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RESUMEN

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia de células B en la que las células
plasméticas malignas proliferan de manera anormal y se acumulan en la médula dsea.
Estas células tumorales pueden presentar una gran variedad de alteraciones
citogenéticas, la mayoria de las cuales afectan a los genes de las inmunoglobulinas, de

forma que su produccién se ve aumentada.

Dada la gran cantidad de inmunoglobulinas que se acumulan en las células de
MM, éstas sufren un elevado estrés intracelular que debe ser mitigado mediante la
degradacion de las proteinas acumuladas. La degradacién se realiza principalmente

mediante el proteasoma, un complejo multiprotéico que se encuentra en el citoplasma.

A pesar de los diversos tratamientos que existen, el MM sigue siendo
actualmente una patologia incurable a menos que se realice un transplante alogénico.
Debido a ello se siguen buscando nuevos farmacos dirigidos a dianas moleculares
definidas. Una de estas dianas ha sido el proteasoma, ya que el exceso de proteinas sin
degradar puede inducir la muerte por apoptosis. Recientemente se ha propuesto que la
inhibicion de la quinasa mTOR, principal responsable de la supervivencia celular,

aumenta los niveles del proteasoma.

En este trabajo se ha analizado si los inhibidores de mTOR reducen la eficacia
del tratamiento con inhibidores del proteasoma debido al incremento en los niveles de
proteasomas. Para ello, se ha analizado el efecto de la combinacion de inhibidores del
proteasoma con inhibidores de mTOR o de la quinasa apical de la ruta, PI3K, sobre su
capacidad de inducir apoptosis en células de mieloma multiple humano. Se ha estudiado
ademas su efecto sobre la modulacion de los niveles y la actividad de los proteasomas,
asi como de sus principales subunidades cataliticas.

Los resultados obtenidos no han demostrado un aumento ni en la cantidad ni en
la actividad de los proteasomas en las células tratadas con ambos tipos de inhibidores,
aunque indican que los inhibidores de mTOR podrian también inhibir parcialmente la
actividad del proteasoma. La disminucion de la apoptosis inducida por los inhibidores
del proteasoma en presencia de los inhibidores de mTOR se correlaciona con un menor
aumento en la expresion de la proteina solo-BH3 Noxa, principal reguladora de la
apoptosis inducida por estos farmacos.
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ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasia characterized by the proliferation
and accumulation of malignant plasma cells in the bone marrow. These tumoral cells are
associated with several cytogenetic alterations, most of which involve immunoglobulin
genes and result in an increased production of these proteins. The abnormal accumulation
of immunoglobulins in MM cells results in intracellular stress. Stress can be alleviated by
elimination of the accumulated immunoglobulins. The main protein degradation

mechanism is the proteasome, a multiprotein complex located in the cytoplasm.

In spite of improvements in treatments, multiple myeloma is still lethal unless
allogeneic transplantation. Inhibition of proteasome functionality results in enhanced
protein accumulation which in turn leads to the onset of apoptosis, as a result from the
increased intracellular stress. Therefore the proteasome has been proposed as a new
pharmacological target for treating this disease.

Attempts have been made now to combine proteasome inhibitors with drugs
targeting other proteins. mTOR inhibitors which targets the PI3K/Akt/mTOR pathway,
main responsible for regulation of MM cell survival seems to be a suitable target.
However, preliminary work from our lab indicates that the combined inhibition was less
efficient in triggering cell death than administration of proteasome inhibitors alone.
Recently, mTOR inhibition has been linked to up-regulation of the proteasome.

In this project we intended to analyze whether the reduced efficiency of combined
treatments with proteasome and mTOR inhibitors was due to the up-regulation of
proteasome levels or activity, induced upon mTOR inhibition. Therefore, the effect of
proteasome inhibitors, alone and in combination with mTOR and PI3K inhibitors, on cell
death in human myeloma cells was analysed. In all cases, the amount and activity of
proteasomes and their main catalytic subunits were also analysed.

Our results show no increase in the studied parameters between the differently
treated cells, although they show an effect of partial inhibition of proteasome activity by
MTOR inhibitors. This improductive inhibition will hamper the apoptosis-inducing
ability of carfilzomib and bortezomib. The apoptosis inhibition in presence of mTOR
inhibitors agrees with lower increase of Noxa BH3-only protein, the main regulator of
apoptosis induced by these drugs.
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1. Introduccién
1.1. Mieloma multiple
1.1.1. Caracteristicas generales

El mieloma multiple (MM) es un tipo de cancer hematoldgico, en concreto una
neoplasia de células B [1]-[3]. Se caracteriza por la expansion clonal y la acumulacion
latente de células plasméticas malignas secretoras con un bajo indice proliferativo y un
ciclo de vida extenso [1], [2].

Dichas células B se acumulan inicialmente en la médula 6sea causando anemia,
trombocitopenia y neutropenia; y posteriormente destruccion del hueso, produciendo
potencialmente dolor, hipercalcemia y paralisis [4]. Otras manifestaciones clinicas
pueden ser pancitopenia, hiperproteinemia e inmunodeficiencia [1], [3].

Una caracteristica de las células B plasmaticas malignas es que, en la mayoria de
los casos, producen de forma continua y elevada una inmunoglobulina (lg) concreta [3],
[5]. Esa proteina monoclonal caracteristica puede provocar a su vez dafios en érganos
(por ejemplo disfuncién renal) debido a su paso o deposicién en ellos o por desarrollar
actividad como auto-anticuerpo [5].

En cuanto a su incidencia, el MM es el segundo cancer hematolégico mas
comun tras el linfoma no-Hodgkin [4], y supone alrededor de 1% de todos los tumores y
el 10% de las neoplasias hematoldgicas. Su incidencia esta condicionada por la edad, el
sexo y la raza [6].

1.1.2. Patogénesis

Aunque el proceso de patogénesis no se conoce aun por completo, gracias a la
continua investigacion se sabe que una caracteristica comun a los MM es la presencia de
alteraciones citogenéticas. La mayoria de los MM presenta un cariotipo anormal con

alteraciones en el nimero o la estructura de los cromosomas [1].

En el MM se suelen producir reordenamientos de los cromosomas que implican
a los segmentos que codifican los genes de las Ig, de ahi que se altere su produccion [1].
De hecho, en el MM la alteracion cromosémica mas comudn afecta al locus 14932, en el
que se localiza la cadena pesada de las I1g [1], [3], [7].
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Dicho segmento suele estar implicado en translocaciones, siendo las tres
principales t(4;14)(p16;932); t(11;14)(q13;32) y t(14;16)(932;923) [3], [7]. La primera
de ellas afecta al receptor 3 del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGFR3), el
cual se ve desregulado [7]. La segunda de ellas, que corresponde a casi un 25% de las
translocaciones, afecta a la ciclina D1, que regula la entrada en el ciclo celular que
también se ve por ello alterado [1], [7]. Por Gltimo, la tercera de ellas, que ocurre en un
25% de los mielomas, afecta al oncogen c-maf y resulta en su sobreexpresion [7].

Maf (codificado por c-maf) es un factor de transcripcion implicado en procesos
de proliferacion y diferenciacion en respuesta a la interleuquina 6 (IL-6) [7], de la cual
dependen la mayoria de los MM para su crecimiento y supervivencia [1], [2], [8]. Eso se
debe a que IL-6 es el principal factor de crecimiento para los mielomas [2].

Ademas de las translocaciones indicadas, en el MM hay una gran variedad de
otras posibles anormalidades cariotipicas, incluyendo por ejemplo la pérdida de un alelo
del cromosoma 14, reordenamientos de los cromosomas 8, 16 y 21, y translocaciones
del cromosoma 3 al 6 [7].

Otras proteinas que pueden tener su expresion o funcién alterada en algunos
MM son Bcl-2 y Bel-xL, proteinas antiapoptéticas de la membrana mitocondrial externa
encargadas de la supervivencia celular, que se sobreexpresan en algunos MM como en
la linea U266 [2], [9]; y Stat3, que activa la transcripcion de genes en respuesta a IL-6 y
se encuentra activado constitutivamente en la linea U266 de MM [2].

1.1.3. Tratamiento

Pese a que actualmente existen numerosos tratamientos del MM, ninguno de
ellos suele curar la enfermedad (frenan la progresion, mejoran la calidad de vida, etc.).
La enfermedad es progresiva y letal a menos que se realice un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos de un donante compatible [1], [6]. La razdn es que debido
a la inestabilidad genética de este tipo de cancer aparece resistencia a la mayoria de
farmacos existentes, con lo que la supervivencia media tras el diagndstico es de 5-7

afios [4].

En las décadas de 1970 y 1980, el MM se trataba con vincristina, adriamicina
(doxorrubicina) y dexametasona (VAD), consiguiendose una respuesta entre el 50 y
60% de los casos [7]. Actualmente, aunque ain se utilizan farmacos quimioterapicos

4
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clasicos, tales como el melfalan (un agente alquilante), la prednisona (un
glucocorticoide anti-inflamatorio que induce la expresion de genes apoptéticos) [10], y
la vincristina (un alcaloide que impide la adicion de tubulina a los microtubulos,
deteniendo la mitosis), se combinan con nuevos tratamientos basados en farmacos

dirigidos, como los inhibidores del proteasoma y los inmunomoduladores [6].

Los inmunomoduladores (IMiDs, derivados de la talidomida como la
lenalidomida, pomalidomida), poseen propiedades antiangiogénicas, anti-inflamatorias
y antiproliferativas, disminuyen la produccion de citoquinas implicadas en la
supervivencia y estimulan el sistema inmune (células T y células NK) [11]. Los
inhibidores del proteasoma se detallaran mas adelante.

1.1.4 Lineas celulares de MM humanos y su importancia

Las lineas celulares de MM han sido dificiles de establecer en cultivo continuo
[1]. La mayoria se derivaron de muestras obtenidas en recaidas o fases terminales de la
enfermedad [1]. Las lineas de MM suelen crecer en suspension, principalmente como
células sueltas (aunque a veces en pequefios grupos), y rara vez se adhieren al frasco de
cultivo [1].

Las lineas de MM presentan morfologia redondeada con ndcleos excéntricos,
nucleolos prominentes, un citoplasma con vacuolas, abundantes mitocondrias y un

reticulo endoplasmico (RE) y un aparato de Golgi bien desarrollado [1], [7].

Al ser células B maduras, suelen tener tiempos de duplicacion més largos (~54h)
que otros tipos de células hematopoyéticas. Su densidad maxima de crecimiento
también suele ser baja [1].

Debido a la capacidad de este tumor para adquirir resistencia a los tratamientos,
se han desarrollado nuevas lineas y sublineas de MM para tratar de estudiar la accién y
resistencia de los farmacos, la proliferacibn y muerte celular [7]. Aunque son
importantes como sistemas modelo para el desarrollo de nuevas terapias e identificacién
de nuevas dianas moleculares [7], es necesario tener precaucion a la hora de obtener

conclusiones solo a partir de estos modelos [1].
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1.2. Posibles dianas moleculares
1.2.1. Ruta PI3K/Akt/mTOR

La ruta PISK/Akt/mTOR regula numerosas actividades celulares como la
transcripcion y traduccién de componentes celulares esenciales para el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y supervivencia [12]. También esta implicada en
la regulacion del metabolismo, migracién e invasion celular, angiogénesis y actividad

del sistema inmunitario [12].

Ademas, interviene en procesos de sefializacion cruzada junto con otras rutas de
transduccién de sefial [12]. Las principales proteinas de esta ruta son a las que debe su

nombre:

- Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, de sus siglas en inglés: phosphoinositide
3-kinase) [12].

- Proteina quinasa Akt (es una serina/treonina quinasa, también conocida
como PKB, de sus siglas en inglés: protein kinase B) [12].

- Quinasa mTOR (una serina/treonina quinasa cuyo nombre esta basado en su

denominacion inglesa: mammalian target of rapamycin) [12].

Las células tumorales presentan frecuentemente alteraciones en esta ruta [13], y
numerosas investigaciones indican que esta cascada de sefializacion es quiza la ruta mas
frecuentemente sobreactivada en canceres humanos e implicada en su generacion y
progresion [12]. Por todo ello las principales proteinas reguladoras de esta ruta son
dianas terapéuticas de gran interés y se han desarrollado pequefias moléculas
inhibidoras de estas proteinas.

1.2.1.1. PISK

Las proteinas PI3K son quinasas lipidicas, lo cual les permite ser reclutadas a la
membrana citoplasmatica y asociarse con su cara interna [14]. Estan expresadas de
forma habitual en las células y funcionan como transductores de sefiales de los
receptores de superficie de factores de crecimiento hacia el interior de las células y
como reguladores de las funciones celulares anteriormente comentadas [13]. Su accién
se lleva a cabo mediante la fosforilacion de diversos tipos de fosfatidil inositol en la
posicion 3 del anillo de inositol. Esto lleva a su vez a la activacién de efectores
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posteriores (como Akt, por ejemplo) a través de su unién a fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (P1P3, de su nombre en inglés: phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate) [12].

La familia de la PI3K consta de 8 isoenzimas organizadas en 3 clases (I-111),
segun su homologia de secuencia [12], [13]. Las de tipo Il son mondmeros, carecen de
subunidades reguladoras, y su papel aun no estd del todo claro. Las de tipo Ill son
heterodimeros formados por una subunidad reguladora (p150) y una subunidad
catalitica (Vps34) y estan implicadas en la autofagia y el trafico endocitico [12].

Las de tipo | son las mejor conocidas. Son heterodimeros formados por una
subunidad catalitica y otra reguladora. Segun su conexion con las subunidades
reguladoras y su mecanismo de activacién, se pueden clasificar en las subfamilias 1A y
IB [12]. Las de clase IA pueden ser activadas por receptores tirosina quinasa (RTK, de
sus siglas en inglés receptor tyrosine kinase), mientras que las de IB son
exclusivamente activadas por receptores asociados a proteinas G [12].

