecto del tratamiento S63845 e ixazomib en los niveles de proteinas de la familia BCL-
2 de las lineas OPM-2 (A) Y RPMI8226 (B). Las células fueron tratadas con 0,2 nM de S63845 en el caso
de OPM-2 y 1,25 nM en RPMI8226 y con 25 nM de ixazomib ambas lineas a las 6, 24 y 48 h. Tras los
tratamientos, se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células de cada linea celular y cada condicion. La
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cuantificacion de las proteinas esta realizada en referencia a la a-tubulina de cada tiempo y respecto las
células sin tratamiento (control), mediante el programa Image]-NIH. La viabilidad celular se estimé
mediante citometria de flujo con marcaje con Anexina V-FITC. Imagen representativa de n=2-4. Y la
estadistica (+ SEM) esta realizada mediante two-ANOVA con posterior test de Dunett siendo * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.

Las diferencias que se aprecian en la linea OPM-2 cuando es tratada con S63845
e ixazomib respecto al IP solo se encuentran principalmente en la expresion de las
proteinas de la familia BCL-2 en nivel y tiempo. En el tratamiento conjunto MCL-1 se
induce, ademas de mantenerse mas tiempo, y eleva su expresion a las 6 h y continia
aumentando hasta las 48 h donde alcanza niveles maximos, a diferencia del tratamiento
con ixazomib s6lo donde el méximo de expresion se produce a las 24 h y luego disminuye.
También aumenta la expresion de BCL-XL a las 24 h y esta se mantiene en el tiempo, al
igual que con ixazomib sélo, pero su nivel de expresion es inferior al obtenido en el
tratamiento s6lo con ixazomib. La proteina BCL-2 no muestra diferencia a nivel de
expresion dandose a las mismas horas (6 h). Respecto a las proteinas pro-apoptdticas, los
niveles de BIM aumentan en ambos tratamientos, alcanzando un maximo a las 6 h que se
mantiene solo en el tratamiento combinado con ixazomib y S63845. Finalmente, se
produce un aumento de los niveles de PUMA durante el tratamiento con ixazomib, que

no se observa en el tratamiento combinado.

En la linea RPMI8226 la expresion de MCL-1 se adelanta a las 6 h y se da a un
nivel mayor que en el tratamiento con ixazomib individual. Al igual que sucede con la
expresion de BCL-XL. En cambio, la induccion de BCL-2 se comporta de manera similar
en los dos tratamientos, aunque se adelanta ligeramente a las 6 h y mantienen los niveles
durante el tiempo en la combinacion del mimético BH3 e ixazomib. Respecto a las
proteinas pro-apoptdticas, en la combinacidén de ambos farmacos la expresion de BIM no
sufre cambios significativos. Por otro lado, PUMA se comporta similar en ambos
tratamientos, aunque difieren en el nivel de expresion a las 48 h siendo superior en el

tratamiento combinado con S63845 e ixazomib.

El hecho de que los niveles de MCL-1 se mantengan mas tiempo y no aumente
PUMA podria estar relacionado con la falta de sinergia de esta combinacion en las células
OPM-2 (Figura 4.23). Sin embargo, en la linea RPMI8226 los niveles de PUMA
aumentan en ambos tratamientos y podria contrarrestar el aumento de MCL-1 y BCL-XL,

el cual es menor que en la linea OPM-2.
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La sobreexpresion de MCL-1 cuando se afiade S63845 esta previamente descrita
en trabajos anteriores (Dengler et al., 2020; Kotschy et al., 2016; Li, He, & Look, 2019).
Ademas, existen estudios que demuestran que el inhibidor S63845 es eficaz en canceres
dependientes de MCL-1 mediante la activacion de la via mitocondrial apoptdtica por parte
de BAK/BAXy la correspondiente salida de citocromo C (Kotschy et al., 2016) e incluso
en aquellos canceres resistentes a ABT-199 ((Dengler et al., 2020). S63845 se une al
surco candénico de MCL-1 liberando las proteinas BIM y NOXA de la interaccion
inhibitoria por parte de MCL-1 y permitiendo asi que se desencadene la apoptosis
mediante la unidn a las proteinas BAX y BAK; por tanto, las células intentan contrarrestar
dicha accion mediante un aumento de la expresion de MCL-1 (Dengler et al., 2020). Otra
opcion al aumento de MCL-1 podria deberse a que al separarse de NOXA podria estar
degradandose mas lentamente. También se ha observado que el tratamiento con S63845
en células de mieloma muestra un aumento de la interaccion del complejo BCL-X1/ BIM,
por lo que la proteina BCL-Xy, puede estar ejerciendo un papel importante y desconocido

en la resistencia a este farmaco (Algarin et al., 2021).

Por otro lado, existe cierta controversia sobre los factores que determinan la
sensibilidad a S63845 (Kotschy et al., 2016; Li et al., 2019). Algunos estudios sugieren
que dicha sensibilidad viene determinada principalmente por las proteinas anti-
apoptdticas de las que depende cada linea celular, siendo mas eficaz en aquellas lineas
que dependen de MCL-1, pero sobre todo si presentan niveles infimos de BCL-Xi, y en
menor medida de aquellas que predomina la accion de BCL-2 o BCL-Xy. (Kotschy et al.,
2016); sin embargo, existen también datos que indicarian que no existe relacion entre los
niveles de las proteinas anti-apoptoticas y la sensibilidad a los miméticos BH3 (Li et al.,
2019) ni de la expresion de las proteinas pro-apoptdticas como BIM o NOXA (Dengler
et al., 2020). En lo que estan de acuerdo es que actua indiferentemente del estado de p53
(Kotschy et al., 2016) pero de manera dependiente de la traslocacion gendmica que
presentan. Por ejemplo, se ha visto que las células que presentan la traslocacion t(11;14)
muestran mayor sensibilidad a venetoclax (Bajpai et al., 2020; Premkumar et al., 2021;
Sidiqi et al., 2020), y por otro lado algunos datos indican que la amplificacion 1q puede

influir en la sensibilidad a los inhibidores de MCL-1 (Slomp et al., 2019).

El aumento de PUMA que se refleja en esta tesis no se ha descrito con anterioridad
al tratar las células con S63845, y tampoco puede ser debido en mayor medida a la accion

del inhibidor de proteasoma quien actia a través de la via p53-NOXA-PUMA entre otras
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como se describe en el trabajo de Muz et al. 2016 porque ambas lineas poseen p53

mutado.

4.3.3. Combinaciones de dos miméticos BH3 e ixazomib.

Los resultados anteriores indican que el empleo individual de un solo mimético
BH3 es solo relativamente eficaz en algunas lineas de mieloma. En enfermedades de
células B, se ha descrito que la resistencia a ABT-199 puede deberse a la expresion de las
proteinas BCL-Xr y MCL-1 que secuestran a BIM libre (Algarin et al., 2020, 2021,
Kapoor et al., 2020). Ante este dato se hipotetizd si la inhibicion de 2 proteinas anti-
apoptdticas de manera simultdnea a la inhibicion del proteasoma con ixazomib
potenciaria el efecto citotoxico de este tltimo superando las resistencias existentes a cada
mimético BH3. Por ejemplo, en el caso del melanoma se ha descrito que el uso de S63845
y navitoclax, inhibidor de BCL-2 y BCL-Xp, favorece el tratamiento de casos
complicados (Mukherjee et al., 2020) o para casos de linfoma de células del manto
resistentes a ABT-199, en las que resulta eficaz la combinacion de ABT-199 y S63845
(Dengler et al., 2020). En mieloma multiple se ha visto como la combinacion de ABT-
199 y S63845 aumenta el efecto citotoxico de cada uno de los farmaco y si se adiciona
un tercer farmaco como la dexametasona se observa una mayor sinergia (Algarin et al.,
2020). También se ha visto en pacientes con la amplificacion 121 como el tratamiento
dual de inhibidores de MCL-1 junto a inhibidores de BCL-2 o BCL-Xy favorecia la
muerte celular del tumor en dichos pacientes (Slomp et al., 2019). Ademas, existen
estudios que demuestran que la inhibicion dual de BCL-2 y BCL-X1. favorece la accion
de determinados farmacos antitumorales o la radioterapia para diferentes canceres (Del
Bufalo et al., 2003; F. Luo et al., 2021; Ritter et al., 2021; Zhang et al., 2018). Por otro
lado, el farmaco ABT-737 (que inhibe a BCL-2 y BCL-Xi) ya se ha probado en
combinacion con inhibidores de proteasoma (bortezomib) favoreciendo el efecto toxico
de estos ultimos incluso contrarrestando la resistencia generada a ellos en pacientes
(Chauhan et al., 2007; Kline et al., 2007), por lo que es un buen punto de partida para
comparar el efecto si inhibimos con los inhibidores mas especificos y eficaces de las

proteinas BCL-2 y BCL-X{ individuales (ABT-199 y A-1155463 respectivamente).

Se realizaron 3 ensayos en los que se combinaron ABT-199/A-1155463/ixazomib
(Figura 4.2), ABT-199/S63845/ixazomib (Figura 4.26) y la ultima, A-
1155463/S63845/ixazomib (Figura 4.28). Las dosis para estas combinaciones se
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eligieron en funcion a una curva dosis-respuesta de la combinacién de ambos miméticos

BH3 que ocasionen una muerte no muy elevada.
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Figura 4.25. Determinacion de la muerte celular inducida en lineas de MM por la combinacion de
ABT-199, A-1155463 e ixazomib. Para determinar la sinergia de los compuestos se sembraron de cada
linea 3x10° células por condicion de tratamiento, y tras el mismo se marcaron con Anexina V-FITC para
un posterior analisis mediante citometria de flujo. La linea discontinua de puntos naranja indica la suma de
los porcentajes de muerte celular de cada tratamiento individual. Los resultados mostrados son la media +
SD de n=4 para MM.1S y OPM-2, n=6 para RPMI8226, n= 8 para U266, y n=10 para NCI-H929. La
significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett
de cada concentracion del mimético BH3 respecto al control (sin mimético BH3) donde *p<0,05; **p<
0,01; ¥**p< 0,001 y **** p<0,0001.

Los resultados recogidos en la Figura 4.2 indican que la combinacion de ABT-
199, A-1155463 e ixazomib presenta una mayor sinergia en las lineas MM.1S y U266.
La doble inhibicion de BCL-2 y BCL-X1. con inhibidores especificos de cada una como
ABT-199 y A-1155463 potencia el efecto citotoxico de ixazomib. Cuando anadimos
ABT-737, un inhibidor dual de BCL-2 y BCL-Xy, se potencia el efecto de ixazomib sobre
las células MM. 1S, pero a un nivel inferior que con la combinacion anterior. En la linea

U266 también se observa sinergia ante esta combinacion, pero a niveles similares a inhibir
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BCL-X. y BCL-2 con el inhibidor no selectivo ABT-737 e ixazomib. En la linea NCI-
H929 la inhibicién simultanea de BCL-2 y BCL-X1 junto a la inhibicion del proteasoma
resulta antagonica al efecto causado por el inhibidor A-1155463 e ixazomib, pero es
similar a la muerte ocasionada por ABT-737 e ixazomib. En las lineas OPM-2 y
RPMI8226 la combinacién de ABT-199, A-1155463 e ixazomib presenta aditividad, y es
similar a la muerte inducida por ABT-737 e ixazomib. Las lineas U266 y MM.1S
dependen de BCL-2 y BCL-X1. como proteinas anti-apoptoticas principales (Figura 4.7)
o en segundo rango, siendo esta la razon por la que esta combinacion es efectiva en ellas,
ya que el resto de lineas expresan MCL-1 a niveles suficientes como para que secuestre
a BIM libre y genere resistencia (Gomez-Bougie et al., 2004). La sensibilidad a ABT-737
viene definida por la cantidad de proteina BIM que es desplazada de BCL-Xy y BCL-2 al

anadir el farmaco (Morales et al., 2011).
Tabla 4.4. indices de la combinacion de ABT-199, A-1155463 e ixazomib. Se refleja para cada

concentracion el indice de combinacion calculado a través del indice de Bliss. Segun este método un mayor
valor positivo del indice indica una mayor sinergia.

Ixazomib ABT-199 A-1155463

H929 - 2,5 uM 50 nM
Indice de Bliss 0,78

15 nM 2,5 uM 50 nM
Indice de Bliss -12,27
MM.1S - 2,5 uM 0,125 nM
Indice de Bliss b ], 55

25 nM 2,5 uM 0,125 nM
Indice de Bliss 4773
OPM-2 - 5 uM 5 uM
Indice de Bliss 2,56

25 nM 5 uM 5 pnM
Indice de Bliss 2,95
RPMI18226 - 2,5 uM 50 nM
Indice de Bliss 1,38

25 nM 2,5 M 50 nM
Indice de Bliss ], 06
U266 - 5uM 6,25 nM
Indice de Bliss 6,4

25 nM 5 M 6,25 nM
Indice de Bliss 32,83
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La combinacion de ABT-199 y S63845 ha sido testada previamente en leucemias
linfoblasticas agudas de células T, las cuales no responden a ABT-199, observandose
sinergia (Li et al., 2019). También se ha probado en células de mieloma multiple
resistentes a venetoclax, e incluso con la triple combinacion con dexametasona,
mostrando muy buenos resultados (Algarin et al., 2020). Ademas, la doble inhibicion de
BCL-2 y MCL-1 es beneficiosa en lineas de mieloma con la traslocacion t(11;14) (Seiller
et al., 2020). Estos datos se confirman en el estudio llevado a cabo en el desarrollo de esta
tesis como se observa en la Figura 4.26. La combinacion de ABT-199, S63845 e
ixazomib presenta sinergia especialmente en la linea U266 la cual posee la traslocacion
t(11;14). También en la linea NCI-H929, segtn el indice de Bliss (Tabla 4.5), se observa
una ligera sinergia. U266 es la linea mas resistente al inhibidor de proteasoma ixazomib,
como hemos determinado en el apartado 4.1.1 siendo necesaria una dosis superior a 50
nM para alcanzar el 50% de muerte celular. El siguiente paso podria ser ver si al aumentar
la dosis de ixazomib se alcanzan niveles mayores de apoptosis con esta combinacion de

tres farmacos.

En la linea OPM-2 el efecto toxico parece ser principalmente debido a la
combinacion de ABT-199 e ixazomib, y la adicién de S63845 incrementa ligeramente,
pero de manera significativa (p<0,0143), la muerte celular producida por ambos
compuestos. Este mismo efecto se ve en la linea U266. La linea MM.1S muestra ante la
combinacion de los dos miméticos BH3 e ixazomib un efecto aditivo, préoximo a la
sinergia (Tabla 4.5). En contraste se encuentra la linea RPMI8226 en la cual la inhibicion
simultanea de BCL-2 y MCL-1 junto a la inhibicion del proteasoma apenas produce un
efecto aditivo de la muerte celular respecto a la generada por la suma de cada fdrmaco

individualmente segun los indices de Bliss proporcionados (Tabla 4.5).
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Figura 4.26. Determinacion de la muerte celular inducida en lineas de MM por la combinacion de
ABT-199, S63845 e ixazomib. Para determinar la sinergia de los compuestos se sembraron de cada linea
3x10° células por condicion de tratamiento, y tras el mismo se marcaron con Anexina V-FITC para un
posterior andlisis mediante citometria de flujo. La linea discontinua de puntos morada indica la suma de los
porcentajes de muerte celular de cada tratamiento individual. Los resultados mostrados son la media + SD
de n=4 para OPM-2 Y RPMI8226, n=8 para MM.1S y U266, y n=10 para NCI-H929. La significancia fue
calculada mediante el analisis estadistico tm0-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada
concentracion del mimético BH3 respecto al control (sin mimético BH3) donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p<

0,001 y **** p< 0,0001.
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Tabla 4.5. Indices de la combinacién de ABT-199, S63845 e ixazomib. Se refleja para cada
concentracion el indice de combinacion calculado a través del indice de Bliss. Segtin este método un mayor
valor positivo del indice indica una mayor sinergia.

