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Abreviaturas seleccionadas

ABB, tampdn de unién de anexina (Anexing Binding Buffer)

AIF, factor inductor de apoptosis (Apoptosis Inducing Factor)

ANT, Adenine Nucleotide Translocator

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

BCIP (bromo-4-cloro-indolil-fosfato de p-toluidina)

Bcl-2, B-Cell Leucemia/lymphoma 2 gene

BFB, azul de bromofenol

BH, Bcl-2 Homology

BMS, Bristol Myers Squibb

BSA, albumina sérica bovina

CARD, dominio de reclutamiento de caspasas (Caspase Activation Recruitment
Domain)

CHX, cicloheximida

COX |, Citocromo c oxidasa subunidad |

CrmA, Cytokine Response Modifier A

CTxB, subunidad B de la toxina del colera

DCF, 5-(y-6)-clorometil-2°,7 -diclorodihidrofluoresceindiacetato, acetil éster
DD, dominio mortal (Death Domain)

DED, dominio efector de muerte (Death Effector Domain)

DHE, Dihidroetidio (Dihidroethidium)

DiOCe¢(3), ioduro de 3,3 -dihexilosa carbocianina

DISC, Death-Inducing Signaling Complex

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMF, dimetilformamida

DMSO, dimetilsulféxido

AY.,, potencial de membrana mitochondrial

EDTA, acido exilen-diaminotetracético

ERK, quinasa regulada por sefales extracelulares (Extracellular signal-Regulated
Kinase)

EtBr, bromuro de etidio

FITC, isotiocianato de fluoresceina



FLIP, Caspase-8 Inhibitory Protein

fmk, fluorometilcetona

FT, farnesil-transferasa (Farnesyl-Transferase)

FTI, inhibidor de farnesil-transferasa (Farnesyl-Transferase Inhibitor)
GFP, proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein)

GGTI, geranilgeranil-transferasa | (GeranylGeranyl-Transferase I)
GMSI, gammapatia mnoclonal de significado incierto

GSH, glutation

HAT, histona acetiltransferasa (Histone AcetylTransferase)

HDAC, histona deacetilasa (Histone DeACetylase)

HDACI, inhibidor de histona deacetilasa (Histone DeACetylase Inhibitor)
HEPES, acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico]

IAP, inhibidores de proteinas apoptoéticas (Inhibitor of Apoptosis Protein)
ICE, enzima convertidora de interleukina-1-b (IL-1b Converting Enzyme)
IFNq, interferdn alfa

Ig, inmunoglobulina

IL-6, interleukina-6

IRES, sitio de entrada interno ribosomal (Internal Ribosome Entry Site)
Jak1-i, Inhibidor de la quinasa Jak1

Jak, kinasa Janus (Janus Kinase)

JNK, quinasa nuclear que fosforila al factor de transcripcion c-Jun (c-Jun N-terminal
Kinasa)

LB, Luria Bertani

LY, LY294002

MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos (Mitogen Activated Protein Kinase)
MBCD, metil-beta-ciclodextrina

MDR, multiresistencia a drogas (Multiple Drug Resistance)

MM, mieloma multiple (Multiple Myeloma)

MMs, células mielomatosas

MTT, bromuro de dimetiltiazoil-difeniltetrazolio

NBT ,nitroazul de tetrazolio

NFxp, factor nuclear k3 (Nuclear Factor-xf Ligand)

OPG, osteoprotegerina

PARP, Poli(ADP-ribosa)Polimerasa

PBMC, células monocucleares de sangre periférica (Pheripheral Blood Mononuclear
Cells)



PBS, suero fisiolégico pH 7,4

Pc5, ficoeritrina-cianina 5

PCD, muerte celular programada (Programmed Cell Death)

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)

PCs, células plasmaticas normales (Plasmatic Cells)

PE, ficoeritrina

PFA, paraformaldehido

Pl, ioduro de propideo (Propideum lodide)

PI3K, fosfatidilinositol-3-quinasa (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase)

PM, peso molecular

PMSF, fenil-metil sulfonilfluoruro (Phenyl-Methyl SulphonylFluoride)

PPDA, p-fenilendiamina (P-PhenylenDiAmine)

PS, fosfatidilserina (PhosphatidylSerine)

PTP, poro de transicion de permeabilidad (Permeability Transition Pore)

RabGGT, geranilgeranil-transferasa de Rab (Rab GeranylGeranyl-Transferase)

RANK, receptor activador del factor nuclear kb (Receptor Activator of Nuclear Factor
xf)

Rapa, rapamicina (Rapamycin)

ROS, especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)

RPMI, Roswell Park Memorial Institute Medium

SDS, dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulphate)

SDS-PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SFB, suero fetal bovino

siRNA, small interfering RNAs

SMAC/Diablo, Second Mitochondrial Activator of Caspases/ Direct IAP-Binding
Protein with Low pl

STAT, transductor de sefales y activador de transcripcion (Signal Transducer and
Activator of Transcription)

t.a., temperatura ambiente

TBE, tampdn Tris-Borato-EDTA

TE, tampdn Tris-EDTA

TEMED, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

TGF-B, factor de crecimiento y transformacion de tipo p(Transforming Growth Factor-)
TNF, factor de necrosis tumoral (Tumoral Necrosis Factor)

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

VDAC, Voltage Dependent Anion Channel



VEGF, factor de crecimineto vascular endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor)
VPA, acido valproico

W, wortmanina (Wortmanin)

Z, benciloxicarbonil

Z-DEVD-fmk, benciloxicarbonil-Asp-Glu-Val-Asp-fluorometilcetona

Z-VDVAD-fmk, benciloxicarbonil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona
Z-IETD-fmk, benciloxicarbonil-lle-Glu-Thr-Asp-fluorometilcetona

Z-LEHD-fmk, benciloxicarbonil-Leu-Glu-His-Asp-fluorometilcetona

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

Z-VEID-fmk, benciloxicarbonil-Val-Glu-lle-Asp-fluorometilcetona
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1.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.






Antecedentes y Objetivos

El trabajo recogido en esta tesis pretende contribuir a una mejor caracterizacion
de los mecanismos mediante los cuales, diferentes agentes terapeuticos (BMS-
214662, Apo2L/TRAIL e Interferén-a), inducen apoptosis en lineas celulares de
mieloma multiple. Es razonable pensar que la determinacion de los parametros que
condicionan la sensibilidad a dichos agentes permitira disefiar una quimioterapia mas
racional e individualizada.

Nuestro grupo de investigacion comenzé sus estudios en el campo de la
apoptosis en el afio 1994. La apoptosis, o muerte celular programada, juega un papel
decisivo en muchos procesos fisiolégicos, desde el desarrollo fetal hasta el
mantenimiento de la homeostasis celular en el adulto (Ellis et al., 1991). La apoptosis
también esta implicada en una amplia variedad de situaciones patoldgicas, entre las
que se incluye el cancer (Kerr et al., 1993). El mal funcionamiento de los mecanismos
de muerte celular programada contribuye en gran medida a la transformacion
neoplasica y a la proliferacion celular descontrolada. El empleo de sustancias capaces
de restaurar, directa o indirectamente, el mecanismo apoptético en esas células es el
principio sobre el que se asienta la quimioterapia actual, haciendo de la apoptosis un
elemento clave en la lucha contra el cancer (Johnstone et al., 2002).

El interés de nuestro grupo de investigacion por el estudio de la apoptosis en el
mieloma multiple se remonta al afio 2003, coincidiendo con el inicio de esta tesis y tras
la creacion de la Red Nacional de Mieloma, de la cual nuestro grupo entré a formar
parte. El mieloma multiple (MM) como su propio nombre indica se trata de un “oma” o
tumor, que afecta a la “myelo”, médula (Brian and Durie, 2006). Actualmente el
mieloma continda siendo una enfermedad incurable. La gran heterogeneidad en el
grado de afectacién entre pacientes, la diversidad en cuanto a respuesta a farmacos,
la distinta evolucion de la enfermedad y otros factores, obstaculizan la obtencién de
tratamientos eficaces (Gémez-Bougie et al., 2004). Por ello, se hace necesaria la
busqueda de nuevos tratamientos, la caracterizacion de sus mecanismos apoptéticos
y de su parametros condicionantes de sensibilidad para disefiar una terapia mas

efectiva, individualizada y racional.



Antecedentes y Objetivos

Los objetivos que nos marcamos para cada uno de los apartados que se exponen

en esta tesis fueron:

1. Estudio del mecanismo de apoptosis inducida por el inhibidor de farnesil-
transferasas BMS-214662.

- Evaluar la capacidad de inhibicion de la farnesilacion de proteinas y la
sensibilidad a BMS-214662 de diferentes lineas celulares de mieloma.

- Caracterizar el mecanismo de la fase de induccion de apoptosis causado por
BMS-214662 y la implicacion de la proteinas de la superfamilia Bcl-2 en
dicho proceso.

- Caracterizar la fase de ejecucion del mecanismo de apoptosis causado por
BMS-214662 y su dependencia de la accion de las caspasas.

- Analizar la contribucion de factores apoptogénicos mitocondriales (citocromo
c, AlF...) en el proceso apoptético.

- Evaluar la implicacion de la MAP kinasas y de la via PI3K/Akt en la
apoptosis inducida por BMS-214662.

- Analizar la relacion entre inhibicion de la farnesilacion y la induccion de

apoptosis por BMS-214662. Busqueda de dianas alternativas.

2. Caracterizacion de los determinantes de sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0 y
biusqueda de agentes capaces de sensibilizar las células resistentes a

este ligando.

- Evaluar la sensibilidad de diferentes lineas de mieloma a Apo2L/TRAIL.O

- Determinar parametros moleculares condicionantes de esta sensibilidad.

- Buscar agentes terapeuticos que puedan incrementar la sensibilidad o
revertir la resistencia a Apo2L/TRAIL.O y caracterizar de su mecanismo de
accion.

- Evaluar la sensibilidad de estas mismas lineas celulares a anticuerpos

citotoxicos anti-Fas.



Antecedentes y Objetivos

3. Estudio del mecanismo de apoptosis inducido por el interferén alfa.

Evaluar la sensibilidad de diferentes lineas celulares de mieloma a
interferén-o. y su relacién con la expresion del receptor de interferén.
Caracterizar el mecanismo de la fase de induccidbn de apoptosis de
interferén-a y la implicaciéon de la proteinas de la superfamilia Bcl-2 en dicho
proceso. Estudiar mediante silenciamiento génico la presunta implicacion de
algunas de estas proteinas.

Caracterizar la fase de ejecucién del mecanismo apoptético de interferon-a y
su dependencia de la accion de las caspasas.

Analizar la contribucién de factores apoptogénicos mitocondriales (citocromo
c, AlF...) en el proceso apoptético.

Evaluar la implicacién de la via Jak/STAT y de la via PI3K/Akt en la
apoptosis inducida por interferéon-a.

Buscar sinergias entre interferén-a.y otros agentes terapeuticos para el
disefio de terapias combinadas mas eficaces.

Evaluar el posible papel de Apo2L/TRAIL como mediador de la apoptosis
inducida por interferon-a en células de mieloma. Estudiar el posible efecto

sinérgico entre ambos.

4. Estudio del efecto que la sobre-expresion de Mcl-1 en mieloma tiene en la

la apoptosis inducida por diferentes farmacos anti-tumorales.

Generar retrovirus que contengan en su genoma el gen mcl-1 y sean
capaces de infectar células eucariotas.

Obtener lineas celulares de mieloma que sobreexpresen de forma estable la
proteina anti-apoptética Mcl-1 mediante infeccién retrovirica.

Comparar las diferencias de sensibilidad a diferentes agentes anti-tumorales
que induzcan apoptosis via mitocondrial (BMS-214662, melfalan, Velcade e
interferén-o) o via extrinseca (Apo2L/TRAIL) entre las células que sobre-

expresan Mcl-1 y las de genotipo silvestre.



Antecedentes y Objetivos

5. Estudios de sensibilidad a la apoptosis de células plasmaticas

mielomatosas extraidas de pacientes de mieloma muiltiple.

- Analizar la sensibilidad a BMS-214662 de células plasmaticas mielomatosas
(MMs) y de linfocitos normales extraidos de pacientes de mieloma, y evaluar
la implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida.

- Comparar la eficacia y selectividad del inhibidor de farnesil-transferasas
BMS-2144662 con el de otros agentes anti-mieloma.

- Analizar la sensibilidad a Apo2L/TRAIL, en su forma recombinante
Apo2L/TRAIL.0, de células plasmaticas mielomatosas (MMs) y de linfocitos

normales extraidos pacientes de mieloma.



2.- INTRODUCCION.






Introduccién

2.1.- MUERTE CELULAR PROGRAMADA O APOPTOSIS.

2.1.1.- Introduccioén historica.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiolégico
fundamental por el que las células que han finalizado su funcién o no son necesarias
para el organismo, se suicidan. La apoptosis esta universalmente conservada en todos
los eucariotas multicelulares y tiene lugar tanto durante el desarrollo, como a lo largo
de la vida adulta (Ellis et al., 1991). Asi, durante el desarrollo, la apoptosis ayuda a
esculpir las distintas partes del cuerpo, o a eliminarlas una vez desempefiada su
funcién, mientras que a lo largo de la vida adulta, el equilibrio entre la proliferacién
celular y la apoptosis es necesario para la la correcta homeostasis tisular (Ellis et al.,
1991). El desajuste de la apoptosis al alza, esta asociado con patologias graves, como
las enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), cardiovasculares
(muerte celular tras isquemia) o infecciosas (SIDA). Por otro lado, un déficit de
apoptosis se asocia con diversos tipos de leucemias y con el cancer.

El término apoptosis fue utilizado por primera vez en 1972 (Kerr et al., 1972)
para describir las peculiares caracteristicas morfoldgicas de las células que morian
espontaneamente durante el desarrollo. En concreto, los autores de ese trabajo hacian
referencia a células que presentaban una condensacion anormal de la cromatina y
fragmentacion nuclear, burbujas en la membrana plasmatica (blebbing), y una
disminucion en el volumen celular respecto a las células normales. Posteriormente, se
demostré que tanto las células normales como las patoldgicas activaban un programa
de muerte celular intrinseco en ciertas circunstancias, y que la morfologia descrita por
Kerr y colaboradores correspondia a células que habian activado dicho programa.
Pronto se averigué que las células muertas mediante apoptosis eran rapidamente
eliminadas por macroéfagos titulares, por lo cual, el niumero de células apoptoticas
detectables en un tejido en un momento dado, era siempre muy reducido aunque
hubiesen muerto en gran cantidad. Ademas, al no producirse liberacion al exterior del
contenido celular, no se producia respuesta inflamatoria. Todo ello ha contribuido a
que la apoptosis pasara desapercibida hasta hace pocos afios.

Los primeros trabajos acerca de los procesos bioquimicos que tienen lugar
durante la apoptosis comenzaron a publicarse entre 1980 y 1990. La primera
caracteristica bioquimica en describirse fue la fragmentacion internucleosomal de la

cromatina en fragmentos regulares de aproximadamente 180p de bases (Wyllie,1980).



Introduccién

Este proceso de degradacion del ADN, fue durante un tiempo, la caracteristica
principal para identificar la apoptosis. A principios de la década de los 90 se describi6
por primera vez la translocacion de fosfatidilserina (PS) (Fadok et al., 1992). Durante la
apoptosis, la PS normalmente localizada sélo en la cara interna de la membrana, se
transloca a la superficie externa celular, convirtiendo a las células apoptéticas en
apetitosas para los macrofagos, que las ingieren rapidamente.