En las células humanas hay tres subunidades cataliticas de clase IA distintas:
p110a, pl10B y pl10d, codificadas por los genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD

respectivamente. En cambio so6lo hay una subunidad catalitica de clase IB: p110y,
codificada por el gen PIK3CG [12]-[14].

Las proteinas PI3Ka y PI3KB (denominadas asi segin su subunidad catalitica)
estan expresadas ubicuamente y estan implicadas en la regulacion de procesos como la
homeostasis de la glucosa, la sefializacion de la insulina, etc. Por su parte, la PI3KS y
PI3Ky se expresan en leucocitos y tienen un papel en la respuesta inmune y en la
inflamacion [13], [14].

La desregulacion de la ruta de sefializacion de PI3K esta implicada en varios
canceres humanos. Dicha desregulacion puede producirse por la inactivacion del gen
supresor de tumores PTEN (que revierte las fosforilaciones de la PI3K), la
amplificacidn o sobreexpresion o mutaciones activadoras de algunos RTK (por ejemplo
EGFR), y la amplificacion de regiones genémicas que contienen los genes de Akt o
PIK3CA. Ademas, PIK3CA puede estar mutado somaticamente, lo cual ocurre con
bastante frecuencia en algunos canceres [13], [14].

La mayoria de las mutaciones conocidas que afectan a la p110a, la activan
constitutivamente. EI 80% de las mutaciones en PIK3CA lo constituyen 3 mutaciones

7
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distintas, cuyo efecto es la ganancia de funcién de la PI3K manifestado como
incremento de la actividad quinasa lipidica, activacion de Akt independiente de factores
de crecimiento, transformacion celular y generacion de tumores [13]. Estos hechos
sugieren que la PI3Ko podria ser una buena diana para el desarrollo de farmacos [13],
[14].

1.2.1.2. Inhibidores de PI3K: BYL-719

El farmaco BYL-719 (también conocido como Alpelisib) es un inhibidor
selectivo de la PI3Ka, desarrollado a partir de la estructura de la molécula de
2-aminotiazol [13], [14]. Su disefio y optimizacion se realizd de manera racional, por
modelizacion de sus interacciones con el bolsillo de ATP del dominio quinasa [14]. Su

estructura quimica se puede observar en la Figura 1.

Su alta selectividad se debe a un residuo
(Q859) presente en la isoforma o que no se
encuentra conservado en la familia [14]. Ademas
tiene una alta capacidad inhibidora, siendo igual de
potente contra la proteina wild type que contra la

rotein n mutacion mati 13]. Entr6 en . _
proteina co utaciones somaticas [13] ¢ Figura 1. Estructura quimica de
ensayos clinicos en 2010, en los que se ha BYL-719, tomada de [14].
constatado  una  eficacia  dosis-dependiente

significativa en modelos asi como un buen perfil

farmacocinético [13], [14].
1.2.1.3. mTOR

La proteina mTOR es una serina/treonina quinasa citosélica que puede unirse a
otras dos proteinas diferentes para formar dos complejos funcionales distintos. Por un
lado se une a Raptor, una proteina asociada reguladora con la que forma el complejo 1
de mTOR (mTORC1); y por el otro a Rictor, con la que forma el complejo 2 de mTOR
(mTORC2) [12].

MTORCL es un regulador posterior de la ruta activada por Akt. Este complejo es
susceptible a la inhibicién por rapamicina (inhibidor alostérico) [12]. mTORC1 estimula
el crecimiento y la proliferacion celular por el incremento del inicio de la traduccion

dependiente de Cap, modula la sintesis de proteinas a través de la fosforilacion de al

8
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menos dos dianas (4E-BP1 y S6K1), y promueve la supervivencia a través del control
de la traduccion del mMRNA de Mcl-1 [12]. mTORC1 también interviene en el control de

la iniciacion de la autofagia [15], [16].

MTORC2, en cambio, es un regulador anterior de Akt [12]. mTORC2 fosforila a
Akt, SGK1 y PKC para producir sus correspondientes efectos subsiguientes. Sin
embargo los reguladores anteriores de mTORC2 se desconocen [12].

La proteina mTOR se descubri6 en la década de 1990 al investigar el mecanismo
de accion de la rapamicina, un antibiotico del tipo macroélido producido por el
microorganismo Streptomyces hygroscopicus [12]. EI nombre de esta proteina se debe a
su identificacion como la diana molecular de la rapamicina. Sin embargo, la rapamicina
actla indirectamente como inhibidor alostérico de mTOR via Raptor y no inhibe a
mTORC2 [12].

Debido al potencial terapéutico de la rapamicina, fue evaluada como agente
terapéutico contra varios canceres. Sin embargo, la rapamicina no inhibia a mTORC2
que contiene el adaptador Rictor en vez de Raptor [12]. Por ello se han desarrollado con
posterioridad inhibidores enzimaticos directos de mTOR [12].

1.2.1.4. Inhibidores de mMTORC1 y mTORC2: OSI-027 y PP-242

OSI1-027 'y PP-242 (también conocido como torkinib) son inhibidores
competitivos (compiten con el co-factor ATP de la enzima) de mTOR. Por lo tanto, a
diferencia de la rapamicina y sus analogos, inhiben cataliticamente a los dos complejos
proteicos que forma mTOR: mTORC1 y mTORC2 [12], [17].

Ambos inhibidores tienen una gran selectividad por mTOR respecto a otras
quinasas relacionadas de la ruta de la PI3K (OSI-027 mas de 100 veces, y PP-242 entre
10 y 100 veces mayor selectividad) [15]. Ambos inhiben la activacién de Akt, aunque
no de la misma forma. La inhibicion de mTOR por OSI-027 resulta en la pérdida de
fosforilacién en los dos residuos de activacién de Akt (T308 y S473), mientras que la
inhibicion por PP-242 causa sélo la pérdida de fosforilacién en S473, a menos que se
utilicen concentraciones altas [15], [18].

Estos dos inhibidores tienen mayor eficacia que la rapamicina, asi como claros

efectos antiproliferativos. También inducen autofagia (ya que mTOR es un regulador
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negativo de dicho proceso), y ademas pueden inducir la muerte celular [15], [18]. El
inhibidor OSI-027 inhibe la expresién de la ciclina D1 [15], y PP-242 es mas efectivo
que la rapamicina inhibiendo la traduccion dependiente de Cap [18]. Otro punto de
accion de OSI-027 y PP-242 es la inhibicién de la fosforilacién de los sustratos de
mTORC1, 4E-BP1 y S6K1[15], [18]. La estructura de ambos inhibidores se puede
consultar en la Figura 2.
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Figura 2. A) Estructura quimica de OSI-027. Imagen tomada de [15]. B) Estructura quimica de PP-242.

Imagen tomada de [18].

1.2.2. Proteasoma
1.2.2.1. Caracteristicas generales

Con el paso del tiempo, las células acumulan proteinas oxidadas y/o proteinas
recién sintetizadas que no llegan a alcanzar su conformacion nativa o su localizacion
adecuada y deben ser eliminadas. La degradacién de esas proteinas asi como de aquellas
con una vida media corta y/o que ya han cumplido su funcion tiene lugar mediante un

proceso selectivo en un compartimento aislado [19].

El principal sistema de degradacion de proteinas en las células es el proteasoma,
un complejo multiprotéico que se encuentra en el citoplasma. En los organismos
eucariotas existen diferentes configuraciones de complejos de proteasoma. Todos los
complejos tienen una particula central (proteasoma 20S, denominado asi por su
coeficiente de sedimentacion), pero difieren en el nimero de particulas reguladoras
asociadas (proteasoma 19S). Aunque tengan una o dos particulas reguladoras, ambas
isoformas capaces de degradar las proteinas se suelen denominar como proteasoma 26S
[19], [20]. En los mamiferos ademéds de esa forma estandar, existe el
inmunoproteasoma. Esta otra forma se diferencia en unas pocas subunidades y se

encarga de generar péptidos para la presentacién de antigenos [19], [21].
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Se estima que el 80-90% de las proteinas intracelulares son degradadas en él,
en pequefos péptidos (3-25 residuos) [19], [20]. En este caso, el compartimento aislado
es la cavidad proteolitica de su particula central, que tiene varios centros peptidasa
responsables de la hidrolisis. La seleccion de sustratos de proteolisis esta asegurado por
el hecho de que el acceso al proteasoma 20S esta restringido y sélo las proteinas que
tienen una “etiqueta” especial pueden entrar [19]. La poli-ubiquitina juega este papel de
etiqueta de degradacion (cadenas ramificadas en el residuo Lys48) [19], [20].

Este proceso de degradacion es el considerado como candnico y se conoce como
degradacion proteica dependiente de ubiquitina [19]. Aparte de este mecanismo hay
evidencias de que existen otros dos no canonicos: una forma de degradacion
independiente de ubiquitina, y otra que podria modular la funcién de las proteinas

procesadas [19].
1.2.2.2. Estructura y subunidades

El proteasoma 20S o particula central, de unos 700 kDa, consiste en 28
subunidades. En eucariotas se compone de dos copias de 7 subunidades a diferentes
(al-a7) y dos copias de 7 subunidades B diferentes (B1-p7) [19], [20]. La principal
diferencia entre las subunidades o y B es una a-hélice adicional en el extremo amino-

terminal (N-terminal) de las subunidades o [19].

Las subunidades o y p forman cada una de ellas dos anillos de 7 miembros
(heptameros) que se apilan uno sobre otro para dar una particula con forma de barril.
Los anillos externos contienen Unicamente subunidades a, y los internos 3, con una

configuracion final a7p7B7a7, tal y como se puede ver en la Figura 3 [19], [20].

Es resefiable que la posicion individual de cada subunidad en la estructura final
del proteasoma maduro esté perfectamente definida a través de un complejo mecanismo
de ensamblaje [19], [22], [23]. De hecho, el inmunoproteasoma, cuyo ensamblaje se
produce tras la estimulacion con el interferon y (IFN-y), consta de tres subunidades
alternativas diferentes. Esas tres subunidades, Bli, B2i y B5i, se colocan en la posicion
en la que se encontrarian sus equivalentes g1, B2 y g5 [19], [21].

Las subunidades B son las subunidades cataliticas, de manera que los centros
activos se encuentran en la cavidad formada por ambos anillos B de cara al interior [19].

El proteasoma esta asignado a la clase de hidrolasas NTN (de su nombre en inglés,

11
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N-terminal nucleophilic hydrolases). La treonina N-terminal de las subunidades B es
esencial para la catdlisis. En eucariotas, tres de las siete subunidades B tienen centros
cataliticos treonina-proteasa con especificidad por diversos sustratos. La Bl tiene
actividad similar a caspasa, la B2 tiene actividad similar a tripsina, mientras que la g5
tiene actividad similar a quimotripsina [19].

A pesar de esos tres tipos principales de centro catalitico, hay otros dos
descritos. Uno para hidrolizar el enlace peptidico tras un aminoacido ramificado, y otro
para hidrolizar el enlace peptidico tras pequefios aminoacidos neutros [19].

Las subunidades o en cambio son responsables de que el sustrato pueda acceder
a través del espacio formado por los anillos a [19]. Normalmente los anillos a se
encuentran en una conformacion cerrada [20]. En eucariotas, s6lo se abren durante la
activacion del proteasoma [19]. ElI modelo de apertura se basa en reajustes
conformacionales de las regiones N-terminales de las subunidades a. Dichos cambios de
conformacion pueden ocurrir por interaccion con las particulas reguladoras (proteasoma
19S), por interaccion con el sustrato, y por tratamiento con bajas concentraciones de
SDS [19].

El proteasoma 19S o particula reguladora, de unos 900 kDa consiste en al menos
17 subunidades repartidas en dos subcomplejos (la base y la tapa), tal y como se puede
ver en la Figura 3 [19], [20]. La base consta de 6 subunidades ATPasas homologas,
denominadas Rpt, y 4 subunidades reguladoras no ATPasa, denominadas Rpn [20]. El
resto de subunidades (Rpn) constituyen la tapa [19], [20]. A diferencia del proteasoma
20S, el ensamblaje del proteasoma 19S no estd completamente elucidado [22], [23].

Los 6 miembros Rpt de la base de la particula reguladora estan adyacentes al
anillo a de la particula central. Son responsables de la hidrélisis de ATP necesaria para
inducir el cambio conformacional de las subunidades a, asi como para la unién y
despliegue del sustrato y su translocacion a la cavidad del centro activo [19], [20]. En
cuanto a los miembros Rpn, unas reconocen y unen la cadena poli-ubiquitina y otras
liberan las unidades de ubiquitina de las cadenas de la proteina diana antes de que sean
degradadas [19], [20].

Como ya se ha comentado, el proteasoma 19S puede acoplarse al 20S tanto por
uno como por ambos extremos, formando el proteasoma 26S. Hay dos teorias acerca de
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su posible ensamblaje: el proteasoma 19S se ensambla por separado mediante
subunidades individuales y una vez formado se une al 20S; o el proteasoma 19S es
ensamblado sobre el propio 20S. Ultimamente hay varias evidencias que apuntan a la
segunda posibilidad, en la que la base del proteasoma 19S se formaria sobre el anillo a
del 20S, y luego se colocaria la tapa formada aparte [19].

Al igual que el proteasoma 19S puede unirse al 20S por uno 0 ambos extremos,
también puede haber proteasoma 20S sin 19S. En mamiferos el ratio de 19S es menor
que de 20S, por lo que las células contienen una cantidad significativa de 20S libre (con
actividad latente, los sustratos no pueden acceder al centro catalitico) [19].