Ixazomib ABT-199 S63845

H929 - 2,5 M I'nM
Indice de Bliss 2, 93

15 nM 2,5 uM 1 nM
Indice de Bliss 13,74
MM.1S - 2,5 M 5 nM
Indice de Bliss 2,53

25 nM 2,5 M 5 nM
Indice de Bliss 9, 88
OPM-2 - 5 uM 0,2 nM
Indice de Bliss 0,32

25 nM 5 M 0,2 nM
Indice de Bliss 7,21
RPMI8226 - 2,5 M 2,5 nM
Indice de Bliss 4,35

25 nM 2,5 uM 2,5 nM
Indice de Bliss 3,49
U266 - 5 uM 5 nM
Indice de Bliss 6,55

25 nM 5 uM 5 nM
Indice de Bliss 27,66

Estos resultados sugieren que la inhibicion simultdnea de BCL-2 y MCL-1 podria

aumentar la efectividad del tratamiento con ixazomib en algunos mielomas. De este modo

al inhibir MCL-1 (sobreexpresada en la mayoria de mielomas) se contrarrestarian las

resistencias a ABT-199 como se observo en pacientes con leucemia de células del manto

(Prukova et al., 2019). La mayor muerte celular se observo en las células U266, por lo

que estudiamos en ella el efecto de los farmacos por separado y su combinacion en los

niveles de expresion de las proteinas de la familia BCL-2, como se muestra en la Figura

4.27.
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Figura 4.27. Efecto del tratamiento con ABT-199, S63845 e ixazomib en los niveles de proteinas de la
familia BCL-2 en la linea U266. Las células fueron tratadas con 15 nM de ixazomib, 5 pM ABT-199y 5
nM S63845 durante 24 h. Tras los tratamientos, se recogid y se extrajo proteina a 3x10° células de cada
condicion. La cuantificacion de las proteinas estd realizada en referencia a la a-tubulina de cada condicion
y respecto las células sin tratamiento (control), mediante el programa ImageJ-NIH. La viabilidad celular se
estim6 mediante citometria de flujo con marcaje Anexina V-FITC. Imagen representativa de n=2. La
estadistica (+ SEM) esta realizada mediante analisis fwo-ANOVA y posterior test de Dunett respecto al
estado basal del control resultando en no significativo.

Centrandonos en las proteinas anti-apoptoticas, los niveles de MCL-1 aumentan
cuando se trata con S63845 s6lo o combinado con ixazomib como se habia observado en
apartados anteriores. En cambio, en las combinaciones con ABT-199/ixazomib y ABT-

199/S63845 no se observa dicho aumento, llegando incluso a disminuir en la triple
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combinacion, lo que podria explicar a lo mejor la mayor sensibilidad a ixazomib. La
proteina BCL-X¢ eleva sus niveles de expresion cuando se tratan las células con ABT-
199 solo, al anadir ixazomib la expresion de BCL-X, disminuye levemente respecto a los
niveles de ABT-199 solo, pero vuelve a aumentar si se afiade los 2 miméticos BH3 e
ixazomib. Y, BCL-2 apenas sufre variaciones en su expresion ante los diferentes

tratamientos.

Por otra parte, las proteinas pro-apoptdticas también disminuyen sus niveles de
expresion sobre todo en presencia del mimético BH3 ABT-199, ya sea solo, en
combinacion con S63845 o ixazomib, o combinando los dos miméticos BH3 y el
inhibidor de proteasoma. BIM, disminuye ligeramente cuando se tratan con ixazomib
aumentando este cambio de nivel de expresion cuando se combina con S63845, pero
principalmente cuando a cualquiera de estas combinaciones se adiciona ABT-199.Y, por
ultimo, la expresion de la proteina PUMA desaparece cuando se trata con los dos

miméticos BH3 o se combinan con ixazomib.

Estos resultados indican que la combinacién de ABT-199, S63845 e ixazomib
disminuye la expresion tanto de las proteinas anti-apoptoticas (sobre todo MCL-1) como
pro-apoptdticas, aunque cabe destacar que no se pudo observar el estado de NOXA, una
razon podria ser que hay tanta mortalidad en la triple combinacidn que se pierde proteina
a la hora de realizar los extractos celulares. Esta proteina, NOXA, puede ser la encargada
de desencadenar la apoptosis como se ha comentado en diferentes estudios en los que
afirman que NOXA estd sobreexpresada en las células de linfoma del manto cuando se
tratan con venetoclax (ABT-199) o, con inhibidores de proteasoma como bortezomib
(Prukova et al., 2019; Punnoose et al., 2016). El aumento en los niveles de NOXA junto
a la inhibicion de MCL-1 por parte de S63845 libera las proteinas BIM, PUMA y NOXA
para activar la ruta mitocondrial a través de BAK y BAX. Ademas, a su vez se esta
inhibiendo a BCL-2 por parte de ABT-199 liberando a BIM (Kotschy et al., 2016;
Morales et al., 2011), de esta manera se puede activar la apoptosis mediante los modelos
indirecto o mixto descritos en el apartado 1.2.2. En respuesta a los miméticos BH3, las
células U266 aumentan la expresion de BCL-XL que puede unirse a BIM para
contrarrestar la muerte celular producida, pero resulta insuficiente; por otro lado, la
inhibicion del proteasoma puede favorecer la apoptosis a través de la ruta p5S3-NOXA
(Muz et al., 2016), pero en esta linea p53 se encuentra mutado, por lo que se descarta esta

posibilidad. Otra posibilidad a que se desencadene la apoptosis en la combinacion de los
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dos miméticos seria que las proteinas BAK y BAX estén activindose de manera

independiente a las proteinas BH3-only.

Los resultados anteriores indican que las combinaciones probadas no son eficaces
en todas las lineas. Algunos autores han propuesto que la resistencia a ABT-199 se debe
a la activacion de AKT y el incremento de los niveles de BCL-Xi. y MCL-1, que
secuestran a BIM evitando asi el desarrollo de apoptosis. En otros cénceres, como es el
carcinoma de células escamosas de pulmoén, se ha demostrado que la inhibicion
simultanea de BCL-XL y MCL-1 favorece y aumenta la sensibilidad a otros tratamientos
(Weeden et al., 2018). En vista de los antecedentes expuestos junto a los resultados
anteriores se analizd la combinacion de A-1155463, S63845 e ixazomib en lineas de

mieloma.

Como se muestra en la Figura 4.28, la combinacion de A-1155463, S63845 ¢
ixazomib presenta sinergia en todas las lineas. La linea NCI-H929 no muestra apenas
incremento de la apoptosis cuando se combina cada mimético con ixazomib. En cambio,
la combinacion de los tres farmacos potencia el efecto toéxico de ixazomib llegando a
mostrar una elevada sinergia. Esta linea es muy resistente al inhibidor de BCL-2 y muy
dependiente de MCL-1 (Gong et al., 2016), por lo que destaca que haya tanta sinergia al
inhibir BCL-Xr y MCL-1. OPM-2 tiene un comportamiento similar a NCI-H929, aunque
se requiere una concentraciéon mucho maés elevada del inhibidor de BCL-Xy. Las lineas
MM.1S y RPMI8226 presentan sinergia (segun el indice de Bliss Tabla 4.6) al combinar

los dos miméticos con ixazomib, ambas lineas presentan la misma traslocacion t(14;16).
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Figura 4.28. Determinacion de la muerte celular inducida en lineas de MM por la combinacion de A-
1155463, S63845 e ixazomib. Para determinar la sinergia de los compuestos se sembraron de cada linea
3x10° células por condicién de tratamiento, y tras el mismo se marcaron con Anexina V-FITC para un
posterior analisis mediante citometria de flujo. La linea discontinua de puntos verde indica la suma de los
porcentajes de muerte celular de cada tratamiento individual. Los resultados mostrados son la media + SD de
n=2 para OPM-2, n=4 para NCI-H929 y U266, n=6 para RPMI18226, y n=12 para MM.1S. La significancia
fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior andlisis de Dunnett de cada
concentracion del mimético BH3 respecto al control (sin mimético BH3) donde *p<0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001 y *#** p<0,0001.

Por ultimo, la linea U266 a pesar de expresar altos niveles basales de BCL-2,
presenta sinergia con ixazomib cuando se inhibe de manera dual a BCL-Xy y MCL-1.
Esta linea es la menos sensible a ixazomib (Figura 4.1) ademas de ser resistente a la
inhibicion individual de las proteinas anti-apoptéticas (Gong et al., 2016). Sin embargo,
esta combinacion, A-1155463/S63845 parece sensibilizar dicha linea celular a la accion

de ixazomib siendo util en lineas resistentes a los miméticos BH3.
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Tabla 4.6. indices de la combinacién de A-1155463, S63845 e ixazomib. Se refleja para cada
concentracion el indice de combinacion calculado a través del indice de Bliss. Segin este método un mayor
valor positivo del indice indica una mayor sinergia.

Ixazomib A-1155463 S63845

H929 - 50 nM 0,5 nM
Indice de Bliss 1,41

15 nM 50 nM 0,5 nM
Indice de Bliss 41,22
MM.1S - 1,25 nM 12,5 nM
Indice de Bliss 17,02

25 nM 1,25 nM 12,5 nM
Indice de Bliss 13,10
OPM-2 - 10 pM 0,1 nM
Indice de Bliss 0,24

25 nM 10 pM 0,1 nM
Indice de Bliss 34,81
RPMI8226 - 50 nM 2,5 nM
Indice de Bliss 4,94

25 nM 50 nM 2,5 nM
Indice de Bliss 15,23
U266 - 6,25 pM 5nM
Indice de Bliss 14,62

25 nM 6,25 pM 5 nM
Indice de Bliss 27,47

La combinacion de A-1155463, S63845 ¢ ixazomib tiene buenos resultados en
c¢lulas de mieloma in vitro y podria ser un posible tratamiento ante resistencias a

venetoclax u otros inhibidores de proteasoma como bortezomib y carfilzomib.

Al igual que en la combinacion ABT-199, S63845 e ixazomib se analiz6 el estado
de expresion de las proteinas de la familia BCL-2. Para ello se escogio la linea NCI-H929,
puesto que era una de las que se habia mostrado una mayor sinergia. Los resultados se

recogen en la Figura 4.29.
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Figura 4.29. Efecto del tratamiento con A-1155463, S63845 e ixazomib en los niveles de proteinas de
la familia BCL-2 en la linea NCI-H929. Las células fueron tratadas con 15 nM de ixazomib, 50 nM A-
1155463 y 0.5 nM S63845 durante 24 h. Tras los tratamientos, se recogid y se extrajo proteina a 3x10°
células de cada condicion. La cuantificacion de las proteinas esta realizada en referencia a la o-tubulina de
cada condicion y respecto las células sin tratamiento (control), mediante el programa ImageJ-NIH. La
viabilidad celular se estim6¢ mediante citometria de flujo con marcaje Anexina V-FITC. Imagen
representativa de n=2. La estadistica (media de n=2 + SEM) esta realizada mediante analisis rwo-ANOVA
y posterior test de Dunett respecto al estado basal del control resultando en no significativo.

177



Resultados y Discusion

Centrandonos en las proteinas anti-apoptoticas, se observa que tanto ixazomib
como S63845, individualmente o en combinacion, inducen un aumento de los niveles de
MCL-1. El mayor nivel de expresion se da cuando se tratan las células con A-1155463 e
ixazomib, mientras que la expresion de MCL-1 no se vio alterada cuando se trataron solo
con A-1155463 o con la combinacion A-1155463/S63845/ixazomib. La proteina BCL-
X1 mantiene sus niveles cercanos a los basales en todos los tratamientos. Y los niveles de
BCL-2 aumentan ligeramente de manera no significativa en presencia de A-1155463 solo
0 en combinacion con ixazomib, de S63845 y de la combinacion de ambos miméticos,
mientras que disminuye sus niveles con ixazomib solo, S63845 e ixazomib, pero sobre
todo con la combinacion de A-1155463, S63845 e ixazomib. Por otra parte, las proteinas
pro-apoptdticas aumentan sus niveles de expresion en general. BIM, aumenta
principalmente cuando se tratan las células con S63845 solo o en combinacién con
ixazomib. La expresion de la proteina PUMA aumenta principalmente cuando se tratan
las células con S63845. No se puede descartar que PUMA aumente de manera transitoria
en la triple combinacion contribuyendo a la activacion de la via intrinseca, aunque se vea
que disminuye su expresion a las 24 h. PUMA habitualmente desaparece cuando la
viabilidad comienza a disminuir, y como observamos en la combinacién A-
1155463/S63845 e ixazomib la viabilidad es relativamente baja. Y, por tltimo, los niveles
de NOXA aumentan principalmente en todos los tratamientos que contienen ixazomib.
En el resto de tratamientos aumenta en menor medida salvo en presencia de A-1155463

solo que decae la expresion ligeramente.

Estos resultados indican que la combinacion de A-1155463, S63845 e ixazomib
en las células NCI-H929 aumenta la expresion de las proteinas BIM y NOXA
principalmente, y disminuye la expresion de MCL-1, BCL-2 y PUMA, mientras mantiene
los niveles basales de BCL-X1. La disminucion de MCL-1 junto al aumento de BIM y
NOXA puede ser la explicacion a la sinergia observada ante esta combinacion, en

contraste con las combinaciones de cada mimético con ixazomib.

4.3.4. Combinacion de miméticos BH3 con el firmaco ixazomib en lineas de
mieloma multiple deficientes en BIM.

Algunos datos recientes indican que la proteina pro-apoptotica BIM podria ser
fundamental en la respuesta a los tratamientos con miméticos BH3 (Algarin et al., 2021;
Morales et al., 2011). Ademads, como se ha visto en la Figura 4.29, el tratamiento

simultaneo con ixazomib y los inhibidores de MCL-1 y BCL-XL induce un aumento de
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los niveles de esta proteina en las células NCI-H929, lo que sugiere su posible implicacion
en la muerte inducida por dicha combinacion. Por lo tanto, se decidio estudiar si el
silenciamiento de BIM protege ante el tratamiento con miméticos BH3 o inhibidores de
proteasoma como ixazomib. Concretamente se han estudiado las combinaciones que

mostraron sinergia en cada linea wild type.

La primera combinacion que se investigd en lineas deficientes en BIM fue la de
ABT-199, A-1155463 ¢ ixazomib (Figura 4.31). A pesar de que la linea U266 también
mostro sensibilidad a esta combinacion, solo se analizé en la linea MM.1S BimKO,
puesto que la linea celular en la que se observé una mayor sinergia fue MM. 18, y la linea

OPM-2 (Figura 4.2).
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Figura 4.31. Muerte celular por apoptosis inducida por la combinacion de ABT-199, S63845 e
ixazomib en lineas deficientes en BIM. Se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion y tras los
tratamientos se marcaron con Anexina V-DY 634 para un posterior analisis mediante citometria de flujo.
La significancia fue calculada mediante el andlisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de
Dunnett de cada linea respecto a la linea control de infeccion en cada caso siendo *p<0,05; **p< 0,01;
*¥**p< 0,001 y **** p< 0,0001. (A) Muerte inducida por la combinacion de los tres farmacos en la linea
MM.1S Lentricrispr vacio (control de la infeccion lentiviral) y MM.1S BimKO. Los resultados mostrados
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son la media £ SD de n=2. (B) Muerte inducida por la combinacién de los tres farmacos en la linea OPM-
2 pLVTHM y OPM-2 shBIM. Los resultados mostrados son la media + SD de n=2.

Lo primero que se observa en la Figura 4.31A es que los dos clones deficientes
en BIM presentan una mayor sensibilidad a ixazomib y sus combinaciones con ABT-199
y A-1155463 que la linea control (MM.1S Lenticrispr vacio clon 2). Si se observa
diferencia en el nivel de sensibilidad a estos farmacos entre clones MM.1S BimKO. Por
lo tanto, estos resultados parecen indicar que en esta linea BIM no juega un papel
importante en el desencadenamiento de la apoptosis ante inhibidores de proteasoma como

ixazomib o el uso de miméticos BH3.

En cuanto a la linea OPM-2 (Figura 4.31B) la ausencia de BIM protege ante el
efecto de la combinacion de los miméticos BH3 dirigidos a BCL-2 y BCL-XL solos o en
combinacion con ixazomib, pero sobre todo protege ante el tratamiento con A-1155463
e ixazomib de manera significativa. Esta proteccion sugiere que, en esta linea y a
diferencia de lo observado en MM.1S, BIM participa en el desencadenamiento de la
apoptosis ante A-1155463 e ixazomib, ademds de mostrar la interaccion prioritaria de

BCL-XLy BIM en esta linea.

A continuacion, se recoge en la Figura 4.32 los resultados en las lineas RPMI18226
y U266 con BIM Knock out tratadas con la combinaciéon de ABT-199, S63845 e
ixazomib, puesto que la linea U266 fue la que mayor sinergia mostrd ante este tratamiento

y la linea RPMI8226 mostro aditividad.