Simultaneamente a estos estudios, se identificaron los genes que controlan la
ejecucion y la induccién de la apoptosis en el gusano Caenorbabditis elegans (Ellis et
al., 1991). Sydney Brenner visioné que este nematodo seria un organismo idéneo para
caracterizar genes de destino y muerte celular (Brenner, 1974), ya que durante el
desarrollo de C. elegans se producen, mediante sucesivas divisiones celulares, un
total de 1090 células, de las cuales 131 entran en apoptosis o “muerte celular
programada”, dando como resultado un gusano adulto de 959 células. John Sulston
descubrié que las 131 células que morian eran siempre las mismas (Sulston, 1976).
Posteriormente, Robert Horvitz indujo mutaciones en C.elegans para caracterizar los
genes que regulaban la muerte de esas 131 células somaticas (Ellis and Horvitz,
1986), genes que se denominaron ced-3, ced-4 y ced-9. Se establecié que ced-3 y
ced-4 eran necesarios para la apoptosis, ya que la introduccion de mutaciones en
estos genes impidia la muerte celular, mientras que por el contrario, ced-9 era un gen
“anti-apoptotico” que protegia a las células de una muerte incontrolada. Estos trabajos
les valieron a sus autores, Sydney Brenner, John Sulston y H. Robert Horvitz el premio
Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 2002.

Hacia la mitad de la década de los 90 se descubrié que todos los mamiferos,
incluido el hombre, poseian genes equivalentes a los que controlan la muerte celular
en C. Elegans. A partir de aqui, el estudio de la apoptosis tomd un gran impulso, lo
que ha permitido desde entonces avanzar enormemente en el conocimiento de sus

mecanismos moleculares y celulares.
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2.1.2.- Las caspasas.

La clonacion y la caracterizacion de ced-3 en 1993 fue clave para un
mejor conocimiento de la maquinaria apoptoética. Ced-3 codifica una proteina con

similitud a la enzima convertidora de interleukina-1-3 (ICE) de mamiferos, una

proteasa involucrada en procesos inflamatorios (Yuan et al., 1993). Sin embargo, al
examinar la especificidad de sustratos de ced-3, observaron que esta guardaba una
mayor similitud con CPP32 (Fernandes-Alnemri et al., 1994), otra nueva proteasa con
homologia a ICE clonada en 1995 (Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995). Esto
convirtié a ICE (caspasa-1) en el primer miembro de una nueva familia de proteasas a
las que se denomind caspasas y a CPP32 (caspasa-3) en el ejecutor apoptdtico por
excelencia en vertebrados (Martin et al., 1996).

La acepcion caspasa procede de cistein-proteasa con especificidad de corte
en aspartico y fue adoptada por convenio en 1996 (Alnemri et al., 1996). Hasta el
momento, se han identificado 15 caspasas en mamiferos (Eckhart et al., 2005), no
todas ellas presentes en células humanas. Las caspasas-11 y -12 se han identificado
en ratdn, la caspasa-13 en bovino, y la recientemente identificada caspasa-15, se ha
caracterizado en cerdo, perro y bovino (Eckhart et al.,, 2005). Todas las caspasas
presentan caracteristicas comunes en cuanto a secuencia de aminoacidos, estructura
y especificidad por el sustrato (Earnshaw el al., 1999). De ellas, al menos 8 estan

implicadas en apoptosis (Siegel, 2006).

Las caspasas se pueden subdividir en:

- caspasas iniciadoras (caspasas -2,-8,-9 y -10). Presentan un pro-dominio

CARD (Caspase Activation Recruitment Domain), como las caspasas -2 y -9, o
pro-dominio DED (Death Effector Domain) como las caspasas -8 y -10, que les
permite interaccionar con dominios homodlogos presentes en proteinas
adaptadoras.

- caspasas ejecutoras (caspasas -3, -6 y -7). Son las que desmontan las

estructuras celulares, dando lugar al fenotipo apoptético. Necesitan ser
procesadas por las caspasas iniciadoras para activarse.

- caspasas involucradas en procesos infamatorios y de maduracién de

citoquinas (caspasas -1,-4,-5,-11,-13, -14 y -15).
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Las caspasas son sintetizadas como pro-enzimas (zimoégenos) y se activan de
modo diferente segun su funcion: Las caspasas ejecutoras, forman dimeros en
condiciones basales, y su activacién se produce por proteolisis. Se divide la cadena en
las subunidades grande (20 kDa) y pequena (10 kDa) y después, ambas subunidades
se asocian generando el centro activo del enzima. Finalmente, la forma activa de la
caspasa consta de dos heterodimeros (subunidad grande-subunidad pequefia) y
contiene por tanto dos centros activos. En el caso de las caspasas iniciadoras, se ha
demostrado que la proteolisis no es necesaria ni suficiente para su activacion. En
condiciones basales, los zimoégenos son monomeros y es la dimerizacion quien
determina su activacion, independientemente de que se produzca o no proteolisis
(Boatright and Salvesen, 2003). Por otro lado, y respecto a la localizacion de las
caspasas, la mayoria se localizan en el citoplasma, pero algunas como la caspasa-2,
se encuentra en el ndcleo (Shikama et al., 2001) o la caspasa-4, se localiza en el
reticulo endoplasmatico (Hitomi et al., 2004).

La actividad enzimatica de las caspasas esta regulada por diferentes proteinas.
Por un lado, la familia de las IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein) (Deveraux and Reed,
1999), que fueron por primera vez identificados en baculovirus por su habilidad para
impedir la apoptosis de la célula hospedadora mediante la inhibicion de la actividad
enzimatica de las caspasas. Se han identificado 8 IAPs en mamiferos entre los que se
encuentran XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP y survivina. Por otro lado, la activacion de
caspasa-8 puede ser bloqueada por ¢-FLIP (FLICE-like Inhibitory Protein) (Irmler et al.,
1997). c-FLIP se presenta en dos formas: c-FLIP., la mas abundante y que es similar a
la procaspasa-8, pero a la que le faltan residuos clave en el sitio catalitico y en otras
regiones que contribuirian a la union del sustrato y c-FLIPs, una forma mas corta que
contiene tan solo los dos dominios efectores de muerte (DED). Ademas existen otros
inhibidores fisioldgicos de caspasas como son las proteinas p35 y CrmA, ambos de
origen viral (Hu et al.,1997). La p35 actia mediante union covalente a la cisteina del
centro activo del enzima. CrmA (Cytokine Response Maodifier A) es una serpina del
virus de la viruela. Se trata de un inhibidor muy especifico y eficaz de las caspasa-1y -
8, que actua también por unién covalente.

Por ultimo, y para estudiar la implicacién de las caspasas en la apoptosis, se
han desarrollado una serie de inhibidores peptidicos especificos que podrian tener
aplicaciones terapeuticas (Garcia-Calvo et al., 1998). Segun el grupo a que se
encuentren unidos estos inhibidores pueden ser reversibles (aldehidos) o irreversibles
(fluorometilcetonas, clorometilcetonas). Todos ellos se han desarrollado a partir de la

secuencia de corte presente en sustratos de las caspasas (Garcia-Calvo et al., 1998).
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Figura 2.1.- Caspasas en mamiferos (Garcia-Calvo et al., 1998). Todas las caspasas
mostradas en el diagrama son de origen humano exceptuando las caspasa-11 y —12
(murinas) y la caspasa-13 (bovina). Falta la caspasa-15, recientemente identificada. La
relacion filogenética (indicada a la izquierda) parece correlacionar con su participaciéon en
procesos inflamatorios (en negro) o de apoptosis. Las caspasas iniciadoras se muestran en
morado y las efectoras en naranja. Se muestra el primer corte proteolitico (flecha gruesa)
entre las subunidades grande y pequefia y otros sitios adicionales de corte (flechas finas).
Los segmentos de colores indican las regiones que corresponden a los bucles que
constituyen la cavidad catalitica. El residuo de Cys responsable de la catdlisis se indica con
una linea roja. DED: dominio efector de muerte (Death Effector Domain); CARD: dominio de
reclutamiento de caspasas (Caspase Activation Recruitment Domain).
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2.1.3.- Las proteinas de la superfamilia Bcl-2.

Bcl-2 (B-Cell Leucemia/lymphoma 2 gene) se identificd inicialmente como un
proto-oncogén activado por la translocacién cromosomica t(14;18)(932;921), que
aparecia en el linfoma folicular de células B (Tsujimoto et al., 1984). Posteriormente,
se identificé como el homologo en mamiferos de ced-9, inhibidor de la apoptosis en C.
elegans (Hengartner and Horvitz, 1994). Desde entonces se han identificado y
caracterizado numerosas proteinas homoélogas a Bcl-2, que se han agrupado en la
denominada “superfamilia Bcl-2”. Todas ellas poseen al menos uno de los cuatro
dominios BH (Bcl-2 Homology) conservados y se subdividen en:

- proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcel-x, y Bel-xs, Mcl-1, Bel-w, A1, Bfl-1, Bag-

1). Presentan los cuatro dominios, BH4, BH,, BH3; y BH,4, excepto Mcl-1, que carece de
domino BH, (Strasser, 2005). Cuando se sobreexpresan, cada una de estas proteinas,
protegen a las células contra una amplia variedad de estimulos apoptoéticos. Asi, las
células hematopoyéticas y tejidos linfoides suelen expresar niveles elevados de Mcl-1,
lo cual se considera un factor importante de supervivencia en células de leucemia
(Iglesias-Serret et al., 2003) y de mieloma (Derenne et al., 2002).

- proteinas pro-apoptéticas multidominio (Bax, Bak, Mtd). Poseen los dominios

BH,, BH, y BH;. Bax y Bak estan presentes en la mayoria de los tejidos. En células
viables, Bax es un mondmero localizado preferentemente en el citosol, mientras que
Bak se encuentra asociada a la membrana interna mitocondrial (Cory and Adams,
2002). Durante la apoptosis, ambas proteinas se asocian y forman canales en la
membrana mitocondrial que permiten la salida de citocromo c del espacio
intermembrana. La inactivacion simultanea de los genes de Bax y Bak, pero no la de
uno solo de ellos, bloquea la apoptosis (Cory and Adams, 2002).

- proteinas pro-apoptoticas “s6lo BH3” (Bim, Bad, Bid, Bik, Hrk, Puma, Noxa) Se

caracterizan por poseer soélo el dominio BH3;, de 9 aminoacidos, que es necesario y
suficiente para inducir apoptosis. No pueden ejercer su accién apoptotica en ausencia
de Bax y Bak, lo que sugiere que estas ultimas son su diana principal. Se ha propuesto
que las proteinas “so6lo BH;” actuarian como sensores del dafo celular y su activacion
constituiria la primera etapa del dafo mitocondrial. Dependiendo de las caracteristicas
moleculares peculiares de sus respectivos dominios BHj;, estas proteinas podrian
interaccionar tanto con Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-x. (Bim y Puma) (Willis and Adams,2005),
inactivando su accién protectora, como con Bax y/o Bak (todas ellas), induciendo su

oligomerizacion.
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Figura 2.2.- Caracteristicas estructurales de los miembros de la familia de Bcl-2 BH;-
BH,4:dominios de homologia con Bcl-2, TM: extremo hidrofébico C-terminal. (Strasser, 2005).

Algunas de estas proteinas tienen una secuencia de aminoacidos hidrofébicos
en el extremo C-terminal que permite su insercion en las membranas celulares. La
eliminacion de este dominio transmembrana conduce a la pérdida de la actividad anti-
apoptética de Bcl-2 (Tanaka et al., 1993) o pro-apoptética de Bax (Greenhalf et al.,
1996), lo que sugiere que en el caso de estas proteinas, la localizacion en membrana
€s necesaria para su correcta funcion. También se han descrito otros mecanismos de
regulacion de la actividad anti- o pro-apoptoética de estas proteinas. Uno de ellos es la
fosforilacion, como en el caso de Bim, que es fosforilada por la quinasa ERK
induciendo su degradacion via proteasoma (Ley et al., 2003; Seward et al., 2003). Otro
mecanismo es la ubiquitinacion de proteinas, como Mcl-1. La ubiquitinacion favorece
su degradacion en el proteasoma, susceptibilizando las células a la apoptosis (Zhong
et al., 2005; Nijhawan et al., 2003).
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2.1.4.- Ruta apoptética mitocondrial (Via intrinseca).

En esta via, la mas conservada evolutivamente, la mitocondria desempefia un
papel clave (Green and Reed, 1998; Susin et al., 1998). Distintos agentes fisicos o
quimicos que causan dafo celular como farmacos quimioterapicos, radiaciones
ionizantes, neurotoxinas, estrés térmico u oxidativo, etc., tras alterar las vias de
sefalizacién particulares, producen la activacion de proteinas de la superfamilia Bcl-2,
con la subsiguiente permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la liberacion de
factores apoptogénicos mitocondriales.

En esta via, las proteinas de la superfamilia Bcl-2 desempefian un papel
preponderante frente a las caspasas. En general, parece que la inhibicién de las
caspasas so6lo cambia el modo de muerte y su velocidad, pero no su extension, una
vez que la sefal ha llegado a la mitocondria (McCarthy et al., 1997; Nicotera el al.,
1999;Daugas et al., 2000). Podria decirse que la muerte celular estd controlada a
nivel mitocondrial, mientras que la forma final de la muerte esta controlada por la

activacion de las caspasas (Nicotera et al., 1999).
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Figura 2.3.-Elementos implicados en la via apoptética mitocondrial (Adrain and Martin,
2006).
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2.1.4.1.- Permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial.

La mitocondria esta constituida por dos compartimentos: la matriz, rodeada por

la membrana interna y el espacio intermembrana, delimitado por las membranas

externa e interna. En condiciones fisiolégicas la membrana interna se mantiene
impermeable a iones, permitiendo el establecimiento de un gradiente electroquimico
de protones (AY,) a ambos lados de ella, consecuencia del bombeo de protones
desde la matriz al espacio intermembrana por los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria. Durante la apoptosis, se produce una reduccion del A¥,,y un aumento en
la permeabilidad de la membrana externa. Esto ultimo, permite la liberacion de
factores pro-apoptoéticos confinados en el espacio intermembrana (citocromo ¢, AlF,
Endo G, Smac/Diablo, HtrA2/OMI) y que una vez en el citosol, desencadenaran la
ejecucion de la apoptosis.

Se han descrito dos modelos para explicar la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial:

e Formacion de canales por proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2.

Propone la formacion de megacanales multiméricos por proteinas pro-
apoptoticas tipo Bax (Bax, Bak) mediante su oligomerizacién en la membrana
externa mitocondrial. Estas proteinas serian activadas por proteinas tipo “sélo
BH3” (Bim o Bid) y sus canales permitirian la salida de factores apoptogénicos
del espacio intermembrana al citosol, sin alterar las funciones mitocondriales.
Este modelo explicaria las situaciones en que se produce liberacién de
factores apoptogénicos antes de la despolarizacion mitocondrial.