A)

Proteasoma

198
| Proteasoma | Proteasoma
208 268

| Proteasoma
198

Figura 3. Estructura y subunidades del proteasoma. 3A) Componentes por separado. Se puede apreciar
la forma de barril de la particula central. 3B) Proteasoma completo con las distintas particulas
indicadas. En ambos casos aparecen representadas en rojo las subunidades a, en azul las subunidades f3,

en marrén las subunidades de la base, y en verde las subunidades de la tapa. Imagen adaptada de [22].

1.2.2.3. Relacion con el cancer

La degradacion dependiente de ubiquitina es un proceso regulador clave en
muchas rutas moleculares. El proteasoma no sélo elimina proteinas anormales que estén
mal plegadas, desplegadas, envejecidas o dafiadas por oxidacion, sino que también
regula la vida media de proteinas de vida corta tales como las ciclinas y reguladores de
la transcripcion. El papel del proteasoma en la degradacion de proteinas de oncogenes,
proteinas supresoras de tumores, factores de transcripcion y moléculas sefializadoras

hace que su funcion sea de enorme importancia en estudios moleculares del cancer [4].

Algunos ejemplos de proteinas degradadas por el proteasoma e implicadas en la
carcinogénesis son: ciclinas e inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (Cdki)
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(regulacion del ciclo celular); AIF (apoptosis independiente de caspasas); Bcl-2, Bax,
Bik , tBid (apoptosis); p53 (supresor de tumores); pl4 y pl6 (supresores de tumores);
c-Jun, c-Fos y NF«kB (factores de transcripcion), etc...[4].

En particular, la progresion del ciclo celular esté regulada por el proteasoma en
las transiciones G1/S y G2/M ya que los Cdki p21 y p27 son degradados por el
proteasoma. La inhibicion del proteasoma estabiliza a los inhibidores deteniendo la
proliferacién celular e induciendo, eventualmente, apoptosis como el caso del MM [4].

Ademas, muchos estudios han mostrado que, en relacion a los altos niveles de
estrés oxidativo de las células tumorales, éstas tienen mayores niveles de proteasoma
comparados con sus equivalentes normales. Esas diferencias en la cantidad y actividad
de proteasoma entre células normales y cancerosas sugieren que el proteasoma podria

ser una prometedora diana para la terapia del cancer [4].

Ya que el proteasoma estd implicado en muchas rutas importantes para el
desarrollo, progreso, y metastasis del cancer, se estan evaluando varios inhibidores del
proteasoma en estudios pre-clinicos y ensayos clinicos para distintos tipos de cancer [4].

1.2.2.4. Inhibidores del proteasoma
1.2.2.4.1. Bortezomib

Bortezomib (Velcade®), un dipéptido del acido borénico, es un inhibidor
reversible selectivo del proteasoma 20S [24]. En condiciones fisiolégicas inhibe
preferentemente el sitio activo de la subunidad B5, y con algo menos de afinidad el de la
subunidad B1. Sobre la subunidad B2 apenas tiene efecto [25].

Fue el primer inhibidor del proteasoma J
aprobado por la FDA (Food and Drug ~ ==, o) I oo
Administration) como tratamiento para el MM, LNuﬁrNH - LNH ~g~ oM
en el afio 2003 [4], [24]. Su estructura quimica . {|)H

se recoge en la Figura 4. El bortezomib tenia

efectos antitumorales directos y también
Figura 4. Estructura quimica de

aumentaba la sensibilidad a la radioterapia [4]. | . . Imagen tomada de [24]

Ademas al combinarlo con agentes quimoterapicos

estandar incrementaba la apoptosis del tumor y disminuia su proliferacion.
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Sin embargo, pese a ser muy selectivo y tener una buena respuesta terapéutica,
con el tiempo se desarrollaba resistencia al tratamiento. Las células adaptadas
resistentes a bortezomib presentan tasas de transcripcion incrementadas, actividades
enzimaticas aumentadas, y niveles mas altos de las subunidades 5, y de las 2 también.
La sobreexpresion de la subunidad 5 es el mecanismo de resistencia a bortezomib mas
importante [24], [26], [27].

En cuanto a los efectos adversos, el bortezomib puede producir algo de fiebre,
fatiga, trombocitopenia, diarrea, anemia, y alguno mas grave como neuropatia periférica
[24]. Debido a los efectos adversos del bortezomib y la adquisicion de resistencia se han
desarrollado inhibidores del proteasoma de segunda generacién. Uno de ellos es el

carfilzomib.

1.2.2.4.2. Carfilzomib

PN B
Carfilzomib (PR-171), una epoxicetona P /TLNHJ’\ . ﬂ\ J /O
peptidica (cuya estructura se puede observar o ﬂ/ If = T
en la Figura 5), es un inhibidor irreversible de /’,;,L\ “\::,,,_
alta especificidad del proteasoma 20S [24], ‘c::;/u

[28]. El carfilzomib inhibe preferentemente la
Figura 5. Estructura quimica de

subunidad B5 del proteasoma y la 51 del carfilzomib. Imagen tomada de [24].

inmunoproteasoma. Su efecto sobre la actividad
quimotripsina (B5) es similar al del bortezomib, pero tiene menor potencia sobre las
actividades caspasa (1) y tripsina (B2) [24].

El carfilzomib fue aprobado de manera acelerada por la FDA en 2012 para el
tratamiento de pacientes con MM en los que hubieran fracasado otras terapias [24],
[28]. El carfilzomib inhibe la proliferacion e induce apoptosis en las células de MM, y a
diferencia del bortezomib, no afecta a las células mononucleares de sangre periférica
[24]. Ha mostrado mayor eficacia que bortezomib y actividad en pacientes resistentes a
bortezomib [24], [28].

Los efectos secundarios mas comunes que produce son nauseas, diarrea, fatiga,
similares a los del bortezomib. Sin embargo, el carfilzomib tiene la ventaja de no

producir neuropatia periférica [24].
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1.3. Respuesta a proteinas desplegadas

El procesamiento y plegamiento de proteinas tiene lugar en eucariotas en el
reticulo endoplasmatico (RE), gracias a la combinacién de proteinas como las
chaperonas, y lectinas [29]. La capacidad y funcionalidad del RE puede verse
comprometida por distintos factores, lo que lleva a la acumulacién de proteinas dafiadas,
mal plegadas, que causan estrés en el RE [29].

En esas circunstancias, las proteinas implicadas se degradan para mantener la
homeostasis celular. Para ello, se retrotranslocan al citoplasma para poder ser
procesadas por el proteasoma en el sistema dependiente de ubiquitina [29]. Sin
embargo, si la acumulacién continua y persiste el estrés del RE se induce la respuesta a
proteinas desplegadas o UPR (de sus siglas en inglés: Unfolded Protein Response) [29].

La UPR es un complejo mecanismo de sefializacion que trata de mitigar el estrés
y restablecer la homeostasis del plegamiento a través de su fase de adaptacion. En ella
se detiene la sintesis general de proteinas e induce la expresion selectiva de chaperonas
[29], [30]. Simultdneamente se incrementa la translocacion al citoplasma de las
proteinas para ser degradadas por el proteasoma [29], [30].

Si la UPR se prolonga en el tiempo, se pasa a la fase de alarma en la que se
desbloquea la traduccion y se regula negativamente la expresion y actividad de factores
pro-supervivencia como la proteina Bcl-2. En ultima instancia, si la UPR falla en su
propdsito debido a un exceso de estrés, irreparable o prolongado, las células afectadas
inician mecanismos de autofagia y apoptosis [29], [30].

Las terapias que utilizan inhibidores del proteasoma buscan impedir la
degradacion de las proteinas acumuladas e inducir la apoptosis a través del estrés del RE
y la UPR.

1.4. Autofagia

La autofagia es una ruta celular conservada evolutivamente en la que proteinas,
macromoléculas y organulos presentes en el citoplasma son degradados para reciclar sus
componentes basicos [16], [29]-[31]. Aunque inicialmente se consideraba una ruta de

supervivencia activada en respuesta a la falta de nutrientes y otros estimulos estresantes,
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existe un debate acerca de si la autofagia puede potencialmente conducir a la muerte
celular degradando componentes esenciales del citoplasma [16], [31].

El término autofagia se usa para describir a los procesos que conducen los
elementos citoplasmaticos a los lisosomas para su degradacion, [30], [31]. De manera
general, las estructuras que van a ser degradadas son secuestradas en vesiculas de doble
membrana, llamadas autofagosomas [29], [30], [32]. La formacion del autofagosoma es
seguida por la fusion con lisosomas generando un autolisosoma. En ese punto la
membrana interna se degrada haciendo que el material capturado entre en contacto con
el medio &cido lisosomal y sea procesado por las hidrolasas acidas, enzimas catabdlicas
especificas [29]-[32].

Normalmente, la autofagia estd presente a bajos niveles en la célula para
mantener la homeostasis regulando la tasa de recambio de proteinas de vida larga y
organulos completos (eliminando los que estén demasiado dafiados, envejecidos, etc.)
que se acumulan [31], [32]. A pesar de que algunos componentes del citoplasma son
engullidos inespecificamente, se cree que la mayoria son dirigidas especificamente a los
autofagosomas via interacciones con proteinas adaptadoras [31]. En el caso de las
proteinas, cuyo principal sistema de degradacion es el proteasoma, son dirigidas a los
autofagosomas debido a un patrén de ubiquitinizacion distinto (un mondmero de

ubiquitina o cadenas ramificadas en residuos distintos a Lys48) [30].

Ademas de su funcion basal, la autofagia es rapidamente inducida en respuesta a
la falta de nutrientes, falta de oxigeno, estrés metabdlico, estrés del RE, u otros para
proveer al menos temporalmente una fuente interna de energia y mantener la viabilidad
[16], [30]-[32]. Si no se puede reparar el dafio, el exceso de autofagia y/o la apoptosis
se encargan de destruir la célula [30]. Debido a los altos niveles de estrés del RE, las
celulas de MM presentan unos niveles basales de autofagia mas altos de lo normal [33].

La autofagia se inhibe por la actividad de mTORCL1. Si hay disponibilidad de
nutrientes y presencia de factores de crecimiento, la via PI3K/Akt/mTOR esta activa y
estimula la supervivencia celular a la vez que suprime la autofagia [16], [29]. Al
contrario, la falta de nutrientes inhibe dicha via, permitiendo la induccién de autofagia.
Ademads, la apoptosis también suprime, de forma definitiva, la autofagia [31], [32],
aungue la apoptosis y la autofagia interaccionan entre si de forma compleja [32]. Por
ejemplo, la proteina Beclina 1 (proteina necesaria para la formacion de los
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autofagosomas) puede interaccionar con las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bel-xL
[32].

De acuerdo con lo anterior, se ha descrito que la inhibicion de PI3K de clase |,
(P13K de clase 11l forma un complejo funcional con Beclina-1), Akt y/o mTOR induce
autofagia [31], [32]. Un estudio reciente sugiere que la sefializaciébn por mTOR se
inhibe durante el inicio de autofagia, pero se reactiva tras un tiempo prolongado de falta
de nutrientes. Como consecuencia, mTOR reactivada atenuaria la autofagia y
restableceria la homeostasis de los lisosomas. Esta retroalimentacion negativa asegura la
reversion de autofagia ante la recuperacion de nutrientes y prevenir un exceso de

vacuolizacién que podria llevar las células a la muerte [32].

Ademas de la inhibicion del eje PI3K/Akt/mTOR, la inhibicion del proteasoma
también conduce a la regulacion positiva de la autofagia para compensar la pérdida de
funcién proteasomal [30], [33]. Entonces las proteinas marcadas con poli-ubiquitina en
Lys48 son conducidas a los autofagosomas cuando se empiezan a acumular [30]. Dicha
induccion de autofagia en respuesta a la inhibicion del proteasoma es mediada a través
de la UPR, la cual es inducida por el estrés en el RE provocado por la acumulacion de
proteinas por la inhibicion del proteasoma [30].

1. 5. Muerte celular programada o apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un mecanismo estrechamente
controlado de muerte celular regulada activada para eliminar células no necesarias o con
fallos irreparables [16]. Mediante este proceso las células pueden inducir su propia
muerte ante una gran variedad de estimulos. La gran importancia de la apoptosis es que
no ocurre solamente ante algln tipo de estrés o dafio celular, sino también durante
procesos biolégicos como el desarrollo, la homeostasis de los tejidos, el envejecimiento
y diversas enfermedades [32].

La muerte por apoptosis se caracteriza por cambios morfoldgicos y bioquimicos
caracteristicos. Algunos de ellos son la condensacion de la cromatina, fragmentacion
ordenada del nucleo y del DNA, condensacion del citoplasma y reduccion del volumen
celular, formacion de burbujas en la membrana plasmatica, caida del potencial
mitocondrial (A¥,), exposicion de fosfatidil serina (PS), y eventual desintegracion
celular en pequefios cuerpos apoptoticos [32], [34], [35].
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Una caracteristica distintiva de la apoptosis es la activacion de las caspasas
(cisteina proteasas con especificidad de corte después de residuos de Asp). En las dos
vias existentes de apoptosis, las caspasas rapidamente desmantelan el citoesqueleto y las
proteinas de los organulos celulares mediante roturas proteoliticas especificas
resultando en la muerte de la célula [29], [32]. Las caspasas son activadas de su forma
zimbgeno (procaspasas) en respuesta a las sefiales mortales (estrés, dafio celular, o la

interaccién de los receptores mortales con sus ligandos).

Primero, las caspasas iniciadoras (8 y 9) son activadas en respuesta a esas
sefiales mortales. Esto es seguido por la activacion de las caspasas ejecutoras tales como
3, 6 y 7. Estas Ultimas al activarse procesan varios sustratos definidos causando la
muerte celular [29].