La ausencia de BIM protege principalmente del efecto ocasionado por ixazomib
indiferentemente de si estd combinado o no con algin mimético en la linea RPMI8226
BimKO (Figura 4.32A) como ya se habia observado anteriormente (Figura 4.13).
También se observa que existe una ligera proteccion no significativa cuando se tratan con
los miméticos ABT-199 y S63845 individualmente o en combinacion, lo que corrobora
lo observado en el estudio de Algarin et al. 2020, donde la ausencia de BIM disminuia la
sensibilidad al tratamiento con ambos miméticos BH3. Este resultado parece indicar que
BIM participa en la induccion de apoptosis a través del mecanismo generado por la

inhibicion del proteasoma.

180



Resultados y Discusion

== RPMI8226 Lentricrispr vacio clon 1 mm RPMI8226 BimKO Clon 6

+
3 1004
© *dkkk Tk *kk
E 80- dekk
>
£ 60
x
g
< 404
[}
2
3 204
@
o
=
Control Ixazomib Ixazomib Ixazomib Ixazomib
(25nM)
ABT-199 (2,5uM) $63845 (2,5nM) ABT-199 (2,5:M)
$63845 (2,5nM)
E= U266 Lentricrispr vacio clon 2 mm U266 BimKO Clon 3
+
g 1004
©
E 80 *kk
>.; *kk
£ 601
x
=
< 404
1]
=
S 204
o
o
% ¥
Control Ixazomib Ixazomib Ixazomib Ixazomib
(25nM)
ABT-199 (5uM) $63845 (5nM) ABT-199 (5uM)

$63845 (5nM)

Figura 4.32. Muerte celular por apoptosis inducida por la combinacion de ABT-199, S63845 e
ixazomib en lineas deficientes en BIM. Se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion y tras los
tratamientos se marcaron con Anexina V-DY634 para un posterior analisis mediante citometria de flujo.
La significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de
Dunnett de cada linea respecto a la linea control de infeccion en cada caso siendo *p<0,05; **p< 0,01;
*¥**p< 0,001 y **** p< 0,0001. (A) Muerte inducida por la combinacion de los tres farmacos en la linea
RPMI8226 Lentricrispr vacio (control de la infeccion lentiviral) y RPMI8226 BimKO. Los resultados
mostrados son la media + SD de n=5. (B) Muerte inducida por la combinacion de los tres farmacos en la
linea U266 Lentricrispr vacio (control de la infeccion lentiviral) y U266 BimKO. Los resultados mostrados
son la media + SD de n=4.

En cambio, en la linea U266 (Figura 4.32B) la deficiencia en BIM disminuye los
niveles de apoptosis de manera muy significativa en comparacion con el control de
infeccion en la combinacion de ABT-199 con ixazomib y en la combinacion de los 2
miméticos BH3 disminuye la sensibilidad, pero sobre todo cuando se adiciona a estos

ixazomib se alcanza una proteccion significativa.

En conclusion, en la linea RPMI8226 la ausencia de BIM protege ante el

tratamiento con ixazomib, solo o combinado con ABT-199 y S63845, mientras que en la
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linea U266 la proteccion se observa ante el tratamiento con ABT-199 con ixazomib o con

S63845.

La combinacion A-1155463, S63845 ¢ ixazomib ha dado buenos resultados como
hemos visto en el apartado apartado 433 en todas las lineas de mieloma multiple
estudiadas, especialmente en las lineas NCI-H929, OPM-2 y U266. Ademas, el
tratamiento con esta combinacion eleva los niveles de expresion de la proteina BIM en
las células U266 (Figura 4.27). Al igual que con las dos combinaciones anteriores se
analizd la implicacion de BIM en el proceso apoptotico ante la combinacidon de estos
miméticos en lineas deficientes en dicha proteina. Los resultados obtenidos se pueden

observar en la Figura 4.33.

En el caso de NCI-H929 (Figura 4.33A), la deficiencia de la proteina BIM
protege de manera significativa contra el tratamiento con A-1155463, S63845 e ixazomib,
aunque esta proteccion varia entre los diferentes clones NCI-H929 BimKO siendo mayor
la proteccion en la linea NCI-H929 BimKO clon 4 ya que presenta niveles inferiores de
BCL-X1p como se ha observado en la ;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.. Ademas, también se observa una ligera proteccion ante el inhibidor de MCL-
1 la cual aumenta de manera significativa si se adiciona el IP. Estos hechos parecen
indicar que BIM esta implicada en la muerte inducida por S63845 principalmente, ya que

como se ha comentado con anterioridad esta suele interaccionar con MCL-1.

La ausencia de BIM en la linea MM.1S protege de la apoptosis cuando se tratan
las células s6lo con los dos miméticos o con el inhibidor de MCL-1 solo o en combinacién
con ixazomib (Figura 4.33B). Por tanto, BIM juega un papel importante en el desarrollo
de la apoptosis en esta linea ante cualquier tratamiento que incluya S63845, pero no para
A-1155463. Esto podria indicar que la combinacion de ambos miméticos BH3 podria

aumentar la eficiencia de ixazomib en células que presenten la proteina BIM no funcional.
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Figura 4.33. Muerte celular por apoptosis inducida por la combinacion de A-1155463, S63845 e
ixazomib en lineas deficientes en BIM. Se sembraron de cada linea 3x10° células por condicion y tras los
tratamientos se marcaron con Anexina V-DY 634 para un posterior analisis mediante citometria de flujo.
La significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de
Dunnett de cada linea respecto a la linea control de infeccion siendo *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y
**E* p< 0,0001. (A) Muerte inducida por la combinacion de los tres farmacos en la linea NCI-H929
Lenticrispr vacio clon 1 (control de la infeccion lentiviral), NCI-H929 Lenticrispr vacio clon 2 (control de
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la infeccion lentiviral), NCI-H929 BimKO clon 3 y NCI-H929 BimKO clon 4. Los resultados mostrados
son la media £ SD de n=4. (B) Muerte inducida por la combinacion de los tres farmacos en la linea MM. 1S
Lentricrispr vacio clon 2 (control de la infeccion lentiviral), MM.1S BimKO clon 1 y MM.1S BimKO clon
2. Los resultados mostrados son la media = SD de n=4. (C) Muerte inducida por la combinacién de los tres
farmacos en la linea 2, OPM-2 pLVTHM (control de la infeccion lentiviral) y OPM-2 shBIM. Los
resultados mostrados son la media = SD de n=2. (D) Muerte inducida por la combinacion de los tres
farmacos en la linea RPMI8226 Lentricrispr vacio clon 1 (control de la infeccion lentiviral) y RPMI8226
BimKO clon 6. Los resultados mostrados son la media + SD de n=4.

Si nos centramos en la linea OPM-2 (Figura 4.33C) se corrobora que la
proteccion por la ausencia de BIM se da cuando se inhibe a BCL-X1, por lo que presenta
una disminucién de la muerte celular cuando se trata esta linea deficiente en BIM con A-
1155463 y S63845 principalmente, aunque también se observa una disminucién a la
sensibilidad si se trata s6lo con A-1155463. Al afiadir ixazomib las diferencias entre las

vector vacior y las shBIM desaparecen.

Y, por ultimo, la ausencia de BIM en las células RPMI8226 ejerce una ligera
proteccion ante la accion de ixazomib en combinacion con A-1155463 o S63845 (Figura

4.33D) pero no llega a ser significativa.

Como se ha comentado antes, se ha descrito que BIM esta implicada en la muerte
inducida por bortezomib, siendo fosforilada en respuesta al IP, lo que permite su
interaccion con las proteinas anti-apoptoticas y la liberacion de BAK y BAX (Fennell et
al., 2008). Ademas, el empleo de inhibidores de proteinas anti-apoptdticas como ABT-
737 favorece la regulacion al alza de NOXA y en consecuencia el desencadenamiento de

la apoptosis (Miller et al., 2009).

Por tanto, la ausencia de BIM favorece la resistencia a los farmacos A-1155463,
S63845 e ixazomib en funcion del tipo celular que se trata, probablemente debido a la
expresion de proteinas de la familia BCL-2 o a las traslocaciones que presentan cada una
de ellas. Se deberia profundizar en los factores que determinan la implicacion de BIM y
otras proteinas de la familia BCL-2 con el fin de encontrar las combinaciones mas

eficaces para cada caso.

4.3.5. Expresion de ecto-calreticulina en combinacion de miméticos BH3 con el
farmaco ixazomib en lineas de mieloma maultiple.

La muerte inmunogénica (ICD: Immunogenic Cell Death) hace referencia a la
muerte celular que induce la activacion del sistema inmune. En la actualidad existen

varios farmacos antitumorales, virus oncoliticos, terapias fisicoquimicas, fotodindmicas
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o la radioterapia capaces de inducir este tipo de muerte en pacientes inmunocompetentes
(Ahmed & Tait, 2020). La ICD provoca la liberacion de patrones moleculares asociados
al dafio (DAMPs) que activan la respuesta inmunitaria contra el tumor. Estos DAMPs
son: la exposicion de calreticulina (CRT) y proteinas de choque térmico (HSP70 y
HSP90) en la superficie celular, liberacion extracelular de ATP, HMGBI, INF-1 y
citoquinas como la IL-1 (Ahmed & Tait, 2020; Hahn et al., 2013). Uno de los métodos
mas habituales para analizar la muerte inmunogénica es estudiar la exposicion de

calreticulina en la superficie con anticuerpos especificos mediante citometria de flujo.

La calreticulina (CRT) es una chaperona asociada al RE que desempefia multiples
funciones en él. Las células tumorales a punto de perecer pueden provocar una respuesta
inmune al exponer el complejo CRT/ERP57 en la superficie celular antes de que
manifiesten signos de apoptosis facilitando asi la fagocitosis (Martins et al., 2010; Obeid,
Tesniere, et al., 2007; Panaretakis et al., 2009). Multiples ensayos demuestran la
capacidad de ciertos agentes anticancerigenos de exponer la calreticulina al exterior
(Obeid, Tufi, et al., 2007; Wemeau et al., 2010). Se ha descrito con anterioridad que tanto
bortezomib como carfilzomib producen muerte inmunogénica al exponer calreticulina en

el exterior de la célula (Chang et al., 2012; Jarauta et al., 2016).

Sin embargo, no existen datos que demuestren si ixazomib promueve también la
exposicion de calreticulina. En este trabajo hemos analizado la exposicion de calreticulina
en las células NCI-H929 tratadas con ixazomib, solo 0 en combinacion con los miméticos
BH3. Tras 24 h de tratamiento se analizd la expresion de ecto-calreticulina mediante
citometria de flujo con anticuerpos especificos en la poblacion 7-AAD negativa para
centrarnos en aquellas que posean la membrana celular intacta. Los resultados se recogen

en la Figura 4.34.
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Figura 4.34. Inmunogenicidad de la combinacion de miméticos BH3 e ixazomib en la linea NCI-H929.
En este ensayo se sembraron de cada linea 3x10° células por condicién de tratamiento, y pasadas 24 h se
marcaron con Anexina V-FITC o 7-AAD y anti-calreticulina-FITC para un posterior analisis mediante
citometria de flujo. El porcentaje de células positivas para ecto-calreticulina se determiné en la fraccion
celular 7-AAD negativa. La significancia fue calculada mediante el analisis estadistico two-ANOVA y su
posterior analisis de Dunnett de cada linea siendo *p<0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 y ****p< 0,0001. (A)
Exposicion de calreticulina en la linea NCI-H929 con la combinacion 50 nM A-1155463, 0.5 nM S63845
y 15 nM ixazomib, ademas de su relacion con muerte por apoptosis. Los resultados mostrados son la media
+ SD de n=4. (B) Exposicion de calreticulina en la linea NCI-H929 con la combinacion 2,5 pM ABT-199,
1 nM S63845 y 15 nM ixazomib, ademas de su relacion con muerte por apoptosis. Los resultados mostrados
son la media + SD de n=2. (C) Exposicion de calreticulina en la linea NCI-H929 con la combinacion 2,5
puM ABT-199, 50 nM A-1155463 y 15 nM ixazomib, ademas de su relacion con muerte por apoptosis. Los
resultados mostrados son la media + SD de n=2.

El tratamiento con ixazomib induce exposicion de ecto-calreticulina en un
porcentaje elevado de células, incluso cuando el porcentaje de células apoptdticas no es
muy alto. Las combinaciones con miméticos BH3 muestran sinergia con ixazomib como
se habia visto en el apartado 4.3.3, pero solo aumenta ligeramente en algunos casos la
exposicion de calreticulina, concretamente en los tratamientos que incluyen al inhibidor
de BCL-XL. Si nos fijamos en la Figura 4.34A, la combinacion de A-1155463 e ixazomib

induce la exposicion de calreticulina en la superficie en la linea NCI-H929 respecto al
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tratamiento individual con ixazomib. Ademas, si a esta combinacion afiadimos el
mimético S63845 atin aumenta mas la inmunogenicidad, pero con una alta muerte celular

respecto al tratamiento solo con ixazomib.

Las combinaciones A-1155463, ABT-199 e ixazomib (Figura 4.34C) y ABT-
199, S63845 ¢ ixazomib (Figura 4.34B) también aumentan levemente la exposicion
respecto al tratamiento con ixazomib so6lo siendo solo significativa en la combinacion con

los inhibidores de BCL-2 y BCL-XL.

Anteriormente se ha descrito que el RE es especialmente importante en las células
secretoras como las células B plasmaticas o las células de Paneth (Nikesitch et al., 2018).
En el mieloma multiple el RE esta sometido a un gran estrés debido, en parte, a la
constante produccion de paraproteina, por lo que las células activan entre otros
mecanismos la respuesta UPR. Otra via adicional que se activa para reducir el estrés del
RE es la UPS. Si adicionamos un inhibidor de proteasoma estamos bloqueando una de
las vias de regulacion de la homeostasis para el estrés del RE por lo que se genera mayor
estrés. En condiciones de un elevado estrés en el RE se sobre-regula y expone la CRT lo
cual puede conllevar a una activacioén de la respuesta inmune innata o puede ayudar a
eliminar las células apoptdticas. La CRT es capaz de interactuar con los receptores de la
superficie de las células DC favoreciendo la fagocitosis de las células apoptdticas
(Montico et al., 2018). En base a los resultados mostrados en la Figura 4.34 podemos
asegurar que la adicion de miméticos BH3 a pesar de haberse descrito que pueden
promover un estrés en el RE, como ABT-737 (Antignani et al., 2014), no conllevan una
elevacion en el nivel de exposicion de CRT a no ser que se adicione un inhibidor de

proteasoma como es ixazomib.

Por tanto, la exposicion de calreticulina observada en las células tratadas con
combinaciones de ixazomib y miméticos BH3 parece deberse principalmente a la accion

del IP y el estrés del RE que genera.

4.3.6. Induccion de inmunogenicidad por la combinacion de cloroquina e ixazomib
en células BAX/BAK KO.

Durante los subapartados anteriores hemos estudiado si la muerte apoptdtica
inducida por ixazomib se ve potenciada mediante la adicion de un inhibidor de autofagia
como es cloroquina. Ademas, se ha demostrado que ixazomib y carfilzomib inducen ICD

mediante la exposicion de calreticulina en la membrana externa celular. Se analizo si la
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combinacion de ixazomib o carfilzomib junto a cloroquina promueve la exposicion de
calreticulina en células deficientes en BAX/BAK. Los resultados se muestran a

continuacion en la Figura 4.35.
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Figura 4.35. Expresion de ecto-calreticulina (A) y muerte celular (B) en células MM.1S deficientes en
BAK y BAX tratadas con cloroquina, carfilzomib e ixazomib. En este ensayo se sembraron de cada
linea 3x10° células por punto experimental, y tras el tratamiento durante 24 h se marcaron para un posterior
analisis mediante citometria de flujo con Anexina V-FITC o 7-AAD vy anti-calreticulina-FITC. Los
resultados mostrados son la media + SD de n=4.La significancia fue calculada mediante el analisis
estadistico two-ANOVA y su posterior analisis de Dunnett de cada linea respecto a la linea MM.1S wild

type (wt) resultando en datos estadistico no significativos, salvo en la grafica de muerte celular (B) donde
kk
p<0,01.