* Apertura del poro de transicion de permeabilidad (PTP). Propone la apertura

de un poro de transicién de permeabilidad integrado por VDAC (Voltage
Dependent Anion Channel), ANT (Adenine Nucleotide Translocator) y
ciclofilina D, junto con otras proteinas , en los lugares de contacto entre las
membranas mitocondriales interna y externa (Marzo et al.,, 1998b). Esta
apertura del poro produciria la pérdida de AY, y la entrada de agua y solutos
al espacio intermembrana. Se produciria un hinchamiento y la subsiguiente
rotura de la membrana externa mitocondrial, conduciendo finalmente a la
liberacion de proteinas del espacio intermembrana al citosol. Si el estimulo es
intenso, el proceso terminara en necrosis y si es un estimulo débil, en

apoptosis.
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Se ha descrito la participacion de proteinas de la familia Bcl-2 en el control de
la apertura del PTP ( Marzo et al., 1998a; Shimizu et al., 1999). Este modelo
explicaria aquellas situaciones en que la pérdida de AY,, precede a la

permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y a la activaciéon de

caspasas.

2.1.4.2.- Salida de citocromo c y formacién del apoptosoma.

La salida de citocromo c de la mitocondria desencadena la ejecucion de la
apoptosis. Se ha propuesto que la liberacion de citocromo ¢ no es un fendbmeno de
“todo o0 nada”, en el que todas las mitocondrias de una misma célula liberarian todo su
citocromo ¢ de forma simultanea (Adrain and Martin,2006). También se ha sugerido
que algunas caspasas como la -3 y la -7, entre otras, podrian estar implicadas en un
ciclo de retroalimentacion, de modo que tras una discreta salida de citocromo cy una
deébil activacion de caspasas, estas amplificarian la sefal apoptética proteolizando la
proteina p75 del complejo | mitocondrial (Ricci et al., 2004), lo que provocaria la caida
del A¥Y,,, amplificandose la translocacion de Bax/Bak y permitiéndose una segunda
salida de citocromo c considerablemente mayor (Lakhani et al., 2006).

Una vez en el citoplasma, citocromo ¢ se une al extremo c-terminal de la
proteina adaptadora Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1), homdloga de la
proteina ced-4 de C. elegans (Zou et al., 1999), dentro de una regién que contiene 13
repeticiones WD-40. Este hecho facilita la union de dATP a Apaf-1, quedando
expuesta su regién de oligomerizacion. La oligomerizacion parece producirse de modo
simultaneo al reclutamiento de la pro-caspasa-9 (forma inactiva de la caspasa-9),
dando lugar a un complejo heptamérico denominado apoptosoma. La activacion de la
caspasa-9 dentro del complejo se produce mediante cambio conformacional (Yin et al.,
2006) y seguidamente, la caspasa-9 procesa a otras caspasas como la -3 y la -7 (Li
et al.,, 1997) conduciendo a una rapida amplificacion de la cascada a través de la
activacion de otras caspasas (-6,-2,-8 y -10). Se ha descrito que una cierta cantidad de
caspasa-9 permanece unida al apoptosoma (Srinivasula et al., 2001), lo que sugeriria
que Apaf-1 continuaria regulando su actividad después del momento inicial de la

activacion y que ambas moléculas funcionarian como subunidades de un holoenzima.
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2.1.4.3.- Liberacién de otros factores apoptogénicos mitocondriales.

AIF (Apoptosis Inducing Factor), es una proteina que reside en el espacio
intermembrana mitocondrial y posee alta homologia con las oxidorreductasas
bacterianas (Susin et al., 1999). Durante la apoptosis, AIF es liberado al
citoplasma y se transloca al nucleo, donde ejerce su accion apoptotica. AlF
induce condensacion periférica de la cromatina y rotura del ADN en
fragmentos no oligonucleosomales de alto peso molecular (Susin et al.,
2000). Su accién es independiente de la activacion de las caspasas. Se ha
descrito que la proteina de choque térmico Hsp-70 es un antagonista de AlF
(Ravagnan et al.,, 2001) que previene la condensacion periférica de la
cromatina inducida por AlIF en nucleos aislados.

Endo G (Endonuclease G), también se localiza en el espacio intermembrana
mitocondrial (Lily et al., 2001). Inicialmente se identific6 como una proteina
implicada en la reparacién del ADN mitocondrial (Cote and Ruiz-Carrillo, 1993),
pero posteriormente se demostré que era liberada de la mitocondria durante la
apoptosis inducida por TNF, radiacion UV o ligacion de Fas, y que se
translocaba al nucleo, induciendo fragmentacion del ADN (Lily et al., 2001;
Parrish et al., 2001). Al igual que en el caso de AIF, la acciéon de Endo G no
depende de la activacion de las caspasas (Lily et al., 2001).

Smac (Second Mitochondrial Activator of Caspases) (Du et al., 2000), también
denominado Diablo (Direct IAP-Binding Protein with Low pl) (Verhagen et al.,
2000), es otra de las proteinas pro-apoptéticas presentes en el espacio
intermembrana mitocondrial que es liberada cuando se desencadena el
proceso apoptético. Una vez en el citoplasma Smac/Diablo interacciona con los
inhibidores de caspasas tipo IAP, impidiendo que estos inhiban a las caspasas
(tanto iniciadoras como ejecutoras) (Chai et al., 2000).

HtrA2/OMI (High-temperature requirement protein A2), al igual que
Smac/Diablo, esta proteina pro-apoptética del espacio intermembrana
mitocondrial se une a los inhibidores tipo IAP, promocionando la activacion de
las caspasas (Verhagen et al., 2002). Sin embargo, mientras que Smac/Diablo
se une preferentemente al dominio BIR3 de XIAP, HtrA2/OMI presenta mas
afinidad por el dominio BIR2 (Saelens et al., 2004).
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2.1.5.- Apoptosis mediada por receptores (Via extrinseca).

En esta via la apoptosis se induce tras la union de una proteina extracelular

(mensajero mortal) a su receptor (receptor mortal).

2.1.5.1.- Receptores de la familia del TNF y sus ligandos.

Los receptores mortales pertenecen a la familia del receptor del TNF (Tumoral
Necrosis Factor). Estos receptores pueden transmitir diferentes sefales, de
proliferacion, de diferenciacion, de muerte, etc., segun el tipo celular en que se
expresen (Ashkenazi and Dixit, 1998; Wallach et al., 1998). Asi, hay receptores como
Fas, DR4 y DR5, cuya principal funcién es inducir apoptosis, y otros como TNFR vy
DR3 implicados en la regulacién de respuestas inflamatorias y en la activacién de
células del sistema inmunitario.

Estos receptores presentan varias similitudes entre si: son proteinas de
membrana tipo |, contienen entre una y cinco repeticiones de secuencias ricas en
cisteina en su region extracelular y un dominio mortal (DD) en sus regiones
citoplasmaticas (Tartaglia et al., 1993). Todos ellos son activados por un grupo de
ligandos estructuralmente similares que pertenecen a la familia del TNF. Entre los
receptores mas conocidos se encuentran:

* Receptor del TNF (TNFR). Se trata del receptor de tipo 1, también llamado
p55 o CD120a. Su ligando es el factor de necrosis tumoral (TNF), un
mediador de respuestas inflamatorias e inmunorreguladoras, con actividad
anti-viral y citotéxica, pero que también puede estimulador el crecimiento y
diferenciacion celular al actuar sobre otros receptores (Vassalli, 1992).

* Fas/CD95/APO1. Es el receptor del ligando de Fas (FasL/CD95L). En la
superficie celular se encuentra en forma de trimeros pre-formados que se
entrecruzan tras la union de su ligando natural o de anticuerpos agonistas,
induciendo muerte por apoptosis (Nagata and Golstein, 1995). Esta induccion
de muerte depende de la multimerizacion adicional de los trimeros de Fas
(Siegel et al., 2000).

* Receptores de Apo2L/TRAIL. Apo2L/TRAIL es otro miembro de la familia
del TNF que induce apoptosis independientemente de Fas. Se han
identificado cinco receptores para Apo2L/TRAIL: DR4 (TRAIL-R1), DR5
(TRAIL-R2), DcR1(TRAIL-R3), DcR2 (TRAIL-R4) y OPG. De ellos,sélo los dos
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primeros inducen apoptosis. DcR1 y DcR2 se conocen como “receptores
sefuelo”, poseen una estructura extracelular similar a la de los receptores
mortales, pero en su parte citoplasmatica carecen de dominio mortal (DcR1)
o lo tienen mutado (DcR2), por lo que no pueden enviar sefales de muerte al
interior celular (Ashkenazi and Dixit, 1998). El tercer “receptor sefiuelo” es la
osteoprotegerina (OPG), un receptor soluble que actia como antagonista de
TRAIL (Emery et al., 1998).

* DR3. Es el receptor de la proteina TL1A (Ruben and Wei, 2002). Su
activacion no induce apoptosis, sino que proporciona sehales de

coestimulacién para los linfocitos T (Migone et al., 2002).

. 2.1.5.2.- Proteinas adaptadoras de la via extrinseca.

Las proteinas adaptadoras implicadas en la via extrinseca realizan la funcion
conectora entre los reguladores de la muerte celular (receptores mortales) y los
efectores (caspasas). Estas asociaciones son mediadas por interacciones entre
dominios conocidos como dominios mortales (DD) (Thornberry and Lazebnik, 1998).
Entre las proteinas adaptadoras destacan:

* TRADD (TNF Receptor Associated Death Domain), interacciona de modo
especifico con el receptor del TNF de tipo | (p55) (Hsu et al., 1995). Contiene
un extremo amino-terminal de funcion desconocida y un extremo carboxilo
terminal donde reside el dominio mortal (DD).

* FADD (Fas Associated Death Domain), interacciona especificamente con
Fas (Chinnaiyan et al., 1995) y con TRADD (Hsu et al., 1996). Se asocia al
dominio mortal de Fas y TRADD a través de su propio dominio DD, y también
posee un dominio DED por medio del cual interacciona con la pro-caspasa-8.
Esta ultima, una vez activada por dimerizacion, se libera al citoplasma, donde

activa a otras caspasas como la -3y la—7.

2.1.5.3.- Transduccioén de la senal apoptética y conexién con la ruta de apoptosis

mitocondrial.
La via iniciada por el ligando de Fas es la mejor caracterizada. Dependiendo

del tipo de células en que se induzca, conectara o no con la via de apoptosis

mitocondrial (Peter and Krammer, 1998).
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El ligando natural de Fas, FasL/CD95L, es una proteina de membrana de tipo
Il que se expresa en la membrana plasmética de la célula efectora (Anel et al., 1996),
o en microvesiculas liberadas por lisosomas secretores (Monleodn et al., 2001). Tras la
ligacion de FaslL, se induce la multimerizacion de Fas y la uniéon de un conjunto de
proteinas, FADD y caspasa-8, a su dominio citoplasmatico, constituyendose asi el
complejo denominado DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Peter and Krammer,
1998). FADD se une a través de su dominio DD al dominio DD de Fas, y la
procaspasa-8 se une a través de su propio dominio DED al dominio DED de FADD. La
agregacién de dos o mas moléculas de procaspasa-8 conduce a su activacion por
dimerizacion y la liberacion de caspasa-8 activa al citoplasma (Medema et al., 1997).

La caspasa-8 activa puede iniciar diferentes vias de senalizacion de apoptosis

dependiendo del tipo celular (I o Il) (Scaffidi et al., 1998). Asi, en células de tipo |, con

cantidades elevadas de caspasa-8 activa, la cascada de caspasas es iniciada
directamente por la caspasa-8, proteolizando y activando caspasas ejecutoras como
la caspasa-3 (Scaffidi et al., 1998). Esta via no implica a la mitocondria y no es

bloqueada por Bcl-2, pero si por inhibidores de caspasas. En células de tipo I, sin

embargo, con cantidades pequefias de caspasa-8 activa, la caspasa-8 proteoliza a
Bid, un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2, generando un fragmento c-
terminal (tBid), que se transloca a la mitocondria, induciendo oligomerizacion de
Bax/Bak y la liberacion de citocromo c (Gross et al., 1999). Esto conduce a la iniciacion
de la ruta apoptética mitocondrial, haciendo que en este caso, la apoptosis pueda sea

bloqueada tanto por inhibidores de caspasas como por Bcl-2 (Scaffidi et al., 1998).
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Figura 2.4.- Via apoptoética extrinseca y su conexiéon con la via apoptética mitocondrial
(MacFarlane and Williams, 2004).

2.1.6.- Otros tipos de muerte celular programada.

Tradicionalmente, los diferentes patrones de muerte celular se han englobado
en dos grandes grupos: apoptosis, controlada genéticamente y ejecutada por
caspasas, y necrosis, muerte accidental, sin control genético y sin participacién de
caspasas. Sin embargo, cada vez se tienen mas evidencias de que algunos de los
patrones de muerte celular en los que no estan implicadas las caspasas, también
estan controlados genéticamente, haciéndose necesario otro sistema de clasificacion.

Entre los modelos alternativos de muerte celular programada se incluyen: la
autofagia, la paraptosis y la catastrofe mitética. Asi como la mitocondria desempefia
un papel clave en el proceso apoptético, otros organulos como los lisosomas y el
reticulo endoplasmatico, son los que regulan la ejecucion de estos modelos

alternativos (Broker et al., 2005).
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La autofagia, es un proceso caracterizado por la formacion de
vesiculas de doble membrana en el citoplasma celular que contienen en
su interior organulos completos o fracciones de citosol, y que se
denominan vacuolas autofagicas. Esta vacualizacion puede iniciarse
como respuesta a: la deprivacion de nutrientes, condiciones de estrés,
infecciones bacterianas, organulos dafados o la necesidad de
renovarlos, proteinas mal plegadas o agregadas, etc. Al igual que la
apoptosis, la autofagia es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis en organismos pluricelulares, y por ello, se trata de un
proceso muy regulado genéticamente (Kelekar, 2006).

La paraptosis ha sido caracterizada recientemente. Se inicia con un
hinchamiento de las mitocondrias y el reticulo endoplasmico (RE), que
finalmente conducen a vacuolizacion citoplasmatica (Broker et al.,
2005).

La catastrofe mitética se desencadena cuando se detectan fallos en
alguno de los puntos de control de la division celular. Tiene por objeto
evitar que surgan células aneuploides o poliploides. Puede ser
desencadenada por agentes estabilizadores y desestabilizadores de
microtubulos o por dafos en el ADN (Broker et al.,, 2005). Células
tumorales con p53 mutado, también pueden experimentar catastrofe
mitética tras el tratamiento con agentes genotdxicos (Erenpreisa et al.,
2005).

Otros tipos de muerte celular menos conocidos son: la excitotoxicidad, la

cornificacion, la degeneracion Walleriana y la mitoptosis.
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2.2.-LA APOPTOSIS: DISENO DE UNA QUIMIOTERAPIA RACIONAL
CONTRA EL CANCER.

Los defectos en la apoptosis pueden favorecer tanto la tumorigénesis como la
multirresistencia a drogas. Comprender los eventos moleculares que ayudan a los
tumores a evadir la muerte apoptética, proporciona un nuevo paradigma para disefar

una quimioterapia mas racional (Johnstone et al., 2002).

2.2.1.- La tumorigénesis.

La tumorigénesis es un proceso en varias etapas que comienza con la
aparicion de mutaciones en genes clave, genes reguladores del crecimiento y de la
proliferacion celular. Estas mutaciones proporcionan a la célula la capacidad de crecer
sin control, aun en ausencia de senales estimuladoras del crecimiento. Con esas
primeras mutaciones y el crecimiento descontrolado, se van adquiriendo cada vez mas
dafios en el material genético. Finalmente, la célula adquiere la capacidad de
replicarse indefinidamente, de resistir la hipoxia y la falta de nutrientes, de crecer en
condiciones de adhesién celular alterada o en ausencia de adhesion, de invadir otros
tejidos (adyacentes o lejanos) y metastatizar y de evitar o vencer los ataques del
sistema inmunitario. Todo esto es posible gracias a que en este proceso también se
adquiere la capacidad de evadir la apoptosis (Hanagan and Weinberg, 2000).