La apoptosis puede iniciarse por dos vias de sefializacién, dependiendo del
origen del estimulo [31]. Por un lado, la via extrinseca o de los receptores mortales (Fas,
DR4, DR5) responde a estimulos externos (FasL, Apo2L/TRAIL). En este caso, los
receptores mortales de la membrana plasmética se activan debido a la union de sus
respectivos ligandos [29], [32]. Por el otro lado, la via intrinseca se inicia ante sefiales
intracelulares tales como dafios irreparables o elevado estrés celular (por ejemplo, dafio
al DNA, elevado estrés del RE, etc.) [29], [32].

En particular, los casos de apoptosis que se han ido mencionando en este trabajo
corresponden a la via intrinseca. Esta via estd muy bien caracterizada. Esta regulada por
las proteinas de la familia Bcl-2, las cuales desempefian funciones clave en la induccion
0 inhibicién de la apoptosis mediante interacciones entre ellas [29]. Las proteinas de
esta familia poseen entre uno y cuatro dominios de homologia Bcl-2 o BH (BH1, BH2,
BH3 y BH4). En funcién de qué dominios tengan y su papel en la apoptosis, los

miembros de la familia se clasifican en tres subfamilias:

- Proteinas antiapoptéticas: poseen los cuatro dominios BH. Se encargan de

inhibir la apoptosis secuestrando a las proteinas proapoptéticas multidominio por
interaccion con ellas. Los miembros de esta subfamilia son Bcl-2, Bcl-xL,
Mcl-1, Bcl-w y Al [36].

- Proteinas proapoptoéticas multidominio: poseen los tres primeros tipos de

dominio BH (BH1-BH3). Inducen la apoptosis al quedar libres y oligomerizar
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causando la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial. Los miembros
de esta subfamilia son Bax y Bak [36].

- Proteinas proapoptoticas s6lo-BH3: presentan s6lo el dominio BH3. Tienen un

papel crucial ya que ante los distintos tipos de estrés celular se unen a las
proteinas antiapoptdticas permitiendo el desplazamiento y liberacién de las
proapoptdticas multidominio. Los miembros de esta subfamilia son Noxa, Bim,
Bid, Bik, Bad, Bmf, Puma y Hrk [36].

En la via intrinseca, las sefiales de estrés causan la oligomerizacion de las
proteinas pro-apoptoticas multidominio, que normalmente estdn secuestradas en la
membrana mitocondrial externa por las proteinas antiapoptoticas. Una vez que
oligomerizan, la membrana mitocondrial pierde su integridad, de manera que el
citocromo c del espacio intermembrana sale al citoplasma e inicia la ruta de activacion
de la caspasa 9 mediante el adaptador Apaf-1, desencadenando una cascada de
activacion de caspasas Yy la ejecucion de la apoptosis [29], [36].

1.6. Antecedentes

Dado que la relacién entre autofagia y apoptosis es alin un tema de controversia,
la evaluacion conjunta de estos procesos celulares ha sido objeto de numerosos estudios.
En uno de ellos, realizado en este mismo Departamento, se traté de comprender el papel
de la autofagia en la muerte inducida por carfilzomib [37]. Para ello se evalué el efecto
de los inhibidores de mTOR, OSI-027 y PP-242, sobre la apoptosis inducida por el
inhibidor del proteasoma carfilzomib en lineas celulares de MM [37]. Los resultados no
fueron concluyentes, por lo que se decidi6 estudiar mas a fondo este efecto, lo cual ha
sido el objetivo principal del presente trabajo.

Estudios recientes han sugerido el hallazgo de una ruta conservada
evolutivamente implicada en la homeostasis de los proteasomas. Segun dichos estudios,
la inhibicidon de mTOR tanto por condiciones ambientales como por sus respectivos
inhibidores, induciria un aumento de la expresion de los proteasomas para reajustar los
niveles de proteinas a las necesidades celulares [38], [39]. Para comprobar esta
posibilidad y estudiar mas a fondo las interrelaciones entre los efectos de la inhibicion
de mTOR vy la del proteasoma, se han realizado los estudios que se detallan en el
presente trabajo.
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2. Hipétesis y objetivos

Datos recientes de la literatura sugieren la posible regulacién del proteasoma a
través de la proteina mTOR [38], [39]. En un trabajo anterior de nuestro laboratorio, se
estudié la influencia de la inhibicion de mTOR sobre la apoptosis inducida por los
inhibidores del proteasoma en células de MM, sin llegar a resultados concluyentes [37].

Por ello, se ha decidido estudiar este problema en el presente trabajo de una
forma mas detallada. La hipdtesis de este trabajo seria que la inhibicion de mTOR
produciria un aumento compensatorio de los niveles de proteasoma, disminuyendo asi
la sensibilidad de las células a una determinada dosis de inhibidores del proteasoma y
haciéndolas mas resistentes a la subsiguiente apoptosis.

Para llevar a cabo este trabajo y tratar de demostrar la hipotesis se han establecido los
siguientes objetivos:

- Analizar el efecto sobre la viabilidad y la apoptosis de los inhibidores del
proteasoma de forma individual y en combinacion con inhibidores de mTOR 6
PI3K, en células de MM.

- Determinar el efecto del tratamiento con inhibidores de mTOR 6 PI3K sobre la
cantidad de proteasomas en las células de MM tratadas con dichos inhibidores.

- Evaluar el efecto del tratamiento con inhibidores de mTOR 6 PI3K sobre la
actividad enzimatica de los proteasomas en las células de MM tratadas con
dichos inhibidores.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Cultivos celulares
3.1.1 Materiales y medios de cultivos celulares.

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo son células en suspension y para su
cultivo se utilizé el medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen, Barcelona) suplementado con
un 10% en volumen de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco), glutamina 2 mM vy
antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml, Sigma). EI medio una vez

suplementado se denomind como medio completo.

Los frascos de cultivo empleados, asi como el resto del material de plastico
(placas de 6, 48 0 96 pocillos, tubos de fondo conico, pipetas, tubos criogénicos, etc.)
fueron estériles. Todas las manipulaciones de las células se realizaron en campanas de
flujo laminar vertical, Telstar (Espafia). Por su parte, las células fueron cultivadas en un

incubador de CO, termostatizado (Heracell, Thermo Fisher).

El material de vidrio, asi como las puntas de micropipetas, tubos de
microcentrifuga (tubos Eppendorf) y cualquier otro material usado en la manipulacion
de las células fueron esterilizados previamente en un autoclave (Autester 4376, Selecta,
Espafia) durante 20 — 30 min a 1,2 atm de presién.

Se han utilizado las siguientes centrifugas:

- Microfuge 16 (Beckman Coulter): para tubos Eppendorf, a temperatura

ambiente.

- Eppendorf Centrifuge 5417R: para tubos Eppendorf, a temperatura controlada.

- Allegra X-15R (Beckman Coulter): para tubos de fondo cénico de 15y 50 ml de

volumen y tubos para citometria (5 ml).
3.1.2 Lineas celulares

Las dos lineas de mieloma multiple humano empleadas para llevar a cabo este
trabajo han sido:

e U266: establecida en 1968 a partir de células plasmaticas de sangre

periférica de un varon de 53 afios. Esta linea produce IgEA [40].
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e MM.1S: establecida en 2003 a partir de la linea celular MM.1, establecida a
su vez en 1986 a partir de sangre periférica de una mujer de 45 afios. Su
caracteristica diferencial respecto a la linea MM.1 es su sensibilidad a
glucocorticoides. Esta linea produce IgAL. Ademas de en suspension,
algunas células tiene la capacidad de adherirse moderadamente a la
superficie del frasco de cultivo [7].

3.1.3. Mantenimiento de los cultivos

Las lineas celulares utilizadas se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo
de 25 0 75 cm?, en funcién de la cantidad de células que fueran a ser necesarias. Las
células se sembraron a una densidad minima entre 2:10° y 3-10° células/ml dependiendo

de la cantidad requerida.

Las células fueron cultivadas en un incubador termostatizado a una temperatura
de 37 °C, en aire saturado de humedad y con un 5% de CO,. Los subcultivos se
realizaron normalmente cada 2 6 3 dias de cultivo, dejandolos de nuevo a una densidad
minima apropiada a cada momento. Rutinariamente, se comprob6 el estado de los

cultivos observandolos frascos o placas en un microscopio invertido (Nikon)
3.1.4. Congelacion y descongelacion de los cultivos

Para congelar los cultivos, se recogid el volumen correspondiente a
aproximadamente 6-10° células de cada linea celular en tubos de fondo cénico de 15 ml
y se centrifugaron durante 5 min a 524 x g. Seguidamente se elimind el sobrenadante y
se resuspendieron en 1,5 ml de medio completo conteniendo un 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Las alicuotas se trasvasaron a un criotubo de
congelacion estéril, introduciéndolas lo méas rapido posible en un congelador a -80 °C.
Transcurridas un minimo de 24 h, los criotubos se guardaron en un contenedor de

nitrageno liquido (-196°C) hasta el momento de descongelarlos.

Para descongelar los cultivos, los criotubos extraidos del N, liquido se
transportaron en hielo hasta la campana de flujo laminar, y su contenido se vertié gota a
gota dénde estaba preparado un tubo de fondo conico de 15 ml conteniendo 10 ml de
medio completo. Tras la descongelacion se centrifug6 el tubo de fondo cénico durante 5
mina524 xg.

23



Trabajo Fin de Master David Giraldos Jiménez

Tras la centrifugacion se desechd el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendié en 5-10 ml de medio completo dependiendo del nimero de células
congeladas. Una vez determinada la viabilidad celular (test del azul Trypan), las células
se sembraron a la densidad habitual.

3.1.5. Deteccion de micoplasmas

Durante el transcurso de este trabajo, se realizd rutinariamente en el laboratorio
una comprobacién periddica por PCR de la presencia de micoplasmas en los cultivos
celulares. Los cultivos utilizados en este trabajo estuvieron siempre libres de

micoplasmas.
3.2. Estudio de la proliferacion y apoptosis celular
3.2.1. Recuento y determinacion de la densidad y viabilidad celular

Ambos pardmetros se determinaron mediante un recuento con el colorante azul
Trypan (Sigma). Este colorante tiene la capacidad de penetrar en las células cuya
membrana plasmatica ha perdido su integridad, tifiéndolas de color azul.

De esa manera, al observar en el microscopio Optico (Optiphot, Nikon) se
distingue entre células azul Trypan negativas (sin tefiir) y positivas (tefiidas). Las
primeras serian las células vivas o viables, mientras que las segundas serian células

necroticas. No obstante, las células apoptoticas tampoco se tifien.

Para llevar a cabo el recuento, se mezclaron volimenes iguales (50 ul) de la
muestra de suspension celular y de la solucion de azul Trypan (al 0,4% en NaCl
0,15 M). La mezcla resultante se colocd en una camara de Neubauer que se observé con
un microscopio Optico para establecer las cantidades de cada tipo celular. Los valores

obtenidos en cada contaje se utilizaron en las siguientes formulas:

Formula para determinar la densidad celular:

cél) N de células viables - factor de dilucion - 10*

Densidad celular <—

ml N® de cuadrantes contados

Siendo 10* el factor de correccién correspondiente al volumen de la camara, y
siendo el factor de dilucién 1:2.
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Ecuacion para determinar la viabilidad celular:

Ne@ de células contadas viables
100

% de célul iables = .
% de celulas viables Ne@ de células contadas totales

Todos los experimentos de este trabajo fueron realizados partiendo de células

con una viabilidad celular de, como minimo, el 90%.
3.2.2. Citometria de flujo

Durante este trabajo se utilizé un citémetro FACScalibur (BD Biosciences). Este
instrumento posee un laser de 488 nm y otro de 633 nm, asi como cuatro canales de
deteccidn de fluorescencia (FL1-4), ademas del Forward Scatter (FSC) y el Side Scatter
(SSC).

La excitacion de las muestras con el primero de los laseres permite recoger
informacion del FSC (tamafio celular), SSC (granulosidad), FL1 (fluorescencia verde,
530 £ 15 nm), FL2 (fluorescencia amarilla, 585 £ 21 nm) y FL3 (fluorescencia roja,
670 nm). En cambio, al excitar con el segundo laser sélo se recoge informacién del FL4
(fluorescencia naranja, 661 = 8 nm).

3.2.2.1. Determinacion del potencial mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (A¥[y,) es generado por el gradiente de

protones (H*) entre la matriz mitocondrial (cargada negativamente) y el espacio
intermembrana (cargado positivamente). El potencial mitocondrial de las células en
condiciones normales es alto y constante (~140 mV), pero disminuye en las primeras
etapas del proceso apoptoético, como consecuencia de la despolarizacion de las
mitocondrias [41].

Para la medida de este potencial se utiliz6 la sonda fluorescente roja lipofilica
tetrametilrodamina metil éster (TMRE, Aaps = 549 nm, Aem = 574 nm) que esta cargada
positivamente, por lo que se acumula en la matriz mitocondrial de las células viables
[42]. Cuando desciende el valor del potencial, es decir, en las primeras etapas de la
apoptosis, desciende la cantidad de sonda retenida en la matriz, disminuyendo la

fluorescencia recogida en el canal FL2.
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En estos experimentos, se sembraron 240 s

3-10° células/ml en placas de 48 pocillos (300 ; mhibidorl:‘ Inhibidor 1‘+

Inhibidor 1 Inhibider 2 Inhibider 1 Inhibidar 2
ul/pocillo), siempre con la misma disposicion ( A Y A y A Y A \
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cada linea celular y por cada experimento). D DI A E)
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Pasado ese tiempo se afiadio el el Inhibidor 1, siendo la de menor

concentracion el control (0 nM). Cada

Inhibidor 1 (inhibidor del proteasoma) a todos - _
condicién contaba con un duplicado.

los pocillos (excepto en los controles) y se dejé

incubar el tiempo pertinente antes de proceder a determinar el potencial de membrana
mitocondrial. La mitad de las muestras de la placa se recogieron en tubos de citometria
y analizaron a las 24 h, mientras que el resto fueron analizadas del mismo modo al

alcanzar las 48 h de incubacion.