La cloroquina no induce la exposicion de calreticulina por lo que no activa la ICD
por si sola en ninguna de las lineas estudiadas. En la linea MM.1S Bax/Bak KO la
exposicion de calreticulina se ve disminuida en contraste con la linea MM.1S cuando se
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trata con carfilzomib solo. Esta disminuciéon de CRT se mantiene incluso cuando se
combina carfilzomib con cloroquina en esta linea, aunque los niveles de ecto-CRT
aumentan respecto a los alcanzados sélo con el IP. Por otro lado, el tratamiento con
ixazomib individual no implica cambios a nivel de exposicion de CRT entre las lineas, ni

cuando se combina con CLQ.

La cinética de la ecto-CRT depende del tipo de estimulo de muerte celular (Krysko
et al,, 2012). Se ha demostrado que dicha traslocacion inducida por quimioterapia
depende de la fosforilacion de elF2a mediada por PERK, la via secretora y la activacion
de la proteina asociada al receptor de células B (BCAP31) mediada por caspasa-8 y las
proteinas BAX y BAK (Panaretakis et al., 2009). Se ha visto que células deficientes en
BAK y BAX inducen una baja exposicion de CRT (Krysko et al., 2012), lo que no
corresponde con lo observado en esta tesis donde ixazomib induce una exposicion similar
de CRT en las lineas estudiadas, aunque si se observo una disminucion de dicho proceso
en las células DKO tratadas con la combinacion de CLQ e ixazomib. Por tanto, estos
resultados sugieren que la ausencia de BAX y BAK interfiere en la traslocacion de CRT

dependiendo del estimulo apoptético.

4.4 EFECTO EN MUESTRAS EX VIVO DE LA COMBINACION DE
MIMETICOS BH3 E IXAZOMIB.

A pesar de los avances en el tratamiento del mieloma, esta enfermedad sigue
siendo incurable debido en parte a la plasticidad génica de la enfermedad y por otro lado
a la generacion de resistencias a los tratamientos como inhibidores de proteasoma. En la
actualidad, el tratamiento del mieloma multiple se basa en el uso de combinaciones de
diferentes farmacos, como por ejemplo el empleo de dexametasona e inhibidores del
proteasoma. Existen diferentes ensayos en los que se ha demostrado que la administracién
conjunta de bortezomib o carfilzomib con panobinostat mejora la respuesta en pacientes
con recaidas en mieloma multiple previamente tratados (Berdeja et al., 2021; Richardson

et al., 2016; San-Miguel et al., 2014).

Actualmente ixazomib se suministra en combinaciéon con diferentes farmacos
como tratamiento para pacientes de mieloma (Muz et al., 2016). Entre dichas
combinaciones estan el empleo de ixazomib junto a panobinostat y dexametasona, este

ensayo clinico finaliz6 en 2019 con bajos efectos adversos, o la combinacion de ixazomib
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junto a dexametasona y ciclofosfamida para pacientes con mieloma refractario a
lenalidomida (Hinsley et al., 2020; Reu et al., 2015). También, anteriormente se ha
publicado un estudio en el que ixazomib se emplea como tratamiento unico o en
combinacion con lenalidomida en pacientes de MM de nuevo diagnostico no
trasplantados (M. A. Dimopoulos et al., 2019) e incluso combinado con talidomida y
dexametasona en pacientes con recaida (Muz et al., 2016). El tratamiento mas empleado
es ixazomib junto a dexametasona pero se estan generando resistencias por lo que es
conveniente buscar nuevos tratamientos (Muz et al., 2016). Una posible via alternativa es
el empleo de inhibidores de proteasoma combinados con miméticos BH3. En la
actualidad se han suspendido dos ensayos clinicos basados en el empleo de venetoclax
combinado con bortezomib y dexametasona para pacientes con recaida en mieloma, o
combinado con ixazomib y dexametasona para pacientes con mieloma de células
plasmaticas recurrente, refractario y que no presenten la traslocacion t(11;14), a
diferencia de los ensayos clinicos que se basan en la combinacion de carfilzomib con
venetoclax y dexametasona o la combinacién de venetoclax junto a daratumumab,
dexametasona y bortezomib, ambos, para pacientes con recaida en mieloma multiple
(Bahlis et al., 2021; L. J. Costa et al., 2021; Ghobrial, 2020; Kumar et al., 2020). Con esa
idea y los resultados obtenidos en esta tesis se ha propuesto probar la combinacion de
ixazomib con miméticos BH3 en un total de 37 muestras ex vivo de médula osea de
pacientes con MM cedidas por el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y el

Hospital Universitario Miguel Servet, ambos de la ciudad de Zaragoza.

Primero se analizo la sensibilidad al tratamiento con ixazomib cuantificando la
exposicion de PS mediante marcaje con Anexina V tras 16 h de tratamiento con el IP
(Figura 4.36A). Las células de pacientes son mas resistentes que las lineas establecidas
necesitando el doble de dosis (100 nM) para alcanzar al menos un 35% de muerte celular

media.

Cuando dividimos las 37 muestras de pacientes en resistentes y sensibles
estableciendo el corte de resistentes dentro del primer cuartil de respuesta a ixazomib
(segun la muerte especifica) en ambas dosis de 100 nM y 200 nM de ixazomib, vemos
que la mayor diferencia significativa entre ambos grupos se da a la dosis mas alta, aunque
a la dosis mas baja también se vean diferencias significativas (Figura 4.36B). Los
resultados obtenidos indican que s6lo 6 muestras de pacientes resultaron resistentes a

ixazomib, de las cuales 5 se caracterizan por presentar alteraciones génicas (Tabla 4.7),
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mientras que la muestra n° 14 posee una genética normal. Este indicio puede sugerir que
aquellos pacientes con alteraciones génicas estén mas predispuestos a ser mas

susceptibles al tratamiento con ixazomib.
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Figura 4.36. Sensibilidad a ixazomib en muestras de MM ex vivo. Se evaluo la sensibilidad a ixazomib
en células mononucleadas de médula Osea aisladas de pacientes con MM. Las células se obtuvieron
mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células
por condicion con diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina
V-DY647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) Resultados de la sensibilidad
de las 37 muestras a diferentes dosis de ixazomib, como se indica en la grafica. El analisis estadistico se
realizo mediante analisis -fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y ****
p< 0,0001. (B) Estratificacion de los pacientes en funcion de la sensibilidad ante ixazomib. Se consideran
resistentes a los pacientes que presentan un efecto a ixazomib en muerte especifica por debajo del primer
cuartil en ambas dosis, y, todos los que se encuentran por encima de este cuartil son considerados sensibles.
El analisis estadistico se realizéo mediante analisis two-ANOVA con posprueba de Tukey donde * p< 0,05;
** p<0,01; ¥**p< 0,001 y **** p< 0,0001, comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o
resistentes).
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Tabla 4.7. Caracteristicas clinicas de las muestras ex vivo de pacientes. Se refleja para cada muestra el
diagnostico, el tipo, las alteraciones genéticas y lineas de tratamiento previo que presentan. BJ: Bence-
Jones; GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto; LCP: plasmocitoma; SMD: micloma
multiple latente o smoldering multyple myeloma; -: sin datos; R: resistente; S: sensible.

1 LCP/ MM IgG K t(4;14) 2 R
2 LCP/ MM - p53 0 S
t(11;14)
3 MM + SMD BJ p53 0 S
t(11;14)
4 MM + SMD BJ p53 1 S
t(11;14)
5 MM IgG K Normal 0 S
6 LCP/MM BJ t(14;20) 0 S
7 MM IgGL Ganancia 1q 0 S
8 GMSI -> MM IeGK t(6;14) 0 S
9 MM IgGK Normal 1 S
10 MM IgGL Ganancia 1q 1 S
11 MM IgG K t(4;14) 2 S
Ganancia 1q
12 MM IgGK Normal 1 S
13 MM IgGL Normal 0 S
14 MM - Normal 1 R
15 MM BJ p53 1 R
16 MM IgGK Normal 0 S
17 MM IgG L t(14;16) 0 S
MAF
Ganancia 1q
18 GMSI - Normal 0 S
19 GMSI IgGL 14932 0 R
20 MM BJ p53 2 R
Ganancia 1q
21 GMSI IgA Normal 0 S
22 MM - - 0 S
23 GMSI - - 0 S
24 MM IgG K Ganancia 1q 0 S
25 GMSI - - 0 S
26 MM - - 0 S
27 MM IgGK 14932 0 S
28 MM IgG K Normal 0 S
29 MM IgGK Normal 3 S
30 MM IgGK Normal 2 S
31 MM IgA L Normal 0 S
32 MM IgA K Ganancia 1q 0 S
33 MM IgGL Normal 0 S
34 SMD IgG L Normal 0 S
35 MM IgGK Ganancia 1q 0 R
36 MM IgG K Normal 0 S
37 MM IgGK Normal 0 S
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Para analizar si existia una correlacion entre el perfil citogenético y la sensibilidad
a ixazomib se dividieron las muestras en funcion de si presentan alguna anomalia
citogenética (Tabla 4.7) en dos grupos: no alterados (n=15) y alterados (n=16). El
tratamiento de muestras ex vivo con ixazomib depende de la dosis administrada
incrementando su efecto a mayor dosis, pero no depende de la citogenética que presentan
los pacientes como se muestra en la Figura 4.37A, a pesar de observarse una pequeia
diferencia significativa en la dosis de 100 nM siendo mas significativo en las muestras
sin anomalias génicas que en el grupo con alteraciones. También se observa que la media
de muerte celular es menor en el grupo de muestras procedentes de pacientes con
alteraciones genéticas. Ademas, la desviacion del tratamiento en los diferentes grupos es
grande, debido a que cada muestra responde de una manera diferente ya que hay muchos
factores que implican un comportamiento como son edad, sexo, tratamientos previos,
alteraciones genéticas, etc. ante el tratamiento con fArmacos, pero sobre todo destaca que
con alteraciones genéticas dicha dispersion es aun mayor. Con la informacién que
disponemos no podemos establecer rangos de probabilidad en funcién del tipo de

alteracion presente.

Por otra parte, como se observa en la Figura 4.37, parece que el numero de lineas
previas de tratamiento si correlaciona con la sensibilidad a ixazomib, ya que en el grupo
de muestras resistentes el nimero de lineas previas de tratamiento era significativamente
mayor que en el grupo de muestras sensibles a ixazomib. Se desconoce cudles son los

tratamientos previos, por lo que no podemos explicar la razon de la resistencia a ixazomib.
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Figura 4.37. Correlacion entre la citogenética (A) y lineas de tratamiento previas (B) en la
sensibilidad a ixazomib en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque
como se describe en la seccién 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicién con
diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para
determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) Respuesta ex vivo a ixazomib en los grupos
de pacientes estratificados en funcion de si presentan o no alteraciones genéticas. El analisis estadistico se
realizd comparando en cada grupo entre las diferentes condiciones respecto al control. Para ello se empled
el analisis 7-fest para datos apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001. (B)
Numero de tratamientos previos que se han dado en relacion con la resistencia a ixazomib. Para ello se
empled el andlisis 7-fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<
0,0001 y ns= no significativo.

La traslocacion t(11;14) es de las mas dificiles de tratar en MM, en un trabajo
realizado por Touzeau se propone como tratamiento eficaz el empleo del mimético BH3
ABT-199 en estos casos (Touzeau et al., 2014). Por tanto, se decidié estudiar la
sensibilidad de las muestras ante el tratamiento con miméticos BH3 especificos de BCL-

2 (ABT-199), BCL-X1. (A-1155463) y MCL-1 (S63845) en las 37 muestras.
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Figura 4.38. Sensibilidad a los miméticos BH3 ABT-199 (A), A-1155463 (B) y S63845 (C) en muestras
de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A
continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de cada mimético BH3 durante
16 h y se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la muerte celular mediante
citometria de flujo. El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis 7-fest para datos no apareados donde
* p<0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

En la Figura 4.38 se recoge la sensibilidad de las muestras ex vivo probadas
(Tabla 4.7) a los miméticos BH3. El tratamiento de estas muestras con miméticos BH3
depende de la dosis administrada incrementando su efecto ligeramente a mayor dosis.
Ademas, segun los resultados observados, el inhibidor de BCL-2 (ABT-199) y el
inhibidor de MCL-1 (S63845) parecen generar un nivel mayor de toxicidad que el
inhibidor de BCL-Xr. Podemos destacar, que hay 8 muestras que presentan una alta
sensibilidad a los tres miméticos BH3 (n°2, n°3, n°5, n°9, n°l1, n°19 y n°20) sin

caracteristicas en comun (Tabla 4.7).

Tras el analisis global del efecto de los miméticos se procedid a identificar
aquellas muestras de pacientes que son resistentes a cada mimético BH3 (segtn la muerte
especifica). Estos resultados se recogen en la Figura 4.39. En ella se muestra como la
diferencia del efecto toxico entre las muestras resistentes y las sensibles es significativa,

independientemente de la dosis empleada de cualquiera de los 3 miméticos BH3.
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Figura 4.39. Estratificacion en funcion a la sensibilidad de los miméticos BH3 ABT-199 (A), A-
1155463 (B) y S63845 (C) en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque
como se describe en la seccién 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicién con
diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para
determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. El analisis estadistico se realizo mediante analisis
two-ANOVA con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001,
comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o resistentes).
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Ademas, de las 37 muestras analizadas 9 muestras fueron resistentes a ABT-199,
12 muestras a A-1155463 y 9 muestras a S63845. Las muestras n°23, n°30, n°31 y n°35
son resistentes al efecto de cualquiera de los tres miméticos probados, y su genética
variada, aunque predominan los de genética no alterada (Tabla 4.7) por lo que parece
implicar que la citogenética no influye en la resistencia a los miméticos BH3. En la
Figura 4.40A-C se analiza en mayor profundidad la relacion de la citogenética de las

muestras en la sensibilidad a los tres miméticos estudiados.

Al centrarnos en analizar las muestras de pacientes que son resistentes a ABT-199
observamos que ninguna posee la traslocacion t(11;14), y, aquellos pacientes que si la
poseen (del n°2 al n°4) presentaron la mayor muerte apoptotica por ABT-199 observada

(en torno al 90%). Este dato corrobora lo explicado en el estudio de Touzeau et al. 2014
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Figura 4.40. Correlacion de la citogenética (A-C) y lineas de tratamiento previas (D-E) en la
sensibilidad a miméticos BH3 en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-
Paque como se describe en la seccién 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x107 células por condicion con
diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para
determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A-C) El analisis estadistico se realizo
comparando en cada grupo entre las diferentes condiciones respecto al control. Para ello se empleo el
analisis #-test para datos apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001. (D-E) El
analisis estadistico se realiz6 mediante analisis 7-fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p<0,01;
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*¥**p< 0,001 y **** p< (0,0001, comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o resistentes)
de manera lineal o en barras.

Anteriormente se ha comentado brevemente que la citogenética parece no influir
en la sensibilidad o resistencia a los miméticos BH3. Esta hipotesis se confirma en general
para los tres miméticos BH3 en la Figura 4.40A-C. Destaca la dosis baja del inhibidor
A-1155463 (1 uM) donde se observa cierta diferencia entre el grupo que presenta
anomalias génicas respecto a los que tienen una genética normal, siendo las muestras
correspondientes a pacientes con alteraciones genéticas los que parecen ser mas sensibles
a la dosis mas baja de A-1155463. Ademas, la heterogeneidad presente en las muestras
resistentes de cada mimético es tan alta que con la informacion que disponemos no
podemos establecer rangos de probabilidad a la sensibilidad del mimético en funcion de

la alteracion génica.

Por otra parte, la Figura 4.40D-E muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de lineas de tratamiento recibidas entre los
grupos de muestras resistentes y sensibles a cada uno de los miméticos, en contraste con
lo observado en el caso de ixazomib (Figura 4.37). En el caso del inhibidor de BCL-X.
se aprecia una tendencia en el grupo sensible a presentar mayor numero de lineas de

tratamiento, pero no llega a ser estadisticamente significativo.