Cada uno de los obstaculos a que se enfrentan las células tumorales favorece
la seleccion de las células que presentan alteraciones en el proceso apoptoético sobre
las células que no las tienen. Por ello, para cuando un tumor metastatiza, no es
sorprendente que sea muy resistente a las sefales inductoras de muerte, tanto
fisiologicas como farmacoldégicas, explicandose asi porque los tumores metastaticos

son extraordinariamente quimiorresistentes (Fidler, 1999).
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2.2.2.- Mecanismos de evasion de la apoptosis en células tumorales.

2.2.2.1.- Alteraciones en la via intrinseca de apoptosis.

La alteracion de la via intrinseca de apoptosis es extremadamente comun en
las células cancerosas.

El gen supresor de tumores p53, es el mas frecuentemente mutado en
tumores humanos, y la pérdida de su funcidon puede tanto desmantelar el proceso
apoptoético, como acelerar el desarrollo de tumores en ratones transgénicos (Attardi
and Jacks, 1999). A veces, las mutaciones se producen en efectores por debajo de
p53 o0 en genes reguladores de su funcion (ATM, Chk2, Mdm2 y p19ARF), haciendo
que la presencia de un p53 silvestre no tenga porqué corresponderse con una via p53
intacta y funcional (Schmitt el al., 1999). En general, las mutaciones, ya sean en p53 o
en su via de transduccion, conducen a multirresistencia a drogas, tanto in vivo como
in vitro. Aun asi, el estatus de p53 no es un buen factor pronéstico de la respuesta al
tratamiento, ya que no todas las drogas requieren de p53 para inducir apoptosis
(Wallace-Brodeur and Lowe, 1999).

Los genes que codifican las proteinas de la familia Bcl-2 también aparecen
mutados a menudo. Bcl-2 aunque identificado inicialmente por su sobreexpresion en
el linfoma folicular debida a la translocacion t(14;18), aparece sobreexpresado en una
gran variedad de canceres (Reed, 1999). Esta sobreexpresion de Bcl-2 puede acelerar
la tumorigénesis en ratones transgénicos (Adams et al., 1999) y esta asociada con
multirresistencia a drogas en canceres humanos (Reed, 1999). Bcl-x. también se
sobreexpresa en muchos casos de carcinoma de mama y se ha demostrado que
confiriere resistencia a la muerte celular inducida por drogas (Liu et al., 1999). Por otro
lado, en el mieloma multiple (MM) es muy frecuente la sobreexpresion de Mcl-1,
amenudo inducida por la IL-6, citoquina clave en el desarrollo de esta neoplasia.
Estudios in vitro con células de pacientes de mieloma han demostrado que esta
sobreexpresion de Mcl-1 correlaciona con peor respuesta a drogas quimioterapicas e
in vivo, que los pacientes que presentan sobreexpresion de Mcl-1 en sus células
tumorales presentan mas recaidas y una menor supervivencia libre de eventos
(Wuilleme-Toumi et al., 2005).
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2.2.2.2.- Inhibicién de los procesos de muerte en etapas post-mitocondriales.

Aunque menos frecuentes, también se han descrito alteraciones del
mecanismo apoptoético por debajo de la mitocondria. Asi, el silenciamiento del gen de
Apaf-1 se presenta a menudo en el melanoma metastatico (Soengas et al., 2001).
Estas células de melanoma, aunque activan eficientemente p53 en respuesta a los
agentes quimioterapicos, son incapaces de activar la caspasa-9 y desencadenar la
subsiguiente respuesta apoptotica.

La sobreexpresion de los inhibidores de la apoptosis (IAPs) y de proteinas de
choque térmico (Hsp), capaces de inhibir la activacion de la caspasa-9, también se
presentan frecuentemente en tumores humanos (Deveraux and Reed, 1999; Beere
and Green, 2001). Por otro lado, estudios en fibroblastos y timocitos embrionarios de
ratéon deficientes en las caspasas -3 y -7 han demostrado que estas carencias también
proporcionan una proteccion sustancial frente a diferentes estimulos apoptoticos
(Lakhani et al., 2006).

2.2.2.3.- Evasion de la apoptosis inducida por receptores de muerte.

Estas alteraciones son menos frecuentes que las que afectan a la via
intrinseca. Se trata principalmente de mutaciones en Fas (CD95) o en los receptores
de Apo2L/TRAIL (DR4 y DRS5). La inactivacidon de esta via apoptética en las células es
interesante, permitiéndoles escapar de las respuestas inmunoldgicas y favoreciendo la

progresion tumoral y las metastasis (Rosen et al., 2000; Takeda et al., 2001).

2.2.2.4.- Otros mecanismos de resistencia.

En algunos casos el propio estimulo que induce apoptosis también inicia un
programa anti-apoptoético antagonista. Asi, la union del TNF a su receptor puede
simultdneamente inducir apoptosis e incrementar los niveles del factor de transcripcion
NF-«p que controla procesos de supervivencia y diferenciacion celular (Baldwin, 2001).
De este modo, la capacidad de inducir muerte celular por el ligando dependera de la
eficiencia relativa de ambos tipos de sefales. Estos mecanismos permiten que las

decisiones celulares de vivir o morir estén muy reguladas.
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La glicoproteina P, también denominada proteina de multirresistencia a
drogas (MDR) por su capacidad para expulsar de la célula las drogas
quimioterapeuticas mediante eflujo generarando quimiorresistencias, es capaz de
proteger a las células de la apoptosis inducida por la via de receptores de muerte, la
irradiacién UV y la deprivacién de nutrientes (Johnstone, 2000).

Altos niveles de anti-oxidantes también pueden reducir considerablemente los

efectos apoptoticos de las drogas (Volm, 1998).

2.2.3- La apoptosis y los efectos secundarios de la quimioterapia.

Los efectos secundarios de la quimioterapia son el principal problema
subyacente del tratamiento de tumores. Aunque los farmacos quimioterapicos estan
disefados para atacar principalmente a las células tumorales, las células
hematopoyéticas y las células del epitelio intestinal normales, junto con los
queratinocitos del cabello, son siempre susceptibles a los efectos téxicos de estos
agentes (Komarova and Gudkov, 2000). Parece que esta toxicidad es debida en parte
a la apoptosis inducida por p53. Por un lado, p53 potencia la accion de gran parte de
las drogas, pero esta funcionalmente inactivo en muchos tumores. Por otro, la via de
p53 intacta en las células normales contribuye a su propia destruccion. Tedricamente,
solo podriamos reducir estos dafos colaterales inhibiendo la actividad de p53. De este
modo, permitiriamos la supervivencia de las células normales sin afectar a las células
tumorales con p53 mutado. Sin embargo, combinar un agente genotéxico con un
inhibidor de la apoptosis conlleva el riesgo de promocionar procesos tumorigénicos y
la aparicién de segundos tumores afios mas tarde. Aunque en estudios preliminares
con animales no se ha observado incremento en la incidencia de tumores tras el
empleo de estos inhibidores, estas estrategias requieren ser consideradas y evaluadas

con mayor detalle antes de ser puestas en practica (Johnstone et al., 2002).
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2.3.- MIELOMA MULTIPLE (MM).

2.3.1.- Definicion, incidencia y epidemiologia.

El mieloma multiple (MM) es un desorden maligno en el que células
plasmaticas diferenciadas, con alteraciones génicas y generalmente derivadas de un
s6lo clon inicial, comienzan a proliferar de modo descontrolado y se acumulan en
diferentes puntos de la meédula désea (Sirohi and Powles, 2004). Las células
plasmaticas malignas, también llamadas mielomatosas o células de mieloma,

constituyen tumores localizados en la médula ésea, los plasmocitomas. Estos

plasmocitomas, pueden ser Unicos o mas frecuentemente multiples (de ahi el nombre
de mieloma mudltiple). Ademas de a la médula ésea, también pueden afectar al hueso,
o incluso desarrollarse fuera de él, pasando a la sangre y dando lugar a una
leucemia de células plasmaticas (Brian and Durie, 2006). La caracteristica tipica de la
célula mielomatosa es la produccion y secrecidn a la sangre y/o orina de una proteina

monoclonal, denominada proteina M, para-proteina o proteina en pico. Se trata de un

componente o fragmento F,, de una inmunoglobulina con una secuencia peptidica y

estructura proteica anormal.

Todavia no se conoce la etiologia del MM, pero se cree que entre los factores
de riesgo se deberia incluir: estimulacién inmune créonica u otros desordenes
autoinmunes, exposiciones prolongadas a radiaciones ionizantes, pesticidas,
herbicidas y dioxinas (Schwartz et al., 1997;Bertazzi et al., 1999).

El mieloma representa aproximadamente el 1% de todos los canceres, siendo
su incidencia en EEUU de 4/100.000 habitantes/ano en poblacion general. Su
incidencia esta a la vez condicionada por la edad, la raza y el género. La edad media
del diagnostico es de 68 afos, es mas comun en poblacion negra que en poblacion
caucasica y mas frecuente en hombres que en mujeres (Sihori and Powles, 2004). En
las ultimas décadas se ha producido un aumento en el nimero de casos de mieloma,
que puede explicarse en parte por las mejores técnicas diagndsticas y el aumento del
promedio de edad de la poblacién general. Hasta 1980 la esperanza de vida tras el
diagnostico era de tan solo 2 afos. Actualmente, con la aplicacion de nuevos
tratamientos, la media de supervivencia se sitla entre 4 y 7 anos, llegandose incluso,
a una primera remisién completa de mas de 10 afnos en algunos pacientes (Sirohi and
Powles, 2004).
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Figura 2.5.- Aspecto de células plasmaticas
mielomatosas. (Meter Maslak, Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center. Blood work. Images in

Hematology).

2.3.2.- Oncologia histérica del MM.

El punto de inflexidon en la historia del mieloma multiple fue el descubrimiento

por parte de Henry Bence-Jones (1848) de una extrafa proteina en la orina de un

paciente con diagndstico de mieloma. Lo que llamdé su atencién fue que el sedimento

urinario se disolvia con el calor y re-precipitaba con el frio. En su honor, estas

proteinas se conocen actualmente con el nombre de proteinas de Bence-Jones, y no

son otra cosa que cadenas ligeras de inmunoglobulinas.

Se indican a continuacién, algunos de los hitos mas importantes en la historia

del mieloma:
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1844: Se describe el primer caso de mieloma, denominado “mollities and
fragillitas ossium” (huesos blandos y fragiles).

1873: Rustizky introduce el término mieloma multiple para designar la
presencia de numerosas células plasmaticas en el hueso.

1889: Otto Kahler publica una detallada descripcion clinica del mieloma
multiple (Enfermedad de Kahler).

1890: Ramon y Cajal hace la primera descripcidn microscépica de células
plasmaticas.

1900: Wright descubre que las células del mieloma multiple son células
plasmaticas.

1909: Weber sugiere que las células plasmaticas (de la médula 6sea) causan
la destruccion 6sea del mieloma.

1930s: El uso de la aspiracion de médula 6sea, la ultracentrifugacion y la
electroforesis de suero y orina mejoran la deteccion y diagndstico del mieloma.
1953: La inmunoelectroforesis permite la identificacion exacta de la proteina

monoclonal del mieloma.
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1956: Korngold y Lipari notan que la proteina de Bence-Jones esta relacionada
con la gammaglobulina sérica normal asi como con las proteinas anormales del
suero. En su honor las proteinas de Bence-Jones se llaman Kappa y Lambda.

= 1961: Waldenstrom enfatiza la importancia de la diferenciacion entre la
gammapatias monoclonales y policlonales. Asocia la IgM monoclonal con la
macroglobulinemia, distinguiéndola del mieloma.

= 1962: Bergsagel informa del primer tratamiento exitoso con melfalan.

= 1964: Korst informa del primer tratamiento exitoso con ciclofosfamida.

= 1969: Melfalan asociado a prednisona logra mejores resultados que melfalan
solo.

= 1975: Durie y Salmon presentan la estratificacion del mieloma en estadios (I, Il,
lll, Ao B).

= 1982: Feffer y Oserman realizan el primer transplante en mellizos.

= 1983: Se usa por primera vez la 2-microglobulina sérica como test prondstico
(Bataille y Durie).

= 1984: Barlogie y Alexanian presentan la quimioterapia con VAD (Vincristina,
Adriamicina y Dexametasona).

= 1984-1986: Primeros informes sobre transplantes alogénicos en mieloma.

= 1986-1996: Estudios con altas dosis de quimioterapia mas transplante de
médula dsea. Se presentan dos transplantes, el simple y el doble.

= 1998: La deleccion del cromosoma 13 demuestra ser un factor de mal
prondstico para el transplante.

= 1999: La talidomida empieza a usarse con éxito en pacientes con recaida o
enfermedad refractaria. Se introduce el minitransplante alogénico.

= 2000-2006: Nuevas terapias prometedoras para el mieloma: analogos de la
talidomida (Revlimid™, Actimid™), agentes anti-angiogénicos (Inhibidor de la
tirosin quinasa de VEGF), analogos de la adriamicina (Doxil®), trioxido de
arsénico (Trisenox®), agentes para bloquear la adhesién celular, inhibidores del
proteasoma (Velcade®), inhibidores de farnesil-transferasas (Tipifarnib), etc.

(Brian and Durie, 2006).
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2.3.3.- Biologia del MM.

2.3.3.1- Estadios del mieloma.

El mieloma se suele generar a partir de una célula B de un centro germinal
normal. Entre un 30 y un 50 % de los casos pasan primero por un estadio de
gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI o MGUS) desde la cual
evolucionan a mieloma medular, pudiendo pasar o no por un estadio de mieloma
‘latente” asintomatico (Smouldering myeloma). Con el tiempo el tumor adquiere
malignidad y puede proliferar en otros tejidos (sangre, liquido pleural o piel). Algunos
de esos mielomas extramedulares pueden incluso inmortalizarse como lineas

celulares in vitro (Kuehl and Bergsagel, 2002).
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Figura 2.6.— Estadios del mieloma multiple. (Kuehl and Bersagel, 2002).

Los pacientes de GMSI y mieloma asintomatico se caracterizan por niveles de
proteina monoclonal en suero inferiores a 3 g/dl, y por un numero de células
plasmaticas en la médula inferior al 10% en la GMSI, y ligeramente superior en el
mieloma asintomatico. Los pacientes de mieloma sin embargo, presentan la proteina
monoclonal de forma estable no sélo en suero, sino también en orina y la

plasmacitosis de médula ésea es superior al 30% (Brian and Durie, 2006).
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El tipo de proteina monoclonal sintetizada y secretada varia de un paciente a
otro. La IgG es la mas comun (un 52%) y la IgE la mas rara (0,01%). La IgA (21%)
estd mas comunmente asociada a enfermedad fuera del hueso (enfermedad extra-
esquelética), mientras que la IgD (2%) esta asociada a leucemia de células
plasmaticas y dafo renal. La secrecién de IgM es rara en el mieloma, se asocia
tipicamente a la Macroglobulinemia de Waldenstrdm. Un 11% de pacientes presentan
en orina proteinas de Bence-Jones y en algunos casos aislados se presentan 2 0 mas
paraproteinas monoclonales o cadenas pesadas solamente (de IgG o IgA) (Brian and
Durie, 2006)

2.3.3.2.- Inmunofenotipo.

