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Abreviaturas seleccionadas

Ay, potencial de membrana mitocondrial
ABB, tampdn de unidn de anexina (Annexin-Binding Buffer)
Apaf-1, factor activador de proteasas apoptdticas (Apoptotic protease activating factor 1)

Apo2L/TRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TNF-Realated Apoptosis-
Inducing Ligand)

BCA, Bicinchoninic Acid Assay

Bcl-2, B-Cell Leukemia/Lymphoma 2 gene

BH, Bcl-2 Homology

cFLIP, proteina celular inhibitoria de FLICE (cellular FLICE Inhibitory Protein)
CRF, carfilzomib

dATP, desoxiadenosina trifosfato

DcR1/2, receptor sefiuelo 1/2 (Decoy Receptor 1/2)

DD, dominio mortal (Death Domain)

DED, dominio efector de muerte

DISC, complejo sefializador inductor de muerte (Death-Indicing Signaling Complex)
DMSO, dimetilsulfoxido

DOGS-NTA-Ni, (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 {[N-(5-amino-1-carboxypentyl)-iminodiacetic
acid]succinyl}

DR4/5, receptor mortal 4/5 (Death Receptor 4/5)

ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FADD, dominio de muerte asociado a Fas (Fas-associated Death Domain)
IAPs, inhibidores de proteasas apoptdticas ( Inhibitor of Apoptosis Protein)
Ig, inmunoglobulina

IL-6, interleuquina 6

LUV, Large Unilamellar Vesicle



LUV-TRAIL, Large Unilamellar Vesicle -TRAIL
Mcl-1, Myelod cell leukaemia-1

MLVs, Multillamelar Large Vesicles

MM, Mieloma Multiple

MTT, bromuro de dimetil-tiazolil-difeniltetrazolio

NF-KB, factor nuclear KB (Nuclear Factor- KB)

NK, Natural Killer

OPG, osteoprotegerina

PARP1, poliadenosina difosfato ribosa polimerasa

PBS, suero fisioldgico (Phosphate Buffered Saline)

PS, fosfatidilserina (PhosphatidylSerine)

PVDF, polyvinylidene difluoride

ROS, especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)

rTRAIL-Hisg, ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF recombinante con cola de
histidinas

SBF, suero fetal bovino (Scalf Bovine Serum)
SDS, dodecilsulfato sddico (Sodium Dodecyl Sulphate)

SMAC/DIABLO, Second Mitocondrial Activator of Caspases/ Direct IAP-Binding Protein with
Low pl

sTRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF bajo forma soluble
TEMED, N, N, N, N’-tetrametiletilendiamina

TNF, Tumor Necrosis Factor

TNF-a, factor de necrosis tumoral tipo a (Tumor Necrosis Factor- a)

XIAP, X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein

Z-VAD-fmk, benciloxicarbonil-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona
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Resumen

El cancer es una de las patologias mas comunes y con mayor tasa de mortalidad, entre
las cuales encontramos el mieloma multiple (MM), un tipo de cancer hematolédgico que
representa el 10% de neoplasias sanguineas y afecta principalmente a mujeres de raza negra

con una edad media de diagnosis de entre 65 y 70 afios."

Durante afios, los tratamientos cldsicos utilizados para tratar esta patologia han sido
los agentes alquilantes, que inhiben la replicacidn del ADN, los glucocorticoides, que aumentan

la expresion de genes proapoptdticos como Bim?, o el trasplante de células autdlogas.

Actualmente, los farmacos inhibidores del proteasoma son el tratamiento estdndar
para tratar el MM, entre los cuales se encuentra carfilzomib. Este farmaco de segunda
generacion parece tener un efecto positivo en la regresién de las células mielomatosas gracias
a un mecanismo de accidn bloqueando el proteasoma. En estudios realizados con carfilzomib
se ha constatado que ademas de activar la muerte celular a través de via intrinseca, esta droga
podria tener un efecto sensibilizante a la terapia con ligandos mortales, en concreto con
Apo2L/TRAIL. Este ligando mortal, utilizado previamente en ensayos para el tratamiento de
otros canceres, es capaz de activar la via extrinseca de la apoptosis en células que expresan sus

receptores mortales DR4 y DR5>.

En la dltima década, la inmunoterapia basada en el uso de ligandos mortales ha
evolucionado hasta el punto de desarrollar diferentes formulaciones de ligando mortal TRAIL
(bajo una forma soluble recombinante, asociado a liposomas, etc.) con el objetivo de potenciar

su citotoxicidad en una gran variedad de células cancerosas®.

En este trabajo se plantea el estudio del mecanismo de induccién de apoptosis de una
terapia que combina carfilzomib con diferentes formulaciones de TRAIL en lineas celulares

tumorales humanas de MM.



Summary

Cancer is one of the most common pathologies with the highest mortality rate,
including multiple myeloma (MM), a type of hematologic cancer that represents 10% of blood
neoplasm and mainly affects black women with an average age of diagnosis between 65 and

70 years™.

Over the years, the classical treatment used to treat this pathology has been
alkylating agents, which blocks the DNA replication, glucocorticoids, which increase the

expression of proapoptotic proteins such as Bim?, or transplantation of autologous cells.

Currently, proteasome inhibitor drugs are the standard treatment for MM, including
carfilzomib. This second generation drug has a positive effect on the regression of myeloma
cells through a proteasome blocking mechanism. In studies performed with carfilzomib, it has
been observed that in addition to activating cell death mediated by intrinsic pathway of
apoptosis, it could have a sensitizing effect combined with therapy using deadly ligands,
specifically Apo2L/ TRAIL. This deadly ligand, previously used in trials in order to treat other
cancerous pathologies, has a power of action in the activation of the extrinsic pathway of

apoptosis in cells expressing the DR4 and DR5 deadly receptors”.

In the last decade, immunotherapy based on the use of deadly ligands has evolved to
the point of developing different formulations of deadly ligand TRAIL (in a soluble recombinant
form, associated with liposomes, etc.) with the aim of increasing its cytotoxicity in a great

variety of cancer cells®.
In this work we have analyzed the mechanism of induction of apoptosis in

combinatorial therapy with carfilzomib and different formulations of TRAIL in multiple

myeloma.

Vi



1. Introduccion

1.1 Cancer

Una de las caracteristicas de las células tumorales es su capacidad de escapar de la
sefalizacion de la apoptosis, regulada por el sistema inmunitario y asi proliferar de manera
descontrolada. La mayoria de células cancerosas tienen esta via de sefalizacion de muerte
alterada, siendo la principal causa de estas anomalias las alteraciones genéticas entre las que

destaca la mutacién o deleccién del gen de supresién tumoral p53°.

Igualmente existen otros factores que intervienen en el desarrollo de esta patologia,
entre los cuales se encuentran mutaciones genéticas que intervienen de manera directa en la
cascada de sefializacién de la apoptosis. Un ejemplo es la sobreexpresion de las proteinas anti-
apoptoéticas de la familia Bcl-2 que se encuentran como punto de regulacidon negativa en la via
intrinseca de la apoptosis. En concreto, se ha constatado que la proteina Mcl-1 de la familia

Bcl-2 se expresa de manera elevada en células tumorales del mieloma multiple (MM)°.

La intervencion de mdultiples factores en la regulacidn post-transcripcional de la
expresion de estos genes hace que su estudio sea mas complicado y laborioso. Uno de los
factores conocidos es el proteasoma, un complejo proteico que se encarga de eliminar las
proteinas defectuosas y mantener la homeostasis celular. Este complejo citosdlico tiene un
papel fundamental en la regulacidn proteica y por lo tanto suele ser una diana potencial para
el tratamiento de diversas patologias incluido el cdncer. Sus caracteristicas y funciones serdn

detalladas a lo largo de este trabajo.

1.2 Mieloma multiple

1.2.1 Definicion, caracteristicas e incidencia

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica localizada en la médula dsea
de los huesos largos. Se caracteriza por la proliferacion maligna de células plasmaticas (células
B diferenciadas) genotipicamente alteradas, derivadas de un clon, habitualmente con
capacidad de sintetizar y secretar grandes cantidades de unas inmunoglobulinas

monoclonales. Estas células se acumulan en distintos puntos de la médula ésea formando los



plasmocitomas, llegando a dafiar la estructura del hueso. En estadios mas avanzados pueden
incluso diseminarse en otros érganos y encontrarse en el torrente sanguineo dando origen a

una leucemizacién del MM.

Como se ha dicho, esta enfermedad deriva de una célula B con una alteracion
cariotipica, hallada en el centro germinal de la médula, pudiendo evolucionar a mieloma
intramedular pasando por un estadio de mieloma “latente”. El mieloma intramedular se
asocia a un nimero elevado de células plasmaticas anormales en distintos lugares del hueso,
angiogénesis andomala, anemia, disfunciones renales y lisis parcial del tejido éseo. En estadios
mas avanzados el tumor puede llegar a colonizar el sistema vascular, el liquido pleural y la piel.
En este estadio de la enfermedad se habla de mieloma extramedular (fig.1). Para que se
produzca este cambio, las células mielomatosas deben crecer y diferenciarse en un micro-
ambiente favorable. Este micro-ambiente medular estd compuesto por una matriz extracelular
gue alberga distintos tipos celulares. Las interacciones positivas y negativas entre las mismas y
las células mielomatosas son mediadas por citoquinas y otras moléculas que permiten la
supervivencia y desarrollo tanto de las células cariotipicamente normales cémo de las

anormales’.

Normal long-lived
plasma cell

T Germinal-centre_ _
Beel _.--"2
—» |MGUS | —| Smouldering | . | Intramedullary | _,. [Extramedullary | . £
myeloma myeloma myeloma 2ll line

Bone marrow stromal cell dependence

IL-6 dependence

Angiogenesis
Bone destruction

Increased DNA-labelling index

Figura 1. Estadios del mieloma multiple. La célula B precursora deriva del centro germinal de la médula dsea. Su
transformaciéon en MGUS (gammapatia monoclonal de significacién indeterminada), un estadio premaligno dénde
las células son tumorales pero aun no proliferan. Tras esta etapa, aparece el mieloma multiple latente (smouldering
mieloma) donde un porcentaje de las células empiezan a proliferar. Finalmente aparece el mieloma intramedular
gue evoluciona a mieloma extramedular para acabar provocando una leucemia de células plasma’ticas7.

La caracteristica principal de una célula mielomatosa es la produccién de una
inmunoglobulina monoclonal llamada proteina M o para-proteina con secuencias anormales

de aminoacidos en sus cadenas ligeras. Esta proteina se encuentra en exceso en la sangre y



orina e interfiere en diversas propiedades de la sangre, en el normal funcionamiento de los
rifones y favorece el desarrollo de infecciones. El exceso de células plasmaticas puede lesionar

los huesos y llegar a desplazar a las células sanas de la médula 6sea’.

La esperanza de vida media de los afectados sin tratamiento es de entre tres a cuatro
meses. Se considera como la segunda neoplasia hematoldgica mas comun en la poblacién y la
primera en términos de mortalidad. El mieloma multiple constituye la neoplasia de células
plasmaticas mas frecuente y suele afectar predominantemente a personas de edad avanzada,

siendo la media de edad 65 afios®.

1.2.2 Sintomatologia del MM

El MM puede tener un cuadro clinico muy variado. Esta neoplasia puede permanecer
de manera asintomatica durante un largo periodo de tiempo cuando el MM se encuentra en
estadio “latente” y los sintomas que permiten el diagndstico no suelen aparecer hasta
estadios mas avanzados. Esta es la razén por la cual se dificulta un diagndstico precoz y
tratamiento temprano, como puede ser una extracciéon quirdrgica que permitiria eliminar el
tumor antes de producirse metastasis y agravar el prondstico del paciente. El sintoma mas
evidente es el dolor éseo pero puede variar en funcidon de una gran cantidad de factores. A

continuacién se mencionan los sintomas mas cominmente observados:

-Alteraciones dseas debido a una destruccidon del hueso por lo que los pacientes
pueden sufrir dolores, fragilidad y fracturas. La destruccion del hueso viene acompafiada por

un aumento de calcio en la sangre y la orina.