Tanto ixazomib como los miméticos BH3 presentan resistencia en algunas de las
muestras analizadas, por tanto, se analizo la predisposicion de las muestras resistentes o
sensibles a ixazomib al efecto de los miméticos BH3, como se recoge en la Figura 4.41.
El efecto causado por los miméticos BH3 no presenta ninguna diferencia significativa en
su accidon en muestras de pacientes resistentes o sensibles al ixazomib (Figura 4.41A).
Ni tampoco depende de la dosis que se administre de mimético BH3. Sin embargo, se
observa mayor namero de muestras resistentes a los miméticos BH3 en el grupo resistente
a ixazomib (Figura 4.41B), pero habria que comprobar este hecho con un numero mayor
de pacientes. Por otra parte, parece que hay tendencia en las muestras sensibles a
ixazomib a ser algo menos sensibles a A-1155463, aunque no es estadisticamente

significativo.
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Figura 4.41. Efecto de los miméticos BH3 en relacion a la sensibilidad a ixazomib en células de
mieloma ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A
continuacién, se incubaron 5x10° células con diferentes dosis de ixazomib y el mimético BH3
correspondiente durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY 647 para
determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. Se analizaron los valores correspondientes
obtenidos en las células de control y la muerte celular especifica en la cohorte de respondedores. El analisis
estadistico se realizo mediante /wo-ANOVA con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p<0,0001; y mediante test de Fisher en la parte inferior donde ns= no significativo.

En general, las muestras ex vivo son mas sensibles al efecto de ABT-199, seguido
de S63845 y, por ultimo, A-1155463. A pesar de mostrar sensibilidad a los miméticos
BH3 existen resistencias que podrian solventarse al combinar dichos miméticos con
ixazomib como se estudi6 en apartados anteriores de esta tesis en lineas establecidas de

mieloma.

Los resultados con lineas celulares establecidas (Apartado 4.3) indican que en la
linea U266 se produce cierta sinergia entre ABT-199 e ixazomib. Con esta idea se prob6

esta combinacion en las muestras ex vivo de los pacientes (Figura 4. 42).
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Figura 4. 42. Sensibilidad a la combinacion de ixazomib con el mimético BH3 (ABT-199) en células
de mieloma ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1.
A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de ixazomib y ABT-199
durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la
muerte celular mediante citometria de flujo. Se observa la muerte global de las 37 muestras de pacientes y
a su vez se estratifican en respondedores y no respondedores. Se consideran no respondedores a los
pacientes que presentan una muerte celular especifica inducida por la combinacion del inhibidor de
proteasoma y el mimético BH3 por debajo del primer cuartil; todos los que se encuentran por encima de
este cuartil son considerados respondedores. El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el estudio
two-ANOV A con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

En la Figura 4. 42 se recogen los resultados obtenidos de la respuesta ex vivo a la
combinacion del mimético BH3 ABT-199, inhibidor de BCL-2, con ixazomib de manera
global y segregada en pacientes respondedores o no respondedores, estableciendo el corte
de los nos respondedores en el primer cuartil de la combinacion de la dosis mas baja de
ixazomib (100 nM) y la combinacion con ambas dosis del mimético BH3. Los resultados
obtenidos no muestran diferencias significativas para las dos concentraciones de los

compuestos analizadas, si nos fijamos en el grupo de respondedores.
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Sélo las células de mieloma de 7 pacientes (Tabla 4.8) no respondieron a esta
combinacion y en el resto de muestras analizadas, se observo un incremento de la muerte

celular de manera significativa respecto a la muerte inducida solo por el IP.

Tabla 4.8. Pacientes no respondedores a la combinacion de ABT-199 e ixazomib. Se refleja en ella las
muestras de pacientes resistentes a la combinacion de ABT-199 e ixazomib que se encuentran en el primer
cuartil de la combinacion de 100 nM de ixazomib y cada una de las dosis del mimético BH3.

PACIENTES NO
RESPONDEDORES
n’l1
n° 15
n° 30
n° 31
n° 32
n° 35

Al igual que en el tratamiento con ixazomib y con los miméticos BH3 solos, en
esta combinacion se analizé la posible relacion con las alteraciones presentes en las

muestras de pacientes (Figura 4.43).
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Figura 4.43. Correlacion entre la citogenética y la respuesta a la combinacion de ABT-199 e ixazomib
(A) y muerte causada por la adicion del mimético ABT-199 (B) en muestras de MM ex vivo. Las
células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A continuacion, se
incubaron 5x10° células por condicioén con diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con
anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A)
El analisis estadistico se realizdo comparando las diferentes condiciones respecto al control en cada grupo
(alterados y no alterados). Para ello se empleo el analisis /-fest para datos apareados donde * p< 0,05; **
p<0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001. (B) El analisis estadistico se realizdo mediante analisis #-fest para
datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001, comparando los datos
globales entre cada grupo (sensibles o resistentes) de manera lineal o en barras.
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Segliin la clasificacion en alterados o no alterados (Figura 4.43A), por la
citogenética de las muestras, vemos como en ambos grupos se observa un aumento
significativo y similar del efecto citotéxico de la combinacion del mimético BH3 e
ixazomib. Ademas, se observa que el efecto aditivo de ABT-199 no depende de las

alteraciones genéticas que existan en la muestra (Figura 4.43B).

Por otra parte, al analizar la respuesta a la combinacién de ABT-199 e ixazomib
en los grupos de muestras sensibles y resistentes a ixazomib se observa que el porcentaje
de muerte es menor en el grupo que es resistente a ixazomib, como esperabamos, pero
ABT-199 produce un incremento similar en ambos grupos, ligeramente inferior en el
grupo de pacientes resistentes a ixazomib, respecto al efecto individual de ixazomib

(Figura 4.44).
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Figura 4.44. Correlacion entre la resistencia a ixazomib y la combinacion de ABT-199 e ixazomib (A)
y muerte causada por la adicion del mimético ABT-199 y su relacion con la resistencia a ixazomib
(B) en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la
seccion 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de ixazomib
y del mimético BH3 durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647
para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) El analisis estadistico se realizo
mediante analisis /wo-ANOVA con posprueba de Tukey en las diferentes condiciones entre ixazomib
resistentes y sensibles donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001 (B) El analisis
estadistico se realizd mediante analisis 7-fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p< 0,0001, comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o resistentes a
ixazomib) de manera lineal o en barras.

La siguiente combinacion estudiada fue con el inhibidor de BCL-X1 (A-1155463)

e ixazomib, los resultados se muestran en la Figura 4.45.

La combinacion del mimético BH3 A-1155463, inhibidor de BCL-X1, junto a

ixazomib (Figura 4.45) depende de las dosis de ixazomib, puesto que a mayor dosis del
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IP mayor porcentaje de muerte celular en las muestras, al igual que ocurria con ABT-199

(Figura 4. 42).

Los resultados obtenidos revelaron que 12 de las muestras analizadas eran
resistentes al mimético A-155463 (Figura 4.39). En cambio, al combinar dicho farmaco
con ixazomib, se observan unicamente 5 pacientes no respondedores (Tabla 4.9),
mientras en el resto de muestras se observd un aumento de la muerte celular en la

combinacion con A-1155463.
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Figura 4.45. Sensibilidad a la combinacion de ixazomib con el mimético BH3 (A-1155463) en células
de mieloma ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1.
A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de ixazomib y A-1155463
durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la
muerte celular mediante citometria de flujo. Se observa la muerte global de las 37 muestras de pacientes y
a su vez se estratifican en respondedores y no respondedores. Se consideran no respondedores a los
pacientes que presentan una muerte celular inducida por la combinacion del inhibidor de proteasoma y el
mimético BH3 por debajo del primer cuartil; todos los que se encuentran por encima de este cuartil son
considerados respondedores. El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el estudio two-ANOVA
con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.
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Tabla 4.9. Pacientes no respondedores a la combinacion de A-1155463 e ixazomib. Se refleja en ella
las muestras de pacientes resistentes a la combinacion de A-1155463 e ixazomib que se encuentran en el
primer cuartil de la combinacion de 100 nM de ixazomib y cada una de las dosis del mimético BH3.

PACIENTES NO
RESPONDEDORES
n’l1
n° 30
n’ 31
n° 32
n° 35

Al igual que lo visto hasta ahora, la combinacion del mimético BH3 A-1155463 ¢
ixazomib no parece depender de la citogenética (Figura 4.46). Tanto el grupo que no
presenta alteraciones génicas como el grupo con alteraciones génicas presentan un
mcremento de muerte celular idéntico. En cambio, a diferencia de la combinacion de
ABT-199 ¢ ixazomib, el incremento de la muerte celular con la combinacion de A-

1155463 e ixazomib no alcanza ni el 20 % de muerte celular.
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Figura 4.46. Correlacion entre la citogenética y la respuesta a la combinacion de A-1155463 e
ixazomib (A) y muerte causada por la adicion del mimético A-1155463 (B) en muestras de MM ex
vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A continuacion,
se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con
anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A)
El analisis estadistico se realizdo comparando las diferentes condiciones respecto al control en cada grupo
(alterados y no alterados). Para ello se empleo el analisis /-fest para datos no apareados donde * p< 0,05;
** p< 0,01; *¥**p< 0,001 y **** p< 0,0001. (B) El analisis estadistico se realizdo mediante analisis /-fest
para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001, comparando los datos
globales entre cada grupo (sensibles o resistentes) de manera lineal o en barras.
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Figura 4.47. Correlacion entre la resistencia a ixazomib y la combinacion de A-1155463 e ixazomib
(A) y muerte causada por la adicion del mimético A-1155463 y su relacion con la resistencia a
ixazomib (B) en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se
describe en la seccion 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis
de ixazomib y del mimético BH3 durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina
V-DY647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) El analisis estadistico se
realizd mediante analisis /wo-ANOVA con posprueba de Tukey en las diferentes condiciones entre
ixazomib resistentes y sensibles donde * p<0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001 (B) El analisis
estadistico se realiz6 mediante analisis -fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p<(0,0001, comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o resistentes) de manera
lineal o en barras.

La resistencia a ixazomib no influye en la muerte inducida por la combinacion del
mimético A-1155463 e ixazomib (Figura 4.47"). Ademas, al igual que en la combinacion
de ABT-199 e ixazomib, el efecto aditivo de A-1155463 es similar entre las muestras

resistentes y sensibles a ixazomib (Figura 4.47B).

Si comparamos la combinacion de ABT-199 e ixazomib respecto a A-1155463 ¢
ixazomib en los grupos resistentes y sensibles a ixazomib, el efecto ocasionado en los

pacientes sensibles es mayor en la combinacion del IP con ABT-199 que con A-1155463.

Y, por ultimo, se trataron las muestras ex vivo de mieloma con los farmacos

S63845 e ixazomib simultaneamente como se recoge en la Figura 4.48.
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Figura 4.48. Sensibilidad a 1a combinacion de ixazomib con el mimético BH3 (S63845) en células de
mieloma ex vivo Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion 3.6.1. A
continuacion, se incubaron 5x10° células por condicién con diferentes dosis de ixazomib y S63845 durante
16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY647 para determinar la muerte
celular mediante citometria de flujo. Se observa la muerte global de las 37 muestras de pacientes y a su vez
se estratifican en respondedores y no respondedores. Se consideran no respondedores a los pacientes que
presentan una muerte celular inducida por la combinacion del inhibidor de proteasoma y el mimético BH3
por debajo del primer cuartil; todos los que se encuentran por encima de este cuartil son considerados
respondedores. El andlisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el estudio rwo-ANOVA con posprueba
de Tukey donde * p<0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

En la Figura 4.48 observamos el estudio global y la segregacion en muestras de
pacientes respondedores y no respondedores del tratamiento con S63845, aplicando el
mismo criterio para la clasificacion que en los casos anteriores. En el grupo de
respondedores, los resultados obtenidos muestran diferencias significativas al mismo

nivel para las dos concentraciones de los compuestos analizadas.

Al igual que sucedia en las combinaciones anteriores, el grupo de no
respondedores no presenta cambios significativos en el tratamiento con S63845 e
ixazomib. Este ultimo grupo, estd compuesto por 7 pacientes (Tabla 4.10), como en el
caso de la combinacion de ABT-199 e ixazomib (Tabla 4.8), con la discrepancia de una

de las muestras en la combinacion que estamos estudiando ahora (el n°25).
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Tabla 4.10. Pacientes no respondedores a la combinacion de S63845 e ixazomib. Se refleja en ella las
muestras de pacientes resistentes a la combinacion de S63845 e ixazomib que se encuentran en el primer
cuartil de la combinacion de 100 nM de ixazomib y cada una de las dosis del mimético BH3.

PACIENTES NO
RESPONDEDORES
n’l1
n° 25
n° 30
n° 31
n° 32
n° 35

Esta combinacion guarda cierta similitud con la combinacion de ABT-199 e
ixazomib en la relacion de la citogenética. Las muestras de pacientes con alteraciones
genéticas confirmadas muestran un incremento de muerte celular mayor, pero no
estadisticamente significativo respecto al grupo de muestras sin alteraciones genéticas
(Figura 4.49). Este dato podria indicar como el efecto aditivo de S63845 depende, en

cierta medida, de las alteraciones genéticas que existan en la muestra (Tabla 4.7).
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Figura 4.49. Correlacion entre la citogenética y la respuesta a la combinacion de S63845 e ixazomib
(A) y muerte causada por la adicion del mimético S63845 (B) en muestras de MM ex vivo. Las células
se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccién 3.6.1. A continuacion, se incubaron
5x10° células por condicién con diferentes dosis de ixazomib durante 16 h y se marcaron con anti-CD38-
FITC y Anexina V-DY647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) El analisis
estadistico se realizo comparando las diferentes condiciones respecto al control en cada grupo (alterados y
no alterados). Para ello se empled el analisis 7-fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01;
***p< 0,001 y *¥*** p< 0,0001. (B) El analisis estadistico se realizo mediante analisis -fest para datos no
apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001, comparando los datos globales
entre cada grupo (sensibles o resistentes) de manera lineal o en barras.

Por otra parte, la muerte celular inducida por la combinacion de ixazomib (100

nM) y S63845 (10 nM) es significativamente mayor en el grupo de pacientes sensibles a
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ixazomib (Figura 4.50A), pero las diferencias observadas en los dos grupos en el efecto
aditivo de S63845 no son significativas estadisticamente como sucedia con los dos

miméticos anteriores (Figura 4.50B).
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Figura 4.50. Correlacion entre la resistencia a ixazomib y la combinacion de S63845 e ixazomib (A)
y muerte causada por la adicion del mimético S63845 y su relacion con la resistencia a ixazomib (B)
en muestras de MM ex vivo. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la
seccion 3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células por condicion con diferentes dosis de ixazomib
y del mimético BH3 durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-DY 647
para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. (A) El analisis estadistico se realizo
mediante analisis rwo-ANOVA con posprueba de Tukey en las diferentes condiciones entre ixazomib
resistentes y sensibles donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001 (B) El analisis
estadistico se realiz6 mediante analisis 7-fest para datos no apareados donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<
0,001 y **** p< 0,0001, comparando los datos globales entre cada grupo (sensibles o resistentes a
ixazomib) de manera lineal o en barras.

Las graficas que se recogen a continuacion se han realizado para determinar si el
efecto de las combinaciones es aditivo o sinérgico. Si comparamos la combinacion de
S63845 e ixazomib respecto a A-1155463 o ABT-199 en los grupos resistentes y
sensibles, el efecto ocasionado en los pacientes sensibles es igual o similar en las
combinaciones del IP con S63845 o ABT-199 que con A-1155463, donde es menor. En
cuanto a la sinergia, se observa en todos los casos un efecto aditivo a la concentracion de
100 nM de ixazomib con el mimético BH3 correspondiente, mientras que a la dosis de

200 nM del IP en algunos casos llega a ocurrir un efecto antagénico.
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Figura 4.51. Normalizacion de la tasa de muerte celular obtenida en los pacientes respondedores en
cada combinacion de ixazomib con un mimético BH3. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque
como se describe en la seccién 3.6.1. A continuacidn, se incubaron 5x10° células con diferentes dosis de
ixazomib y el mimético BH3 correspondiente durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38-
FITC y Anexina V-Dy647 para determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. Se analizaron los
valores correspondientes obtenidos en las células de control y la muerte celular especifica en la cohorte de
respondedores. Las puntas de flecha indican el valor de muerte celular que corresponde a un efecto aditivo,
es decir, la suma de las tasas de muerte celular individuales para cada combinacion. El analisis estadistico
se realizd mediante fwo-ANOVA con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y
*k*E p< 0,0001.