Una vez recogidas en tubos de citometria, las células se centrifugaron 2 min a
2850 x gy se desecho el sobrenadante. Posteriormente se resuspendieron en 100 pl de
una disolucion 25 nM de TMRE en PBS (del inglés phosphate-buffered saline, tampon
fosfato potasico 0,01 M pH 7,4). Se incubaron como minimo 30 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. Finalmente se afiadieron 200 ul de PBS y se analizaron por
citometria de flujo. Se realizaron todas las combinaciones posibles entre los inhibidores
del proteasoma (carfilzomib o bortezomib) y los de PI3K 0 mTOR (BYL-719 y PP-242
u OSI-027, respectivamente), y al menos, por duplicado. Los resultados de citometria
obtenidos se trataron utilizando los programas informaticos Cell Quest y FlowJo 7.6.1.

3.2.2.2. Analisis de los niveles de expresion de Noxa

Para determinar los niveles intracelulares de esta proteina proapoptética durante
el tratamiento con los distintos inhibidores (del proteasoma y de PI3K o de mTOR), se
utilizé la técnica de marcaje intracelular con anticuerpos conjugados a fluorocromos,

seguido de su analisis por citometria de flujo.
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Para estos experimentos, se sembraron
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proteasoma y se dejé incubar durante 24 h.

Una vez completado ese tiempo, las células se recogieron en tubos de citometria,
y se centrifugaron 5 min a 930 x g. EI medio de cultivo se elimind por decantacién y los
pellets celulares se resuspendieron en 300 pl de paraformaldehido al 1% en PBS durante

15 min a 4 °C para fijar las células.

A continuacién se centrifugaron 5 min a 930 x g y se elimind el sobrenadante.
Los pellets se resuspendieron en 100 pl de una solucién de PBS que contenia saponina
al 0,1% y suero de cabra al 5%. Se les afiadi6 un volumen de anticuerpo primario
especifico contra Noxa (clone 114C307, Abcam) segin lo recomendado por la casa
comercial (1 pg por cada 1-10° células) o el volumen equivalente de una IgG de ratén
como control de isotipo (para evaluar la unién inespecifica del anticuerpo).

Se dejé incubar con los anticuerpos primarios durante 30 min a temperatura
ambiente, y después se centrifugaron 5 min a 930 x g. Tras eliminar el sobrenadante, se
lavaron los pellets celulares con 100 ul de saponina al 0,03% en PBS. A las
suspensiones resultantes se les afiadié el volumen adecuado de anticuerpo secundario
(dirigido contra el primario) conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 488. Se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Tras la incubacion, se
centrifugd 5 min a 930 x g y se elimind el sobrenadante por decantacion. Finalmente los
pellets celulares se resuspendieron en 100-200 ul de PBS.
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Simultaneamente se determind la viabilidad de las células en muestras
replicadas. Para ello se determind el potencial de membrana mitocondrial en dichas

muestras, que fueron tratadas de la misma forma descrita anteriormente.

Una vez realizado el marcaje en todas las muestras se procedi6 a su analisis en
un citometro de flujo (FACScalibur). Los resultados obtenidos se analizaron con los
programas informaticos Cell Quest y FlowJo 7.6.1.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, asi como sus datos y

diluciones empleadas se pueden consultar en la Tabla Al del Anexo.

3.3. Analisis de la expresién de las subunidades del proteasoma y su funcionalidad
3.3.1. Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares

Para los experimentos relativos al estudio de los niveles y actividad del
proteasoma fue necesario obtener lisados de células totales. Las células a analizar
fueron sembradas en placas de 6 pocillos (10° células por pocillo, en un volumen de 2,5
ml por pocillo), utilizando tantas placas como fueran necesarias para conseguir la
cantidad de células requeridas para el experimento. Seguidamente, las células se dejaron
incubar con los inhibidores elegidos a las concentraciones determinadas para cada
experimento, durante 24 h (en el caso de combinar inhibidores del proteasoma con
inhibidores de PI3K o de mTOR se preincub6 con estos Ultimos durante 1 h).

Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se recogieron en tubos de
fondo cénico de 15 ml y se centrifugaron 5 min a 524 x g. Se elimind el medio y se
resuspendio el pellet en 1 ml de PBS. Dicho volumen se trasvaso a tubos Eppendorf, los
cuales se centrifugaron 5 min a 166 x g. Se elimin6 el PBS y en este momento los
pellets se resuspendieron con el tampon de lisis, que fue distinto segln el experimento.

- Preparaciones para la determinacién de los niveles del proteasoma 20S/26S v la

actividad del proteasoma 20S: se utilizé el tampon proporcionado en el kit
comercial (100 pl/10° células): Tris HCI 20 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA
2 mM; NP-40 al 0,5%.

Una vez afiadido el tampdn de lisis, las muestras se vortexaron brevemente y se
incubaron 15 min a 4 °C. Al finalizar el tiempo de incubacién, las muestras se
centrifugaron 5 min a 7378 x g a temperatura ambiente. Posteriormente los
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sobrenadantes se trasvasaron a nuevos tubos Eppendorf y se almacenaron a
-20 °C hasta su utilizacion.

- Preparaciones para el analisis de la expresién de las subunidades cataliticas del

proteasoma por Western blotting: se utilizé un tampdn de distinta composicion
(20 pI/10° células): Triton-X100 al 1%; NaCl 150 mM; Tris/HCI 50 mM,
pH: 7,6; glicerol al 10% v/v; EDTA 1 mM; ortovanadato sodico 1 mM;

pirofosfato sddico 10 mM; leupeptina 10 pg/ml; fluoruro de sodio 10 mM y
fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM.

Una vez afiadido el tampdn de lisis, las muestras se vortexaron brevemente y se
incubaron 30 min en hielo. Al finalizar el tiempo de incubacion, las muestras se
centrifugaron 15 min a 10600 x g a 4 °C. Posteriormente, los sobrenadantes se
trasvasaron a nuevos tubos Eppendorf.

Se afiadié el volumen oportuno de tampén de carga 3x (Tris/HCI 150 mM
pH: 7,4; SDS al 3%; molibdato de sodio 0,3 mM; pirofosfato sédico 30 mM;
fluoruro de sodio 30 mM; glicerol al 30% v/v; B-mercaptoetanol al 30% v/v y
azul de bromofenol al 0,06%, p/v) para que quedase a una concentracion final
1x. Las muestras se utilizaron a continuacion o se almacenaron a -20 °C hasta su

utilizacion.
3.3.2. Determinacién de los niveles del proteasoma 20S/26S mediante ELISA

Se empled el kit comercial 20S/26S Proteasome ELISA Kit de Enzo Life
Sciences Y los reactivos proporcionados, segun las indicaciones del proveedor.

Inicialmente se prepar6 una placa de 96 pocillos incubandola durante la noche a
4 °C con una dilucién 1:500 del anticuerpo monoclonal de captura dirigido contra la
subunidad a6 (100 ul por pocillo). Tras una serie de 5 lavados con el tampoén
proporcionado en el kit (solucién salina tamponada con Tris que ademas contiene
detergentes), se bloqueo la placa durante 2 h con 300 pl por pocillo de una solucion de
proteinas en PBS. Después de una nueva serie de lavados, se afiadieron a cada pocillo
100 pl de una dilucion 1:500 de la muestra correspondiente de lisado celular (cada
muestra se analizd por triplicado), y se dejé incubar durante 1 h en un agitador de placas
(Bioblock) a temperatura ambiente.
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Una vez finalizado el tiempo de incubacién de las muestras, se realiz6 una serie
de 5 lavados y se afiadieron 100 pl por pocillo de una dilucion 1:1000 del anticuerpo
policlonal de deteccion dirigido contra el proteasoma 20S. Se dejé incubar 1 h en las
mismas condiciones que con la muestra, y se volvié a lavar antes de afiadir 100 pl por
pocillo de una diluciéon 1:100 del anticuerpo conjugado a la enzima peroxidasa de
rabano (HRP, de su nombre en inglés: Horseradish peroxidase). Nuevamente se incubd
durante 1 h en las mismas condiciones anteriormente descritas, y pasado ese tiempo se
realizd una nueva serie de lavados antes de afiadir 100 ul por pocillo de TMB (3,3’,5,5’
tetrametil-benzidina) y peroxido de hidrégeno, el sustrato de la HRP.

Las placas se dejaron incubar en un agitador de placas a temperatura ambiente
durante 30 min, al final de los cuales se detuvo la reaccion por adicion a cada pocillo de
100 pl de solucion Stop (&cido clorhidrico 1N). Ademés de detenerla, se produce un
cambio de color del producto de la reaccion de azul a amarillo. Seguidamente se realizd
la lectura de la densidad éptica a 450 nm (longitud de onda correspondiente al color
amarillo) en un lector de microplacas (Multiskan Ex, Thermo).

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, asi como sus datos y diluciones empleadas
se pueden consultar en la Tabla A2 del Anexo.

3.3.3. Ensayo fluorimétrico de la actividad del proteasoma 20S

Se empleo el kit comercial 20S Proteasome Activity Assay Kit de Chemicon y
los reactivos proporcionados, segun las indicaciones del proveedor.

Para determinar la actividad enzimatica (de tipo quimotripsina) de los
proteasomas se hizo uso de la deteccion del fluoréforo 7-amino-4-metilcumarina
(AMC), una vez liberado del péptido sustrato marcado, LLVY-AMC, gracias a la

accion enzimatica del proteasoma.

En una placa de 96 pocillos se carg6, por triplicado, el volumen de muestra
correspondiente a 10 pg de los lisados celulares preparados y se incubd entre 1~2 h a
37 °C en presencia del sustrato de la reaccion (LLVY-AMC) y del tampdn de ensayo
(HEPES 25 mM, pH 7,5; EDTA 0,5 mM; NP-40 al 0,05%; SDS al 0,001% (p/v)), que
contenia SDS para permitir la entrada del péptido a la cavidad proteolitica del
proteasoma. Finalmente se midio la intensidad de fluorescencia a 380 nm (excitacion) y
460 nm (emisién) en un fluorimetro de placas (Synergy HT, BioTek).
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3.3.4. Determinacion de la expresion de las subunidades cataliticas del proteasoma

3.3.4.1. Separacion de proteinas celulares mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS y transferencia a membranas de PVDF

Para la separacion de las proteinas en funcion de su peso molecular durante la
electroforesis se utilizaron geles verticales discontinuos de acrilamida/bisacrilamida.
Tanto el gel concentrador (stacking gel) como el gel separador (resolving gel) se
prepararon en el laboratorio, cuyas composiciones se recogen en la Tabla 1. Debido a
las pequefias diferencias de peso entre las distintas subunidades -cataliticas del
proteasoma, se decididé hacer el gel separador al 14% de poliacrilamida.

Componentes Stacking Gel Resolving Gel (14%)
30% Acrilamida/Bis, BioRad 325 pl 2,3 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (Stacking Gel) 630 pl -
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (Resolving Gel) - 1,25 ml
10% SDS 25 pl 50 pl
Agua destilada 1,5 ml 1,37 ml
10% APS, Sigma 200 pl 20 pl
T.E.M.E.D., Sigma 20 pl 20 pl
Total 2,5ml 5ml

Tabla 1. Composicion de los distintos geles empleados en la electroforesis.

Los geles se montaron en cubetas de electroforesis verticales (Hoefer), y éstas se
rellenaron con el tampon de electroforesis o Running Buffer (Tris base 25 nM; glicina
192 mM; SDS al 0,01 %). Los lisados celulares preparados anteriormente se calentaron
durante 5 min a 95 °C en un bafio seco (Selecta), y se cargd en los carriles asignados el
volumen correspondiente a 5-10° células. También se carg6 en cada gel en un carril
aparte 3 pl del marcador de peso molecular (BlueStar Plus Prestained Protein Marker,
Nippongenetics).

La electroforesis se realiz6 durante 2-2,5 h aproximadamente, a 200 V y 20
mA/gel. Posteriormente se realizd la electrotransferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) o de PVDF (GE Healthcare), esta Gltima

previamente activada por incubacion durante 30 s en metanol.
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Para ello se realiz6 un montaje tipo sandwich de manera que se colocaron la
membrana y el gel entre papeles de filtro Whatman (GE Healthcare) humedecidos
previamente con tampon de transferencia (Tris/HCI 48 mM pH 8,3; glicina 39 mM;
0,037 % SDS; 20 % metanol). La electrotransferencia semiseca se realiz en un equipo
Bio-Rad conectado a una fuente de electroforesis (Bio-Rad) para transferir las proteinas
durante 1 h 15 mina 20 V y 400 mA.

Al finalizar la electrotransferencia, se recuperaron las membranas y se comprob6
que ésta se habia producido correctamente sumergiéndolas en una soluciéon de Rojo
Ponceau al 0,1% en acido acético al 0,05%. Esta solucion colorea de manera reversible
las bandas proteicas, de forma que se puede ver si las proteinas se han transferido a la
membrana o siguen en el gel. Después se procedié al bloqueo de la membrana con leche
desnatada al 5% en tampo6n B (Tris/HCI 10 mM pH 8; NaCl 0,12 M; Tween-20 0,1%;
timerosal 0,1 g/L) durante 1 h.

3.3.4.2. Andlisis de proteinas por Western blotting

Una vez bloqueadas, las membranas se lavaron en tampon B tres veces durante
10 min con agitacion. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario especifico
para las subunidades cataliticas del proteasoma, a la concentracion recomendada por el
proveedor (diluido en tampon B con 5 % BSA y 0,05 % azida de sodio), durante toda la

noche a 4 °C con agitacion.