-Alteracién renal: Los rifiones sufren disfuncién tubular lo que propicia la pérdida de

proteinas mediante la orina (proteinuria).

-Aumento de la cantidad de proteinas en sangre cdmo la f2-microglobulina, IL-6 y

proteina C reactiva en suero y disminucion de la concentracidn sérica albumina.

-Alteraciones en el hemograma debido al desplazamiento de las células precursoras

hematopoyéticas en la médula. De hecho, el 75% de los pacientes sufren anemia.

-Disfuncidn neuroldgica por la compresidon de la médula espinal debido a la invasion de

plasmocitomas. El sintoma mas comun suele ser dolor de cabeza, vision borrosa y vértigos.



-Susceptibilidad a contraer infecciones bacterianas por un descenso de la produccién

de inmunoglobulinas normales.

1.2.3 Diagndstico, marcadores y clasificacion

Los marcadores de prondstico suelen ser niveles elevados en sangre de [2-
microglobulina y de proteina C reactiva, la presencia de un gran numero de células
mielomatosas y un aumento de la microvascularizacién de la médula dsea. Para ello se realizan
hemogramas completos, analisis de orina en busqueda de proteinas, biopsias medulares y
estudio del estado déseo mediante técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) y

tomografia axial computarizada (TAC).

Con el fin de diferenciar los diferentes estadios de la enfermedad se ha establecido un

sistema internacional de clasificacion:

Clasificacion internacional

Estadio | . B2-microglobulina sérica < 3,5mg/ml

Albumina sérica > 3,5g/d|I

Estadio Il B2-microglobulina sérica 3,5 - 5,5mg/ml y albumina normal o

albumina sérica < 3,5g/dl y B2-microglobulina sérica < 3,5mg/ml

Estadio Ill B2-microglobulina sérica > 5,5mg/ml

e e s . . . e . Y 9
Tabla 1. Clasificacién internacional de los estadios clinicos del mieloma multiple”.

1.2.4 Terapias actuales contra el MM

A lo largo de estos ultimos afios, han sido muchos los esfuerzos que se han llevado a
cabo para elucidar los mecanismos celulares que se encuentran implicados en el desarrollo de

esta enfermedad para identificar nuevas dianas terapéuticas.

Actualmente se ha conseguido alargar la esperanza y calidad de vida de los pacientes

pero a pesar de las terapias que se han desarrollado sigue siendo una enfermedad incurable. El




tipo de terapia elegida para tratar un paciente depende principalmente del estadio en el que
se encuentra la enfermedad, pero también de la posibilidad de un trasplante hematopoyético
después de administrar dicho tratamiento. A continuacion se citan brevemente las terapias

mas comunmente utilizadas:

° Quimioterapia y radioterapia
. Trasplante de precursores hematopoyéticos
o Tratamiento de mantenimiento

Durante un largo periodo de tiempo se ha utilizado la quimioterapia, cuyo objetivo es
frenar la proliferacién e inducir la muerte de las células tumorales, siendo los farmacos como
el melfalan y la prednisona los tratamientos por excelencia del MM, El principal problema de
estas terapias es que no solo atacan a las células cancerosas sino que provocan la muerte y la
inhibicion del crecimiento de las células sanas. Ademas de su citotoxicidad en tejidos sanos, las
células cancerosas acaban adquiriendo en muchos casos resistencia a estas terapias de modo

que las células cancerosas puedan seguir dividiéndose®.

1.2.5 Nuevas terapias contra el cancer

En la investigacion relativa al cancer se ha desarrollado nuevas terapias antitumorales,
mas selectivas, que han llegado hasta diferentes fases en ensayos clinicos siendo los
tratamientos basados en la inmunoterapia, una alternativa adecuada por su menor toxicidad y

mayor selectividad.

Entre las alternativas terapéuticas basadas en la inmunoterapia cabe destacar la
terapia celular adoptiva, los anticuerpos monoclonales, las vacunas de células dendriticas y las
vacunas de DNA. Su objetivo general es la activacion del sistema inmunitario del paciente
contra antigenos propios de las células cancerosas, consiguiendo asi un menor dafo de las

células sanas.

Un ejemplo de inmunoterapia pasiva es el uso de ligandos mortales cémo FasL o
Apo2L/TRAIL. Estos ligandos mortales son secretados por las células citotoxicas del sistema
inmune durante su accidn antitumoral y activan la via extrinseca de la apoptosis en las células

cancerosas™. Sin embargo, los resultados obtenidos tras la activacion de la via Fas-FasL en un



modelo experimental en ratones indican que el tratamiento con FasL es letal debido a su gran

hepatotoxicidad™.

El descubrimiento del ligando mortal Apo2L/TRAIL (TRAIL) impulsé de nuevo la idea del
uso de los ligandos mortales como terapia antitumoral al revelarse como un ligando mortal
capaz de inducir apoptosis en células tumorales pero no en células normales'” y no presentar
hepatotoxicidad in vivo™. Sin embargo, se observé que la forma soluble de esta proteina
(sTRAIL) empleada como agente terapéutico no tenia un efecto citotdxico significativo debido
a su inestabilidad y unas propiedades fisico-quimicas limitadas, por lo que finalmente no

superd los ensayos clinicos mas alla de fase 2*.

1.3 Muerte celular programada o apoptosis

La apoptosis es una via de muerte celular programada en organismos eucariotas
multicelulares superiores con el fin de controlar el desarrollo, crecimiento y homeostasis de la
célula. La principal funcion de la apoptosis en un individuo adulto es la eliminacion de aquellas
células que han sufrido un dafio irreparable. Esta interviene también en fendmenos tan
esenciales como la separacion de los dedos de las manos durante el desarrollo embrionario de
Homo sapiens. Durante el desarrollo embrionario la apoptosis es un fenémeno esencial para la
modelar distintas partes del organismo pero en individuos adultos interviene
fundamentalmente en el mantenimiento de la homeostasis celular de modo que alteraciones
en la apoptosis se asocian a patologias severas en las cuales se encuentra el cancer. En este
ultimo caso la via de la apoptosis se encuentra afectada o la célula ha desarrollado
mecanismos para evadir las sefales apoptdticas y asi poder proliferar de manera

descontrolada.

La apoptosis puede ser activada principalmente por dos vias celulares: la primera, la
via extrinseca activada por una sefial exterior a la célula y la segunda, la via intrinseca activada
tanto por una sefial de origen interno como por la via extrinseca mediante la activacion de la

proteina citosdlica Bid.

En ambas vias intervienen las caspasas, unas proteinas de la familia de las cistein
proteasas con especificidad de corte después de un acido aspartico. Entre ellas se encuentran
las caspasas iniciadoras como la -8 y -10 y las efectoras como la -3, -7 y -9. Para alcanzar su

forma activa, la forma no activa, llamada también procaspasa, debe de sufrir un corte entre



ciertos dominios lo que propicia la posterior formacion de un heterotetramero que resulta ser

la forma activa de las caspasas™.

La actividad de estas esta regulada por proteinas cémo las IAPs, entre las cuales se
encuentra XIAP capaz de unirse a las caspasas ejecutoras promoviendo su degradacién o la

proteina cFLIP capaz de inhibir la activacién de la caspasa-8'.

El inicio de la apoptosis debuta con la condensacién del citosol y la compactacion de la
cromatina (picnosis) originando agregados en las proximidades de la membrana celular.
Seguidamente las endonucleasas digieren el ADN en fragmentos de aproximadamente 180
pares de bases. Al mismo tiempo, el reticulo endopldsmico se dilata y forma vesiculas que
fusionan con la membrana celular dandole una morfologia caracteristica (blebbing).
Finalmente la célula se divide en fragmentos llamados cuerpos apoptdticos que expresan la
sefial “comeme”’ que consiste en la exposicion de la fosfatidilserina en la membrana externa
de la célula. Esta sefial serd reconocida por los macréfagos que acabaran por fagocitar la
célula®. El resultado final es una muerte limpia, sin que el material citoplasmatico salga al

exterior de la célula y por tanto sin la generacién de un proceso inflamatorio.

Pre-Apoptotic Cell Early Apeptotic Cell Late Apoptotic Cell

Membrane
blebs

Figura 2. Evolucion de la morfologia celular durante el proceso de apoptosis. Modificado de Universidad de
Toronto

1.3.1 Via intrinseca o mitocondrial:

La via intrinseca de la apoptosis es la via mas conservada en términos evolutivos,
también conocida como via mitocondrial, ya que el principal punto de regulacién es la
mitocondria. Se trata de una muerte celular auténoma, propia a la célula, en respuesta a
determinados estimulos (ausencia de factores de crecimiento, radiaciones ionizantes, estrés

oxidativo (ROS), dafio en el ADN, etc)’.



Tras un determinado estimulo dafino para la célula, las proteinas de la familia Bcl-2,
Bax y Bak, dimerizan, formando un poro en la membrana mitocondrial externa provocando la
liberacion de citocromo c y SMAC/DIABLO. El escape de estas moléculas al citoplasma provoca
una caida del potencial de membrana mitocondrial (AW,,). El citocromo c junto a Apaf-1, dATP
y la procaspasa-9 forman un complejo llamado Apoptosoma en la que se activa la casapasa
iniciadora-9. La presencia de SMAC/DIABLO en el citosol le permite interaccionar con los IAPs
(inhibidores de caspasas), inhibiendo su funcidn y como consecuencia permitiendo la

activacion de las caspasas.

Esta ruta celular se controla gracias a proteinas reguladoras entre las cuales
encontramos las de la familia Bcl-2, las cuales se agrupan en tres subfamilias definidas por su

homologia en cuatro dominios BH1, BH2, BH3 y BH4:

-Proteinas anti-apoptodticas (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1). Estas actuan asocidandose a las

proteinas pro-apoptodticas e inhibiendo su accion.

-Proteinas pro-apoptéticas multidominio (Bax y Bak). Activadas por un estimulo
apoptético, Bax (que se encuentra en el citosol) y Bak (asociada a la membrana mitocondrial)

dimerizan formando canales en la membrana mitocondrial.

-Proteinas pro-apoptodticas solo BH3 (Bid, Bad, Bik, Blk, BimL, PUMA, NOXA, entre
otras). Poseen dos funciones, la primera consiste en su asociacidon con las proteinas anti-
apoptéticas inhibiendo su funciéon (en concreto, Bim y PUMA) y la segunda asocidandose

directamente a las proteinas pro-apoptéticas multidominio (Bax y Bak)*®.

1.3.2 Via extrinseca

La activacién de esta via de la apoptosis es provocada por la unién de los ligandos
mortales FasL y Apo2L/TRAIL a sus receptores de membrana. Estos ligandos mortales
pertenecientes a la familia TNF (Tumor Necrosis Factor) se unen a sus receptores especificos
(pertenecientes a la familia del receptor de TNF) expresados en la superficie celular iniciando

asi esta via apoptotica.