En resumen, centrandonos en la Figura 4.51, la combinacién de miméticos BH3
e ixazomib, en general, muestran aditividad en el efecto citotoxico ocasionado por los
farmacos en conjunto en muestras ex vivo de pacientes. Por otra parte, el efecto que se
produce con las combinaciones de los miméticos BH3 presentan un efecto aditivo a la
dosis baja del IP probado, mientras que a la dosis alta (200 nM) se produce un efecto
antagonico. En la combinacion ABT-199 e ixazomib so6lo 8 muestras parecen presentar
sinergia (n°2, n°6, n°9, n°10, n°12, n°19, n°28 y n°36), para la combinaciéon A-1155463
presentan sinergia 6 muestras (n°2, n°6, n°12, n°14, n°19 y n°34), y en la combinacién
S63845 so6lo 9 muestras (n°l, n°2, n°4, n°6, n°10, n°12, n°34, n°35 y n°36) (Figura 4.52).
De todos ellos solo 3 pacientes presentan un efecto sinérgico en las 3 combinaciones (n°2,
n°6 y n°12) aunque no se pueden establecer ninguna concordancia de comportamiento en

funcidén de caracteristicas comunes.
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Figura 4.52. Sinergia en muestras de paciente ex vivo tratadas con cada combinacion de ixazomib
con un mimético BH3. Las células se obtuvieron mediante Ficoll-Paque como se describe en la seccion
3.6.1. A continuacion, se incubaron 5x10° células con diferentes dosis de ixazomib y el mimético BH3
correspondiente durante 16 h. Posteriormente se marcaron con anti-CD38- FITC y Anexina V-Dy647 para
determinar la muerte celular mediante citometria de flujo. Se analizaron los valores correspondientes
obtenidos en las células de control y la muerte celular especifica en la cohorte de respondedores. Las puntas
de flecha indican el valor de muerte celular que corresponde a un efecto aditivo, es decir, la suma de las
tasas de muerte celular individuales para cada combinacion. El analisis estadistico se realizé mediante two-
ANOVA con posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p<0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

Por ultimo, se muestra una tabla resumen de la resistencia y sensibilidad a cada
farmaco y combinacion de farmacos por el numero de muestra (Tabla 4.11). Destaca la
muestra n°35 por ser resistente a todos los farmacos y su combinacion. Esta muestra tiene
la ganancia 1q, contradiciendo la sensibilidad mostrada por mielomas con esta alteracion
genética al tratamiento con inhibidores de MCL-1 (Slomp et al., 2019). Realmente se
precisa de un mayor nimero de muestras para esclarecer como actian las células de

mieloma multiple a estos tratamientos.

En resumen, los datos obtenidos muestran como posible via alternativa a recidivas
en algunos pacientes la administracion conjunta de miméticos BH3 e ixazomib, aunque
se precisa de mas estudios preclinicos y clinicos con este tipo de compuestos. Por otra
parte, las sinergias observadas en el estudio de las combinaciones de miméticos BH3 e
ixazomib en lineas de mieloma establecidas no parecen extrapolarse a muestras ex vivo

de pacientes, salvo en algunos pacientes en concreto.
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Tabla 4.11. Respuesta ex vivo a miméticos BH3 e ixazomib, solos 0 en combinacion, de las muestras

de MM. Se refleja para cada muestra la resistencia o sensibilidad a los farmacos probados. R: resistente;

S: sensible; -: sin clasificar por falta de datos sobre alguna dosis.

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27
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29
30
31

32

33
34

35

36
37
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4.5 FUTURA EXTRAPOLACION DE LA BASICA A LA CLINICA.
PRUEBAS PREVIAS Y MODELOS ORTOTOPICO.

Los resultados obtenidos con las combinaciones de miméticos BH3 e ixazomib,
sugieren que dichas combinaciones se podrian extrapolar a la clinica en las recidivas de
pacientes o como primer tratamiento. Con el fin de confirmar los resultados obtenidos in
vitro en modelos in vivo se han realizado experimentos en un modelo ortotdpico de
mieloma en ratén. Dicho modelo se ha utilizado por una parte para evaluar el efecto
antitumoral de las combinaciones de ixazomib con miméticos BH3 y por otra para

explorar el potencial inmunogénico de las células tratadas con ixazomib.

4.5.1. Efecto de ixazomib y miméticos BH3 en lineas celulares establecidas de
mieloma multiple de raton.

Anteriormente en este trabajo hemos demostrado que ixazomib induce apoptosis
en células de mieloma humano in vitro, ademés de la dependencia de la activacion de
caspasa-3 y 8 para el desarrollo de esta muerte celular. Antes de pasar a la clinica los
datos obtenidos de las combinaciones de ixazomib junto a los miméticos BH3, debemos
probar en un modelo murino si son eficaces. Se desconoce como se comportan las células
de raton ante estos farmacos por lo que en primer lugar se estudio si en la linea de mieloma
de raton MOPC315.BM, Z-VAD-fmk ejerce el mismo papel protector ante la accion de
ixazomib. Como se observa en la Figura 4.53 la apoptosis inducida por ixazomib solo es
proporcional al aumento de la dosis siendo practicamente inexistente a dosis inferiores de
50 nM vy alcanzando el 100% a 100 nM. En comparacion con las lineas de mieloma
humanas (Figura 4.3) la linea MOPC315.BM de raton es mas sensible, asemejandose a
la linea U266. Por otro lado, el uso de Z-VAD-fmk combinado con ixazomib resulta mas
toxico a dosis inferiores a 75 nM del IP. A partir de 75 nM del IP, Z-VAD-fmk inhibe
parcialmente la apoptosis inducida por ixazomib en esta linea celular. Este resultado es
contradictorio con lo visto en las lineas humanas de mieloma establecidas donde a mayor

dosis mayor efecto protector ante la apoptosis inducida por el IP (Figura 4.5).
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Figura 4.53. Efecto en la linea de mieloma miiltiple de raton MOPC315.BM del tratamiento con
ixazomib en presencia de Z-VAD-fmk. La concentracion de Z-VAD-fmk fue de 50 uM y diferentes dosis
de ixazomib (0 a 100 nM). En este ensayo se sembraron 2x10° células por condicion de tratamiento durante
24 h y se marcaron para un posterior analisis mediante citometria de flujo con Anexina V-FITC. Los
resultados son la media + SD de cada marcaje de n=3 y su analisis estadistico mediante #-fesf respecto la
situacion sin Z-VAD-fmk con ** p< 0,01 y **** p< 0,0001.

Los resultados de la linea MOPC315.BM sugieren que el inhibidor de caspasas
produce un aumento de estrés celular ocasionado por la inhibicion de la respuesta a
proteinas mal plegadas, activando otras vias de manera insuficiente para mantener la
supervivencia celular. Esta potenciacion por parte de Z-VAD-fmk a bajas dosis debe ser
objeto de estudios que ahonden en mayor profundidad, puesto que una posible razén es
que al inhibir las caspasas, concretamente la caspasa -8, se esté activando la necroptosis
como se ha visto en articulos publicados anteriormente (Fritsch et al., 2019; Groborz et

al., 2020; Metzig et al., 2016; J. E. Morgan et al., 2018).

A continuacion, una vez establecido el efecto de ixazomib se estudio la accion de
los miméticos BH3 como tratamiento unico o en combinacion con el IP. Los resultados

se recogen en la Figura 4.54.

213



Resultados y Discusion

-
=]
g

"
) + 1007 P
T 80 g L
> & 801 &
z F 2
‘5 604 * £ o0 £
g g 2
< 40 < 4] H
[} @ )
3 4 1
g 204 3 201 3
8 8
2
o * olomme oipe wupe wime MO *
ABT-199 (uM) - 25 5 10 A-1155436 (4M) - 001 04 1 10 $63845 (uM) -
=3 Control == Ixa25nM = Ixa 37nM =3 Contol Em Ixa25nM  m Ixa 37nM 100 =3 Control =@ Ixa25nM  mm Ixa 37nM
+ 1004 . 100+ + "
) b 0
= * E E 80
80+ T 80+ F*kkk -
‘; ,—| -; 80 :
L] o
£ 60 <[« £ 604 £ 604
g 2 2
< 404 < 401 < 404
.1 s 8
E 3 T 3
g 201 g 20 g 201
2 1= *_i 2 1= j_ﬁ M S
ABT-199 (uM) 5 10 A-1155463 (uM) - 10 $63845 (uM) - 05 1

Figura 4.54. Sensibilidad de las células MOPC315.BM a miméticos BH3 (parte superior) y efecto de
los mismos sobre la sensibilidad a ixazomib (parte inferior). Se sembraron 2x10° células por condicion
de tratamiento durante 24 h con dosis crecientes de cada mimético en la parte superior de la grafica y con
una dosis de cada uno con 2 dosis (25 nM y 37 nM) de ixazomib parte inferior de la imagen. Posteriormente
se marcaron para un analisis mediante citometria de flujo con Anexina V-FITC. Los resultados son la media
+ SD de n=3 en todos los casos y su analisis estadistico mediante 7-fest no apareado respecto la situacion
sin ixazomib con ** p< 0,01 y **** p<(0,0001. El analisis estadistico se realiz6 mediante /wo-4ANOVA con
posprueba de Tukey donde * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p< 0,0001.

Ante el tratamiento con miméticos BH3, la linea MOPC315.BM presenta
sensibilidad al inhibidor de BCL-2, ABT-199. La induccién de apoptosis por parte de este
mimético incrementa al aumentar la dosis del farmaco llegando a alcanzar mas del 40%
de muerte celular con una concentracion 10 pM. En cambio, estas células muestran poca
sensibilidad a la inhibicion de BCL-Xi, incluso a 10 pM. La mayor sensibilidad a
miméticos BH3 en la linea MOPC315.BM es provocada por la inhibicion de MCL-1, por
el inhibidor especifico S63845.

Por otro lado, cuando se combina ABT-199 junto a ixazomib no se potencia el
efecto que induce el mimético BH3 por si solo. En lineas de mieloma humanas (Apartado
4.3) la combinacion de ABT-199 e ixazomib Unicamente presentd sinergia en U266

(Figura 4.21).
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Sin embargo, al adicionar ixazomib junto con A-1155463 en el tratamiento
durante 24 h se produce una sinergia aumentando la muerte de manera significativa con
la mayor dosis de ixazomib empleada (37 nM) que por si sola no induce apoptosis. Esta
combinacion en lineas de mieloma multiple humanas también genera buenos resultados
Figura 4.22). Y, por ultimo, la sensibilidad observada por el mimético BH3 S63845
aumenta de manera significativa cuando se adiciona como tratamiento al ixazomib a la
dosis de 37 nM. Anteriormente hemos observado que esta combinacion es la mas eficaz

en células de mieloma multiple humano (Figura 4.23).

La linea MOPC315.BM responde mejor a la combinacion de A-1155463 e
ixazomib o al tratamiento con el inhibidor MCL-1 s6lo o con el IP, por lo que se decidio

analizar el efecto de combinar ambos miméticos (Figura 4.55).
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Figura 4.55. Combinacion de A-1155463 y S63845 en la linea MOPC315.BM de mieloma miltiple de
ratén. Se sembraron 3x10° células por condicion de tratamiento durante 24 h con dosis crecientes de
S63845 y 5 pM o 10 uM de A-1155463. Posteriormente se marcaron para un analisis mediante citometria
de flujo con Anexina V-FITC. Las flechas indican el efecto toxico aditivo de los farmacos juntos. Los
resultados son la media = SD de n=2 en todos los casos y su analisis estadistico mediante two-ANOVA con
posprueba de Dunnett donde ** p< 0,01; ***p< 0,001 y **** p<0,0001.

La mayor induccion de apoptosis se obtiene con la combinacion de 10 uM de A-

1155463 junto a 0,5 uM de S63845 superando el 60% de muerte celular.

4.5.2. Combinacion de miméticos BH3 con el inhibidor de proteasoma ixazomib
como tratamiento en modelo ortotopico de mieloma.

El ensayo realizado en las muestras ex vivo ha demostrado que la combinacion de
A-1155463 junto a ixazomib es la mas efectiva seguida por la combinacién con el
inhibidor de MCL-1 (S63845). Basandonos en estos resultados se utilizé un modelo de

mieloma in vivo para ver el resultado de estas combinaciones.
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Como observamos en la Figura 4.56A el crecimiento del tumor es similar en todos
los grupos de tratamiento hasta aproximadamente una semana posterior al inicio del
suministro de los farmacos, sobre todo en los grupos que tienen como tratamiento uno de
los miméticos BH3 solo o en combinacién con el inhibidor de proteasoma. El grupo
tratado con ixazomib solo y el grupo tratado con el mimético S63845 e ixazomib muestran
un crecimiento menor del tumor sobre todo a los 42 dias. En articulos ya publicados se
demuestra que ixazomib reduce el crecimiento del tumor en ratones (Chauhan, Tian, Zou,

etal.,2011; Liu et al., 2018; Richardson et al., 2015).

Inicialmente se observd una mayor supervivencia en el grupo tratado con A-
1155463, pero a partir del dia 42 la mortalidad en este grupo igual6 a la de los otros
grupos (Figura 4.56B). Esto puede ser debido a que el tratamiento se inici6 cuando el
desarrollo tumoral ya estaba avanzado, a que la administracion de las dosis seleccionadas
pueda estar resultando toxicas o que las dosis seleccionadas fueran insuficientes, ya que

se escogieron dosis bajas para estudiar la posible sinergia entre los farmacos.
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Figura 4.56. Modelo ortotopico de mieloma miltiple y su tratamiento con ixazomib y miméticos BH3.
Distribucion de 6 individuos correspondientes a un experimento en 6 grupos: control, tratados con ixazomib
(7 mg/Kg), tratados con A-1155463 (7 mg/Kg), tratados con S63845 (7,5 mg/Kg), tratados con A-1155463
(7 mg/Kg) e ixazomib (7 mg/Kg) y, por ultimo, tratados con S63845 (7,5 mg/Kg) e ixazomib (7 mg/Kg).
(A) Analisis del desarrollo del tumor mediante la medicion de la bioluminiscencia al inyectar luciferina en
los ratones. Analisis estadistico mediante two-ANOVA con posprueba de Dunnett donde ** p< 0,05. (B)
Curva de supervivencia de los diferentes grupos de tratamiento con n=6 individuos por cada uno de ellos.
El analisis estadistico se realizo a través de la prueba de Mantel-Cox (Log-rank), ningun grupo significativo

(ns).
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4.5.3. Vacunacion con células de raton pretratadas con inhibidores de proteasoma
en modelo ortotopico.

Ante los resultados de inmunogenicidad obtenidos en el apartado 4.3., donde se
induce la exposicion de calreticulina ante el tratamiento con ixazomib solo o en
combinacion con los miméticos BH3, y los antecedentes descritos en el trabajo de Ahmed
& Tait, 2020 donde se demuestra que la inyeccion subcutanea de células tumorales
moribundas sometidas a ICD provoca efectos contra el cancer in vivo, se evalud si la
muerte inducida por ixazomib resulta inmunogénica en un modelo ortotdpico murino
(Figura 4.57). Para ello, a los ratones BALB/c se les inyectaron subcutdneamente células
tumorales tratadas con ixazomib y Z-VAD-fmk o carfilzomib y Z-VAD-fmk con una
muerte celular superior al 90%. Se realizaron dos vacunaciones separadas por una semana
cada una de ellas. Tras una semana se inyectaron por via intravenosa las células
MOPC315.BM-Luc2-ZsGreen para generar y seguir el desarrollo tumoral del mieloma.
Ademas, a un grupo de animales sin vacunar y a otro grupo de vacunados con células
tratadas con carfilzomib y Z-VAD-fmk se les inyect6 2 veces por semana 100 pg de un

anticuerpo aPDI.

Los resultados obtenidos indican que una vacunacion previa con células de
mieloma tratadas con inhibidores de proteasoma (carfilzomib o ixazomib) en
combinacion con un inhibidor de caspasas (Z-VAD-fmk) no retrasa el desarrollo de
mieloma en este modelo ni aumenta la supervivencia. Las curvas de supervivencia de los
grupos carfilzomib + Z-VAD-fmk y los tratados s6lo con aPD1 corrieron casi en paralelo
con el grupo control. Cabe destacar la toxicidad del grupo que fue vacunado con células
de MM tratadas con ixazomib + Z-VAD-fmk, siendo el primero en presentar bajas,
aunque finalmente los ultimos individuos fueron sacrificados casi al mismo tiempo que
en el grupo control. Aunque como se muestra en la Figura 4.57 el grupo vacunado con
células de mieloma tratadas con carfilzomib + Z-VAD-fmk y posteriormente tratado con
aPD1 mostrd una tendencia de crecimiento tumoral retardado en mitad del experimento,
finalmente los ratones fueron sacrificados unos dias antes que el grupo control. En
general, las pequeiias diferencias observadas entre los diferentes grupos resultaron no

significativas estadisticamente.