Tras este tiempo se procedié al lavado del anticuerpo primario (3 lavados de 10
min cada uno con tampén B en agitacion) y a la incubacion del anticuerpo secundario
durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion, a la concentracion indicada por el
fabricante (diluido en tampén B con 2,5 % de leche desnatada). Los anticuerpos
secundarios utilizados para la deteccion de las proteinas estaban conjugados a la HRP.

El lavado del anticuerpo secundario se realizé en las mismas condiciones que el
lavado del anticuerpo primario, tras lo cual se procedié a revelar la membrana por
quimioluminiscencia (ECL, de su nombre en inglés: Electrochemiluminescence). Esta
técnica estd basada en la deteccion de luz emitida tras la oxidacion de un sustrato
quimioluminiscente. La membrana se incub6 durante 2 min con el sustrato apropiado
para la HRP (Pierce ECL 2 Western Blotting Substrate, Thermo).
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Pasado este tiempo, la membrana se transfiri6 a una funda de plastico
transparente encajada dentro de un cassette de revelado radioldgico y se elimind el
exceso de sustrato. En un cuarto oscuro con iluminacion para revelado fotogréfico, se
coloco una pelicula fotografica (Hyperfilm ECL, GE Healthcare) sobre la funda que
contenia la membrana, y se expuso durante un tiempo determinado. Las exposiciones
fueron, en general, de 5 min, excepto en el caso de la subunidad Bl para la que se

utilizaron tiempos mas largos.

A continuacion, la pelicula se revelé mediante inmersién en liquido revelador
(100 ml revelador, 350 ml agua destilada), agua destilada y liquido fijador (100 ml
fijador, 400 ml agua destilada) (Kodak). Tras el revelado, la pelicula se seco al aire y se
digitalizé con un escaner. Las bandas de proteinas se analizaron por densitometria con

el software Image J utilizando la banda de la proteina actina como control de carga.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, asi como sus datos y diluciones empleadas

se pueden consultar en la Tabla A3 del Anexo.
3.4. Anélisis estadistico

El andlisis, interpretacion y representacion de los resultados obtenidos en todos los
anteriores experimentos se realizdé con los programas informaticos Excel y GraphPad
Prism 6.01. Se realiz6 la prueba t de Student desapareada, considerando los distintos
grados de significancia como:

- *sielpvalores<0,05.

- **gsjelpvalores<0,01.

- ***gjelpvalores<0,001.

- ****gjelpvalor es < 0,0001.
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4. Resultados y discusion
4.1. Efecto de la combinacion de inhibidores del proteasomay de mTOR
4.1.1. Efecto de la combinacién de carfilzomib con inhibidores de mTOR

En primer lugar, se analizo el efecto de la concentracién y del tiempo de
incubacion con carfilzomib, solo o en combinacién con los inhibidores de mTOR
(PP242 u OSI-027), sobre la muerte celular. Para ello se utilizaron concentraciones de
carfilzomib de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 nM para ambas lineas de MM (MM.1S y U266)

Para evaluar la influencia del tiempo de incubacion, se analizo6 el efecto de las
combinaciones de farmacos a las 24 h y 48 h. Los inhibidores de mTOR, se utilizaron a
una concentracion fija (1 uM), la misma que se emple6 en el estudio preliminar [37],
tanto en el caso de PP-242 como en el de OSI-027.

La primera combinacion ensayada fue la de carfilzomib con PP-242, cuyos
resultados se encuentran recogidos en la Figura 8. En ella se puede observar como
aumenta de forma progresiva la apoptosis (considerando células apoptéticas aquellas
que presentan un potencial mitocondrial bajo) segin aumenta la concentracion de

carfilzomib tanto solo como combinado con los inhibidores de mTOR.

Sin embargo, en ambas lineas celulares, tras 24 h de tratamiento, la combinacion
del inhibidor del proteasoma carfilzomib y con PP-242 produjo menos muerte celular
que la debida al carfilzomib solo. Es de sefialar que a la mayor concentracion ensayada
(25 nM) parece que esa diferencia empieza a reducirse, sobre todo en el caso de las
células U266, en las que deja de haber diferencias significativas.

En las células tratadas durante 48 h, se puede observar en la misma figura como
va disminuyendo la tendencia a una menor muerte celular con la combinacion de
inhibidores. En ambas lineas celulares las diferencias entre la tasa de muerte producida
por carfilzomib solo o en combinacion con PP-242 se reducen. En concreto, en las
U266 a las concentraciones mas elevadas las diferencias van disminuyendo y en las
MM.1S los valores se igualan en casi todos los puntos. Ademas, también se aprecia que
a las 48 h PP-242 induce un ligero aumento de la muerte en MM.1S.
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Figura 8. Efecto de la combinacién de PP-242 y carfilzomib. Las lineas U266 y MM.1S se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (A1¥y). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de carfilzomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.

También se analizo el efecto de la combinacién de carfilzomib con OSI-027,
cuyos resultados se encuentran recogidos en la Figura 9. En ella se puede ver que las
graficas de los resultados presentan un perfil bastante similar a las obtenidas con
carfilzomib y PP-242. Nuevamente el tratamiento combinado con los inhibidores
durante 24 h produjo una disminucién de la muerte celular respecto a la producida por
carfilzomib Gnicamente. La diferencia volvi6 a ser mayor en las U266. En las MM.1S se
puede apreciar que la diferencia es menor cuanto mayor es la concentracion de

carfilzomib.

De nuevo, a las 48 h de incubacién se reducen las diferencias observadas,

Ilegando précticamente a desaparecer a casi todas las concentraciones ensayadas.
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Figura 9. Efecto de la combinacién de OSI-027 y carfilzomib. L Las lineas U266 y MM.1S se sembraron
e incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (4¥,). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de carfilzomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.
4.1.2 Efecto de la combinacion de bortezomib con inhibidores de mTOR

Para comprobar que lo observado hasta ahora no se debia al caso particular del
carfilzomib sino que era valido para otros inhibidores del proteasoma, se combinaron
los inhibidores de mTOR (PP242, OSI-027) con otro inhibidor del proteasoma,

bortezomib.

En la linea celular MM.1S se utilizd el mismo rango de concentracion de
bortezomib que con carfilzomib. En cambio, para U266 y para evitar una muerte celular
excesiva que impidiera un correcto analisis, se redujo el rango de concentraciones. El

rango utilizado vari6 en funcion del experimento.
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Se realizd primero la combinacién de bortezomib con PP-242, y los resultados

aparecen recogidos en la Figura 10.
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Figura 10. Efecto de la combinacién de PP-242 y bortezomib. Las lineas U266 y MM.1S se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (A1¥y). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de bortezomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.

Se puede comprobar que los resultados obtenidos en las combinaciones con
carfilzomib se repiten también con bortezomib. Aunque existe una diferencia
significativa en la muerte celular producida por el co-tratamiento durante 24 h, esta

desaparece a las 48 h, al igual que en los experimentos anteriores.

La ultima combinacion realizada fue la de bortezomib con OSI-027. Para este
experimento, se modificaron ligeramente las concentraciones de bortezomib utilizadas

para las U266.
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Los resultados correspondientes se muestran en la Figura 11 y se caracterizan de
nuevo por una disminucion de la muerte celular en las células incubadas 24 h con la
combinacion de inhibidores respecto al bortezomib solo. Aunque con esta combinacion
se observan mayores diferencias a las 24 h, tras 48 h de incubacién la muerte observada
con bortezomib y OSI-027 solo tiende a igualarse a la observada con bortezomib. Asi
mismo, el inhibidor de mTOR OSI-027 comienza a ser ligeramente toxico a las 48 h.
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Figura 11. Efecto de la combinacién de OSI-027 y bortezomib. Las lineas U266 y MM.1S se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (A1¥y). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de bortezomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.

El conjunto de estos resultados indica que la menor muerte celular observada en
todas las combinaciones frente al tratamiento individual con el inhibidor del proteasoma

se reduce a mayores tiempos de incubacién o mayores concentraciones de inhibidor.
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4.2. Efecto de la combinacion de inhibidores del proteasoma y de PI3K

Para estudiar si estos resultados dependen Unicamente de la actividad de mTOR
o también de la actividad de una etapa de sefializacion anterior, se realiz el mismo tipo
de experimentos combinando los inhibidores del proteasoma con un inhibidor de la
PI3Ka, la isoforma més importante en las células de MM. Para ello, se combinaron
carfilzomib y bortezomib con BYL-719 y se analiz6 su efecto sobre la muerte celular.

En primer lugar, se analiz6 la combinacion de carfilzomib con BYL-719, cuyos
resultados se muestran en la Figura 12. En ella se ve que, a diferencia de las
combinaciones con los inhibidores de mTOR, en este caso la combinacion con el

inhibidor de PI3Ka no produce una menor muerte celular tras 24 h de incubacion.
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Figura 12. Efecto de la combinacion de BYL-719 y carfilzomib. Las lineas U266 y MM. 1S se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (A1¥y). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de carfilzomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.
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No obstante, los resultados varian ligeramente segun la linea celular En la linea
U266, la toxicidad de la combinacidn es parecida a la observada si se tratan las células
solo con carfilzomib. S6lo hay una pequefia diferencia a las concentraciones bajas de
carfilzomib (5 y 7,5 nM). En cambio, en MM.1S se encontro el efecto opuesto a lo
observado anteriormente, ya que la combinacién de ambos inhibidores aumenta la
cantidad de apoptosis. Ademas, es interesante resaltar que a la concentracion utilizada
del inhibidor de PI3Ka BYL-719 (1 uM, la misma que la empleada para los inhibidores
de mTOR), éste tiene una ligera capacidad de induccion de apoptosis per se.

Tras 48 h de incubacion, la linea U266 muestra unos resultados parecidos en los
experimentos de combinacion. Sélo a las concentraciones més altas de carfilzomib (10 y
15 nM), la combinacién con BYL-719 causa un pequefio aumento de la muerte celular
respecto al inhibidor del proteasoma solo. En las MM.1S se observa un aumento de la
apoptosis en la combinacion realizada a dosis bajas de carfilzomib (2,5 nM) que no
llega a ser significativa.

Para validar los resultados obtenidos combinando BYL-719 y carfilzomib, se
analizo también el efecto de la combinacion con bortezomib. Los resultados obtenidos,
presentados en la Figura 13, son en gran medida semejantes a los obtenidos con
carfilzomib. Tras 24 h de tratamiento no se aprecia una gran disminucion de la muerte
celular al combinar los dos inhibidores, que es lo que ocurria al combinar con los
inhibidores de mTOR. Aunque en la linea U266 a las concentraciones méas altas de
bortezomib (5, 7,5 y 10 nM) la apoptosis disminuye ligeramente al combinar con
BYL-719, la diferencia es minima respecto a lo observado con los inhibidores de
mTOR. Para el resto de concentraciones, asi como en la linea MM.1S, los resultados
son similares a los encontrados en la combinacion entre BYL-719 y carfilzomib.

En las incubaciones con los inhibidores durante 48 h, en el caso de las U266 no
habia diferencias de apoptosis entre ambos tratamientos En la linea MM.1S se encontrd
un resultado similar aunque en este caso, de nuevo, BYL-719 induce per se una cierta

apoptosis.
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Figura 13. Efecto de la combinacion de BYL-719 y bortezomib. Las lineas U266 y MM. 1S se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
analizé la muerte celular, mediante el porcentaje de células que han sufrido una caida en su potencial
mitocondrial (A1¥y). En el eje de abscisas se indican las concentraciones de bortezomib utilizadas. Los
resultados se han representado como las medias + SD (desviacion estandar) de cuatro repeticiones.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.

Estos resultados nos llevan a concluir que la inhibicién de la apoptosis inducida
por inhibidores del proteasoma en células de MM al combinar con inhibidores de la ruta
PI3K/Akt/mTOR depende de la sefializacion de mTOR y no de la de PI3Ka.

4.3. Determinacion de los niveles del proteasoma 20S/26S

Para investigar si la disminucion de la apoptosis inducida por los inhibidores del
proteasoma observada al co-incubar con inhibidores de mTOR se debia al aumento de la
cantidad de proteasomas intracelulares [38], se determiné la cantidad de proteasomas
celulares mediante la técnica de ELISA, utilizando un kit comercial, tal y como se

describe en Materiales y Métodos.
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Se eligieron varias concentraciones de inhibidores del proteasoma dentro de los
rangos empleados anteriormente, en los que se habian observado diferencias. Los
resultados se normalizaron respecto a los valores de las células control, no tratadas con

ningun inhibidor, tal y como se resume en la Figura 14.
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Figura 14. Niveles celulares del proteasoma 20S/26S. En placas de 6 pocillos se sembraron 10° células
de MM en 2,5 ml de medio completo por pocillo, y una alicuota del lisado celular obtenido se utilizd para
determinar los niveles de proteasoma mediante la técnica de ELISA, tal y como se describe en Materiales
y Métodos. Los valores obtenidos para las células control, cultivadas en ausencia de inhibidores, se
establecieron como el 100%. Los resultados estan agrupados segin la combinacion y la concentracion
de inhibidor de proteasoma ensayada. Bortezomib (Btz), carfilzomib (Cfz), PP-242 (PP), OSI-027 (OSI).
En la representacion grafica, para los datos del efecto de la combinacion de los inhibidores se ha
utilizado el mismo codigo de colores que en los andlisis del potencial mitocondrial: rojo carfilzomib y
PP-242, azul carfilzomib y OSI-027, verde bortezomib y PP-242, naranja bortezomib y OSI-027, y el
cuadriculado blanco y negro para los inhibidores del proteasoma por separado. Los resultados se han
representado como las medias £ SD de tres repeticiones. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y
****P<0,0001.