Los receptores de los ligandos mortales tienen un dominio intracelular DD que
interacciona con el dominio DD de la proteina adaptadora FADD. A su vez, FADD contiene los

dominios efectores de muerte (DED), que son capaces de interaccionar con los dominios DED



de las procaspasas iniciadoras -8 y-10. La interaccidon homotipica entre estas proteinas forma el

complejo llamado DISC”,

En el caso de Apo2L/TRAIL, su unién a sus receptores mortales (DR4 o DR5), induce
oligomerizacion de estos y el reclutamiento de varias proteinas entre las cuales se encuentra
cFLIP (FADD-Like Interleukin-1-B-converting enzime (FLICE)-inhibitory protein). Esta proteina
presenta varias isoformas con dominios DED de estructura similar a la parte N-terminal de la
procasapasa-8 que son reclutados por el DISC y pueden competir con las caspasas iniciadoras

en su unién a FADD"Y

La activacidn de la procaspasa-8 induce a la activacién de las procaspasas efectoras -3
y -7 y en algunos casos la activacién de la via intrinseca mediante el procesamiento de la
proteina Bid generando Bid truncado (tBid). Esta proteina es el punto de unién entre la via
extrinseca y la intrinseca y es la responsable de la dimerizacién de las proteinas Bax y Bak y de

la formacidn de un poro en la membrana mitocondrial (MOMP).
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Figura 3. Esquema de la conexidn de la via extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Tal y como se puede apreciar,
un gran numero de proteinas intervienen en la regulaciéon de cada una de las etapas. Por ejemplo, Bcl-2 puede
inhibir la liberacién del citocromo c o la activacion de la proteina SMAC/DIABLO. Otro ejemplo es la proteina XIAP
que inhibe la activacion de la caspasa-3 y -7 por la caspasa-9 20



Segun la activacion de esta conexidn, se ha descrito que en condiciones in vitro, las
células pueden clasificarse en dos tipos. En las células del tipo | la presencia de la caspasa-8
activa es suficiente para la activacion de la caspasa-3 y asi inducir la apoptosis. En cambio en
las células de tipo Il la forma activa de la caspasa-8 no es suficiente para activar la caspasa-3 y

por lo tanto es necesaria la activacién de la via intrinseca para reforzar la sefial*®.

1.3.3 Apo2L/TRAIL

Apo2L/TRAIL (a partir de ahora referido como TRAIL) es un ligando mortal de la familia
TNF, capaz de inducir de manera natural y especifica la activacién de la via extrinseca en
células tumorales de forma independiente de Fas. Se trata de una proteina compuesta por 281
aminoacidos secretada por células del sistema inmunoldgico (linfocitos T activados, células NK,
células dendriticas, macréfagos) codificada por el gen TNFSF10 que se halla en el cromosoma
3g26. Su peso molecular en forma de mondmero es de aproximadamente 32,5 kDa pero su

forma completamente glicosilada tiene una masa de 41 kDa.

Se trata de una proteina homotrimétrica, cuyos mondmeros estan formados por dos
barriles beta antiparalelos. En el centro de esta se encuentra un atomo de zinc, rodeado por

cada mondmero, importante en la estabilidad, solubilidad y actividad de la proteina®.

TRAIL tiene cuatro receptores de membrana: DcR1 o TRAIL-R3, DcR2 o TRAIL R-2, DR4
o TRAIL-R1, DR5 o TRAIL-R2 y un receptor soluble, la osteoprotegerina (OPG), pero solo DR4 y
DR5 son capaces de inducir la cascada de sefializacién de la apoptosis de una manera eficaz. En
concreto, el receptor DR5 parece desempefiar un papel mas importante que DR4 en ciertas
patologias cancerosas como el MM. A la par, su localizacién y distribucién en los “lipid-rafts”

es esencial para una buena transduccién de la sefial apoptotica®.

En cuanto a la funcién de los receptores DcR1 y DcR2 no se conoce en profundidad
pero parecen tener un efecto antagdnico. Ciertos estudios apuntan que DcR2 induce la
activacion de la via de supervivencia NF-KB. Estos receptores, también llamados receptores
sefiuelo, carecen de un dominio mortal (DD) intracelular y compiten con los receptores DR4 y
DRS5 para su unién con TRAIL. Parece ser que la unién del ligando a los receptores DcR1 y DcR2
produce la internalizacién del ligando en la célula y por lo tanto evita que este pueda unirse a

los receptores DR4 y DR5%.

10



La forma fisioldgica en la que TRAIL es secretado por los linfocitos T activados es como
una proteina transmembrana, asociada a la bicapa lipidica de unas vesiculas denominadas

exosomas”.

En el citoplasma de las células T activadas se encuentran cuerpos mutivesiculares
(MVB) que alojan en su interior exosomas lipidicos dénde el ligando estd unido a su
membrana, asociados en trimeros. Cuando la célula es activada por la interaccidon con una
célula presentadora de antigenos, los cuerpos multivesiculares se movilizan fusionandose con
la membrana de la célula liberando los exosomas al exterior (fig.4)”>. De esta manera el
trimero de TRAIL podrd unirse a tres receptores de membrana de una célula, inducir la
formacién del complejo supramolecular DISC e inducir la activacion de la via extrinseca de la

apoptosis.
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presentingcell (

Cell growth arrest
-> Death -

w
b Targetcell

| Cellgrowth arrest.

Thlast Death

Figura 4. Esquema del mecanismo de secrecion de TRAIL por una célula citotoxica. Martinez-Lostao L & Anel A,
Recent Pat Inflamm Alllergy Drug Discov, 2011.%2

A parte de tener una funcién de activacion de la apoptosis, se ha descrito que TRAIL

interviene en vias llamadas pro-inflamatorias asi como en la necroptosis. La activacién del

factor de transcripcion NF-KB por parte del ligando implica una inhibicién de la apoptosis, la
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estimulacién de la proliferacién, la migracién celular e invasidén de tejidos en ciertas lineas
cancerosas. Se ha observado que en condiciones de inhibicidon de las caspasas y por lo tanto
del bloqueo de la apoptosis, TRAIL puede inducir necroptosis en algunos tipos celulares, de
manera dependiente de la activacién de la proteina PARP1. Esta proteina es también un

sustrato de la caspasa-3 cuyo procesamiento indica el desmantelamiento de la célula®®.

1.3.4 LUVs-TRAIL

Como se ha indicado anteriormente, a pesar de las prometedoras expectativas del
empleo de TRAIL como agente antitumoral, los ensayos clinicos empleando terapias basadas
en este ligando mortal como el caso de la forma soluble de esta proteina (sTRAIL), mostraron
que como agente terapéutico, TRAIL tenia un efecto citotdxico limitado debido a su
inestabilidad y unas propiedades fisico-quimicas limitadas'®. Es por ello que nuevas
formulaciones de TRAIL con mayor bioactiviad son necesarias para posibilitar el uso de ese

ligando mortal como terapia antitumoral”.

Con la intencidon de aumentar el potencial citotéxico de TRAIL para su uso como
terapia antitumoral, en el Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular de la
Universidad de Zaragoza se ha optimizado la generacidn de nanoparticulas lipidicas asociadas a
este ligando mortal. Estas nanoparticulas llamadas LUV (Large Unillamelar Vesicle) estan
revestidas con Apo2L/TRAIL en su superficie externa imitando asi el mecanismo de secrecion

fisioldgico llevado a cabo por los linfocitos T activados descrito previamente®.

En ensayos posteriores tanto in vitro como in vivo, se constaté que la nueva
formulacion de Apo2L/TRAIL asociado a liposomas (LUV-TRAIL) tiene una mayor bioactividad,
estabilidad y una unidn mas eficiente al receptor debido a la formacion de un complejo
supramolecular. Asi se demostré que LUV-TRAIL tiene una mayor capacidad de inducir
apoptosis in vitro en una gran variedad de tumores que expresan los receptores mortales DR4

y DR5 sin dafiar a las células sanas (Revisado en De Miguel D et al, Cell Death Differ, 2016).

Para que esta terapia sea efectiva es imprescindible la correcta conformacién vy
orientacién espacial de TRAIL en la superficie de los liposomas, de forma a que se encuentren
formando trimeros y puedan asi interaccionar de manera eficiente con los receptores de

membrana.
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Los LUV estan formados por una Unica bicapa lipidica, cuya composicion detallada en
el anexo, imita la de los exosomas secretados de manera fisioldgica. Su tamafio es de 200 nm,
en la superficie del cual se encuentra unido mediante un enlace de naturaleza idnica, una
forma recombinante del ligando que corresponde a la porcion soluble (rTRAIL-Hisg)
previamente purificado. Esta proteina compuesta por una cola de 6 histidinas en su
extremidad C-terminal permite a la vez su purificacién y su unién a los liposomas. La cola de
histidinas establece un complejo de coordinacién con el 4&tomo de niquel del lipido DOGS-NTA-
Ni (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 {[N-(5-amino-1-carboxypentyl)-iminodiacetic acid]succinyl} de tal
manera que el rTRAIL permanece unido a la superficie de los liposomas permanentemente

(fig.5).
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Figura 5. Esquema de la interaccion entre el atomo de niquel y la cola de histidinas de rTRAIL formando LUV-
TRAIL.
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1.3.5 Proteasoma

El proteasoma 26S es un complejo proteico presente en células eucariotas, arqueas y
algunas bacterias que se encarga de degradar las proteinas que se encuentran dafiadas,
mutadas, mal plegadas o ya no necesarias para la célula. Este complejo esta formado por un
nucleo 20S con diferentes sitios activos que se encargan de hidrolizar los enlaces peptidicos y
una subunidad reguladora 19S. Para llevar a cabo su degradacidn es necesario que éstas sufran
previamente una ubiquitinacién, un proceso que consiste en su marcaje con la proteina
ubiquitina. A continuacidn, la enzima ubiquitin-ligasa agrega ubiquitinas suplementarias,
formando asi una cadena poliubiquitinica que sera reconocida por los receptores presentes en

la subunidad 19S.
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Figura 6. Proceso de degradacion proteica. El proteasoma reconoce la proteina marcada por las ubiquitinas
mediante sus receptores Rpn10 y Rpnl3 e inicia la protedlisis. Las ATPasas impulsan la proteina a través del canal
central de degradacidn, las ubiquitinas son eliminadas y la proteina es fragmentada en péptid0527.

Esta regidn se encarga de reconocer la cadena poliubiquitinica, desubiquitinarla e
impulsar la proteina a través del canal proteolitico de la subunidad 20S. Este canal estd
compuesto por dos subunidades beta internas y dos subunidades alfa externas, ambas, en
forma de anillos heptaméricos. Cada una de las subunidades beta presenta 3 sitios activos: 1

con actividad caspasa, B2 de tipo tripsina y B5 de tipo quimiotripsina®.
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Figura 7. Esquema de la estructura del proteasoma 268S. A) Estructura general y funcidn. B) Estructura vista desde
arriba. C) Estructura externa. D) Estructura interna 2

Una de las caracteristicas de las células tumorales es la necesidad de un recambio
proteico mas rdpido comparado con las células sanas. En concreto, las células mielomatosas
sintetizan grandes cantidades de inmunoglobulinas anémalas, de modo que la inhibicién de
alguna de las subunidades del proteasoma desencadena la acumulacién excesiva de proteinas
provocando su muerte. Esta es la razén por la cual, los fdrmacos inhibidores del proteasoma

son buenos candidatos para el tratamiento del MM.

El primer inhibidor del proteasoma aprobado por la FDA para su uso en MM fue
bortezomib. Este farmaco actua en la subunidad B5 de manera reversible pero a pesar de su
potencial antitumoral, muchos de los pacientes han presentado resistencia o han desarrollado
neuropatias®. Por lo tanto, ha sido necesario desarrollar farmacos de segunda generacién
como carfilzomib, cuyo modo de accién se basa en inhibir la subunidad B5 de manera
irreversible. Carfilzomib se utiliza actualmente como tratamiento del MM y parece tener una
mayor citotoxicidad frente a las células tumorales y menos efectos secundarios. Su mecanismo
de accidon parece ser andlogo a bortezomib pero hasta la fecha no se ha elucidado por
completo. En estudios recientes se ha demostrado que el mecanismo de carfilzomib en la
induccion de la muerte celular esta relacionado con la interaccion de las proteinas PUMA y
NOXA con Bax y Bak, la disminucién del potencial mitocondrial, la liberacién del citocromo c de
la mitocondria y la activacion de la procaspasa 3, indicando que carfilzomib activa la via

intrinseca de la apoptosis®.
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1.4 Antecedentes

Los farmacos inhibidores del proteasoma han sido ensayados in vivo e in vitro en
combinacion con otros farmacos con la esperanza de buscar efectos sinérgicos que
aumentarian la citotoxicidad del tratamiento contra el cancer. Entre estas combinaciones se ha
observado que el empleo conjunto de carfilzomib y la chloroquina® presenta un efecto

claramente sinérgico in vitro.