A su vez se ha estudiado la expresion de células implicadas en la respuesta
inmune como son linfocitos T CD4", CD8", células NKs y el porcentaje de células de

mieloma inducido en el bazo, médula 6sea y tumores extramedulares generados en cada
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animal. Como se observa en la Figura 4.57 los porcentajes de células en cada 6rgano y
grupo de tratamiento presentan una alta variabilidad. En la médula o6sea el grupo
vacunado con células tratadas con ixazomib en combinacién con Z-VAD-fmk el
porcentaje de linfocitos T CD4", CD8", NKs y mieloma es menor que en el resto de
grupos del ensayo, seguido del grupo vacunado con carfilzomib + Z-VAD-fmk y
posteriormente tratado con aPD1. Los grupos control, control con posterior tratamiento
con aPD1 y el grupo vacunado con carfilzomib y Z-VAD-fmk presentan una expresion

superior a los dos grupos anteriores y entre ellos similares de linfocitos T CD4", CD8",

NKs y mieloma.
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Figura 4.57. Modelo ortotépico de vacunacion con células de mieloma tratadas con inhibidores de
proteasoma. Distribucion de individuos n=5 de dos experimentos independientes en 5 grupos: control,
control con aPD1, vacunacion con células tratadas con carfilzomib y Z-VAD-fmk, vacunacion con células
tratadas con carfilzomib, Z-VAD-fmk y aPD1; y, por ultimo, vacunacion con células tratadas con ixazomib
y Z-VAD-fmk. (A) Curva de supervivencia de los diferentes grupos de tratamiento con n=>5 individuos por
cada uno de ellos. (B) Cantidad de linfocitos T CD4" presentes en bazo, médula désea y tumores
extramedulares de los diferentes individuos y grupos. (C) Cantidad de linfocitos T CD8" presentes en bazo,
médula 6sea y tumores extramedulares de los diferentes individuos y grupos. (D) Cantidad de células NK
presentes en bazo, médula 6sea y tumores extramedulares de los diferentes individuos y grupos. (E)
Cantidad de células mielomatosas inducidas presentes en bazo, médula dsea y tumores extramedulares de
los diferentes individuos y grupos. Analisis estadistico de las partes B, C, D y E mediante one-way ANOVA
y posterior analisis de Tukey donde las diferencias observadas no son estadisticamente significativas en
ningun caso.

En el bazo, resalta la expresion de linfocitos T CD4", CD8" y NKs en el grupo sin
vacunar, pero con posterior tratamiento con aPD1, siendo superior al resto de grupos. El
grupo vacunado con ixazomib y Z-VAD-fmk presenta los porcentajes mas bajos de dichas
células. A pesar de que ixazomib induce la expresion de CRT en células de mieloma
multiple de manera que se correlaciona con la inmunogenicidad de dichas células, la
presencia de este DAMP por si solo no es suficiente para provocar respuestas inmunes
contra el cancer (Fucikova et al., 2016). Algunos estudios han demostrado que se necesita
mas de un DAMP para activar la respuesta inmunitaria, entre ellos ATP, HMGB1, IFNao,
IL-1 y IL-6 por tanto puede que ixazomib no esté provocando ninguna secrecion de estos
DAMPs y por ello no se esté dando una activacion de la respuesta inmunitaria adecuada
(Ahmed & Tait, 2020; Galluzzi et al., 2017). El resto de grupos tienen una expresion
similar entre ellos e intermedia entre los 2 grupos anteriores. En cuanto al porcentaje de

células de mieloma es similar en todos los grupos.

Por otro lado, se han generado méas tumores extramedulares en el grupo control.
Este grupo tiene los porcentajes mas altos de infiltracion de linfocitos T CD4" y células
NKs en los tumores extramedulares. Seguido del grupo vacunado con células tratadas con
carfilzomib y Z-VAD-fmk. El grupo que mayor nimero de células mielomatosas presenta
en los tumores extramedulares es el grupo vacunado con células tratadas con carfilzomib
y Z-VAD-fmk y posteriormente tratado con oPDI1. El grupo vacunado con células
tratadas con ixazomib y Z-VAD-fimk posee el menor porcentaje de linfocitos T CD4",

CD8", NKs y células de mieloma infiltradas en los tumores extramedulares.

La inhibicion de caspasas puede conllevar a la activacion de mecanismos
alternativos como puede ser la autofagia o la necroptosis, y por tanto promover la

supervivencia celular. Aunque las células inyectadas presentaban mas de un 97% de
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mortalidad, la fraccion celular residual viva puede ser capaz mediante dichos mecanismos
de sobrevivir y reproducirse estableciendo el tumor en el individuo de manera subcutanea,
antes de inyectar por intravenosa las células MOPC315.BM vivas para la generacion del
modelo ortotdpico. En el trabajo del Dr. Alfonso Serrano, se observd que el tratamiento
previo de las células con el inhibidor de proteasoma carfilzomib en combinacion con Z-
VAD-fmk y el inhibidor de autofagia CLQ promovia una ligera proteccion y retraso en
el crecimiento tumoral, ademas de demostrar que la necroptosis no es un mecanismo
principal de muerte cuando se inhibe la accion de caspasas (Serrano del Valle, 2020). Por
tanto, habria sido una buena idea afiadir un inhibidor de autofagia en el modelo estudiado
en este trabajo. Ademas, el inhibir caspasas favorece la integridad celular y los DAMPs
celulares al retrasar la muerte celular in vitro, favoreciendo que mueran in vivo y asi
generar mayor respuesta inmunitaria. Esta informacion contrarresta lo observado en
nuestro modelo ortotdpico, lo que puede ser debido a los ajustes de protocolo que se
realizaron después del modelo de vacunacion establecido por el Dr. Alfonso Serrano. Al
aumentar la dosis de farmacos inhibidores de proteasoma en las células puede que
conlleve a que la fraccion de células vivas realicen una necrosis secundaria in vitro
impidiendo su muerte in vivo y perdiendo todas estas sefiales y por tanto el potencial

inmunogénico de la vacuna (Serrano del Valle, 2020).

Por otro lado, existen varios estudios que han demostrado que la vacunacion con
células cancerosas moribundas aumenta la infiltracion de células T y NK en el
microambiente tumoral (Kepp et al., 2011; Martins et al., 2012; Michaud et al., 2011). En
nuestro modelo solo algunos grupos muestran un incremento débil de dichas células en
el microambiente del tumor, por tanto, es posible que la respuesta que se estd dando es

mas de tolerancia que inmunogénica.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que una vacunacion previa con
células tratadas con inhibidores de proteasoma de segunda generacion y Z-VAD-fmk no
resulta en un beneficio significativo, ni en supervivencia, ni activando al sistema

inmunitario previamente para combatir el desarrollo del cancer de mieloma.

220



DiscusiON
GENERAL







Discusion general

El mieloma multiple es un cancer hematologico que representa el 10% de las
neoplasias sanguineas y el 1% de todos los tumores, ademas de ser incurable. Se
caracteriza por la proliferacion descontrolada de células B plasmaticas que se acumulan
en la médula dsea. Las interacciones de estas células malignas con el microambiente de
la médula 6sea determinan la progresion del mieloma en los diferentes estadios de la

enfermedad.

Las células malignas de mieloma maultiple son grandes productoras de
inmunoglobulinas, por lo que precisan de un buen funcionamiento del proteasoma para
evitar la acumulacién de proteinas mal plegadas, y, por tanto, evitar asi la apoptosis. Por
este motivo se han desarrollado fdrmacos inhibidores del proteasoma para tratar de

combatir esta enfermedad.

En general los inhibidores de proteasoma se unen a la subunidad B5 del
proteasoma 26S impidiendo asi la accion quimiotripsina y su correcto funcionamiento. El
primer inhibidor de proteasoma aprobado para la clinica fue bortezomib, quien se une de
manera reversible al proteasoma y muestra un efecto antitumoral eficaz, pero presenta
resistencias (Chen et al., 2011). Posteriormente, se ha desarrollado y empleado en clinica
el carfilzomib. Este inhibidor de proteasoma difiere de bortezomib en que su unioén al
proteasoma es de manera irreversible, pero también genera resistencias (Parlati et al.,
2009). Por ultimo, se ha desarrollado ixazomib, sobre el que se ha centrado este trabajo.
Ixazomib se une, al igual que bortezomib, de manera reversible al proteasoma, ademas,

es el primer IP que se administra por via oral (Muz et al., 2016).

Estudiar los mecanismos moleculares de muerte celular desencadenados por la
quimioterapia ayuda a entender las bases moleculares sobre las que actua y a localizar
posibles dianas para evitar recidivas o solventarlas. Por tanto, todo el desarrollo de esta
tesis ha versado sobre el estudio del inhibidor de proteasoma ixazomib. El objetivo
principal ha sido caracterizar el mecanismo por el que induce muerte celular, y su posible

empleo como tratamiento en combinacién con miméticos BH3.

Nuestros resultados han evidenciado en mayor o menor medida la sensibilidad de
diferentes lineas celulares de mieloma a ixazomib en funcion de las alteraciones genéticas
que presentan, como defendieron con anterioridad en otros estudios (Chauhan, Tian,
Zhou, et al., 2011; Manier et al., 2017). Ademas, han corroborado la induccion de

apoptosis por parte de ixazomib en todas las células de mieloma puesto que exponen
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fosfatidilserina, depende de las caspasas para desencadenar el proceso de muerte celular
y presentan caida del potencial mitocondrial. Los resultados de este trabajo muestran la
resistencia a ixazomib por parte de células tratadas previamente con bortezomib,
contraindicando el empleo de ixazomib en recidivas al tratamiento con bortezomib en
mieloma multiple. Este ultimo resultado contrasta con el estudio de Chauhan et al. 2011
donde demuestran como ixazomib induce apoptosis en células de MM resistentes a
terapias convencionales o a bortezomib. Es mas l6gico que aquellas células resistentes a
bortezomib resistan a la accion de ixazomib, puesto que ambos compuestos presentan
similitud en el modo de unidn a la subunidad B5 del proteasoma; en cambio, si se tratan
con carfilzomib que se une de manera irreversible si se vea un efecto toxico. Por tanto,
los resultados mostrados en el estudio de Chauhan ef al. 2011 no coinciden con lo

observado.

Esta tesis no solo ha corroborado la induccion de apoptosis por parte de ixazomib,
sino también aporta datos acerca del mecanismo por el que se induce dicha apoptosis. Los
resultados muestran que ixazomib desencadena la activacion de caspasas, y, por tanto,
una apoptosis dependiente de las proteinas de la familia BCL-2 (BAX y BAK). Es decir,
ixazomib induce apoptosis a través de la via intrinseca, provocando un cambio
conformacional en BAK y BAX. Este mecanismo habia sido descrito con anterioridad
para otros inhibidores de proteasoma revelando un signo de identidad para este tipo de
farmacos (Muz et al., 2016; Tundo et al., 2020). Pero, este trabajo ha demostrado también
la capacidad de ixazomib de inducir muerte apoptotica independiente de la activacion de
BAK y BAX, por lo que ha abierto la posibilidad de que ixazomib también induzca
apoptosis extrinseca. Los resultados han demostrado el papel de la via extrinseca en la
apoptosis inducida por ixazomib, otorgando validez a la teoria expuesta por Hellwig et
al. 2021 para bortezomib. Esta teoria se basa en la activacion de los receptores de muerte
(DR4 o DRS) por la acumulacién de proteinas mal plegadas favoreciendo la formacion
del complejo DR5-caspasa-8, resultando en la activacion de caspasa-8 quien activa a
caspasa-3 o tBID. So6lo con los resultados obtenidos no es suficiente para determinar si
esta hipdtesis es valida, convendria indagar mas en este aspecto con otros estudios

independientes a esta tesis.

La resistencia a la apoptosis es un hallmark del cancer (Hanahan & Weinberg,
2011). La supervivencia celular es un equilibrio entre sefiales de supervivencia y de

muerte. Las células tumorales, para sobrevivir a las sefiales de muerte sobreexpresan
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proteinas anti-apoptoticas de la familia BCL-2 (Letai, 2008). Las proteinas de la familia
BCL-2 son clave para la regulacion de la via intrinseca de muerte celular apoptotica
siendo fundamental su balance para determinar la muerte (proteinas pro-apoptdticas) o
supervivencia de las células (proteinas anti-apoptoticas). Como se observa en la Figura
5.1, cuando se activa la via intrinseca se producen cambios en la red de interacciones de
la familia BCL-2 que llevan a la activacion de BAK y BAX, y, por tanto, a la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial.
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Figura 5.1. Interacciones entre las proteinas de la familia BCL-2 en la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial. La interaccion dindmica entre los miembros de la familia BCL-2 pro-
apoptoticos y anti-apoptoticos esta influenciada por sus afinidades de unioén y abundancias relativas, asi
como por el tratamiento con inhibidores de moléculas pequefias. Imagen tomada de Lernoux,
Schnekenburger, Dicato, & Diederich, 2021 .

Como se ha indicado con anterioridad, la apoptosis provocada por ixazomib

depende en parte de las proteinas BAK y BAX de la familia BCL-2. El tratamiento con
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ixazomib determina un aumento de las proteinas pro-apoptoticas (principalmente NOXA
y PUMA, seguidas de BIM) y, en menor medida y segun la linea celular, de las proteinas
anti-apoptoticas (sobre todo MCL-1). De acuerdo a los datos publicados sobre su
mecanismo de accion, NOXA contribuiria a la neutralizacion o inhibicion de MCL-1,
disociando el complejo MCL-1-BIM, permitiendo asi la accion de BIM sobre BAX y
BAK para su activacion, y la permeabilizacion mitocondrial. Este comportamiento parece
ser similar al observado con el inhibidor de proteasoma bortezomib en el estudio de
Gomez-Bougie ef al. 2007. Nuestros resultados muestran como la ausencia de BIM
favorece cambios en el comportamiento de las células al efecto citotdxico de ixazomib,
volviéndolas menos sensibles. Estas evidencias justifican el papel de BIM en la muerte

inducida por los inhibidores de proteasoma.

Ademas, se ha observado también este cambio de sensibilidad ante ixazomib, en
lineas celulares de mieloma con sobreexpresion de las proteinas anti-apoptoticas BCL-
XL y MCL-1. Por tanto, cualquier cambio en las proteinas de la familia BCL-2 podria

implicar cambios en la sensibilidad ante ixazomib.

En la actualidad, todos los inhibidores de proteasoma a pesar de ser muy eficaces
han terminado generando resistencias, por lo que es necesario buscar estrategias para
mejorar la efectividad de estos inhibidores, por ejemplo, mediante la combinacién con
otros farmacos. Dado que la via intrinseca se activa por inhibidores de proteasoma, la
combinacion con miméticos BH3 que bloqueen a las proteinas anti-apoptoticas de la
familia BCL-2 podria ser una aproximacion util. A dia de hoy, existen diferentes ensayos
clinicos en los que combinan un mimético BH3 con inhibidores de proteasoma o
administran el mimético BH3 en aquellos pacientes con recidivas, cuyo primer
tratamiento ha sido con inhibidores de proteasoma. Entre ellos destaca la combinacién de
carfilzomib con dexametasona y ABT-199 el cual estd en fase de reclutamiento
(Abuelgasim et al., 2020). También se han visto buenos resultados al combinar ABT-199
con bortezomib (Bahlis et al., 2021; Kumar et al., 2020). Es interesante estudiar in vitro
la posible sinergia y los factores que determinan la respuesta ante la combinacion de

miméticos BH3 e IPs.

Nuestros resultados muestran una mejora en el tratamiento de células de mieloma
cuando ademds de tratarlas con ixazomib se combina con un mimético BH3, pero la

respuesta depende de la linea celular y su dependencia hacia las proteinas anti-
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apoptoticas. Antes de los resultados obtenidos, se esperaba que la inhibicién de MCL-1
potenciara el efecto citotoxico de ixazomib, puesto que MCL-1 parece ser el eje principal
en la gran mayoria de mielomas multiples para la supervivencia (Derenne et al., 2002;
Gong et al., 2016; Zhang et al., 2002), pero solo ha potenciado la muerte celular en las
lineas NCI-H929 y RPMI8226 (Figura 4.23) a pesar de demostrarse que S63845 es eficaz
en lineas con traslocaciones t(11;14), t(4;14) o con mutaciones en p53 (Kotschy et al.,
2016). En cambio, si apoyan el efecto de venetoclax en aquellos mielomas que presentan
la traslocacion t(11;14), como es la linea U266, donde la inhibicion de BCL-2 aumenta la
muerte celular causada por el IP de manera muy significativa (Figura 4.21). Por otra
parte, la combinaciéon con mejores resultados ha sido la inhibicion de BCL-Xy junto al

tratamiento con ixazomib (Figura 5.).