Lo primero que se aprecia en los gréaficos es que las células tratadas con
inhibidores del proteasoma tienen, en general, menor cantidad de proteasomas que las
células control. Asi mismo, se puede apreciar que las células tratadas solo con los
inhibidores de mTOR (OSI-027, PP-242) también sufren una pequefia reduccién
significativa de los niveles de proteasoma respecto a las células control.

Si analizamos los resultados agrupandolos en funcion de las distintas
concentraciones de inhibidores del proteasoma empleadas, en algunos casos, como por
ejemplo los obtenidos con bortezomib 4 nM en las células U266, se ajustarian a la
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hipdtesis de trabajo, ya que las células tratadas ademas con PP-242 o con OSI-027

presentan unos niveles mayores de proteasomas que las tratadas solo con bortezomib.

Sin embargo, en otras muchas condiciones ensayadas, los niveles de
proteasomas fueron similares, o en algun caso inferiores al tratar conjuntamente con los
inhibidores de mTOR. Por ello, se puede concluir que el tratamiento con los inhibidores
de mTOR no suele aumentar los niveles de proteasomas en las células de MM.

Podria pensarse que no se observara un aumento en los niveles de proteasomas
en las células tratadas con la combinacion de inhibidores debido a que la cantidad de
células vivas (capaces de haber aumentado sus niveles de proteasoma) es mucho menor
que en el control (células sin tratar). Esto no se puede calcular directamente ya que al
realizar la determinacién en lisados celulares de la poblacion total, también estarian

incluidos los proteasomas de las células apoptoéticas.

Si se calculasen los ratios de proteasomas por células vivas, el ratio para las
escasas celulas supervivientes tratadas con los inhibidores del proteasoma seria mucho
mayor que en los controles. Sin embargo, esto falsearia los resultados, porque
adjudicariamos a estas células los proteasomas de las células apoptoticas. Ademas, es
conocido que las células capaces de resistir a esas concentraciones lo son por

sobreexpresar las subunidades proteasémicas [27].
4.4. Ensayo de la actividad del proteasoma 20S

Otra posibilidad a tener en cuenta seria que al inhibir mTOR aumentase la
actividad enzimatica de los proteasomas en las células, permitiendo asi una mayor
resistencia a los inhibidores del proteasoma y una mayor supervivencia. Para analizar
esta posibilidad, se analizé la actividad catalitica (de tipo quimotripsina) de los
proteasomas de células tratadas en las mismas condiciones que el experimento anterior,
tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados, al igual que en el caso
anterior, se normalizaron a los valores correspondientes a los controles sin tratar con

ningun inhibidor, tal y como se puede ver en la Figura 15.

En la Figura 15A se puede ver claramente que no se produjo un incremento de la

actividad de los proteasoma, sino un importante descenso.
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Figura 15. Niveles de actividad del proteasoma 20S. A) Resultados globales. B) Ampliacion del rango
inferior del eje Y para que se aprecien mejor las diferencias en las células tratadas con los dos
inhibidores. En placas de 6 pocillos se sembraron 10° células de MM en 2,5 ml de medio completo por
pocillo, y 10 ug del lisado celular obtenido se utilizaron para determinar la actividad quimotripsina del
proteasoma mediante un ensayo fluorimétrico, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los
valores obtenidos para las células control, cultivadas en ausencia de inhibidores, se establecieron como
el 100%. Los resultados estdn agrupados segin la combinacién y la concentracion de inhibidor de
proteasoma ensayada. Bortezomib (Btz), carfilzomib (Cfz), PP-242 (PP), OSI-027 (OSl). En la
representacion gréfica, para los datos del efecto de la combinacidn de los inhibidores se ha utilizado el
mismo codigo de colores que en los andlisis del potencial mitocondrial: rojo carfilzomib y PP-242, azul
carfilzomib y OSI-027, verde bortezomib y PP-242, naranja bortezomib y OSI-027, y el cuadriculado
blanco y negro para los inhibidores del proteasoma por separado. Los resultados se han representado
como las medias + SD de tres repeticiones. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001.
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Por un lado se comprob6 que, a las dosis empleadas, el carfilzomib y el
bortezomib estan inhibiendo con gran eficacia la actividad de los proteasomas de las
celulas, sobre todo en el caso de MM.1S. Més llamativo es el hallazgo de que los
inhibidores de mTOR también inhiben la actividad del proteasoma, hecho que se puede
apreciar tanto en las células incubadas solo con inhibidores de mTOR, como en las
células incubadas con inhibidores del proteasoma y de mTOR.

Es sobre todo destacable el caso de las células MM.1S en las que los inhibidores
de mTOR reducen la actividad de los proteasomas a aproximadamente la mitad. A este
efecto, encontrado tanto con OSI-027 como con PP-242, podria deberse el aumento de
apoptosis que se observa en las células incubadas 48 h solo con los inhibidores de
mTOR. Estos resultados contradicen por tanto la hipdtesis propuesta y sugieren que la

inhibicién de la actividad del proteasoma producida por los inhibidores de mTOR no
conlleva la inmediata induccién de apoptosis.
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Figura 16. Niveles de actividad del proteasoma 20S. En placas de 6 pocillos se sembraron 10° células de
MM en 2,5 ml de medio completo por pocillo, y 10 pug del lisado celular obtenido se utilizaron para
determinar la actividad quimotripsina del proteasoma mediante un ensayo fluorimétrico, tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Los valores obtenidos para las células control, cultivadas en ausencia
de inhibidores, se establecieron como el 100%. Los resultados estan agrupados segun la combinacién y
la concentracion de inhibidor de proteasoma ensayada. Bortezomib (Btz), carfilzomib (Cfz), BYL-719
(BYL). En la representacion gréfica, para los datos del efecto de la combinacién de los inhibidores se ha
utilizado el mismo codigo de colores que en los analisis del potencial mitocondrial: verde pistacho
Carfilzomib y BYL-719, morado Bortezomib y BYL-719, y el cuadriculado blanco y negro para los
inhibidores del proteasoma por separado. Los resultados se han representado como las medias + SD de
tres repeticiones. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<(0,0001.
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De forma complementaria, se analizé también la actividad de los proteasomas en
las células de MM incubadas con el inhibidor de PI3Ka BYL-719. En este caso, como
se indica en la Figura 16, las células tratadas solo con BYL-719 no ven inhibida de
forma significativa la actividad del proteasoma, aunque la actividad inhibidora de
carfilzomib parece potenciarse en presencia de BYL-719.

Analizando el conjunto de resultados obtenidos con ambos kits (cuantificacion
de los niveles de proteasoma y actividad enzimatica), no se ha observado aumento de
los niveles de proteasoma ni de su actividad, antes al contrario. En este sentido, en un
estudio reciente se ha descrito la inhibiciébn de la actividad quimotripsina del
proteasoma en células U266 y MM.1S tratadas durante 24 h con un inhibidor dual de
PI3K'y mTOR [33]. En dicho estudio se encontr6 que la inhibicion del proteasoma no
era catalitica, sino que se producia una regulacién negativa de la expresion de las
subunidades del proteasoma 19S, necesarias para el correcto ensamblaje vy
funcionamiento del proteasoma 26S [33].

Para estudiar si la inhibicion observada por el efecto de los inhibidores de
mTOR utilizados ocurria sélo a nivel de las subunidades reguladoras, o si afectaban
también a los niveles de las subunidades cataliticas, se decidio analizar la expresion de

estas Ultimas mediante Western blotting.
4.5. Andlisis de la expresion de las subunidades cataliticas del proteasoma

Los niveles de las tres principales subunidades cataliticas del proteasoma 20S,
B1, B2 y PBS, se analizaron por Western blotting, tras 24 y 48 h de incubacion con los
inhibidores. En el estudio citado anteriormente solo se analiz6 la expresion génica de
los componentes del proteasoma a las 6 y 12 h de incubacion con un inhibidor dual de
PI3K y mTOR [33].

En primer lugar, aunque se probaron distintas concentraciones de anticuerpo y
distintos tiempos de incubacién, no se consiguié obtener resultados significativos en el
analisis por Western blotting de la subunidad B1, con la cantidad de células utilizadas.
En cambio si se pudieron analizar las subunidades B2 y B5. Los anticuerpos y las
concentraciones/diluciones a las que se utilizaron para estos experimentos se encuentran

detallados en la Tabla A3 del Anexo.
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Respecto a la subunidad 2, se observo que a las 24 h de incubacion con PP-242,
sus niveles tanto en U266 como en MM.1S se mantienen muy parecidos a los del
control (minimo aumento en U266 y ligero descenso en MM.1S, Figura 17). En
cambio, las células tratadas con OSI-027 o con BYL-719 vieron reducidos
considerablemente sus niveles practicamente a un tercio del control en el caso de U266.
En MM.1S, OSI-027 produce el mismo descenso que en U266, mientras que BYL-719

no tiene un efecto tan pronunciado (reduccion a dos tercios del control).

Al analizar las células U266 incubadas 48 h (Figura 17), con PP-242 se
observaron niveles muy similares a los del control. Ademas se observo que en el caso
de los otros inhibidores utilizados se recuperaban los niveles de la subunidad 2, de
manera que casi igualaban a los del control. Esto podria tratarse de un efecto
compensatorio. Dicho efecto también se observaba en las células MM.1S tratadas con
PP-242 y OSI-027, en las que los niveles de la subunidad incluso sobrepasaban
ligeramente a los del control. En el caso de las MM.1S tratadas con BYL-719 apenas se
produjeron cambios con respecto a las 24 h.

24 h 48 h
U266 MM.15 U266 MM.1S
A A |
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Figura 17. Ensayo de WB de la subunidad B2 en las lineas U266 y MM.1S incubadas durante 24 y 48 h
con los inhibidores de mTOR (PP-242 y OSI-027) y PI3Ko (BYL-719), en los tres casos a una
concentraciéon 1 pM. Se cargaron en cada pocillo del gel de electroforesis 5:10° células totales. La
intensidad de las bandas de proteinas se cuantificé por densitometria, y se normalizaron respecto a la
banda de actina, segun se muestra en la parte inferior de cada carril.

En cuanto a la subunidad PS5, el efecto producido en las U266 a las 24 h es
parecido al que se observd para la subunidad 2. Primero, las células tratadas con
PP-242 ven aumentados los niveles de la subunidad con respecto al control, aungue en
este caso de manera mas marcada. Segundo, las células tratadas con OSI-027 o
BYL-719, ven reducidos los niveles de la subunidad B5 respecto al control, aunque en

este caso es una disminucién mucho menor. Por el contrario, en MM.1S el efecto
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producido a las 24 h es diferente que en el caso de la subunidad B2 ya que con los tres

inhibidores aumentan levemente los niveles de 5 respecto al control.

A las 48 h, las células U266 tratadas con PP-242 se comportan de nuevo de
forma similar en relacion a la subunidad B5 que en relacion a la B2, ya que después del
incremento inicial a las 24 h, sus niveles descienden para equipararse al control. En el
caso de las U266 tratadas con OSI-027 o BYL-719 durante 48 h se incrementan los
niveles de la subunidad 5 a modo de compensacion, pero de una manera mucho mayor

que la vista en el caso de la subunidad 2 (llegando a duplicar los niveles del control).

Con respecto a las MM.1S no se pudieron determinar los niveles de la subunidad
B5 en las combinaciones con PP-242 y OSI-027 debido al fallo en el control de carga
(actina): al igual que en el Western blotting de la subunidad B2, disminuyé mucho la
sefal de actina. En cambio, en el tratamiento con BYL-719 durante 48 h se redujeron
sus niveles respecto a las 24 h hasta los dos tercios del nivel del control, al igual que se

observo en el caso de (2.

24 h 48 h
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Figura 18. Ensayo de WB de la subunidad B5 en las lineas U266 y MM.1S incubadas durante 24 y 48 h
con los inhibidores de mTOR (PP-242 y 0OSI-027) y PI3K (BYL-719), en los tres casos a una
concentracion 1 pM. Se cargaron en cada pocillo del gel de electroforesis 5:10° células totales. La
intensidad de las bandas de proteinas se cuantificé por densitometria, y se normalizaron respecto a la

banda de actina, segun se muestra en la parte inferior de cada carril.

De manera paradojica, aunque PP-242 y OSI-027 produzcan a las 48 h un
aumento en la cantidad de las subunidades cataliticas incluso por encima de los niveles
del control, esto no evitaria la muerte de las células tras 48 h de incubacién tal y como
se ha visto en los resultados de medida de la apoptosis (determinacién de A¥, por
citometria de flujo) en los experimentos de combinacion de inhibidores del proteasoma
y de mTOR sobre la viabilidad celular.
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4.6. Analisis de los niveles de expresion de la proteina Noxa

El conjunto de resultados obtenidos indica que al inhibir mTOR no parece que se
produzca un aumento de los niveles o de la actividad del proteasoma. En realidad, los
datos indican que tanto PP-242 como OSI-027 inhiben la actividad del protesoma. Sin
embargo, esta inhibicién no parece inducir apoptosis sino que reduce la apoptosis
inducida por los inhibidores “profesionales” del proteasoma bortezomib y carfilzomib.

En un reciente articulo [33], encontraron que un inhibidor dual de PI3K y mTOR
(P1-103) se comportaba como un inhibidor alostérico, no catalitico, del proteasoma.
Nuestros resultados sugieren que este podria ser también nuestro caso y que la
inhibicion del protesoma causada por los inhibidores de mTOR no seria capaz de
inducir apoptosis e incluso atenuaria la sefial apoptotica generada por los inhibidores
“profesionales”, bortezomib y carfilzomib.