En este mismo estudio se constaté que carfilzomib tiene un efecto significativo en el
incremento de los receptores mortales de TRAIL, DR4 y DR5, en lineas celulares MM.1S y U266
de mieloma®. Estos resultados llevan a pensar que una terapia que combinara el ligando mortal

TRAIL junto con el farmaco carfilzomib potenciaria el efecto del tratamiento.

En este trabajo, la inmunoterapia basada en TRAIL combinada con carfilzomib se
plantea como una estrategia para tratar el MM, con objetivo de observar un efecto citotdxico
sinérgico, reduciendo asi la dosis de fdrmaco quimioterapéutico y por lo tanto sus posibles

efectos secundarios en futuros ensayos clinicos.
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1.5 Objetivos

El objetivo de este estudio es evaluar si la combinacion de carfilzomib con diferentes
formulaciones de TRAIL tiene un efecto citotdxico sinérgico en mieloma multiple. Para ello se

han planteado los siguientes objetivos:

1. Analizar el efecto de sTRAIL y LUV-TRAIL sobre las lineas celulares tumorales
provenientes del mieloma multiple (MM1.Sy U266).

2. Analizar el efecto de carfilzomib sobre las lineas celulares provenientes de mieloma
multiple (MM1.Sy U266).

3. Analizar el tipo de muerte celular inducido por los distintos tratamientos.

4. Evaluar si la combinacion de carfilzomib con LUV-TRAIL y sTRAIL tiene un efecto
citotéxico sinérgico en las lineas MM.1S y U266.

5. Estudiar los posibles mecanismos de la sensibilizacién por parte de carfilzomib a la

muerte inducida por las distintas formulaciones de TRAIL.
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2. Materiales y métodos

2.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares tumorales humanas de MM.1S (linfoblastos B provenientes de una
mujer de 42 afios con MM) y U266 (linfocitos B tumorales provenientes de un varén de 56
afios con MM) fueron cultivadas en un medio RPMI 1640 (Sigma) con suplemento 10% de
suero fetal bovino (SFB, Sigma), L-glutamina, penicilina (1000 U/ml), streptomicina (10mg/ml)
(PanBiotech) (a partir de ahora denominado medio completo) en frascos de cultivo de 25 a 75
cm® bajo condiciones estériles. Los cultivos se mantuvieron en un incubador termostatizado
(Heraeus Cell) a 37°C en aire saturado de humedad y con 5,6% de CO,. El recuento de las
células se efectud aproximadamente cada 2 a 3 dias y la viabilidad de estas se determiné con
un microscopio éptico (Nikon Eclipse 50i) mediante el test de exclusidn con azul tripan (Sigma)
en una camara de Neubauer. Este test se basa en la tincién de las células con la membrana
dafiada, lo que permite al colorante difundir en ellas dandoles una tonalidad azulada,
permitiendo distinguir las células vivas de las muertas. La densidad de los cultivos se mantuvo
entre 300.000 y 900.000 células/ml realizando subcultivos periddicos. Todas las
manipulaciones se realizaron en condiciones estériles en una campana de flujo laminar vertical

(Telstar).

2.2 Congelacion y descongelacion de células

La preservacion y almacenamiento de las células se realizé en nitrégeno liquido o en
congeladores a —80°C. Para ello se emplearon tubos de criopreservacién en los cuales se
afiadieron aproximadamente 5x10° células en un volumen de 1,5 ml de SFB suplementado con

10% de DMSO (Sigma) y se congelaron rapidamente.

La descongelacidon se realizdé de manera gradual, afiadiendo medio completo
atemperado hasta aproximadamente 10-15 ml. La suspension celular contenida en un tubo
conico de 15 ml se centrifugd a 600xg durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se

resuspendio el pellet celular en medio de cultivo completo.
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2.2 Preparacion de los LUVs y los LUV-TRAIL

La preparacion de las nanoparticulas lipidicas del tipo LUV (Large Unilamellar Vesicle)
se realizd6 mezclando fosfatidilcolina, esfingomielina, colesterol y 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 {[N-
(5-amino-1-carboxypentyl)-iminodiacetic acid]succinyl} (DOGS-NTA-Ni) disueltos en wun
solvente cloroformo/metanol (2:1) con los siguientes porcentajes 55:30:10:5 en un volumen
final de 3 ml. A continuacion se eliminé el disolvente cloroformo/metanol bajo una corriente
de nitrégeno durante 10 minutos y posteriormente se dejé secar la muestra al vacio a 45°C
durante 6h. Una vez seca la muestra se resuspendié en 3 ml de PBS, proceso que permite
hidratar los lipidos para la formacién de micelas, y se congeld con el objetivo de romper las
distintas capas lipidicas que podrian haber generado MLVs (Multi Lamellar Vesicle). Finalmente
se realizaron 10 ciclos de filtrado o extrusién a través de una membrana de policarbonato
(Whatman) con una porosidad de 200 nm, bajo una corriente de nitrégeno, utilizando un
Extruder (Northen Lipids). Este Ultimo paso permite obtener las vesiculas de tipo LUV con un

diametro maximo de 200 nm. Estos se almacenaron a 4°C para su posterior uso.

La preparacién de las nanoparticulas lipidicas revestidas con la proteina recombinante
soluble (sTRAIL-Hisg) previamente descrita en el apartado 1.3.4 se realiz6 mediante la
incubacién de 260 ul de sTRAIL purificado a partir de un plasmido pET-28c con 740 ul de LUVs
en un bafo de calor seco (Selecta) a 37°C durante 30 minutos a 800 xg. La muestra se

almacené a una temperatura de 4°C.

2.4 Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular tras el tratamiento con carfilzomib (Shellekchem) en
las lineas celulares MM.1S y U266 de MM se realizé el ensayo de Mossman (MTT, bromuro de
dimetil-tiazolil-difeniltetrazolio, Sigma) en una placa de 96 pocillos con concentraciones
seriadas del farmaco: 5, 10, 15 y 20 nM. Para ello se sembraron en cada uno de los pocillos
30.000 células en un volumen de 100 pl y se incubaron durante 24 horas a 37°C con las
diferentes concentraciones del farmaco. Pasadas las 24 horas se afiadié en cada uno de los
pocillos 10 pl de MTT (5 mg/ml), un reactivo utilizado para evaluar la viabilidad celular en base
a la capacidad de la de mantener la funcion de dxido-reduccidn. Las células activas convierten
el MTT soluble en agua y en cristales de azul de formazan insolubles gracias a la actividad de la

enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial. De tal manera que cuanto mayor sea la
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cantidad de células vivas mayor serd la formacion de cristales de formazan y por lo tanto
mayor serd la absorbancia espectrofotométrica en el pocillo. El reactivo MTT se incubd entre
2-3 horas hasta la formacién de los cristales y posteriormente se solubilizaron en 100 ul de 2-
propanol ligeramente acidificado con HCI 0,05 M. Finalmente se analizé la absorbancia a 550
nm de cada uno de los pocillos con un lector de placas ELISA (Multiskan Ex). En cada una de los

puntos experimentales se realizaron cuadriplicados.

Para evaluar el porcentaje de viabilidad celular se resté el valor espectrofotométrico
del blanco (medio de cultivo sin células) a los demas valores y se utilizé el valor del pocillo

control como referencia. A partir de este valor se calcularon los demas porcentajes.

2.5 Ensayo de citotoxicidad mediante citometria de flujo

El fenémeno de apoptosis se puso en evidencia con anexina V-APC (purificada a partir
de un plasmido vy sintetizada en el laboratorio), un fluoréforo que en presencia de iones Ca*"y
Mg”* se une de manera especifica a la fosfatidilserina (PS) presente en la membrana externa de
la célula. Para ello se sembraron 200.000 células/pocillo en una placa de 48 pocillos en los
cuales se incubaron durante 24 horas con cada una las diluciones seriadas de carfilzomib (1-5,
10, 15 y 20 nM). Pasadas las 24 horas se transfirié cada punto a un tubo de citometria, los
cuales se centrifugaron a 600 xg durante 5 minutos en una centrifugadora Beckman and
Coulter (Rotor SX4750A). A continuacidn se elimind el sobrenadante por inversién y se afiadié
en cada uno 2 pl de una dilucion de anexina V-APC 1/25 disuelta en 49 ul de ABB 1x (Annexin
Binding Buffer (Sigma)). Finalmente se incubd durante 15 minutos en la oscuridad, se
afiadieron 150 pl de PBS en cada punto y se analizé con el citémetro de flujo FACSCalibur (BD
Bioscience) utilizando el canal FLH-4. Los datos fueron tratados con el programa Flowjo y

Prism.

La citotoxicidad de la terapia combinada de carfilzomib junto con sTRAIL y LUV-TRAIL
se evalué mediante citometria de flujo. Para determinar el porcentaje de células apoptdticas
se puso en evidencia la exposicidon de la fosfatidilserina en la membrana externa de la célula

gracias al fluoréforo anexina V-APC.

En este ensayo se sembraron 100.00 células/pocillo en una placa de 48 pocillos en los
cuales se afiadieron distintas dosis de carfilzomib (1,5 — 3 y 6 nM) y se dejaron incubando

previamente 1 y 24 horas. Pasadas las horas de incubacion se afiadieron en los pocillos

20



correspondientes los farmacos sTRAIL y LUV-TRAIL a la concentracién de un 1 pg/ml de
manera a obtener todas las posibles combinaciones de farmaco: sTRAIL, LUV-TRAIL, sTRAIL +
CRF 1,5 -3 y 6 nM y LUV-TRAIL + CRF 1,5 — 3 y 6 nM. Las distintas formulaciones de TRAIL se
incubaron durante 16 y 24 horas. Asi mismo se reservaron dos pocillos para el control y el
control LUVs (1ug/ml), este ultimo con el objetivo de verificar que los liposomas desnudos no
tienen efecto citotoxico. Tras las incubacién se transfirié cada punto a un tubo de citometria,
los cuales se centrifugaron a 600xg durante 5 minutos en una centrifuga Beckman and Coulter
(Rotor SX4750A). A continuacién se eliminé el sobrenadante por inversién y se aifadid en cada
uno 2 ul de 1 dilucién de anexina V-APC 1/25 disuelta en 49 pl de ABB 1x. Finalmente se incubd
durante 15 minutos en la oscuridad, se afiadieron 150 ul de PBS en cada punto y se analizé con

el citémetro de flujo FACSCalibur (BD Bioscience) utilizando el canal FLH-4.

Para completar el estudio se realizé el mismo ensayo con una dosis fija de CRF (6 nM)
combinando RIK (BD Bioscience) a 2,5 pug/ml, un agonista de TRAIL y Z-VAD-fmk (BD Bioscience)
a 30 UM, un inhibidor general de caspasas. Tanto RIK como ZVAD se incubaron previamente
durante una hora y a posteriori se afiadid carfilzomib que se incubd durante 1 hora.
Finalmente se afiadieron los farmacos sTRAIL y LUV-TRAIL y se incubaron durante 16 y 24

horas. Todos los datos fueron tratados con el programa Flowjo y Prism.

2.6 Expresion de los receptores DR4 y DR5

La expresion de los receptores DR4 y DR5 tanto en células tratadas con distintas
concentraciones de carfilzomib cémo sin tratar, se analizé mediante citometria de flujo
utilizando anticuerpos PE-Conjugated Anti-Human DR4 y DR5 (eBioscience) y Pierce Mouse
IgG1 Isotype Control (Thermo Scientific). Para ello se sembraron en una placa de 6 pocillos,
1x10° células/pocillo resuspendidas un volumen de 2 ml de medio completo. Cada linea se
incubd con concentraciones de 1,5 —3 y 5 nM de farmaco y se reservé un pocillo con células
sin tratar a modo de control de isotipo. Los anadlisis se realizaron a las 6 y 24 horas para las
dosis 1,5y 3 nM y 16 horas para la dosis 5 nM. Una vez pasado el tiempo de incubacidn se
transfirid cada punto en un Falcon de 15 ml y se centrifugd a 600 xg durante 5 minutos. A
continuacién se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de PBS al 5% de SFB, el cual
se transfirido a un Ependorff de 1,5 ml. Este ultimo se volvié a centrifugar a 600xg durante 5

minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendié en 500 pl de PBS al 5% de SFB.
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Finalmente se afadieron 100 ul de cada condicidon en una placa de 96 pocillos (control de

isotipo, DR4, DR5, control de isotipo + carfilzomib, DR4 + carfilzomib y DR5 + carfilzomib).