Las células mielomatosas presentan un inmunofenotipo variable de unos
pacientes a otros, y que generalmente difiere del de las células plasmaticas normales.
Los marcadores mas importantes para el estudio del mieloma y su significado
biolégico son:

o CD138/Sindecan-1: es un proteoglicano de membrana que une componentes
de la matriz extracelular y varios factores de crecimiento. Se expresa
solamente en las células mielomatosas, aunque diferentes estudios han
demostrado que no todas las células de mieloma lo presentan y que su
expresion se pierde con la induccién de apoptosis (Jourdan et al,1998). Se
considera un marcador especifico de células de mieloma viables, por lo que
suele emplearse en el aislamiento de células de MM de la médula ésea
mediante técnicas de inmunoseleccién positiva.

e CD38: es una glicoproteina de membrana presente en células B, células T
activadas, timocitos y células NK. En la linea linfoide podria definirse como un
antigeno “saltarin”, que esta presente en la membrana de las células pre-B,
desaparece durante el proceso de maduraciéon y posteriormente reaparece en
los ultimos estadios de diferenciacion, siendo expresado tanto por células
plasmaticas como por linfocitos B maduros (Stevenson et al, 1990). En el
proceso de malignizacion de la célula plasmatica su expresion suele reducirse

ligeramente.
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e CD56/N-CAM: es una molécula de adhesion neural por medio de la cual las
células mielomatosas y osteoblastos establecen una interaccion homofilica
que conduce a una disminucion de la produccién de matriz 6sea, favoreciendo
la lisis del hueso (Ely et al, 2002). Su expresién es negativa o baja en células
plasmaticas normales y elevada en células mielomatosas. En torno a un 70%
de los pacientes de mieloma presentan niveles elevados (Lin et al, 2004). En
ocasiones el avance del mieloma conduce a la desaparicion de CD56 en
membrana, lo que correlaciona con una forma mas agresiva de la enfermedad
y un peor prondstico (Sahara et al, 2002).

e CD19: es una glicoproteina de membrana presente en la superficie de
linfocitos B. Es una molécula importante en la transduccion de sefiales, que
puede actuar como regulador positivo o negativo de la proliferacion celular
dependiendo de la sefal recibida. Se expresa en células plasmaticas normales
pero no en células mielomatosas (Mahmoud et al, 1999). Mas del 99% de los
pacientes de mieloma han perdido la expresion de CD19 en sus células
mielomatosas (Lin et al, 2004). La reintroduccién del gen de CD19 y su re-
expresion en células tumorales produce inhibicion del crecimiento celular, por
lo que se piensa que la pérdida de CD19 en mieloma podria ser un factor
importante que contribuyera a una mayor proliferacion de las células
mielomatosas (Mahmoud et al,1999).

e CDA45: es una tirosin fosfatasa clave en la activacion de los linfocitos y la
sefalizacién celular. Se ha demostrado que sus niveles de expresion
correlacionan con el grado de avance de la enfermedad. La expresion de
CD45 es mayor en pacientes con enfermedad temprana que en aquellos con
enfermedad avanzada. Pacientes con lesiones éseas o mayor grado de
angiogénesis tienen un porcentaje mucho menor de células CD45+ (Kumar et
al, 2005).

Tras lo expuesto podriamos definir un patrén CD138 (-), CD38 (++), CD56(-),
CD19 (+), CD45(-) para las células plasmaticas normales y un patron CD138 (+),
CD38(+), CD56(+), CD19(-), CDA45(+/-) para las ceélulas mielomatosas (figura 2.7.).
Aun asi, en el mieloma multiple es frecuente la heterogeneidad de marcadores de
membrana entre pacientes. En la literatura se describen casos de células
mielomatosas cuyo fenotipo es mas semejante al de las células plasmaticas pese a su
malignidad (Sahara et al, 2000).
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Figura 2.7.- Inmunofenotipo de la linea celular de mieloma RPMI 8226. (A) La linea RPMI
8226 muestra un patron caracteristico de células mielomatosas. Son positivas para
CD138,CD38,CD56 y negativas para CD45 y CD19. (B) Aunque RPMI 8226 siguen siendo muy
positivas para CD38, su expresion ha disminuido respecto a la de células plasmaticas
normales.

2.3.3.3.- Alteraciones genéticas en el mieloma.

Los cariotipos del mieloma multiple son mas similares a los de tejidos
epiteliales que a los de otros tumores hematolégicos. Sin embargo, el ratio de
traslocaciones reciprocas es mayor en el mieloma que en los tumores epiteliales

(Kuehl and Bergsagel, 2002). Las translocaciones primarias (causadas por los

procesos de recombinacion génica especificos de células B) suelen yuxtaponer uno o
mas oncogenes con secuencias reguladoras de la transcripcion de genes de
inmunoglobulinas en el 50% de los casos de GMSI y mieloma multiple. Los oncogenes
que se ven afectados con mas frecuencia son: los genes de ciclinas D1 y D3, el
receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3) combinado con la

proteina nuclear MMSET vy el factor de transcripcion c-MAF. Las translocaciones

secundarias ya no involucran procesos especificos de células B, pero también afectan
a la expresion de oncogenes contribuyendo a la progresiéon de la enfermedad. La
expresion de c-Myc, suele verse afectada por traslocaciones primarias en muchas
neoplasias de células B; sin embargo, en el mieloma multiple sélo se altera en
estadios avanzados, por translocaciones secundarias y sin la participacion de

genes de inmunoglobulinas (Kuehl and Bergsagel, 2002).

31



Introduccién

Otras alteraciones genéticas frecuentes en el mieloma son las mutaciones N-
Ras y K-Ras2. También son numerosas las alteraciones cromosomicas, que se
detallan en el esquema contiguo. De entre ellas destaca la monosomia del cromosoma

13 por su alta frecuencia y su correlacion con un mal pronéstico.

Cambios numéricos
Trisomias: 3,5,7,9,11,15,18,19,21

Monosomias: 8,13,14,16,X,

Cambios estructurales

1py1q Trisomias parciales de 1q

14p+ t(11:14)(913:932)

11q t(11:14)(g13:932) y delecciones
8q t(8:14)(q24:932)

6q delecciones

22q11 delecciones

(Brian and Durie, 2006).

2.3.3.4- Microambiente medular en el mieloma.

Son multiples las vias celulares implicadas en el desarrollo y progresion del
MM. Tras la adhesion de las células de mieloma al estroma de la médula ésea, se
induce la secrecion de citoquinas por las células del estroma, entre las que se
incluyen: interleukina-1p (IL-1pB), interleukina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral de
tipo B (TNF-B). Estas, promueven a su vez, la secrecién de TRANCE, también
denominado OPGL (ligando de la osteoprotegerina) o RANKL (ligando de RANK),

cuya funcién es promover la maduracion de osteoclastos a partir de sus progenitores.

En condiciones normales TRANCE es bloqueado por la Osteoprotegerina (OPG)

manteniéndose el balance funcional entre osteoblastos (formadores de hueso) —
osteoclastos (degradadores de hueso) (Hussein, 2002).

Las células de MM expresan en su membrana el proteoglicano Sindecan-1
(CD138) que atrapa la OPG reduciendo enormemente su concentracion. El exceso de
TRANCE en esas condiciones, estimula la maduracion de osteoclastos y estos se
unen a la matriz del hueso induciendo no soélo la lisis 6sea, sino también la secrecidon
de factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) y factores de crecimiento

fibroblastico e insulinico de tipos | y Il (FGF y IGF respectivamente). Estos factores de
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crecimiento estimulan todavia mas la proliferacion de células mielomatosas y la
secrecion de la proteina relacionada con la hormona paratoroidea (PTHrP), que actua

sobre el estroma aumentando la secrecion de TRANCE (Hussein, 2002).

Myeloma cells

_ IL-1p
7O\ ¥ Osteoblast

TRANCE ¥_ &~ o
PTHrP >

1. MM cells adhere to stroma.

2. Stromal cells secrete OAFs.

3. OAFs induce stroma and osteoblasts to secrete TRANCE.
4a.

TRANCE is blocked by OPG; syndecan from MM cells

traps OPG and reduces OPG concentrations.
@ ‘ 3 4b. Excess TRANCE is available to stimulate osteoclast.

5. Increased osteoclastic activity increases cytokine release
from bone matrix.

O
6. These cytokines stimulate MM cell growth. \J
7. These cytokines also cause release of PTHrP from MM cells,
which activates stromal cells to secrete additional TRANCE.
TGF-B

FGF-1 and 2
IGF-l and If '@\

PDGF

Osteoclasts

Osteoclast
progenitors

{7

Fig 2.8.- Ciclo vicioso de crecimiento de las células mielomatosas. (Hussein, 2002).

La interleuquina-6 (IL-6) es la mas importante de todas las citoquinas

implicadas en la progresion del mieloma. Regula la proliferacion y la supervivencia de
las células de MM e inhibe su apoptosis. En primer lugar actia como un factor de
crecimiento paracrino, pero posteriormente, también parece tener efectos autocrinos.
Inicialmente son las células del estroma las que aumentan su produccion de IL-6 via
NF-«xB. Su estimulacion induce la degradacion de Ik y la traslocacién al nacleo de NF-
kB induciendo la trascripcién de varios genes, entre ellos el de la IL-6. La IL-6 activa la

via de las Jak-quinasas, que por un lado activa factores de trascripcion tales como

STAT-1y STAT-3 e inhibe la apoptosis mediante la regulacion positiva de Bcl-x., y por
otro, activa la proliferacion celular (Hussein, 2002). La IL-6 también induce secrecion
del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), inhibiendo la diferenciacioén de

monocitos a células dendriticas (Bruno et al., 2005).

33



Introduccién

Otras citoquinas importantes en la evoluciéon del mieloma son: el interferon o
(IFN-a), que puede estimular o inhibir la proliferacion dependiendo del estado de
diferenciacion celular, la IL-10, cuyo papel es dependiente de la IL-6, y el TGF-B1, que
actua directamente sobre las células del estroma induciendo la produccion de IL-6 y
puede inhibir la respuesta inmune normal (Hussein, 2002).

Los mecanismos de angiogénesis involucrados en el mieloma no se conocen
muy bien, pero se sabe con certeza de la participacion de citoquinas como el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). Este dultimo estimula las células endoteliales favoreciendo la
neovascularizacion mediante la activacion de la via MAPK y de la via Jak/STAT,
facilitando asi la migracion y proliferacion de células mielomatosas (Kuehl and
Bergsagel, 2002). También estimula la produccién de IL-6 e interfiere con la funcion

presentadora de antigeno de las células dendriticas (Bruno et al., 2005).

2.3.4.-Fisiopatologia del MM.

El crecimiento descontrolado de células mielomatosas trae aparejado la
destruccién de los huesos, insuficiencia de la médula 6sea, hipervolemia e
hiperviscosidad, supresion de la produccién de inmunoglobulinas normales e
insuficiencia renal. A veces la enfermedad puede permanecer asintomatica durante
muchos anos siendo el dolor dseo el cuadro de presentacion mas comun.

Los principales efectos patolégicos del mieloma se recogen en el esquema de

la pagina contigua:
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FISIOPATOLOGIA EN FORMA ESQUEMATICA

HALLAZGOS
ESQUELETICOS

EFECTOS ASOCIADOS

A LA DESTRUCCION
OSEA

MIELOMA

EXTRAESQUELETICO

SANGRE PERIFERICA

CAMBIOS EN LAS
PROTEINAS PLASMATICAS

ANORMALIDADES
RENALES

(Brian and Durie, 2006)

Lesiones osteoliticas Unicas o mdltiples.

Osteoporosis difusa (osteopenia)

Hipercalcemia (calcio elevado en sangre)
Hipercalciuria (calcio elevado en orina)
Fracturas 6seas

Pérdida de altura (colapso vertebral)

Compromiso de higado, rifiones y otros sitios de

tejido blando como el &rea de cabeza y cuello.

Anemia

Coagulacion anormal

Leucopenia

Trombocitopenia

Leucemia de células plasmaticas
Linfocitos B monoclonales circulantes

(precursores de las células mielomatosas)

Hiperproteinemia (proteinas elevadas)
Hipervolemia (volumen expandido)
Inmunoglobulinas monoclonales

(IgG, IgD, IgA, IgM, IgE, cadenas livianas)
Hiponatremia (sodio bajo en suero)
B2-microglobulina elevada en suero
Disminucion de la albumina sérica
Elevacion de la IL-6 y proteina C reactiva

en suero.

Proteinuria, casquetes sin leucocitos o eritrocitos
Disfuncion tubular con acidosis
Uremia (insuficiencia renal)

Amiloidosis
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2.3.4.1.- Enfermedad o6sea.

Es debida al incremento en la actividad de los osteoclastos (células que
destruyen el hueso) y la disminucion de la actividad de osteoblastos (células que
generan nuevo hueso) en los puntos afectados. La union normal entre la funcién de
los osteoclastos y osteoblastos es responsable de la remodelacién y reparacion del
hueso. Todavia no se conocen los mecanismos que inactivan los osteoblastos, pero si
se sabe que la actividad de los osteoclastos se ve estimulada por una serie de
citoquinas denominadas OAFs (Osteoclast Activator Factors), entre ellas: IL-6, IL-1,
TNF-a y B (apartado 2.3.3.4). Existen dos mecanismos particularmente importantes
que participan en esta activacién. El primero involucra a la proteina inflamatoria de
macrofagos-1a (MIP-1a), secretada por las células de mieloma y que funciona como
agente quimiotactico para los osteoclastos. El segundo implica al receptor activador de
NF-kp (RANK) , que liga a la proteina RANK ligando (RANKL o TRANCE) (Kuehl and
Bergsagel, 2002). RANKL se expresa normalmente en la membrana de osteoblastos y
células T. Cuando se une a RANK en la membrana de un precursor de osteoclasto
estimula su activacién. Las células del estroma segregan un receptor soluble llamado

osteo-protegerina (OPG) que compite con RANK por su uniéon a RANKL, pero las

células mielomatosas ligan gran parte de la OPG y estimulan la expresion de RANKL
alterando los mecanismos de regulacion de formacion del hueso, incrementando la

actividad osteoclastica y favoreciendo la lisis 6sea (apartado 2.3.3.4).

2.3.4.2.- Anemia.

Es otro rasgo caracteristico del mieloma. En condiciones fisiolégicas algunos
eritroblastos sufren apoptosis causada por proteinas de la familia TNF como FasL
(CD95L) o Apo2L/TRAIL. Fas, DR4 y DR5 se expresan en la membrana de todos los
eritroblastos independientemente del estadio de maduracién. FasL y TRAIL sélo se
expresan en los eritroblastos maduros. La interaccion de los eritroblastos maduros con
los inmaduros conduce a la apoptosis de estos ultimos y con ello a la disminucién de

la eritropoyesis fisioldgica (Grzasko, 2004).
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2.3.4.3.- Insuficiencia renal.

Las proteinas mielomatosas pueden causar dafo renal por el depdsito de
proteinas mielomatosas o amiloide en diferentes puntos. También pueden producir un
dafno tubular selectivo que da origen a los defectos metabdlicos del sindrome de
Fanconi (permite la pérdida de aminoacidos y fosfatos por la orina, con posibles

transtornos metabdlicos 6seos) (Brian and Durie, 2006).

2.3.4.4.- Insuficiencia de otros 6rganos.

Las células mielomatosas pueden acumularse, ademas de en la médula ésea o
rifdn, en una gran variedad de tejidos, produciendo un amplio rango de
complicaciones:

- Efectos neuroldgicos: El tejido nervioso se puede ver afectado, bien por los

efectos directos de las proteinas mielomatosas contra los nervios (ej: capas de
mielina), bien por el depdsito de fibrillas de amiloide, dafiando su funcién.