Teniendo en cuenta lo anterior y sabiendo que la apoptosis producida por los
inhibidores del proteasoma produce un rapido aumento en los niveles de Noxa [43]-
[45], los inhibidores de mTOR deberian atenuar el aumento en dichos niveles.

Por ello, se determinaron los niveles de Noxa por citometria de flujo, en las
distintas combinaciones de inhibidores anteriormente ensayadas, utilizando un
anticuerpo especifico anti-Noxa. Se escogieron algunas de las concentraciones de
carfilzomib y bortezomib ya ensayadas, y para los inhibidores de mTOR y PI3K se
mantuvo la concentracion de 1 uM. Los datos y diluciones empleadas de los anticuerpos
se encuentran detallados en la Tabla Al del Anexo.

Para el estudio con U266 la concentracion elegida de carfilzomib fue 5 nM, y la
de bortezomib 2,5 nM. En los resultados, recogidos en la Figura 19, se observo en el
control que estas células tienen niveles muy bajos de Noxa. La incubacién con los
inhibidores de mTOR aumentd levemente la cantidad de células con sefial positiva de
Noxa, mientras que la incubacion con el inhibidor de PI3K la aumentd
considerablemente, aunque sin afectar a la viabilidad celular, ya que permanece similar

a la de los controles.
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Figura 19. Anélisis de Noxa mediante citometria de flujo en U266. Las células se sembraron e incubaron

seglin lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se consideré como

sefial positiva de Noxa aquella que no solapara con méas de un 2% de la sefial del control de isotipo. En

rojo se ha representado el control de isotipo, y en azul la sefial de Noxa. Se ha representado el resultado

mas destacado de cada duplicado. La viabilidad celular se determiné mediante marcaje con TMRE.
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Al utilizar Carfilzomib, las células tratadas s6lo con este inhibidor ven reducida
su viabilidad a la mitad a la vez que aumenta la expresion de la proteina pro-apoptotica
Noxa. Si se combina con los inhibidores de mTOR, la viabilidad se mantiene similar a
la de los controles, solo decae ligeramente, y los niveles de Noxa son menores a los
observados en las células tratadas Unicamente con carfilzomib, de acuerdo con lo

expuesto anterormente.

Aunque el bortezomib produjo la muerte de mas de la mitad de las células
incubadas con él, apenas hubo células positivas para Noxa. En combinacion con los
inhibidores de mTOR, la viabilidad se conserva en gran medida con respecto a los
controles y los niveles de Noxa son similares también a los de los controles. A pesar de
producir menos muerte celular, la cantidad de células positivas para Noxa resulta ser
mayor en las combinaciones entre inhibidores de mTOR y bortezomib que en las células
tratadas solo con bortezomib.

La combinacién de bortezomib con BYL-719 genera también una muerte celular
que se aproxima a la de bortezomib solo. Los niveles de Noxa son mayores que cuando
las células fueron tratadas s6lo con bortezomib, y similares a los de las combinaciones
con inhibidores de mTOR. Sin embargo siguen pareciendo muy bajos teniendo en
cuenta la gran mortalidad producida y el incremento de Noxa observado en el control
tratado con BYL-719.

Como ya se ha comentado, los resultados obtenidos con bortezomib no son
equivalentes a los conseguidos con carfilzomib. Esto es debido probablemente a una

cinética de induccion de muerte mas rapida en el caso del bortezomib.

En un experimento previo del mismo tipo realizado al doble de concentracion de
los inhibidores del proteasoma el efecto observado en U266 fue en gran medida similar
al mostrado en la Figura 19. Los resultados a los que se hace referencia se pueden
encontrar en la Figura Al del Anexo. En concreto los controles reaccionaron igual,
presentando el control absoluto niveles muy bajos de Noxa, los controles con PP-242 y
OSI-027 niveles algo mayores, y el control con BYL-719 niveles mucho mayores, en
ningun caso resintiéndose la viabilidad celular. También se produjo aumento de Noxa al
tratar solo con carfilzomib, mientras que sélo con bortezomib los niveles se

mantuvieron semejantes al control absoluto.
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Los niveles de Noxa fueron inferiores en las células tratadas con combinaciones
de carfilzomib y bortezomib con OSI-027 respecto a las células tratadas sélo con los
inhibidores del proteasoma. En el caso de PP-242, la situacion con bortezomib fue
similar. Tanto en el caso de la combinacién con OSI-027 como el de con PP-242 los

resultados estuvieron acompafiados ademés de una mejor viabilidad celular.

De manera simultanea al Ultimo experimento comentado, también se
determinaron los niveles de Noxa en MM.1S, recogidos en la Figura 20. A diferencia
de U266, en esta linea celular la cantidad basal es bastante mayor, llegando a un tercio
de la poblacién del control sin inhibidores. En este caso la incubacién con los
inhibidores de mTOR redujo la cantidad de células con sefial positiva de Noxa,

En cuanto a los inhibidores del proteasoma, las células incubadas Unicamente
con Carfilzomib o Bortezomib tienen menores niveles de Noxa que el control a pesar de
tener una viabilidad muy muy baja. Al combinar PP-242 y OSI-027 con los inhibidores
del proteasoma hay mas viabilidad. Aun asi sus niveles de Noxa son mayores que los de
los controles con PP-242 y OSI-027. Ademas, en el caso de las combinaciones con
PP-242, sus niveles de Noxa son algo menores que los de las células tratadas sélo con
los inhibidores del proteasoma, lo cual junto a la mayor viabilidad estaria de acuerdo
con la nueva hipotesis planteada en este trabajo. Sin embargo, en el caso de las
combinaciones con OSI-027, sus niveles de Noxa son mayores que los de las células
tratadas s6lo con los inhibidores del proteasoma, por lo que se deberian hacer analisis
mas detallados, probablemente de tipo cinético, para poder aclarar esta cuestion.

Por su parte, las combinaciones de los inhibidores del proteasoma con BYL-719
produjeron efectos similares a los observados en U266, con una gran mortalidad celular
préxima a la producida por los inhibidores del proteasoma por si solos y con niveles
muy bajos de Noxa.

Una posible explicacién alternativa a las discrepancias observadas podria ser que
en el momento de realizar los analisis quedan tan pocas células MM.1S viables que ya
no se puede apreciar el presunto incremento de Noxa. Al tratar las células Unicamente
con carfilzomib o bortezomib presentan mayores niveles de Noxa que U266, pero aun
asi la cantidad es menor que en el control de MM.1S.

52



Trabajo Fin de Master

Control

Count

Noxa (MM.1S)

David Giraldos Jiménez

Control + PP-242

Count

Co_ntrol + OSI-027 Control + BYL-719

Count

FLI-H

Viabilidad: 80,85%
% células positivas:

Ll C
107 10°

FL1-H

Viabilidad: 80,75%
% células positivas:

1w

FLI-H

Viabilidad: 72,90%
% células positivas:

count

Viabilidad: 62,30%
% células positivas:

34,1% 10,9% 2,31% 3,08%
Carfilzomib 10 nM  Carfilzomib 10 nM  Carfilzomib 10 nM  Carfilzomib 10 nM
o+ PP-242 + OSI1-027 + BYL-719

Viabilidad: 1,55%
% células positivas:
22 6%

Bortezomib 10 nM

FLI-H

Viabilidad: 5,78%
% células positivas:

FL1-H

Viabilidad: 3,10%
% células positivas:

Viabilidad: 0,1%
% células positivas:
3.35%

Bortezomib 10 nM

Court

FL1-H

Viabilidad: 9,38%
% células positivas:
19,8%

Viabilidad: 25,6%
% células positivas:
11,1%

Viabilidad: 21,3%
% células positivas:
27.2%

17,9% 29, 7%
Bortezomib 10 nM Bortezomib 10 nM
+ PP-242 + OSI1-027

+ BYL-719

Count

¥, %,
Pty e
10 10

10" 10° 10

Viabilidad: 2,25%
% células positivas:
2 55%

Figura 20. Anélisis de Noxa mediante citometria de flujo en MM.1S. Las células se sembraron e
incubaron segtn lo descrito en materiales y métodos (3-10° células/ml, en placas de 48 pocillos). Se
consideré como sefial positiva de Noxa aquella que no solapara con més de un 2% de la sefial del control
de isotipo. En rojo se ha representado el control de isotipo, y en azul la sefial de Noxa. En este caso no

hubo duplicados. La viabilidad celular se determiné mediante marcaje con TMRE.
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5. Conclusiones

Las principales conclusiones que se han alcanzado en este trabajo han sido:

- Primera: La disminucion de la apoptosis inducida por inhibidores del
proteasoma en células de MM al combinarlos con inhibidores de la ruta
PI3K/Akt/mTOR depende de la sefializacion de mTOR y no de la de PI3Ka.

- Segunda: El tratamiento con los inhibidores de mTOR no aumenta
significativamente los niveles de proteasomas en las células de MM ni su
actividad tipo quimotripsina.

- Tercera: El tratamiento con los inhibidores de mTOR inhibe los proteasomas
probablemente de forma no catalitica y sin inducir apoptosis en las células de
MM.

- Cuarta: La inhibicién de la apoptosis inducida por inhibidores del proteasoma en
células de MM al combinar con inhibidores de mTOR podria deberse a un

menor aumento de los niveles de la proteina proapoptdtica Noxa.

6. Conclusions
The achieved conclusions of this project are:

- First: The reduced efficiency of combined treatments with proteasome and
mTOR inhibitors in MM is due to mTOR signalling and not to PI3Ka signalling.

- Second: mTOR inhibitors do not increase the proteasome amount or their
chymotrypsin-like activity in MM.

- Third: mTOR inhibitors inhibit proteasome probably on a non-catalytic, not
inducing apoptosis way in MM.

- Fourth: The reduced efficiency observed of combined treatments with
proteasome and mTOR inhibitors in MM seems to be be due to decreased up-

regulation of proapoptotic protein Noxa.
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Anexo

Anticuerpos empleados en el marcaje intracelular de proteinas
Anticuerpos

primarios Tipo, especie Dilucion Proveedor
Anti-Noxa Monoclonal, Raton 1/1000 Abcam
Control de isotipo
IgG: 1gG1 de Monoclonal, Raton 1/100 Invitrogen
raton
?eréﬂatélzrrﬁ)g Tipo, especie Dilucion Proveedor
Anti-1gG1 de
raton conjugadoa  Policlonal, Cabra 1/100 Molecular Probe
Alexa 488

Tabla Al. Descripcion de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el marcaje intracelular
de la proteina Noxa, para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. La dilucion hace referencia
al anticuerpo una vez afiadido sobre los 100 ul de PBS.

Anticuerpos utilizados en el ELISA

Anticuerpo Tipo, especie Dilucién Diluyente
Anti-subunidad a6
del proteasoma Monoclonal, Raton 1/500 Tampon de Union
20S
ANTPIOReasoma  policlonal, Conejo 1/1000 Tampon ELISA
Anti-1gG de
conejo conjugado Policlonal, Cabra 1/100 Tampon ELISA
a HRP
Composicion de los tampones empleados como diluyentes
Tampon de Unidn PBS
Tampén ELISA Solucion salina tamponada con Tris, albimina de suero bovino y
detergentes

Tabla A2. Descripcion de los anticuerpos y componentes no detallados en la seccion correspondiente del
kit utilizado para realizar el ELISA.
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Anticuerpos empleados en los Western blotting

Anticuerpos
primarios
Anti-subunidad 1
del proteasoma
20S
Anti-subunidad p2
del proteasoma
20S
Anti-subunidad g5
del proteasoma
20S
Anti-actina

Tipo, especie

Monoclonal, Ratén

Monoclonal, Raton

Policlonal, Conejo

Monoclonal, Rat6n

Dilucién

1/1000 y 1/500

1/1500

1/1000

1/10000

Proveedor

Enzo

Enzo

Biomol

Sigma

Anticuerpos
secundarios
anti-1gG de conejo
conjugado a HRP
Anti-1gG de ratén
conjugado a HRP

Tipo, especie

Monoclonal, Raton

Monoclonal,
Conejo

Dilucion
1/20000

1/20000

Proveedor
Sigma

Sigma

Tabla A3. Descripcién de los anticuerpos utilizados en los Western blotting.
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Figura Al. Andlisis de Noxa mediante citometria de flujo en U266. Se consideré como sefial positiva de

Noxa aquella que no solapara con mas de un 2% de la sefial del control de isotipo. En rojo se ha

representado el control de isotipo, y en azul la sefial de Noxa. En este experimento no hubo duplicados.

La viabilidad celular se determiné mediante marcaje con TMRE.



	Noxa (U266)
	Control + BYL-719
	Control + OSI-027
	Control + PP-242
	Control
	Viabilidad: 77,75%
	Viabilidad: 82%
	Viabilidad: 82,85%
	Viabilidad: 78,95%
	% células positivas: 33,4%
	% células positivas: 9,53%
	% células positivas: 17,1%
	% células positivas: 3,92%
	Carfilzomib 5 nM + BYL-719
	Carfilzomib 5 nM + OSI-027
	Carfilzomib 5 nM + PP-242
	Carfilzomib 5 nM
	Viabilidad: 6,97%
	Viabilidad: 21,35%
	Viabilidad: 22%
	Viabilidad: 4,95%
	% células positivas: 6,47%
	% células positivas: 1,64%
	% células positivas: 7,31%
	% células positivas: 4,72%
	Bortezomib 2,5 nM + BYL-719
	Bortezomib 2,5 nM + OSI-027
	Bortezomib 2,5 nM + PP-242
	Bortezomib 2,5 nM
	Viabilidad: 3,75%
	Viabilidad: 13,55%
	Viabilidad: 14,85%
	Viabilidad: 2,28
	% células positivas: 5%
	% células positivas: 1%
	% células positivas: 8,14%
	% células positivas: 3,98%