En este experimento se utilizé una inmunoglobulina de tipo G del mismo isotipo que
los anticuerpos utilizados contra los receptores, a modo de control de la fluorescencia
inespecifica. La cadena variable de esta inmunoglobulina se une de manera inespecifica a los
receptores Fc de superficie celular y por lo tanto la sefial emitida por este permite eliminar

aquellas sefiales provocadas por la unién inespecifica de los demds anticuerpos.

Para el marcaje con los anticuerpos se eliminé el medio de los pocillos centrifugando a
4105 xg durante 2 minutos y volcando la placa enérgicamente. Las diluciones de los
anticuerpos se realizaron en PBS al 5% de SFB y se afiadieron 50 ul en los respectivos pocillos.
Estos se dejaron incubando durante 15 minutos a 4°C, un paso importante que evita que los

anticuerpos sean internalizados en la célula y asi puedan unirse a los receptores de superficie.

Con el fin de eliminar el excedente de anticuerpo tras el marcaje se realizaron 3
lavados con PBS al 5% de SFB. Finalmente se resuspendid el pellet en 150 ul de PBS y se
transfirid cada punto a un tubo de citometria el cual se analiz6 posteriormente utilizando el

canal FLH-4.

2.7 Analisis de proteinas mediante Western-blot

La técnica de Western-Blot permitié analizar la expresién de las proteinas cFLIP,
caspasa 8 y 3, Bid, Mcl-1, XIAP y PARP1 en células del mieloma tratadas con las distintas
combinaciones de farmaco (LUV-TRAIL, sTRAIL, carfilzomib 3nM para las células U266 y 1,5
para las células MM1S, carfilzomib 3nM y 1,5nM + sTRAIL y LUV-TRAIL).

Para ello se sembraron 20x10° células de cada linea en una placa de 6 pocillos
resuspendidas en un volumen final de 12 ml. En cada uno de los pocillos se sembraron 2ml con
aproximadamente 3,3x10° células, se trataron con las distintas combinaciones de farmacos y
se incubaron durante 12 horas aproximadamente. Al dia siguiente se evalud la viabilidad
celular de cada una de las condiciones mediante el test de exclusidn azul tripan y se transfirio
cada una a un Falcon de 15 ml que fue centrifugado a 600 xg durante 5 minutos. El pellet
celular se resuspendidé en 1 ml de PBS estéril que fue transferido a un Ependorff de 1,5 ml para

una segunda centrifugacién a 600 xg durante otros 5 minutos. A continuacidn se elimind el
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sobrenadante cuidadosamente con una bomba de vacio y se afiadieron 60 pl de una disolucién
1x de tampdn de lisis para la extraccidn de las proteinas (Triton-X-100 al 1%, Sigma; NaCl 150
mM, Merck; Tris/HCI 50 mM pH 7,6, Sigma; glicerol 10% v/v, Scharlau; EDTA 1mM, Sigma;
ortovanadato sédico 1mM, Sigma; pirosfosfato sédico 10 mM, Sigma; leupeptina 10 pg/ml,
Sigma; fluoruro de sodio 10mM, Sigma; fluoruro de fenilmetilsulfonio 1 mM, Sigma) que se
dejo actuar durante 30 minutos en hielo. Pasado el tiempo de lisado se centrifugaron las

muestras a 3724 xg durante 30 minutos a 4°C.

Finalmente se recogieron 60 pl del sobrenadante y se cuantificé la concentracién de
proteina mediante el ensayo BCA (ThermoFisher). Para ello se afiadieron 2 ul de la muestra
proteica junto a 100 ul de PBS y 100 pul del reactivo BCA en una placa de 96 pocillos y se dejé
incubando 20 minutos a 60°C hasta la aparicién de un color morado intenso. Posteriormente
se midieron las absorbancias en cada uno de los pocillos con un lector de placas ELISA a 550
nm. Las absorbancias permitieron igualar las concentraciones de proteina en cada una de las
muestras diluyendo las mds concentradas con el tampdn de lisis 1x. Finalmente se anadid %
del volumen final de una disolucién de tampdn de lisado 3x (Tris/HCI 150 mM, Sigma;
dodecilsulfato de sodio, SDS, Merck; molibdato de sodio 0,3 mM, Sigma; glicerol 30% v/v,
Scharlau; pirosfosfato sddico 30 mM, Sigma; fluoruro de sodio 30mM, Sigma; azul bromofenol

0,006 % p/v; 2-mercaptoetanol 30% v/v) y se conservaron a -20°C para su posterior uso.

La electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida-SDS al 6% para la proteina
PARP1 y al 12% para las demas. Se emplearon cubetas verticales de la marca Hoefer (GE
Healthcare) y dejo correr el gel durante aproximadamente 2 horas a 120 V y 40 mA en un
tampdn de carrera (Trizma 19 mM, Sigma; glicina 192 mM; Panreac; 0,01% SDS, Merck). La
composicion del gel se detalla en el Anexo 1. Las muestras fueron hervidas previamente en un

bafio de calor seco (Selecta) a 95°C durante 5 minutos.

Una vez finalizada la separacién de proteinas, se realizd la transferencia proteica con
un equipo de transferencia semiseca (GE Healthcare) a una membrana de polivinil dufloruro
(PVDF) (Amersham Hybond™-P, GE Healthcare) previamente tratada con metanol durante 5
minutos. La transferencia durd 1 hora y 15 minutos a 20 V y 400 mA. Seguidamente se bloqued
la membrana con una disolucion de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en tampdn B
(Tris/HCl 10mM, pH 8, Sigma; NaCl 0,12 M, Sigma; Tween-20 0,1%, Sigma; timerosal 0,1g/L,
Merck).

Para el analisis proteico se incubaron, en distintos dias, los anticuerpos primarios

especificos de la proteina de interés, cada uno, durante una noche en camara fria a 4°C, en
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agitacién. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con tampdn B y se incubd con
el anticuerpo secundario (anti IgG de ratdn, conejo o cabra conjugado con la peroxidasa de
rabano) durante 1 hora a temperatura ambiente en el agitador. A continuacién se realizaron 3
lavados de 5 minutos con tampdn B, se afiadid luminol como sustrato quimioluminiscente de
la peroxidasa (Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific) y se llevé a revelar en
un cuarto oscuro con una pelicula fotolitografica (High performance chemiluminescence film,
GE Healthcare) dentro de una cassette de revelado radiolégico (Hypercassette’™, Amersham
Bioscience). En presencia de luminol, la peroxidasa de rdbano convierte el sustrato en un
producto que emite luz y que permite marcar la pelicula fotolitogrédfica. Las peliculas se
revelaron mediante inmersiones en disoluciones de revelador (Sigma), agua destilada y fijador

(Kodak).

2.8 Microscopia de fluorescencia

Con el objetivo de observar el fenotipo nuclear de las células tratadas tanto con cada
uno de los farmacos por separado como con las distintas combinaciones, se realizdé un ensayo
de microscopia de fluorescencia mediante la tincién con el fluoréforo Hoechst 33342 (Sigma).
Este fluoréforo permeable se difunde hasta el nicleo uniéndose de manera especifica al surco
menor del ADN. Su espectro de excitaciéon es de alrededor de 350nm, en la regién del

ultravioleta y su longitud de onda maxima de emision es de 461 nm.

Al tratarse de células en suspension se utilizaron cubreobjetos recubiertos con poli-L-
lisina (Sigma) un polimero cuya carga positiva interacciona con las cargas negativas de la
superficie celular y permite su adhesion al cubreobjetos. Para ello se utilizaron cubreobjetos
estériles preservados en etanol al 70% los cuales se secaron a temperatura ambiente, se
recubrid su superficie con 100 ul de poli-L-lisina y se dejaron secando 12 horas. Al dia siguiente
se introdujeron en una placa de 48 pocillos en la cual se sembraron 200.000 células/pocillo
cada uno en un volumen de 500 pl de medio completo. Cada pocillo recibié un tratamiento
distinto (LUVs, sTRAIL, LUV-TRAIL, CRF 1,5 o 3 nM sTRAIL + CRF 1,5 o 3 nM, LUV-TRAIL + CRF
1,5 o 3 nM). Para los pocillos con tratamientos combinatorios se pre-incubé 1 hora con
carfilzomib antes de afiadir sTRAIL y LUV-TRAIL. Se dejé incubando la placa toda una noche a

37°Cy 5,6% de CO,.
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Pasadas aproximadamente 12 horas se centrifugd la placa a 4105 xg durante 2 minutos
y se elimind el sobrenadante con una bomba de vacio. Seguidamente se fijaron las células
adheridas a los cubres recubiertos de polinisina afiadiendo 200 pl de paraformaldéhido al 4%y
dejando actuar durante 15 minutos a 4°C. Finalmente se realizé un lavado con agua miliQ y se
marcaron las células con una dilucién de 10 pg/ ml de Hoeschst 33342 en agua miliQ durante
otros 15 minutos en oscuridad. El excedente del marcaje se elimind realizando un ultimo
lavado con agua miliQ. Cada uno de los portaobjetos fue depositado sobre un cubreobjetos en
el cual se afiadié 4 ul de Fluoromount-G (SourthenBiotech), un protector de fluorescencia, de
tal manera que la cara del cubreobjetos donde las células estan adheridas se encuentre en
contacto con la gota de Fluoromount-G. A continuacion se sellaron los bordes del cubreobjetos
con laca de ufias y se realizaron fotografias con una cdmara (DXM 1200F, Nikon) acoplada a un

microscopio de fluorescencia (E600/E400 Nikon).

2.9 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas de experimentos que se han repetido varias veces se
muestra la media + desviacién estandar (SD). En los casos en los que se han comparado
variables de este tipo se aplicd el test t de Student, considerdndose estadisticamente
significativos los valores p<0,05. Los datos estadisticos han sido analizados usando el software

Prism.
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3. Resultados

3.1 Carfilzomib inhibe la proliferacion celular en las lineas MM.1S y
U266 de mieloma multiple

El efecto de carfilzomib en la inhibicién de la proliferacion celular de las lineas MM.1S y
U266 se analizd6 mediante un ensayo dosis-respuesta utilizando el método de Mossman (MTT).

Las células se sembraron a una densidad de 600.000 cél/ml y fueron tratadas con distintas

dosis de carfilzomib durante 24 horas.
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Figura 8. Efecto de carfilzomib en la proliferacion de células mielomatosas. Las células MM.1S y U266 se incubaron
con concentraciones crecientes de carfilzomib (5, 10, 15 y 20 nM) durante 24 horas y se analizd la viabilidad
mediante el ensayo MTT. Los resultados se expresan en tanto por ciento para el crecimiento de las células tomando
como 100% las células sin tratar (control) y corresponden a la media * desviacién estandar de 4 experimentos

independientes.

Los resultados obtenidos muestran que carfilzomib tiene un efecto citotdxico
significativo dosis dependiente en ambas lineas de MM (fig.8), con una ICs, de
aproximadamente 7,5 nM para la linea MM.1S y de 8,5 nM para la linea U266 lo que indica

que la linea MM.1S presenta mayor sensibilidad al farmaco que la U266.
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3.2 Carfilzomib induce apoptosis en las lineas MM.1S y U266 de
mieloma multiple

Con el objetivo de corroborar que el efecto anteriormente observado se debe a la
inducciéon muerte celular por parte de carfilzomib, se realizd un ensayo de citotoxicidad
analizando la exposicidn de la fosfatidilserina en la membrana externa de la célula empleando

un marcaje con anexina V-APC y su posterior analisis mediante citometria de flujo.
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Figura 9. Cuantificacion de apoptosis inducida por carfilzomib mediante citometria de flujo. Las células se
sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml, se trataron con distintas concentraciones de carfilzomib (1, 2, 3, 4, 5,
10, 15y 20 nM) y se incubaron durante 24 horas. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar de

3 experimentos independientes.