- Plasmocitoma: Tanto en huesos como en tejido blando se puede producir
compresion o desplazamiento de los nervios de la médula espinal o del tejido
cerebral. A menudo estos efectos requieren un tratamiento inmediato con
corticoides y/o terapia radiante.

- Infecciones: Es junto con la enfermedad 6sea el rasgo mas caracteristico de los
pacientes con mieloma. La presencia del mieloma activo en la médula resulta de
la inhibicidon de las funciones inmunes normales, dafiando la funcion de linfocitos
T y activando la funcién monocito/macréfago de forma aberrante.

(Brian and Durie, 2006).
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2.3.5.- Diagnéstico y marcadores de pronéstico.

Diagnostico
Se emplean varias pruebas analiticas para confirmar el diagndstico del
mieloma, valorar el alcance de la enfermedad y planificar y supervisar el tratamiento.
Se incluyen:
- Hemograma completo.
- Concentracién plasmatica de urea y niveles de calcio, creatinina, albumina y
deshidrogenasa lactica (LDH) en sangre.
- Concentracién de proteina en orina.
- Inmunoelectroforesis de las proteinas del plasma y orina para identificar y
cuantificar la proteina monoclonal (proteina M).
- Concentracién de p2-microglobulina y proteina C reactiva en suero.
- Aspirado o biopsia medular, citogenética y marcaje de células plasmaticas.
- Inspeccién ésea del esqueleto, resonancia magnética nuclear (RMN) y tomografia
axial computerizada (TAC).
(Zaidi and Vesole, 2001; Brian and Durie, 2006).

Marcadores de prondstico

La clasificacidn de los pacientes de mieloma en distintos grupos dependiendo
del estado de la enfermedad permite decidir mejor y mas razonadamente cuando
iniciar el tratamiento y que tipo de terapia dar. En 1975, Durie y Salmon propusieron un
sistema de estadificacion del mieloma que todavia hoy se sigue empleando. El estadio
clinico de la enfermedad (estadio I, Il o Ill) se basa en varias mediciones, incluidos los
niveles de proteina M, el nimero de lesiones 6seas liticas, los valores de hemoglobina
y los niveles de calcio en suero. Estos estadios se subdividen en A o B, de acuerdo
con la funcion renal. Recientemente, se ha propuesto un nuevo sistema de
estadificacién del mieloma desarrollado por el grupo de trabajo de la Fundacion
Internacional del Mieloma (IMF), en el que el estadio clinico de la enfermedad
(estadio I, Il o lll) se determina Unicamente en base a los niveles en suero de la 32-

microglobulina y la albumina. Ambos sistemas se muestran en la pagina contigua:
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Sistema de estadificacion de Durie y Salmon.

Estadio

Masa de células
Criterios de mieloma medidas

(células x 10" Im?)

I (masa celular

baja)

Concentracion de hemoglobina > 10 g/dl. <0,6
Valor de calcio en suero normal o < 12 mg/dl
Radiografia 6sea, estructura 6sea normal
0 sélo plasmacitoma éseo aislado.
Produccion baja de proteina M
IgG< 5 g/dl; IgA< 3g/dl; Proteina de Bence-Jones< 4 g/24h

li(masa celular No se ajusta al estadio | ni al lll 0,6-1,2
intermedia)

lll (masa de Concentracion de hemoglobina < 8,5 g/dl <1,2
células alta) Calcio en suero >12 mg/dI

Lesiones osteoliticas avanzadas
Produccion alta de proteina M
IgG > 7g/dl; IgA > 5 g/dl; Proteina de Bence-Jones > 12g/24h

Subclasificacién (A o B)

A: Funcion renal relativamente normal (creatinina en suero < 2,0 mg/dl)

B: Funcion renal anémala (creatinina en suero > 2,0 mg/dl).

(Brian and Durie, 2006).

Sistema de Estadificacion Internacional (ISS)

Estadio

Criterio

B2-microglobulina<3,5 mg/dl
o}
Albumina> 3,5 g/dI

B2-microglobulina<3,5 mg/dl y albumina>3,5 g/dl
o
B2-microglobulina 3,5-5,5 mg/dl independientemente de albumina

B2-microglobulina>5,5 mg/dl.

(Brian and Durie, 2006).
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En la actualidad existen distintos marcadores de pronéstico que ayudan a
determinar la velocidad de crecimiento del tumor, el alcance de la enfermedad, la
biologia de las células tumorales, la respuesta a la terapia y el estado de salud general
del paciente. También ayudan a determinar el momento de inicio del tratamiento.

Los marcadores de prondstico favorable utilizados actualmente son:

1) niveles de B2-microglobulina sérica < 2,5 mg/l

2) indice de marcaje de células plasmaticas < 1%

3) niveles de proteina C reactiva <4 mg/l

4) Ausencia del isotipo IgA (aunque existe controversia al respecto)

5) ausencia de morfologia plasmablastica (inmadura) en células plasmaticas

6) no existencia de anormalidades en el nimero y estructura de cromosomas (una
anomalia en el cromosoma 13 se asocia con un grado mas agresivo de la
enfermedad)

7) baja densidad microvascular en la médula 6sea

8) bajos niveles de expresion del receptor de IL-6

(Zaidi and Vesole, 2001).

2.3.6.- Terapia.

Los objetivos fundamentales del tratamiento son mejorar la calidad de vida y
aumentar la supervivencia. Desde la introducciéon del melfalan en 1962, varias
combinaciones de farmacos citotdxicos se han utilizado para mejorar el resultado final
de la quimioterapia. Se han utilizado regimenes con dosis altas de farmacos seguidos
de transplante de médula 6sea (TMO) o transplante de células progenitoras
hematopoyéticas periféricas “Stem Cells” (PSCT). Actualmente no hay consenso
acerca de cual es la mejor forma de tratar el mieloma.

Teniendo en cuenta que el mieloma es incurable, la decision primera y mas
importante es saber cuando se debe iniciar el tratamiento. Los pacientes con
gammapatia monoclonal y con mieloma asintomatico deben ser controlados mas que
tratados. El tratamiento se recomienda cuando el componente M se incrementa y/o
aparecen sintomas clinicos. Este tratamiento tiene como objetivo solucionar problemas

especificos y alcanzar un control general de la enfermedad (Brian and Durie, 2006).
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2.3.6.1.- Quimioterapia.

Las opciones de tratamiento incluyen la quimioterapia de induccién, la de

dosis altas y el tratamiento de soporte. El melfalan continua siendo el mejor agente

individual para la terapia del mieloma, aunque actualmente se prefiere utilizar una

combinacion de farmacos como primera linea:

1) Cuando no se considera la opcion de recoger las células hematopoyéticas para un

posterior transplante.

Melfalan/Prednisona (MP), Ciclofosfamida/Prednisona (CP)- La combinacion

MP es una de las mas utilizadas en el tratamiento de pacientes de edad
avanzada. El 60% de los pacientes tienen una respuesta objetiva, reflejada por
un 50% de reduccioén en los niveles de proteina M y reduccion del dolor éseo y
la fatiga. La ciclofosfamida puede remplazar al melfalan al tener una actividad
anti-mielomatosa similar y ser menos tdéxica para las células madre
hematopoyéticas normales, pudiendo ser aceptable en pacientes que son
candidatos en el futuro a un ftransplante. Por otro lado, tiene efectos
secundarios mas inmediatos que el melfalan, incluyendo toxicidad
gastrointestinal y nauseas.

Otras combinaciones mas complejas- Desde mediados de los anos 60 se han

ensayado muchas combinaciones de diferentes drogas. Se han identificado de
este modo diferentes protocolos que sugieren un beneficio adicional sobre las
combinaciones MP o CP. A destacar los protocolos: M2 (VBMCP; Vincristina,
Bis-cloro-nitrosourea, Melfalan, Ciclofosfamida y Prednisona), VMCP/VBAP
(Vincristina, Melfalan, Ciclofosfamida y Prednisona/ Vincristina, Bis-cloro-
nitrosourea, Adriamicina y Prednisona) y ABCM (Adriamicina, Bis-cloro-
nitrosourea, Ciclofosfamida y Melfalan). Existe algun indicio de superioridad
frente a MP, aunque son mas toxicos y mas caros. La tendencia actual es
emplear las combinaciones MP o CP como una primera eleccion y dejar las
combinaciones mas complejas como una segunda linea para aquellos
pacientes que no alcanzan una respuesta satisfactoria.

Nuevas opciones- La mas significativa entre las nuevas opciones terapeuticas

es la administracion de la combinacién MP junto con talidomida como primera

terapia.
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2) Cuando se ha planeado recoger las células hematopoyéticas para un posterior

transplante.

e Quimioterapia VAD- El protocolo VAD(Vincristina, Adriamicina, Dexametasona)

fue introducido por primera vez en 1984 y se convirtié en una alternativa a MP
o CP. Su empleo no produce un mejor resultado, pero puede producir una
respuesta terapéutica sin lesionar las células hematopoyéticas normales de la
médula ésea. Es particularmente ventajoso en pacientes que recibiran altas
dosis de quimioterapia seguida de transplante.

e Talidomida/Dexametasona- Se estan llevando a cabo numerosos estudios

sobre los efectos beneficiosos de esta combinacion todavia en ensayo.

¢ Nuevas opciones- Una de ellas es Velcade®, administrado como agente unico

o bien en combinacién con talidomida.

La sensibilidad o resistencia intrinseca a las drogas son los factores
determinantes del éxito terapéutico. Dado que ninguno de los tratamientos actuales
erradica todas las células mielomatosas, las caracteristicas de las células
mielomatosas residuales, posteriores a la quimioterapia inicial, son de particular
importancia. Algunas pocas células mielomatosas agresivas residuales pueden,
potencialmente, causar mas problemas que una gran cantidad de células inactivas
(Brian and Durie, 2006).

2.3.6.2.- Trasplante.

Se emplea fundamentalmente en pacientes jovenes, recién diagnosticados
de mieloma sintomatico y con indicadores de buen prondstico. Consiste en un
tratamiento con altas dosis de quimioterapia (AD) y posterior transplante de células
progenitoras hematopoyéticas periféricas. Para ello, en primer lugar se extraen las
células madre del paciente o de un donante compatible, se procesan en el laboratorio
y se guardan hasta el momento del transplante. Al paciente se le trata con altas dosis
de quimioterapia y a veces incluso con radioterapia. Finalmente, las células
progenitoras se descongelan y se inyectan al paciente, en el que empezaran a
producir nuevas células sanguineas. El tipo de transplante realizado depende del

origen de las células madre y del nUmero de veces en que se inyecten las células.
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o Transplante autdlogo- Las células madre se obtienen del paciente antes de ser

sometido a dosis altas de quimioterapia. Es el procedimiento mas comdun, ya
que no requiere un donante y se asocia con menos efectos secundarios. Puede
considerarse para pacientes que alcanzan enfermedad estable tras la
quimioterapia inicial o bien como terapia de rescate en ensayos clinicos.

e Transplante alogénico- Las células madre se obtienen de un donante

(generalmente un familiar). Conlleva mas riesgo de complicaciones que el
transplante anterior, incluyendo ademas el riesgo de infecciones y de
enfermedad de injerto contra huésped. Puede considerarse en pacientes
jovenes que responden o alcanzan enfermedad estable tras la quimioterapia
inicial, en pacientes con enfermedad progresiva y que ya han recibido un
transplante autélogo o bien como terapia de rescate en ensayos clinicos.

¢ Doble transplante o transplante en tandem (autélogo)- El paciente es sometido

a dos transplantes en el plazo de 6 meses. Las células madre se recogen antes
de someter al paciente al primer ciclo de dosis altas de quimioterapia. En
pacientes que responden o con enfermedad estable tras la quimioterapia inicial
parece ser mas efectivo que un sélo transplante. Aun asi, esta todavia bajo
investigacion en ensayos clinicos.

e Transplante autdlogo sequido de transplante mini-alogénico- El paciente es

sometido primero a dosis altas de quimioterapia y transplante autdlogo y
después a una dosis mas moderada de quimioterapia y transplante alogénico.
Con el primer transplante se reduce enormemente la carga de la enfermedad,
mientras que con el segundo, y gracias a la ayuda de los linfocitos alogénicos,
se eliminan las células de mieloma remanentes. Al igual que el transplante

autélogo en tandem, esta todavia bajo investigacion en ensayos clinicos.

2.3.6.3.- Irradiacion.

La terapia con radiaciones ionizantes es una modalidad importante del
tratamiento del mieloma. Puede ser un tratamiento muy efectivo en pacientes con
problemas locales de destruccion ésea, compresion nerviosa o de la médula espinal.
La mayor desventaja es que esta técnica dafia permanentemente a las células
progenitoras hematopoyéticas normales de la médula en la zona tratada, por lo que su

uso se limita a areas concretas con problemas particulares.

(Brian and Durie, 2006).
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2.3.6.4.- Terapia de mantenimiento.

Una vez que el tratamiento ha estabilizado la enfermedad, muchos pacientes

pueden permanecer en buenas condiciones durante meses o afios. Para prolongar

esta situacion de estabilidad se emplean las denominadas terapias de mantenimiento.

Entre ellas cabe destacar:

¢ |Interferén-alfa- Es un agente que ha demostrado prolongar las remisiones

alcanzadas con quimioterapia estandar o con altas dosis. Sin embargo, los
resultados obtenidos en ensayos clinicos son conflictivos y parece que s6lo un
10-15 % de los pacientes se benefician realmente con el tratamiento (Bladé
and Esteve, 2000). Es por ello, que el uso del interferon-oo debe ser
individualizado, valorando los posibles beneficios con los potenciales efectos
secundarios, costos e inconvenientes para cada paciente. Pese a todo, la
mayoria de los investigadores piensan que el interferén-o tiene un papel

significativo, aunque pequeno, en el manejo del mieloma.

e Prednisona - Tiene una toxicidad aceptable y puede prolongar tanto la remision

como la supervivencia sin comprometer la calidad de vida. Una particular
ventaja es que el paciente puede tomar la prednisona durante varios afios sin
desarrollar resistencia. Aun asi, se requiere cautela debido a los efectos
secundarios a largo plazo, por lo que en algunas ocasiones es necesario
reducir la dosis.

Talidomida — Datos recientes de los ultimos ensayos clinicos sefialan a la
talidomida como un agente util en la terapia de mantenimiento, ya se
administre como agente Unico, ya sea en combinacion con esteroides. El
principal efecto secundario a largo plazo consecuencia de la administracion de

talidomida es neuropatia periférica.

(Brian and Durie, 2006).

2.3.6.5.- Cuidados de soporte.

Son aquellos tratamientos orientados a tratar la sintomatologia del mieloma

pero no la enfermedad en si misma. Destacan:
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e Eritropoyetina- Se administra para mejorar los niveles de eritropoyetina
enddgenos en pacientes con anemia persistente. La administracion debe
continuarse solo si el paciente demuestra tener una clara mejoria. En
ocasiones su administracion debe acompafarse de un suplemento de hierro.

o Bifosfonatos- Pequefias moléculas inorganicas que se unen a una sustancia
llamada hidroxiapatito en la superficie del hueso danado, y son internalizadas
por los osteoclastos inhibiendo su actividad y conduciendo finalmente a su
apoptosis (Brown et al., 2004). Deben ser empleados como medida adyuvante
en pacientes con problemas 6seos. Se emplean entre otros: el pamidronato, el
clodronato y el acido zolendrénico (Zometa). Otros nuevos bifosfonatos estan
siendo evaluados en ensayos clinicos.

e Antibidticos- Las infecciones son un problema comun y recurrente en los
pacientes con mieloma. La administracion de antibidticos esta indicada
inmediatamente cuando se sospecha la presencia de una infeccién activa. El
uso continuado de profilaxis antibidtica puede aumentar las posibilidades de
resistencia antibidtica, pero puede también reducir las oportunidades de
complicaciones de infecciones recurrentes. Se ha demostrado que los
antibiodticos son beneficiosos cuando se usan de forma profilactica en los dos

primeros meses de la induccién con quimioterapia.