ABT-199+Ixazomib -1.3 13.8 -1.2 14 8.6
40
A-1155463+Ixazomib 3'3 9.0 5.4 34 2312
S63845+Ixazomib 50 2.4 -4.1e-002 313 27
ABT-199+A-1155463 0.8 11.6 2.6 1.4 6.4
1 20
ABT-199+S63845 2.9 2.6 0!3 4.4 6.6
A-1155463+S63845 -0.3 17.0 0.2 49 14.6
ABT-199+A-1155463+Ixazomib 1.1
10
ABT-199+S63845+Ixazomib 35 20T
A-1155463+S63845+Ixazomib 15.2 27.5

NCI-H929 MM.1S OPM-2 RPMI8226 U266

Figura 5.2. Resumen sensibilidad de las lineas de MM a miméticos BH3, inhibidores de proteasoma
y combinaciones de ambos a 24 h. Segun los indices de Bliss calculados, a mayor intensidad de color rojo
mayor resistencia y a mayor intensidad de verde mayor sensibilidad.

La inhibicion de BCL-X1 potencie el efecto de ixazomib sorprende, puesto que en

trabajos anteriores, se ha demostrado que los canceres hematopoyéticos como leucemias
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y mielomas tienden a sobreexpresar las proteinas BCL-2 y MCL-1 (Anstee et al., 2019;
Reed, 2008). Con los resultados obtenidos en esta tesis se demuestra que BCL-X1. podria
tener un papel importante en la supervivencia en el mieloma que se desconoce. El mayor
inconveniente que deriva de este resultado, es que en la actualidad no se dispone de
inhibidores de BCL-X1. en desarrollo debido a que la inhibicion de esta proteina conlleva
como efecto secundario una trombocitopenia, como se vio con navitoclax o ABT-737.
Aunque hay que destacar el inhibidor A-1155463, a pesar de que genera trombocitopenia,
este efecto secundario es reversible (Tao et al., 2014), por lo que no se puede descartar
que tal vez en algunos casos, el tratamiento con este firmaco podria ser una alternativa,

siempre y cuando se realizase un correcto control de este efecto secundario.

Las sinergias observadas en las lineas de mieloma establecidas con el tratamiento
conjunto de miméticos BH3 e ixazomib no parecen extrapolarse a muestras ex vivo de
pacientes. A diferencia de las sinergias observadas en lineas establecidas, en las muestras
ex vivo solo alcanzamos un efecto aditivo. Ademads, mientras que en las lineas establecidas
parecia tener un papel importante la proteina BCL-X favoreciendo la muerte celular con
la inhibicion dual de dicha proteina y MCL-1, en muestras ex vivo cobra importancia la
proteina MCL-1 seguida de BCL-2. Esta diferencia puede ser debida a diferentes factores
como la presencia de alteraciones genéticas o el microambiente de la médula 6sea que
permite un intercambio de mayor informacién que un cultivo in vitro (Hideshima et al.,

2007).

Ademas, existen diferentes alteraciones que han demostrado en estudios
anteriores que predisponen con mayor sensibilidad a determinados inhibidores de
proteinas anti-apoptoticas. Por ejemplo, la traslocacion t(11;14) determina una mayor
sensibilidad a la inhibicion de BCL-2 (Premkumar et al., 2021), o la amplificacién 1q21
(donde se localiza MCL-1) sensibiliza al tratamiento con S63845 (Slomp et al., 2019).
Los resultados de esta tesis apoyan la hipotesis de que la traslocacion t(11;14) predispone
a una mayor sensibilidad a la inhibicion de BCL-2 como hemos observado tanto en la

linea U266 como en las muestras ex vivo (n°2 al n°4, Tabla 4.7) de pacientes.

En muestras ex vivo que presentaban la amplificacion 1qg21, resultaron en
pacientes sensibles al tratamiento con el inhibidor de MCL-1, a excepcion de una muestra
con dicha alteracion genética que resulto ser resistente. El paciente resistente con esta

alteracion puede ser que no responda al tratamiento con el inhibidor de MCL-1 porque a
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pesar de tener sobre expresada dicha proteina, puede depender de BCL-2 o BCL-X1, de
hecho, es resistente al tratamiento con cualquiera de los miméticos BH3 (Figura 4.39).
Esta ltima muestra, correlaciona al no ser tan sensible al inhibidor de MCL-1 con lo
visto en la linea establecida MM.1S. La linea MM.1S también presenta la amplificacion
1921, por lo que se espera sobreexprese la proteina MCL-1 y sea sensible a la inhibicion
de dicha proteina por parte del firmaco S63845, pero en esta tesis se ha observado que el
tratamiento con S63845 no ha sido tan efectivo como con cualquiera de los miméticos
BH3 que inhibe a BCL-2 o BCL-XL (Figuras 21 -23), ademas de la dependencia de
MM.1S de la proteina BCL-X1. mas que MCL-1 (Figura 4.7). Por tanto, la amplificacion

1921 si correlaciona con la respuesta al mimético BH3, pero existen excepciones.

Por otra parte, en estudios in vivo en un modelo murino ortotépico de mieloma
multiple, tratado con ixazomib sélo o en combinacion de los miméticos BH3 (A-1155463
0 S63845), la administracion conjunta de ixazomib con inhibidores de BCL-X1 y MCL-
1 no presenta diferencias con el grupo control. Este resultado no concuerda con todos los
datos observados en lineas celulares y en células de pacientes ex vivo, aunque puede ser
debido a las dificultades que surgieron durante el desarrollo del ensayo in vivo. Seria
preciso ampliar estos estudios y optimizar las condiciones para poder sacar conclusiones

coherentes.

Otra posible estrategia a estudiar podria ser la combinacién con farmacos que
actiien sobre las vias que regulan la homeostasis celular como la autofagia. Existen
trabajos anteriores que demuestran como la inhibicion de la autofagia puede potenciar la
citotoxicidad de los inhibidores de proteasoma (Baranowska et al., 2016; Jarauta et al.,
2016; Kawaguchi et al., 2011). Aunque también pueden mostrar un efecto antagénico
(Hoang et al., 2009). Por otra parte, los ensayos clinicos existentes que combinan
bortezomib con hidroxicloroquina o cloroquina con bortezomib y ciclofosfamida han
obtenido buenos resultados, y han demostrado la viabilidad de esta posible alternativa

(Montanari et al., 2014; Vogl et al., 2014).

Las células malignas de mieloma producen proteina M en alta cantidad, por lo que
si se inhibe el proteasoma con ixazomib, la acumulacion de dichas proteinas mal plegadas
desencadena estrés celular. En este punto las células son capaces de activar otras rutas
para aliviar el estrés celular, entre ellas, la autofagia. Por tanto, la autofagia puede ser uno

de los mecanismos que confiere resistencia a los inhibidores de proteasoma. En este

229



Discusion general

trabajo se observa que la autofagia no es un mecanismo de resistencia a los inhibidores
de proteasoma, puesto que una autofagia deficiente (como en la linea MM.1S shATGS)
dota de mayor resistencia a ixazomib. Ademads, observamos también que el efecto
potenciador de la cloroquina en la combinacion con el IP parece deberse a un mecanismo

independiente de la inhibicion de la autofagia.

La inhibicién de este mecanismo puede favorecer a su vez el efecto de los
inhibidores de proteasoma. Gracias al empleo de diferentes inhibidores de autofagia se ha
corroborado que el tratamiento simultaneo con inhibidores del flujo autofagico (como
puede ser cloroquina) e inhibidores de ixazomib se potencia la muerte celular en células
de mieloma multiple, mientras que la inhibicion de la ATPasa p97, implicada en
autofagia, apenas muestra sinergia con ixazomib. Estos resultados muestran la

complejidad de la autofagia.

A la hora de dirigir una terapia contra un tumor se puede realizar de diferentes
maneras, una de ellas es abarcar diferentes puntos clave de la ruta de la apoptosis, o buscar
una activacion del sistema inmunitario para generar ICD. La muerte inmunogénica hace
referencia a la muerte celular que induce la activacion del sistema inmune. Los resultados
de este trabajo demuestran la capacidad de ixazomib de inducir la exposicion de
calreticulina en las células de mieloma. Esta exposicion podria aumentar la interaccion
con los receptores de la superficie de las células DC favoreciendo la fagocitosis de las
células apoptoticas, y, por tanto, la eliminacion por parte del sistema inmunitario del
individuo. Este dato corrobora lo observado con carfilzomib en la tesis realizada con
anterioridad en este laboratorio por el Dr. Alfonso Serrano del Valle (Serrano del Valle,
2020). Algunos autores han propuesto que el tratamiento con farmacos que inducen ICD
podria tener un efecto activador del sistema inmune frente al desarrollo tumoral, actuando
a modo de “vacuna”. Esta idea se ha explorado usando modelos animales de vacunacion
con células muertas por accién de agentes inductores de ICD, y posterior induccion de
tumores mediante inyeccion subcutdnea (Beck et al., 2018). En otros estudios, una
vacunacion de ratones con células tratadas con taxanos o alcaloides evitaron una
exposicion tumoral posterior (Senovilla et al., 2013). Por ejemplo, el lentinan favorece la
ICD en ratones vacunados evitando la aparicion de cancer de higado (W. Wang et al.,
2021). También se ha visto como una vacunacion con paraproteina secretada de mieloma

M315 otorg6 inmunidad contra una nueva exposicion tumoral (Lynch et al., 1972).
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En este estudio hemos evaluado el potencial inmunogénico de ixazomib en un
modelo ortotdépico de mieloma. Tras el estudio de esta hipdtesis en animales, s6lo la
vacunacion de los individuos con células de mieloma multiple muertas, tratadas con IP
de segunda generacion junto con inhibidores de caspasas y cloroquina, favorece un ligero
retraso del crecimiento tumoral. Es decir, la vacunacion profilactica con células de MM
tratadas con IP no ofrece una proteccion inmunitaria considerable contra la exposicion de
células tumorales de MM. Este resultado podria corroborar la idea de que la ICD por si
sola no es suficiente para revertir completamente el microambiente tumoral
inmunosupresor, sino que lo interesante es generar vacunas de células dendriticas
(Montico et al., 2018); pero la activacion de ICD por parte de vacunas DC se ve reducida
si los ROS asociados a las células tumorales y las sefiales de peligro se bloquean de
manera individual o concomitante, ademas de si el sistema inmunitario adaptativo,
concretamente las T CD8", se agotaron (Garg et al., 2016). Este ultimo aspecto puede
haber ocurrido en nuestro modelo puesto que administramos una alta cantidad de células

tumorales muertas que podria haber conllevado al agotamiento de las células T.

Por otro lado, puede ser debido al microambiente inmunosupresor del tumor, lo
cual no ayuda a la activacion del sistema inmune. También puede ser debido al modelo
en concreto, tanto el modelo de Beck como el nuestro, son diferentes a los modelos en
los que se han inducido tumores subcutaneos, ademas de ser mas cercanos al desarrollo
tumoral espontaneo. Por tanto, es importante considerar tanto el anfitrion como el
microambiente a la hora de considerar la activacion de ICD, por ejemplo, el modelo
empleado en este trabajo MOPC315.BM afecta a bazo y médula dsea, lo cual puede
explicar la baja respuesta inmunitaria observada en los ratones vacunados (Di Rosa &

Gebhardt, 2016; Di Rosa & Pabst, 2005).

A pesar de los avances sobre la generacion de ICD, atn existen multiples
problemas experimentales que deben mejorarse para el desarrollo de un correcto

protocolo de vacunacion (Binsfeld et al., 2014; Tatsuno et al., 2021).

Ante los resultados de este trabajo, se aprecia la complejidad que presenta el
mieloma multiple, tanto en alteraciones genéticas, comportamiento ante diferentes
tratamientos o mecanismos de supervivencia. Para poder proporcionar un tratamiento

eficaz al paciente se requiere de un mayor estudio de todos los aspectos que rodean el
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comportamiento celular, incluido el microambiente tumoral, asi como un analisis de las

proteinas de la familia BCL-2 que predominen.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

10.

Ixazomib induce muerte por apoptosis en las lineas de mieloma multiple establecidas
NCI-H929, MM.1S, OPM-2, RPMI8226 y U266. Ademas, dicha apoptosis se realiza
por via intrinseca a través de la activacion de caspasas, cuya activacion se ve reducida
en presencia de Z-VAD-fmk.

A dosis bajas, ixazomib genera un aumento de la actividad del proteasoma en la linea
OPM-2.

Ixazomib no presenta efecto en células resistentes a bortezomib debido a que la
naturaleza de los compuestos es muy similar. En cambio, carfilzomib si es capaz de
superar la resistencia a bortezomib.

Ixazomib aumenta la expresion de las proteinas pro-apoptoticas NOXA, BIM y
PUMA, y segun la linea, la expresion de MCL-1, BCL-2 o BCL-X¢. Dicho aumento
se ve reducido en presencia de un inhibidor de caspasas.

El déficit de BIM proporciona proteccion ante el efecto citotoxico de ixazomib en
lineas de mieloma multiple NCI-H929, MM-1S, OPM-2, RPMI8226 y U266.

La ausencia de BAK y BAX protege parcialmente a las células de mieloma frente al
efecto citotoxico de ixazomib. Ante la ausencia de dichas proteinas y el bloqueo de
la via intrinseca, ixazomib es capaz de activar la via extrinseca de la apoptosis como
consecuencia del tratamiento mediante la activacion de los receptores de muerte
(DR4 o DRY) por la acumulacién de proteinas mal plegadas.

La sobreexpresion de BCL-X1. o MCL-1 reduce considerablemente el efecto toxico
de ixazomib.

La inhibicién de la autofagia potencia la accién de ixazomib principalmente cuando
se inhibe el flujo autofagosdémico con la adicion de cloroquina mas que con fairmacos
que inhiben la AAA ATPasa p97.

La combinacion de ABT-199 e ixazomib presenta cierta sinergia en las células
MM.1S y U266, mientras que la combinacion de S63845 e ixazomib es efectiva en
MM.1S, RPMI8226 y U266. Por ultimo, la combinacion de A-1155463 e ixazomib
tiene buenos resultados en las lineas NCI-H929, MM.1S, OPM-2, RPMI8226 y
U266.

El tratamiento de las células de mieloma con S63845 implica una acumulacion de la

proteina MCL-1, ademas de un aumento de PUMA.
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. La combinacion de ABT-199, A-1155463 e ixazomib presenta sinergia en las lineas

MM.1S y U266.

La combinacion de ABT-199, S63845 e ixazomib presenta principalmente sinergia
en la linea U266 y NCI-H929, mientras que en el resto de lineas se observa un efecto
aditivo. Esta combinacion disminuye la expresion tanto de las proteinas anti-
apoptoticas (sobre todo MCL-1) como pro-apoptdticas.

La combinacion de A-1155463, S63845 e ixazomib presenta sinergia en todas las
lineas de MM establecidas estudiadas in vitro. Esta combinacion implica el aumento
de la expresion de las proteinas BIM y NOXA, y disminuye la expresion de MCL-1,
BCL-2 y PUMA.

La ausencia de BIM tiene diferente repercusion en la muerte causada por las
combinaciones de ixazomib y miméticos BH3, dependiendo de la linea celular y de
los compuestos.

Los miméticos BH3 no aumentan el efecto de ixazomib sobre la exposicion de la
calreticulina.

La ausencia de BAX y BAK dificulta la traslocacion de CRT a nivel basal y sobre
todo ante la accion de la cloroquina.

Los resultados obtenidos en las lineas in vitro muestran resultados positivos sobre la
combinacion A-1155463 e ixazomib, mientras que en las muestras ex vivo de
pacientes de MM los mejores resultados son con ixazomib y ABT-199 o S63845.

El tratamiento con ixazomib y miméticos BH3 solos o0 en combinacion no disminuye
el desarrollo tumoral, en general, en modelos in vivo en las condiciones empleadas
en este trabajo.

Una vacunacioén previa con células tratadas con inhibidores de proteasoma de
segunda generacion (carfilzomib o ixazomib) y Z-VAD-fmk no resulta en un
beneficio significativo, ni en supervivencia, ni activando al sistema inmunitario
previamente para combatir el desarrollo del mieloma multiple en un modelo murino

de mieloma.
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