Los resultados obtenidos en estos experimentos (fig.8 y 9) indican que carfilzomib
induce la muerte celular en ambas lineas celulares con una curva dosis-respuesta que sigue la
misma tendencia a la observada en el analisis mediante MTT. En este caso las ICsy fueron de

aproximadamente 1,3 nM para la linea MM.1S y de 4,3 nM para la linea U266.

La translocacién de fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica es un
evento tipico de una muerte celular por apoptosis. Para corroborar que efectivamente, la
muerte celular observada tras el tratamiento con carfilzomib es una muerte por apoptosis, se
realizd una tincién con Hoechst 33342 que se analizd mediante microscopia de fluorescencia

con el objetivo de observar la morfologia nuclear. Las células de la linea MM.1S fueron
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tratadas con una dosis de 1,5 nM y las U266 con 3 nM de carfilzomib y se incubaron durante

16 horas.

MM.1S
CTRL CRF1,5nM

Figura 10. Analisis de la morfologia nuclear de la linea MM.1S tras el tratamiento con carfilzomib. Las células se
sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml sobre un cubreobjetos recubierto de poli-L-lisina y se incubaron
durante 16 horas con una dosis de 1,5 nM de carfilzomib. Posteriormente, se tifieron con la sonda fluorescente
Hoechst 33342. A la izquierda, células sin tratar (CTRL) y a la derecha, células tratadas con carfilzomib. Las flechas
rojas indican las células apoptdticas. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.
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U266
CTRL CRF3 nM

Figura 11. Analisis de la morfologia nuclear de la linea U266 tras el tratamiento con carfilzomib. Las células se
sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml sobre un cubreobjetos recubierto de poli-L-lisina y se incubaron
durante 16 horas con una dosis de 3 nM de carfilzomib. Posteriormente, se tifieron con la sonda fluorescente
Hoechst 33342. A la izquierda, células sin tratar (CTRL) y a la derecha, células tratadas con carfilzomib (CRF). Las
flechas rojas indican las células apoptéticas. Se muestra un experimento representativo de 3 realizados.

Las imagenes obtenidas ponen en evidencia que en ambas lineas tumorales, las células
tratadas con carfilzomib muestran un fenotipo apoptético presentando caracteristicas tipicas
de un muerte por apoptosis: condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y
formacién de cuerpos apoptdticos (fig.10 y 11 dcha.). Estos datos junto con los obtenidos en
los experimentos de citometria de flujo indican que la muerte celular inducida por carfilzomib

en ambas lineas celulares de MM presenta caracteristicas tipicas de una muerte por apoptosis.



3.3 Estudio de la citotoxicidad de sTRAIL y LUV-TRAIL en las lineas
MM.1Sy U266 de mieloma multiple

Posteriormente, se procedidé a analizar el efecto citotdxico de las dos formulaciones de
TRAIL empleadas en este trabajo, TRAIL soluble (sTRAIL) y asociado a liposomas (LUV-TRAIL)
realizando ensayos dosis-respuesta y analizando la exposiciéon de fosfatilserina empleando
citometria de flujo. Para ello, las células se trataron con distintas dosis de ambas formulaciones

durante 16 horas.
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Figura 12. Estudio de citotoxicidad tras el tratamiento con TRAIL soluble y LUV-TRAIL. Las células se sembraron a
una densidad de 300.000 cél/ml y se incubaron con TRAIL soluble (sTRAIL) o TRAIL asociado a liposomas (LUV-TRAIL)
a las dosis indicadas en las gréficas. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar de 3
experimentos independientes. ns= estadisticamente no significativo.

Los resultados obtenidos indican que ambas formulaciones inducen la muerte celular
en las lineas MM.1S y U266 siendo LUV-TRAIL el mas citotoxico a simple vista (fig.12). También
se observa que la linea MM.1S presenta una mayor sensibilidad a los ligandos mortales que la
linea U266, siendo esta ultima también mas resistente a la accion citotdxica de carfilzomib. En
cuanto a los andlisis estadisticos, no se observan diferencias significativas en la capacidad

citotoxica de ambos farmacos.

De nuevo, para completar el estudio del tipo de muerte inducida por las distintas
formulaciones de TRAIL, se realizéd un andlisis de la morfologia nuclear mediante tincién con
Hoechst 33342 usando células sin tratar y células tratadas con LUVs (LUVs sin TRAIL en su
superficie), sTRAIL y LUV-TRAIL.
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MM.1S
CTRL CTRLLUVs

sTRAIL LUV-TRAIL

Figura 13. Analisis de la morfologia nuclear de la linea MM.1S tras el tratamiento con las formulaciones de TRAIL.
Las células se sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml sobre un cubreobjetos recubierto de poli-L-lisina y se
dejaron sin tratar (CTRIL), o se trataron LUVs (LUVs sin TRAIL), TRAIL soluble (sTRAIL) o asociado a liposomas (LUV-
TRAIL) a una concentracion de 1 ug/ml durante 16 horas. Posteriormente, se tifieron con la sonda fluorescente
Hoechst 33342. Las flechas rojas indican las células apoptdticas. Se muestra un experimento representativo de 3
realizados.
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200x

SsTRAIL LUV-TRAIL

Figura 14. Andlisis de la morfologia nuclear de la linea U266 tras el tratamiento con las formulaciones de TRAIL.
Las células se sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml sobre un cubreobjetos recubierto de poli-L-lisina y se
dejaron sin tratar (CTRIL), o se trataron LUVs (LUVs sin TRAIL), TRAIL soluble (sTRAIL) o asociado a liposomas (LUV-
TRAIL) a una concentracion de 1 ug/ml durante 16 horas. Posteriormente, se tifieron con la sonda fluorescente
Hoechst 33342. Las flechas rojas indican las células apoptdticas. Se muestra un experimento representativo de 3
realizados.
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Las imagenes de las figuras 13 y 14 muestran que tanto sTRAIL como LUV-TRAIL
inducen una muerte con caracteristicas tipicas de una muerte por apoptosis en ambas lineas
celulares (condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacién de cuerpos
apoptéticos). Resulta interesante que los liposomas sin TRAIL acoplado a su superficie (LUVS)
no tienen ningln efecto citotdxico puesto que no se observan células apoptdticas en ninguna

de las dos lineas celulares.

3.4 El efecto de carfilzomib aumenta la expresion de los receptores de
TRAIL en las lineas MM.1S y U266 de mieloma multiple

Los analisis de la expresion de los receptores DR4 y DR5 realizados en estudios previos
tras el tratamiento con carfilzomib, apuntan a que el fdrmaco inhibidor del proteasoma a una
concentracién 7 nM, tiene un efecto directo en el aumento de la expresién del receptor DR4

en la linea U266 y DR5 en MM.15°.

Con el objetivo de verificar si estos resultados se reproducen empleando dosis de
carfilzomib que no inducen una elevada citotoxicidad, se realizoé el analisis con las dosis: 1,5y 3
nM. Para ello, las células se incubaron con las dosis de carfilzomib indicadas durante 6 y 24
horas. El estudio se realiz6 mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos
contra los receptores de TRAIL con el objetivo de analizar su expresion en la superficie celular

(fig.15y 16).
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Figura 15. Analisis de la expresiéon de DR4 y DR5 en las lineas MM.1S y U266 tras el tratamiento durante 6 horas
con carfilzomib. Se sembraron 300.000 cél/ml de las lineas celulares MM.1S y U266 y fueron tratadas con dosis 1,5
y 3 nM de carfilzomib (CRF) durante 6 horas. Posteriormente se analizé la expresion en la superficie celular de los
receptores DR4 y DR5 mediante citometria de flujo empleando anticuerpos especificos. Como control del
experimento se incubaron las células con un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que los anticuerpos
especificos (CTRL ISOTIPO).

Tal y como se puede apreciar en la figura 15, ambas lineas celulares presentan una
expresion basal tanto de DR4 como DR5. Tras el tratamiento con las dosis empleadas durante

6 horas la expresién de DR4 y DR5 no parece aumentar en ninguna de las dos lineas celulares.
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Figura 16. Analisis de la expresion de DR4 y DR5 en las lineas MM.1S y U266 tras el tratamiento durante 24 horas
con carfilzomib. Se sembraron 300.000 cél/ml de las lineas celulares MM.1S y U266 y fueron tratadas con dosis 1,5
y 3 nM de carfilzomib (CRF) durante 24 horas. Posteriormente se analizd la expresion en la superficie celular de los
receptores DR4 y DR5 mediante citometria de flujo empleando anticuerpos especificos. Como control del
experimento se incubaron las células con un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que los anticuerpos
especificos (CTRL ISOTIPO).

Cuando el analisis de la expresién de los receptores se realiza pasadas 24 horas, se
observa un aumento de la expresidn de DR5 similar para las dosis 1,5 y 3 nM, en la linea U266
(fig.16, imagen inferior dcha.). En el caso de la linea celular MM.1S no se observa un aumento
de la expresion de ninguno de los dos receptores e incluso el tratamiento con carfilzomib a la

dosis de 1,5 nM produjo un descenso en la expresion de DR5. (fig.16, imagen superior dcha.).

A la vista de estos resultados, se analizd el efecto del farmaco con una dosis mas
elevada de carfilzomib (5 nM), con un tiempo de incubacion intermedio (16 horas). Ademas se
analizd la expresién de los receptores sefiuelo: DcR1 y DcR2. Los resultados del andlisis se
ilustran en la figura 17. En este caso se observa de nuevo un aumento de la expresion del
receptor DR5 en la linea U266 indicando que esta linea podria beneficiosa terapia combinada

de carfilzomib con TRAIL.

35



En cuanto a la expresion de los receptores sefiuelo no se observa ninglin aumento tras

el tratamiento con carfilzomib (fig.17 bloque inferior).
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Figura 17. Analisis de la expresion de los receptores de TRAIL en las lineas MM.1S y U266 tras el tratamiento
durante 16 horas con carfilzomib. Se sembraron 300.000 cél/ml de las lineas celulares MM.1S y U266 y fueron
tratadas con una dosis 5 nM de carfilzomib (CRF) durante 16 horas. Posteriormente se analizé la expresién en la
superficie celular de los receptores DR4, DR5, DcR1 y DcR2 mediante citometria de flujo empleando anticuerpos
especificos. Como control del experimento se incubaron las células con un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo
que los anticuerpos especificos (CTRL ISOTIPO).
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3.5 Analisis proteico del efecto del tratamiento combinado de
carfilzomib y TRAIL en las lineas MM.1S y U266 de mieloma multiple

Las proteinas pro-apoptdticas y anti-apoptoticas juegan un papel crucial en la
regulacion de la apoptosis. La interaccidn entre las mismas determina que la célula muera o no
por apoptosis. Por esta misma razén se analizd su expresion en células tratadas con
carfilzomib, TRAIL (soluble y asociado a liposomas) o la combinacién de carfilzomib con ambas
formulaciones de TRAIL. Para ello se realizéd un andlisis de proteinas mediante la técnica

Western blot utilizando un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

MM.1S U266
&

Pro-caspasa 8

XIAP

cFLIP

Mcl-1

Pro-caspasa 3

Viabilidad celular (%) 91 89 85 94 91 82

Figura 18. Andlisis de la expresion de proteinas pro- y anti-apoptéticas. Las células de la linea MM.1S y U266 se
incubaron con 1,5 nM y 3 nM de carfilzomib (CRF) respectivamente asi como TRAIL soluble (sTRAIL) a 1 pug/ml, LUV-
TRAIL a 1 pug/ml, o la combinacién de CRF con sTRAIL y LUV-TRAIL durante 16 horas. Posteriormente se realizé el
analisis de las proteinas: pro-caspasa 8, XIAP, cFLIP, Mcl-1, pro-caspasa 3, Bid y PARP 1 mediante Western blot.
Como control de carga se utilizé la tubulina en el caso de PARP 1y la actina para las demas proteinas. Antes de
realizar los lisados se determind la viabilidad celular mediante el test azul tripan de cada uno de los puntos
experimentales (indicado como % bajo cada uno de los carriles).
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Tal y como se puede observar en la figura 18, en las células MM.1S tratadas con sTRAIL
y LUV-TRAIL, se produce un descenso de la forma proactiva de la caspasa-8 y -3, de forma mas
pronunciada en el caso de las células tratadas con LUV-TRAIL. En los respectivos sustratos de
ambas caspasas (Bid para caspasa-8 y PARP-1 para caspasa-3) también se observa un descenso
tras el tratamiento con ambas formulaciones de TRAIL, siendo también mas pronunciado en el
caso de los LUV-TRAIL, en el que ademds se observa la presencia de un procesamiento de

PARP-1.