Otras medidas complementarias a las expuestas son: la didlisis, la plasmaféresis,

la cirugia, etc (Brian and Durie, 2006).

2.3.6.6.- Manejo de la resistencia a drogas o enfermedad refractaria.

Larecaida es un problema frecuente en el mieloma y que sobreviene
inevitablemente tras la etapa de remision. Requiere una reinducciéon con quimioterapia
que variara en funcion del tiempo que haya durado la remision. Si la recaida se
produce entre los 6 meses y el afo, se reutiliza la misma terapia que produjo la
primera remision. Un 50% de los pacientes entrardn de nuevo en remision, siendo los
resultados tanto mejores cuanto mas tiempo haya durado la primera. Si la remisién ha

sido inferior a 6 meses, se deben utilizar terapias alternativas como el protocolo VAD.
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Velcade® (Bortezomib) en el tratamiento del mieloma refractario.

Su empleo fue aprobado por la FDA en 2003 para el tratamiento de pacientes de
mieloma que hayan recibido anteriormente al menos dos terapias de tratamiento
diferentes, y pese a ello, hayan mostrado progresién de la enfermedad durante la

ultima terapia (Brian and Durie, 2006).

2.3.7.- Busqueda de nuevos agentes terapedticos.

2.3.7.1.- Talidomida

Empleada en el tratamiento de las nauseas del embarazo durante los afios 50,
fue posteriormente retirada del mercado en 1961 por sus efectos teratdgenos.
Durante los afios 60 se ensayé como agente anti-cancerigeno con resutados
insatisfactorios, hasta que el reconocimiento de sus propiedades anti-angiogénicas
condujo al primer ensayo clinico en mieloma multiple en la Universidad de Arkansas
en 1999 . Desde entonces, muchos estudios han confirmado los efectos beneficiosos
de la talidomida (Thalomid®, Celgene Corporation) en pacientes con recaida y
mieloma refractario, siendo actualmente considerada como terapia estandar para
estos casos (Garcia-Sanz, 2006). Puede administrarse como agente Unico o
combinada con otras drogas como dexametasona y melfalan.

Aunqgue no se conoce el mecanismo exacto de accion de la talidomida, se han
propuesto diferentes mecanismos entre los que se incluyen: inhibicién de la sintesis
del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), prevencion de los danos causados en el
ADN por radicales libres, supresion de la angiogénesis, estimulacion de la inmunidad
celular y alteracion de la expresion de moléculas de adhesién (Rajkumar et al, 2002).
También se postula que la talidomida puede inhibir la actividad de NF-xp y de las
ciclooxigenasas (COX-1'y COX-Il).

Las dosis optimas de talidomida varian de un paciente a otro. Fatiga,
estrefiimiento, somnolencia, neuropatia periférica y leucopenia son los efectos

secundarios mas comunes (Kyle and Rajkumar, 2004).
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2.3.7.2.- Velcade ™(Bortezomib).

Velcade (Bortezomib 6 PS-341, Millenium Pharmaceuticals, Inc) fue el primer
inhibidor del proteasoma evaluado en ensayos clinicos, siendo aprobado su empleo
para el tratamiento del mieloma refractario por la FDA en mayo de 2003 (Kyle and
Rajkumar, 2004). Se trata de un inhibidor especifico y reversible de la actividad de
tipo quimotripsina de la subunidad 26S del complejo multienzimatico denominado
proteasoma. Las proteinas que han de ser catabolizadas en el proteasoma se
ubiquitinan para asi pueden ser reconocidas y degradadas en la parte central del
complejo. La accion del proteasoma es critica para el buen funcionamiento del ciclo
celular, la transduccidon de sefiales y la regulacion de la transcripcion. La inhibicidn de
su actividad mediada por Velcade desequilibra estos procesos celulares e induce
apoptosis en numerosos tipos de células tumorales. Estas células parecen ser mas
susceptibles a sus efectos que las células normales, debido a su mayor actividad
metabdlica y a su mayor tasa de sintesis proteica. Un efecto importante de la inhibicion
del proteasoma es la acumulacion de Ik, el inhibidor del factor de transcripcion NF-«[3
(Palombella et al., 1994). La inhibicion de NF-kp conduce a una disminucién en la
expresion de moléculas de adhesion, supervivencia y factores angiogénicos y una
disminuciéon en los niveles de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 y A1/Bfl-1,
promoviendo la liberacion de citocromo c, la activacion de caspasas y la apoptosis
celular (Mitsiades et al, 2002).

El Velcade se ha ensayado también en combinacién con otros agentes como
dexametasona, talidomida, melfalan y doxorubicina liposomal (Orlowski and Zeger,
2006). Los efectos adversos mas comunes del tratamiento con Velcade son toxicidad
gastrointestinal, diarrea, citopenia, fatiga y neuropatia periférica (Kyle and Rajkumar,
2004).

2.3.7.3.- Farmacos inmunomoduladores (IMiDs ™).

Los ImiDs (Celgene Corp) son variantes amino-sustituidas de la talidomida.
Son mas potentes y carecen de algunos de sus efectos secundarios. Pueden inducir
apoptosis, inhiben la union de las células de mieloma a las células del estroma de la
medula ésea, inhiben la angiogénesis y promueven la toxicidad celular mediada por
las células NK (Hideshima et al., 2001; Dredge et al., 2002).

47



Introduccién

El Revimid (CC-5013) es un ImiD que se esta siendo actualmente evaluado
para el tratamiento del mieloma. Los resultados obtenidos en ensayos de fase Il
demostraron su eficacia en pacientes refractarios a la talidomida, mostrando una
importante actividad selectiva contra las células de mieloma y pocos efectos
secundarios. Actualmente se estan llevando a cabo ensayos de fase Il (Maier and
Hammond, 2006). Puede administrarse conjuntamente con dexametasona cuando la

respuesta es suboptima.

2.3.7.4.-Genasense™

El Genasense (G3139, Oblimersen, Genta, Inc) es un oligonucledtido
antisentido de Bcl-2. Se administra mediante infusidn intravenosa utilizando una
bomba portatil (Brian and Durie,2006).

Muchas células plasmaticas expresan niveles elevados de Bcl-2, lo cual
contribuye a la resistencia a la apoptosis inducida por drogas anti-tumorales.
Genasense se une al RNA mensajero bcl-2, impidiendo su traducciéon y disminuyendo
la sintesis de la proteina. Su empleo junto con otros agentes quimioterapicos
representa una estrategia muy prometedora para vencer la multirresistencia a drogas
existente en algunos casos de mieloma (Chanan-Khan, 2004), pues es capaz de
potenciar la toxicidad de farmacos como la dexametasona y la doxorrubicina. Este
efecto sinérgico se ha demostrado en ensayos clinicos de fase Il combinando
dexametasona y talidomida con Genasense en pacientes con recaida o mieloma
refractario (Badros et al., 2005). Actualmente se estan llevando a cabo ensayos de

fase Ill.

2.3.7.5.- Panzem™

Panzem (2-metoxiestradiol o 2ME2, EntreMed, Inc) es un inhibidor de la
angiogénesis de administracion oral (Brian and Durie, 2006). Ensayos in vitro
muestran que induce muerte celular e inhibe el crecimiento de las lineas celulares de
mieloma. Se cree que mas que atacar al tumor en si mismo, altera el entorno medular
inhibiendo el crecimiento de nuevas células sanguineas y creando un espacio hostil

para las células de mieloma. También se ha observado que bajas dosis de 2ME2
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inducen algunos cambios morfolégicos en células de mieloma e incrementan la
expresion de CD49e, la secrecion de cadenas ligeras de Igs y la sintesis del factor de
transcripcion XBP-1 (Hou et al., 2005).

2.3.7.6.- Trisenox™,

Trisenox (triéxido de arsénico, As203 [ATO], Cell Therapeutics, Inc) ha sido
empleado como tratamiento meédico durante miles de ahos, y aun persiste como
remedio popular, en China. Actualmente esta aprobado como tratamiento de la
leucemia promielocitica aguda en pacientes que no responden a otros farmacos. Los
ensayos in vitro muestran que ATO ejerce su funcién anti-mieloma mediante la
inhibicion de la via de senalizacion Jak/STAT, inhibiendo la activacion de STAT3. Su
actividad parece ser inversamente proporcional a los niveles intracelulares de glutation
(GSH), posiblemente por el papel que este Ultimo desempena en la reparacion de
dafos mitocondriales (Bruno et al., 2005).

Aunque ATO induce apoptosis en las lineas celulares de mieloma multiple, su
actividad in vivo ha sido un poco desesperanzadora debido a la gran cantidad de
mecanismos de resistencia (Zhou et al., 2005). Se esta evaluando en combinacion con
otros agentes como dexametasona, melfalan y acido ascorbico (Vitamina C). Este
ultimo ralentiza el metabolismo de ATO en el cuerpo, haciendo que permanezca mas
concentrado y resulte mas efectivo, al disminuir los niveles de GSH, a la vez que
puede ayudar a aliviar algunos de sus efectos secundarios. Otros ensayos de fase Il
estan evaluando la eficacia de ATO y acido ascérbico en combinacién con bortezomib
o talidomida (Brian and Durie,2006).

2.3.7.7.-Aplidina™(Aplidium albicans).

La aplidina es un depsipéptido ciclico aislado a partir de Aplidium albicans que
ha mostrado actividad anti-tumoral prometedora tanto in vitro como in vivo. Los efectos
citotéxicos de la aplidina son mediados a través de JNK y de las vias apoptéticas de
Fas/CD95 y mitocondrial (Bruno et al., 2005). Actualmente se encuentran en marcha
ensayos clinicos en fase Il tanto en tumores soélidos como en neoplasias

hematolégicas.
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2.3.7.8.-Inhibidores de histona deacetilasas (HDACI).

El empaquetamiento de las histonas, que forman los nucleosomas, esta
regulado por su acetilacion en residuos de lisina (Lys). Es un proceso regulado por la

actividad de las histona acetiltransferasas (HAT) y las histona deacetilasas (HDAC).

Cuando las histonas se acetilan por accién de las HAT, la estructura del nucleosoma
se relaja, permitiendo el acceso de los factores de transcripcion y otras enzimas
implicadas en la misma al ADN. La accion de las HAT se revierte por la actividad de
las HDAC, que favorecen el empaquetamiento de los nucleosomas. Por lo tanto, los
inhibidores de HDAC (HDACI) favorecen la accesibilidad a la cromatina y permiten la
transcripcion de muchos mas genes (Lindemann et al., 2004). Los HDACi causan
diferenciacion celular y/o apoptosis en las células tumorales. Ademas, afectan tanto a
las células mielomatosas como a su interaccion en el microambiente medular, inhiben
la sefalizacion a través del receptor de IGF-1 y del receptor de IL-6, impiden la
sintesis de moléculas anti-apoptéticas, tales como los inhibidores de caspasas, alteran
la expresidon de oncogenes, de enzimas de reparacion del ADN, de factores de
transcripcién, de moléculas de adhesién, etc. Simultdneamente, estos inhibidores
potencian la sensibilidad de las células de mieloma a otros agentes tales como
dexametasona e iMIDs (Lindemann et al., 2004; Bruno et al., 2005).

Algunos inhibidores de HDAC tales como el SAHA (acido hidroxamico
suberoilanilida) inducen apoptosis en lineas celulares de mieloma y en células
obtenidas de pacientes, tanto sensibles como resistentes a las terapias
convencionales (Mitsiades et al., 2003). Actualmente se estan llevando a cabo

ensayos de fase | y Il en pacientes con recaida o mieloma refractario.

2.3.7.9.- Zarnestra™.

El Zarnestra (tipifarnib o R115777,Janssen/Cilag) pertenece al grupo de
farmacos inhibidores de la actividad farnesil-transferasa (FTIs). La farnesil-transferasa
es una enzima muy importante en sefalizacion y proliferacién celular a través de la via
Ras ( apartado 4.1.1). Aunque inicialmente estas drogas se disefiaron pensando en el
alto porcentaje de pacientes con Ras mutado, hoy en dia se sabe que su toxicidad es
independiente de la presencia o ausencia de estas mutaciones (Le Gouill et al., 2002).
Actualmente se estd evaluando en ensayos de fase Il en pacientes con recaida o

enfermedad refractaria.
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2.3.7.10.- Inmunoterapia.

La busqueda continua de nuevas terapias junto con el mejor conocimiento del
sistema inmunitario, ha dado lugar al desarrollo de la inmunoterapia, cuyo objetivo no
es otro que incrementar la respuesta inmune del paciente contra las células
mielomatosas. Basicamente se pueden distinguir dos tipos de inmunoterapia: la

inmunoterapia pasiva, que consiste en la transferencia al paciente de anticuerpos o

células previamente generados in vitro y dirigidos contra el tumor, y la inmunoterapia
activa, que pretende activar in vivo el sistema inmunitario e inducirlo a elaborar una
respuesta especifica contra los antigenos tumorales (Inogés et al.,, 2004). Las
neoplasias hematoldgicas, concretamente las de extirpe B, expresan en su membrana
una Ig que se considera un verdadero antigeno especifico de tumor, lo que las ha
convertido en la diana ideal de los tratamientos de inmunoterapia (Inogés et al., 2004;
Rodriguez-Calvillo et al., 2004).

Inmunoterapia pasiva

¢ Inmunoterapia celular adoptiva

Consiste en identificar células capaces de reconocer y eliminar las células
tumorales para poder generarlas y expandirlas in vitro a gran escala. En los afnos
80, la atencién se centréo en las células LAK (Limphokine Activated Killer)
generadas a partir de linfocitos T no purificados, obtenidos de sangre periférica o
bazo, y cultivados en presencia de células tumorales del paciente e IL-2
recombinante (rlL-2) durante 3 6 4 dias. De este modo, sélo se induce proliferacion
de las células que previamente han sido activadas por antigeno. Las células que
se obtienen son no T, no B, no NK. La mayor parte de ellas se generan a partir de
células NK y al carecer de receptor de células T, la eliminacién de células
tumorales se hace sin restriccion MHC. El principal inconveniente de este tipo de
tratamiento es la severa toxicidad que puede derivarse del tratamiento continuado

con IL-2 recombinante (Inogés et al., 2004).

e Anticuerpos monoclonales.

Hace 20 anos se us6 por primera vez un anticuerpo monoclonal (CD20) en el
tratamiento de linfomas de células B de bajo grado. En este momento, el objetivo
es buscar nuevas dianas, CD22, CD52, CD40,etc, contra las que se pueda dirigir

la respuesta, asi como explorar estrategias que conduzcan a una mayor eficacia,
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como el uso de anticuerpos radiomarcados o conjugados con farmacos o toxinas
naturales. También se esta estudiando el desarrollo de anticuerpos bioespecificos
que reconozcan por una parte a la célula tumoral, y por otra, a la célula efectora
citotoxica, originandose una respuesta mas especifica hacia el tumor (Inogés et al.,
2004).