Respecto a las proteinas anti-apoptéticas, el tratamiento con sTRAIL produce un leve
descenso tanto de XIAP como de Mcl-1 sin observarse cambios en cFLIP. Sin embargo, cuando
las células MM.1S son tratadas con LUV-TRAIL, se observa un claro descenso de XIAP, Mcl-1 y

sin observarse, de nuevo, cambios en cFLIP.

El tratamiento Unicamente con carfilzomib produce un descenso claro de procaspasa-8
y Bid y mas leve de procaspasa-3, sin observarse variaciones en PARP-1. Ademas, el
tratamiento con carfilzomib produce un leve descenso tanto de XIAP como de Mcl-1 sin

cambios en cFLIP (similar a lo observado para sTRAIL).

Respecto a los tratamientos combinados, el tratamiento con carfilzomib y sTRAIL
produce un mayor descenso de la procaspasa-8 y Bid que sTRAIL solo, aunque no se observan
diferencias en la expresion de procaspasa-3 y PARP-1 respecto a los tratamientos por separado
con carfilzomib y sTRAIL. Ademas, el tratamiento combinado de carfilzomib y sTRAIL induce un
descenso similar de XIAP pero un mayor descenso de Mcl-1 y cFLIP cuando las células MM.1S
se tratan con sTRAIL. En el caso de tratamiento combinado de carfilzomib con LUV-TRAIL, se
observa un gran descenso de procaspasa-8, procaspasa-3 asi como de Bid y de PARP-1,
observandose en este caso un claro procesamiento, si se compara con lo observado para estas
proteinas tras el tratamiento sdlo con LUV-TRAIL. Respecto a las proteinas anti-apoptéticas
XIAP, cFLIP y Mcl-1, el tratamiento combinado de carfilzomib con LUV-TRAIL produce un
descenso mas pronunciado en los tres casos que tras el tratamiento Unicamente con LUV-

TRAIL.

En cuanto a la linea U266, el tratamiento con sTRAIL produce un descenso de los
niveles de la procaspasa 3, Bid y PARP 1. Asi mismo los niveles de cFLIP se ven reducidos. En
cambio, en el carril tratado con LUV-TRAIL no se observa la disminucién Bid, cFLIP ni de PARP1
como se puede observar en el carril tratado con TRAIL soluble. Para esta linea tampoco se
observa un cambio en la expresion de la proteina Mcl-1 cuando esta es tratada con TRAIL

soluble.
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La expresion proteica de las células U266 tratadas con carfilzomib apunta que este
farmaco disminuye Unicamente los niveles de la procaspasa-3 sin observarse cambios en la

expresion de las demas proteinas analizadas.

En el caso del tratamiento combinado de carfilzomib con sTRAIL, se observa un mayor
descenso de la procaspasa-8, de la procaspasa-3 y de PARP 1 comparado con el tratamiento
solo de TRAIL soluble. De la misma manera, se observa claramente el procesamiento de

PARP1, que a diferencia del tratamiento con sTRAIL sélo puede intuirse.

Para finalizar, el tratamiento que combina carfilzomib y LUV-TRAIL induce descenso
muy pronunciado de la procaspasa-8 y-3, de ambos sustratos de las caspasas (Bid y PARP-1) asi
cémo de XIAP y cFLIP, sin observarse de nuevo ningin cambio en la expresién de Mcl-1. La
comparacién de este tratamiento con el de LUV-TRAIL, en el cual solo se observa un ligero
descenso de XIAP y en mayor medida de la procaspasa-3, apunta ser mas efectivo en cuanto al
procesamiento de caspasas, la disminucion drastica de la expresién de las proteinas anti-
apoptéticas XIAP y cFLIP asi como la disminucion de los niveles de Bid y PARP 1, este ultimo

presentdndose ademads bajo la forma procesada.

3.6 Estudio de la citotoxicidad inducida por los tratamientos
combinados de carfilzomib con TRAIL soluble y LUV-TRAIL en las
lineas MM.1Sy U266 de mieloma multiple

Después de analizar la expresion de diversas proteinas implicadas en apoptosis tras los
tratamientos combinados de carfilzomib con sTRAIL y LUV-TRAIL, se analizé la capacidad
citotdxica de cada droga por separado y de las distintas combinaciones mediante marcaje con

anexina V- APC y analisis por citometria de flujo.

En un primer experimento se incubaron las células MM.1S y U266 con carfilzomib
durante 1 hora y posteriormente con TRAIL (soluble o asociado a liposomas) durante 16 horas

mas (fig.19).
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Figura 19. Estudio citotdxico del efecto de carfilzomib en combinacion con TRAIL soluble y LUV-TRAIL. Las células
se sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml y se incubaron previamente con las dosis indicadas de carfilzomib
(de CRF) durante 1 hora. Seguidamente se afiadié TRAIL soluble (sTRAIL) o TRAIL anclado a liposomas (LUV-TRAIL) a
una concentracion de 1 ug/ml durante 16 horas. Finalmente se analizé6 mediante citometria de flujo el marcaje con
anexina-V. Los resultados corresponden a la media + desviacién estandar de 4 experimentos independientes.
ns=estadisticamente no significativo.

Los resultados obtenidos, indican que carfilzomib no induce muerte significativa en
ninguna de las dos lineas celulares. En cambio, los ligandos mortales (sTRAIL y LUV-TRAIL)
tienen un efecto citotdxico significativo sobre todo en las células MM.1S en el caso de sTRAIL.
Por otra parte, la combinacién de carfilzomib con ambas formulaciones de TRAIL, no supuso un
efecto potenciador respecto al tratamiento Unicamente con sTRAIL o LUV-TRAIL. El andlisis
estadistico indica que ninguna de las combinaciones farmacolédgicas induce muerte

significativa en las lineas MM.1S y U266.

Posteriormente se realizaron experimentos en los cuales se incubaron ambas lineas
celulares con carfilzomib durante 24 horas y posteriormente con TRAIL (soluble o asociado a

liposomas) durante otras 24 horas (fig.20).
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Figura 20. Estudio citotdxico del efecto de carfilzomib en combinacién con TRAIL soluble y LUV-TRAIL. Las células
se sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml y se incubaron previamente con las dosis indicadas de carfilzomib
(de CRF) durante 24 horas. Seguidamente se afiadio TRAIL soluble (sTRAIL) o TRAIL anclado a liposomas (LUV-TRAIL)
a una concentracion de 1 pg/ml durante 24 horas. Finalmente se analizé6 mediante citometria de flujo el marcaje
con anexina-V. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar de 4 experimentos independientes.
ns= estadisticamente no significativo.

Los resultados obtenidos tras 48 horas de incubacion (fig.20) indican un efecto
citotéxico significativo de carfilzomib para la dosis mas elevada (6 nM) en la linea celular
MM.1S. En cambio, en las células U266 no se observa ningun efecto citotoxico con las distintas
dosis de carfilzomib. En cuanto a TRAIL, en ambas lineas se observa un efecto citotoxico de
ambas formulaciones, siendo mayor en las células MM.1S. En éstas Ultimas, ademas, el efecto

de sTRAIL es superior al de los LUV-TRAIL.

Finalmente, los resultados de la combinacién de carfilzomib con TRAIL soluble revelan
que existe un efecto citotdxico aditivo cuando tanto en las MM.1S como en las U266. En el
caso del tratamiento combinado con LUV-TRAIL no se produce ningun efecto citotdxico aditivo
ya que el porcentaje de muerte es similar que el de LUV-TRAIL. A pesar de existir un efecto
aditivo en el tratamiento con carfilzomib y TRAIL soluble, el analisis estadistico indica que no

puede considerarse significativo.
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3.7 Estudio de la activacion de la via extrinseca por TRAIL en la
combinacion de carfilzomib con TRAIL soluble y LUV-TRAIL en las
lineas MM.1S y U266 de mieloma multiple

Finalmente, con el objetivo de estudiar qué factores intervienen durante la apoptosis
inducida por los tratamientos combinados de carfilzomib con ambas formulaciones de TRAIL,
se realizaron ensayos de citotoxicidad en los que se utilizé un anticuerpo monoclonal
bloqueante de TRAIL denominado RIK2 (RIK) y el inhibidor general de caspasas ZVAD-fmk
(zvAD).
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Figura 21. Efecto de la inhibicion de TRAIL y de las caspasas en la combinacién de carfilzomib con TRAIL en las
lineas MM.1S y U266. Las células se sembraron a una densidad de 500.000 cél/ml y se incubaron con carfilzomib
(CRF) a 6 nM durante 1 hora y luego se incubaron durante 16 horas con TRAIL soluble (sTRAIL) o LUV-TRAL a una
concentracion de 1 pg/ml). Para la inhibicion de la actividad de TRAIL, ambas formulaciones se incubaron
previamente durante 1 hora con el anticuerpo bloqueante RIK (2,5 pg/ml). Para la inhibicién de las caspasas, las
células se preincubaron previamente con el inhibidor general de caspasas ZVAD (30uM) durante 1 hora. A
continuacién se trataron con TRAIL soluble y LUV-TRAIL. La muerte celular se analizé6 mediante tincidon con anexina-
V 'y andlisis por citometria de flujo. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar de 2 experimentos
independientes.

En el caso de la linea celular MM.1S, los resultados presentan una gran variabilidad
que hace dificil la interpretacién de los mismos. Aun asi, parece que la preincubacién con RIK y
con ZVAD inhibe parcialmente la muerte inducida por sTRAIL (fig 21 izq.). La inhibicidn con RIK

en el tratamiento combinado de carfilzomib con sTRAIL parece ser similar a la observada con
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SsTRAIL solo, mientras que la preincubacién con ZVAD en este caso, parece producir un menor

efecto inhibitorio que en el caso de sTRAIL solo.

En el caso del tratamiento con los LUV-TRAIL, dado que la muerte observada cuando se
emplean como Unico tratamiento es muy baja, no se observa ninguna inhibicién tras la
preincubacidon con RIK o con ZVAD. El tratamiento combinado de carfilzomib y LUV-TRAIL
parece mostrar un efecto citotdxico ligeramente superior a los LUV-TRAIL solos que se ve en
gran medida inhibido tras la preincubacién con RIK. Sin embargo, la preincubacién con ZVAD

no muestra ningun efecto inhibitorio.

En el caso de la linea celular U266, la variabilidad de los resultados es menor que en el
caso de las células MM.1S. En primer lugar, se observa que el efecto citotdxico de ambas
formulaciones de TRAIL es menor al observado en la linea celular MM.1S. En las células U266
la preincubacion con RIK inhibe completamente la muerte inducida por sTRAIL (fig.21 dcha.) asi
como en el tratamiento combinado de carfilzomib con sTRAIL. Sin embargo, la preincubacion
con ZVAD produce un menor efecto inhibitorio tanto en el tratamiento con sTRAIL solo como

en la combinacion con carfilzomib.

En el caso del tratamiento con los LUV-TRAIL, dado que la muerte observada cuando se
emplean como Unico tratamiento es muy baja, no se observa ninguna inhibicion tras la
preincubacidon con RIK o con ZVAD. El tratamiento combinado de carfilzomib y LUV-TRAIL
muestra un efecto citotdxico ligeramente superior a los LUV-TRAIL inhibido practicamente en
su totalidad tras la preincubacién con RIK mientras que la preincubacién con ZVAD no muestra

ningun efecto inhibitorio.

En ambas lineas celulares, los resultados indican que pueden existir otros mecanismos
de muerte independiente de caspasas cuando las células son tratadas con la combinacion de

carfilzomib y TRAIL (soluble o asociado a liposomas).
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4. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el inhibidor del
proteasoma carfilzomib ejerce actividad citotéxica in vitro frente a las lineas celulares
tumorales humanas provenientes de MM, MM.1S y U266. Aunque ambas lineas celulares son
sensibles a la accién a carfilzomib, las células MM.1S presentan una mayor sensibilidad a esta
droga que las células U266 como muestran los valores de la ICsy obtenidos en los experimentos
de citotoxicidad con citometria de flujo: 1,3 nM en el caso de la linea celular MM.1S y de 4,3
nM para las células U266. Ademas, la muerte celular inducida por carfilzomib en ambas lineas
celulares estudiadas muestra caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas tipicas de una muerte
por apoptosis como son la condensacién de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacién
de cuerpos apoptéticos, asi como la exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la

membrana plasmatica.

En lo referente a la capacidad citotéxica in vitro de las formulaciones del ligando
mortal TRAIL empleadas en este trabajo frente a las células de MM, tanto la linea celular
MM.1S como las células U266, muestran una sensibilidad limitada tanto a TRAIL soluble como
a TRAIL anclado a la superficie de vesiculas lipidicas (LUV-TRAIL). Al igual que lo observado para
carfilzomib, las células MM.1S presentan una mayor sensibilidad que la linea celular U266
principalmente a los LUV-TRAIL aunque para ningun tratamiento basado en TRAIL y en ninguna

de las dos lineas celulares estudiadas la sensibilidad mostrada permite calcular la 1Cs.

Dada la limitada capacidad citotoxica de TRAIL en las células provenientes de MM, la
busqueda de combinaciones terapéuticas con otras drogas que puedan sensibilizar a las células
tumorales a TRAIL y potenciar su citotoxicidad resulta de interés. Son varios los mecanismos
por los que diversas drogas pueden sensibilizar a la muerte inducida por TRAIL: el aumento de
la expresidn de los receptores pro-apoptoéticos de TRAIL en la superficie de la célula cancerosa
o el descenso de proteinas anti-apoptdticas implicadas en las vias de transduccion de la seiial
de apoptosis. En este sentido, el proteasoma es un complejo proteico encargado de degradar
proteinas y por lo tanto la inhibicion de alguna de sus subunidades impide su correcto
funcionamiento dando a lugar a una acumulacién proteica excesiva. Entre las diversas
proteinas degradadas se encuentran los receptores mortales de la superficie celular asi como
diversas proteinas anti-apoptdticas intracelulares que regulan la apoptisis. Esta es la razén por
la cual, el uso del inhibidor del proteasoma como terapia en las células cancerosas, que por su

naturaleza expresan de manera anormal los receptores mortales y/o proteinas anti-
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apoptoéticas, podria ser un candidato plausible para ser usado como agente sensibilizador a la
muerte celular inducida por TRAIL. Un posible aumento de los receptores mortales haciendo a
las células tumorales mas vulnerables a la accidn citotdxica de los ligandos mortales como FasL
y TRAIL o un descenso de proteinas anti-apoptéticas que bloquean la seial apoptdtica tras el
tratamiento con carfilzomib, sensibilizaria la célula a una terapia que hiciera uso del ligando
mortal TRAIL. Por ello, en el presente trabajo se ha analizado algunos de estos mecanismos en

las lineas celulares de MM tras el tratamiento con carfilzomib.

En lo referente a la expresion de los receptores mortales especificos de TRAIL, los
resultados indican que en la linea celular U266 se produce un aumento de la expresion en la
superficie celular de DR5 tras el tratamiento con carfilzomib. Sin embargo no se han observado

cambios en la expresion de los receptores de TRAIL en las células MM.1S.

Respecto a la expresién de diversas proteinas implicadas en la apoptosis, el analisis
proteico muestra que el tratamiento que combina carfilzomib y TRAIL, fundamentalmente con
los LUV-TRAIL, induce un mayor procesamiento de las principales caspasas implicadas en la via
extrinseca de la apoptosis (caspasa-8 y -3) que se traduce también en un mayor procesamiento
de sus respectivos sustratos (Bid y PARP 1) en mayor o menor media en ambas lineas celulares.
Ademas, la combinacién de carfilzomib con TRAIL soluble y sobre todo con los LUV-TRAIL
conlleva un importante descenso en algunas protéinas anti-apoptéticas como cFLIP, XIAP y
Mcl-1 que regulan negativamente la apoptosis. Estos resultados indicarian que a priori, TRAIL
se podria beneficiar de la combinacion con carfilzomib para aumentar su capacidad citotdxica
frente a células de MM cuando ambas drogas se usan conjuntamente. Sin embargo, la
suposicion de que el tratamiento combinado tendria un efecto sinérgico en la muerte por
apoptosis no se ha podido corroborar en los ensayos de citotoxicidad empleando carfilzomib

en combinacion con las formulaciones de TRAIL.

Cuando las células son tratadas durante 1 hora con carfilzomib y posteriormente con
TRAIL (soluble o LUV-TRAL), en ninguna de las dos lineas analizadas se ha observado un efecto
citotdxico superior al observado con TRAIL soluble o los LUV-TRAIL solos. En cambio, cuando el
tratamiento con carfilzomib se prolonga hasta 24 horas antes de afiadir TRAIL, en la linea
celular MM.1S y sobre todo en las células U266 la combinacidn con TRAIL soluble, parece
aumentar el efecto citotdxico en comparacién con el tratamiento Unicamente con TRAIL
soluble, indicando que para observar un posible efecto sensibilizador de carfilzomib en la
muerte inducida por TRAIL es necesario una exposicion prolongada a este inhibidor del

proteasoma.
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A la vista de los resultados obtenidos en el andlisis proteico, cabria esperar que el
mayor efecto cooperativo entre carfilzomib y TRAIL se diera con la combinacién con los LUV-
TRAIL. En cambio, los resultados obtenidos no muestran ese efecto citotdxico superior con la
combinacion de carfilzomib con los LUV-TRAIL. Parece que la disminucidn de las proteinas anti-
apoptadticas cFLIP, XIP y Mcl-1 asi como en aumento de DR5, en el caso de las células U266,
tras el tratamiento combinado de carfilzomib y los LUV-TRAIL no suponen mecanismos
suficientes para sensibilizar a las células de MM a la muerte celular inducida por los LUV-TRAIL.
En este sentido, se ha descrito en otros modelos celulares que la sefializacién apoptodtica

trasmitida por los LUV-TRAIL es a expensas de activar sobre todo DR5***

. Sin embargo, parece
que en la sefial apoptética inducida por TRAIL en las células de MM, DR4 juega un papel
importante®® siendo este receptor mortal principalmente empleado por TRAIL soluble. Esto
podria justificar en parte, en el caso de las células U266, que el efecto citotdxico sea superior
en la combinacion de carfilzomib con TRAIL soluble, que transmitiria la sefal apoptdtica a

través de DR4 en comparacidon con la combinacion con los LUV-TRAIL, a pesar de que se

observe un aumento de la expresion de DR5.

En dltimo lugar, en el andlisis de la activacion de la via extrinseca por TRAIL en la
combinacion de carfilzomib con TRAIL soluble y LUV-TRAIL en las lineas de MM empleando el
anticuerpo bloqueante de TRAIL, RIK y el inhibidor general de caspasas ZVAD, como se ha
comentado previamente en la seccion de Resultados, los datos obtenidos en la linea MM.1S
muestran una gran variabilidad que hace dificil sacar conclusiones. Este analisis en el caso de
las células U266 muestra que los mecanismos por los cuales la combinacion de carfilzomib con
TRAIL mata, dependen fundamentalmente de la presencia de este ligando mortal. Sin embargo
otros mecanismos de muerte no dependientes de la presencia de TRAIL parecen implicados en
la muerte inducida por la combinacion de carfilzomib con TRAIL en las células MM.1S ya que la
preincubacién con RIK no inhibe completamente el efecto citotoxico del tratamiento
combinado. Respecto a la dependencia de la activacién de las caspasas en la muerte celular
inducida por el tratamiento combinado, en ambas lineas celulares se observa sdlo una
inhibicidn parcial de la muerte celular en aquellos casos en los que se constata muerte, cuando
se emplea ZVAD. Esto indica que ademds de una muerte dependiente de caspasas, otros tipos
de muerte celular como la necroptosis o la muerte inducida por AlF (Apoptosis Inducing Factor)
podrian estar implicados. Estos ultimos datos podrian explicar en parte por qué no se observa
un efecto citotdxico cooperativo en el tratamiento combinado con los LUV-TRAIL a pesar de
observar un mayor procesamiento de las caspasas en el andlisis proteico y si en la combinacion

con TRAIL soluble. Podria ser posible que estén interviniendo en mayor medida otros tipos de
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muerte celular independientes de caspasas en el caso de la combinacion con TRAIL soluble, de
los que no se beneficia en tanta medida cuando se combinan carfilzomib con los LUV-TRAIL y
gue hace que en ultima instancia el efecto citotdxico sea mayor en la combinaciéon de

carfilzomib con TRAIL soluble que en la combinacién con los LUV-TRAIL.
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. Conclusiones

Carfilzomib inhibe la proliferacion celular e induce apoptosis en las lineas tumorales
celulares provenientes de MM, MM.1S y U266 siendo la linea celular MM.1S mas

sensible a la accidn citotoxica de carfilzomib.

TRAIL soluble y los LUV-TRAIL inducen apoptosis de manera limitada en las lineas

tumorales celulares provenientes de MM, MM.1S y U266.

El tratamiento a tiempos largos (16 y 24 horas) con carfilzomib aumenta la expresion

del receptor mortal DR5 en la linea tumoral celular U266.
Aungque la combinacidn de carfilzomib con TRAIL soluble y los LUV-TRAIL muestra una
mayor activacion de la via extrinseca de la apoptosis, no existe un claro efecto

citotoxico sinérgico cuando se combina carfilzomib con ambas formulaciones de TRAIL.

La muerte inducida por la combinacidn de carfilzomib con TRAIL soluble o asociado a

liposomas es parcialmente dependiente de TRAIL y de la activacidn de las caspasas.
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6. Conclusions

1. Carfilzomib inhibits cell proliferation and induces apoptosis in cell lines MM.1S and

U266, being cell line MM.1S more sensitive to the cytotoxic action of carfilzomib.

2. Soluble TRAIL and LUV-TRAIL induce limited apoptosis in cell lines MM.1S and U266.

3. Long-term treatment (16 and 24 hours) with carfilzomib increases the expression of the

DR5 deadly receptor in the U266 cell tumor line.
4. Although the combination of carfilzomib with soluble TRAIL and LUV-TRAIL shows
increased activation of the extrinsic pathway of apoptosis there is no clear cytotoxic

synergistic effect when carfilzomib is combined with both TRAIL formulations.

5. Death induced by the combination of carfilzomib with soluble or liposome-associated

TRAIL is partially dependent on TRAIL and activation of caspases.
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8. Anexo

8.1 Composicion del gel de poliacrilamida-SDS

Resolving 12% (ml) 6% (ml)
Acrilamida (30%) 4 2
Tampdn resolving 2,5 1,25

SDS (10%) 0,1 0,05

Agua destilada 3,35 5,35

APS (10%) 0,15 0,15

TEMED 0,015 0,015

Stacking 12% (ml) 6% (ml)
Acrilamida (30%) 4 2
Tampon stacking 1,26 1,26

SDS (10%) 0,1 0,05

Agua destilada 3,35 5,35

APS (10%) 0,15 0,15

TEMED 0,015 0,015

8.2 Composicion de los LUVs

Lipidos Porcentaje (%)
Fosfatidilcolina 55
Esfingomielina 30

Colesterol 10
DOGS-NTA-Ni 5
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