Inmunoterapia activa

Ofrece un gran numero de alternativas, desde las primeras vacunas hasta las

de segunda generacion. A diferencia de las vacunas en enfermedades infecciosas,

dirigidas contra un antigeno bien conocido, altamente inmunogénico y con un fin

preventivo, las vacunas en neoplasias hematoldgicas se dirigen contra un antigeno

que no siempre es conocido, débilmente inmunogénico y la primera intencion es

terapéutica, no preventiva.
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¢ Vacunas de células enteras.

Utiles cuando no se conocen los antigenos contra los que debe ir dirigida la
respuesta. Se usan células tumorales extraidas del paciente, dahadas
irreversiblemente por irradiacion o lisis, para evitar su propagacion cuando se le
reinfundan. Estas células no siempre son capaces de inducir una respuesta
inmune por lo que pueden combinarse con técnicas de ADN recombinante para
potenciar su inmunogenicidad. Una de estas vacunas combina células tumorales
del paciente irradiadas con Gvax® (Cell Génesis, células que secretan una

citoquina que estimula la respuesta inmune).

e Vacunas proteicas.

Hasta el momento, la Ig sintetizada y expresada en células B tumorales es el
unico antigeno completo tumor-especifico (AET) conocido (Rodriguez-Calvillo et
al., 2004). Mediante vacunas que incluyan la formulacién del idiotipo (Id) de la Ig,
denominadas vacunas idiotipicas, se puede inducir una respuesta inmune contra
esta regidén que destruya las células tumorales que llevan la Ig que contiene ese Id,
quedando intactas el resto de células B. La primera etapa en la elaboracion de
estas vacunas es obtener el AET, para ello se ha venido utilizando la técnica del
hibridoma. La suspensién celular que se obtiene de una muestra del ganglio
linfatico del paciente se fusiona con una linea celular procedente de un hetero-

hibridoma murino / humano (K6H6/B5), de forma que el hibridoma resultante es
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capaz de secretar al medio la Ig. Como la suspensién celular de partida contenia
linfocitos B normales que “contaminaban la pureza” del clon tumoral, de todos los
hibridomas, habra que seleccionar aquellos que produzcan la misma Ig que el clon
tumoral mediante secuenciacion y alineacion del CDR3 de la cadena pesada de la
lg. El hibridoma seleccionado se cultiva a gran escala hasta obtener el
sobrenadante de cultivo necesario para purificar la cantidad deseada del Id
tumoral. Para que el Id se transforme en algo mas inmunogénico se conjuga con
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) un transportador altamente inmunogénico
(Inogés et al., 2004).

e Vacunas de células dendriticas.

El transporte de los antigenos por las células dendriticas es clave en el inicio
de la respuesta inmune, lo que las hace atractivas para mejorar la eficacia de las
vacunas idiotipicas. Para ello, se pulsan células dendriticas autélogas con el Id
tumoral (purificado como se describe en el apartado anterior) y luego se reinfunden
en el paciente. Esta vacuna induce una respuesta inmune mediada por células T,
pero no respuesta humoral. Si se quieren generar los dos tipos de respuestas se
puede hacer una administracién secuencial de células dendriticas pulsadas con el
Id y posteriormente Id en forma de proteina soluble (Inogés et al., 2004). Un
ejemplo de vacuna de células dendriticas es Mylovenge® (APC8020i, Dendreon).
Hasta ahora los resultados en ensayos clinicos con estas vacunas son muy

prometedores, aunque es necesario mejorar la técnica.

e Vacunas de ADN.

Las vacunas de ADN desnudo son uno de los tipos mas recientes de vacunas.
Consisten en ADN bacteriano circular en el que se insertan los genes que codifican
la proteina tumoral. EI ADN bacteriano contiene secuencias que no estan
presentes en células de mamiferos y que es capaz de activar al sistema inmune
innato. Cuando este tipo de vacunas es inyectado a nivel intramuscular o
subcutaneo, se transfectan las células del huésped (musculares, queranocitos o
fibroblastos) creando una zona de expresidn ectopica de la proteina. La proteina
liberada por la célula diana es captada por las células presentadoras locales, que
la procesan adecuadamente y la presentan al sistema inmune en los 6rganos

linfoides secundarios.
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Introduccién

Estas vacunas tienen un débil potencial inmunogénico, por lo que se
esta pensando en incluir en el plasmido genes que codifiquen inmunomoduladores
o citoquinas que aumenten la inmunidad natural frente al tumor (Inogés et al.,
2004).

2.3.7.11.-Otras nuevas terapias.

Muchas otras terapias se estan evaluando en el laboratorio, en estudios

animales o en las primeras fases de ensayos clinicos. Destacar:

Nombre Compaiiia Descripcion

17-AAG Kosan Biosciences Inc Inhibidor de la proteina de choque térmico
(Hsp-90).

ADW Novartis Inhibidor del receptor del factor de
crecimiento de tipo insulinico (IGF).

ENMD 0995 Entremed/Celgene Analogo de la Talidomida.

Inhibidores de Cell Therapeutics Inc

(LPAAT)-B

PKT-787/ZK222584 Novartis Inhibidor tirosin kinasa del receptor del
factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGFR)

TRAIL Genentech/Amgen Mensajero mortal. Induce apoptosis en las
células que expresan sus receptores
mortales.
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Materiales y Métodos

3.1.- MATERIALES.

3.1.1.- Productos para cultivos celulares.

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo, RPMI 1640 y DMEM
(Dulbeccos MEM), procedieron ambos de Gibco™, Invitrogen Corporation (Barcelona,
Espafa). Los medios se suplementaron al 10 % con suero fetal bovino (SFB), también
de Gibco™, y se complementaron con L-glutamina y Antibidtico (Penicilina y
Estreptomicina) procedentes de Sigma (Madrid, Espafa). Los frascos de cultivo
empleados, asi como el resto del material de plastico estéril (placas de 6,12, 24 y 96
pocillos, tubos falcon, placas Petri, pipetas, etc.) procedieron de TPP (Suiza). Los
tubos criogénicos utilizados para la congelacion de células se obtuvieron de Nunc
(Dinamarca) y el dimetilsulféxido (DMSO) afadido al medio de congelacién procedio
de Sigma (Madrid, Espana). Los filtros de 0,22 ym de tamafio de poro (Acrodisc)
utilizados para la esterilizacién de soluciones fueron de Pall Corporation (USA). El
azul Trypan, la albumina sérica bovina (BSA) esencialmente libre de acidos grasos y
la tripsina procedieron de Sigma (Madrid, Espana). El Ficoll-Paque™ Plus se obtuvo
de Amersham Biosciences (Upsala, Suecia) y la interleuquina-6 (IL-6) de PeproTech
EC Ltd (London, UK).

3.1.2.- FAarmacos anti-tumorales.

El inhibidor de  farnesiltransferasas (FTI BMS-214662, una
tetrahidrobenzodiacepina que contiene un grupo imidazol, fue amablemente
proporcionado por Bristol-Myers Squibb Co. (Stamford, CT). Apo2L/TRAIL.O, una
version recombinante de Apo2L/TRAIL que carece de las colas exdgenas (residuos
114-281), fue amablemente proporcionado por Genentech (CA,USA). El INF-a
Recombinante Humano (actividad especifica 1,8 x 10® U/mg) se obtuvo de PeproTech
EC Ltd (London, UK). El inhibidor del proteosoma Velcade® (Bortezomib, PS-341) fue
amablemente  proporcionado por  Millenium  Pharmaceuticals (Cambridge,
Massachussets). El melfalan y la sal sédica de acido valproico (VPA) fueron obtenidos

de Sigma (Madrid, Espana).
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3.1.3.- Productos para estudios de citotoxicidad.

El bromuro de dimetil-tiazolil-tetrazolio (MTT), la p-fenilendiamina (PPDA), la
poli-L-lisina, el glutation (GSH), la cicloheximida (CHX) y el agente de union al
colesterol metil-B-ciclodextrina (MBCD) fueron proporcionadas por Sigma (Madrid,
Espafa) y el colorante Hoechst 33342 por Molecular Probes (Leyden, Holanda). Los
péptidos inhibidores de proteasas benciloxicarbonil-Asp-Glu-Val-Asp-fluorometilcetona
(Z-DEVD-fmk),  benciloxicarbonil-Leu-Glu-His-Asp-fluorometilcetona (Z-LEHD-fmk),
benciloxicarbonil-Val-Glu-lle-Asp-fluorometilcetona (Z-VEID-fmk) y benciloxicarbonil-
lle-Glu-Thr-Asp-fluorometilcetona (Z-IETD-fmk) procedieron de BD Pharmingen
(Madrid, Spain). El benciloxicarbonil-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilcetona (Z-VAD-fmk)
fue de Bachem (Bubendorf, Suiza) y el benciloxicarbonil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-
fluorometilcetona (Z-VDVAD-fmk) de Calbiochem (Madrid, Espafia). La wortmanina y
el LY294002 (inhibidores de la PI3-quinasa), la rapamicina (inhibidor de la quinasa
mTOR), el SB203580 (inhibidor de la p38 MAPK), el PD98059 (inhibidor de
ERK/MAPK), el inhibidor de la quinasa Jak1 y el mimetizante de la superdxido
dismutasa MnTBAP, también fueron proporcionados por Calbiochem. El anticuerpo
monoclonal bloqueante de Apo2L/TRAIL (5C2) se obtuvo de Genentech (CA, USA), el
anticuerpo monoclonal bloqueante de Fas (SM1/23) fue de Bender (Barcelona,
Espafia), el anticuerpo monoclonal bloqueante de Apo3L/TWEAK (Fn14/Fc) de e-
Biosciences (bionova cientifica, Madrid) y las quimeras DR4-Fc (que bloquea TRAIL-
R1) y DR5-Fc (que bloquea TRAIL-R2) de R&D Systems (Vitro, Madrid) . El anticuerpo
citotoxico anti-Fas (clon H11) fue proporcionado por Upstate Biotechnology (Lake
Placid, New York).

3.1.4.- Productos para el analisis de proteinas.

3.1.4.1.- Productos para la extraccion de proteinas.

En la obtencion de extractos celulares totales de proteinas y de fracciones
subcelulares se utilizaron los siguientes productos: Triton X-100, Tris/HCI, sacarosa,
EDTA, ortovanadato sédico (Na;VO,) pirofosfato sédico (NasP.Os), fluoruro de
fenilmetilsulfonio (PMSF), fluoruro de sodio (NaF), leupeptina, pepstatina, aprotinina,
benzamidina ,2-B-mercaptoetanol, digitonina, DTT y azul de bromofenol todos ellos

proporcionados por Sigma (Madrid, Espafia).
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También se usaron cloruro de sodio (NaCl) y dodecilsulfato de sodio (SDS)

que se obtuvieron de Merck, y glicerol proporcionado por Scharlau.

3.1.4.2- Productos para electroforesis de proteinas y transferencia a membranas.

En la electroforesis de proteinas se emplearon los siguientes productos:
acrilamida monomero, N,N'-metilen-bis-acrilamida (bisacrilamida) y el persulfato
amonico procedentes de Serva (Heilderberg, Alemania). N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y rojo Ponceau procedentes de Sigma (Madrid,
Espafia) y marcadores de pesos moleculares (Rainbow MW markers) suministrados
por Amersham Life Sciences. En la transferencia de proteinas a membranas se
utilizaron: membranas de nitrocelulosa (Hybond C-extra) proporcionadas por
Amersham (Barcelona), metanol (grado HPLC) procedente de Panreac y glicina y

Tween-20 obtenidos de Sigma (Madrid, Espana).
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3.1.5.- Anticuerpos y reactivos inmunoquimicos.

3.1.5.1.- Anticuerpos y reactivos utilizados en inmuno-transferencia (Western

blotting).

La siguientes tablas contienen la informacion referente a los anticuerpos

primarios empleados (pc,policlonal; mc, monoclonal) :

Anticuerpo Especie origen Concentracion Proveedor
Isotipo (ng/mil)
Caspasa 2 pc,conejo 1 Sta Cruz Biotech
sc-625
Caspasa 3 (1) mc, raton 0,5 BD Transduction
(proenzima) clon 19,IgG2a Laboratories
Caspasa 3 (2) pc, conejo 1 BD Pharmingen
(forma activa) N° Cat. 557035
Caspasa 8 mc,ratén 1 Upstate
clon 5F7 1gG Cat.#05477
Caspasa 9 mc,ratén 1 Medical and Biological
clon 5B4,1gG Laboratories (MBL)
p53 mc, raton 0,5 BD Pharmingen
clon DO, IgG2a N° Cat.554293
clon AG15,1gG1
a-tubulina mc,ratén 2,5 Sigma
clon B51-2,1gG1
Bcl-2 pc,conejo 0,2 StaCruz Biotech
sc-783
Bcl-XL pc,conejo 0,4 Sta Cruz Biotech
sc-1041
Mcl-1 pc,conejo 0,2 Sta Cruz Biotech
sc-819
Bax pc, conejo 1 BD Pharmingen
N° Cat. 554104
Bak pc,conejo 2 Upstate
Cat.#06-536
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Anticuerpo Especie de origen Concentracion Proveedor
Isotipo (ng/ml)
Bid pc, cabra 1 R&D Systems
AF860
Bik pc, cabra 0,2 StaCruzBiotech
sc-1710
Bim pc, conejo 0,1 Calbiochem
N° Cat.202000
Bad mc,ratén 0,5 BD Transduction
Laboratories
PUMA pc,conejo 1 Abcamab9643
Neomarkers
HDJ2 (DNAJ) mc,ratén 0,4 KA2A5.6
: Sta Cruz Biotech
Rab5B pc, conejo 1 <C-508
RhoB pc, conejo 1 Sta CruzBiotech
] . Cell Signaling
Lamina A pc, conejo 0,1 #9032
Flip mc, rata 2 Alexis Biochemicals
ALX 804127
mc, mouse BD Transduction
hiLP-XIAP 1gG1 0.5 Labortories
mc, mouse BD Transduction
FADD 1gG1 1 Laboratories
COX (sub I) mc,ratén 1 Molecular Probes
clon 1D6,lgG2ak
Citocromo C me,raton 25 BD Pharmingen
clon 7H8-2C12,1gG2b

Los anticuerpos secundarios dirigidos contra las IgGs de ratén, cabra, conejo o
rata, marcados con fosfatasa alcalina, asi como los reactivos BCIP (bromo-4-cloro-
indolil-fosfato de p-toluidina) y NBT (nitroazul de tetrazolio) procedieron de Sigma
(Madrid, Espana). El disolvente de estos reactivos, N,N’ dimetil formamida, se obtuvo

de Scharlau.
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3.1.5.2.- Anticuerpos y reactivos utilizados en citometria de flujo.

La siguiente tabla contiene la informacién referente a los anticuerpos usados:

Anticuerpo Especie de origen Concentracion Proveedor
clon, isotipo (ng/ml)
Bax mc, ratén 5 BD Pharmingen
clon 6A7, IgG1 N°Cat.556467
Bak mc, raton 2,5 Calbiochem
clon TC100, IgG2
Citocromo ¢ mc, ratén 1 BD Pharmingen
clon 6H2B4
IFNR2 mc, raton 1 Calbiochem
N° Cat. 407295
APO-1/Fas-FITC mc, raton 0,1 Bender MedSystems
clon SM1/23 N° Cat. BMS 140FI
DR4-PE mc, ratén 0,1 e-Biosciences
(TRAIL-R1) clon DJR1, 1gG1
DR5-PE mc, raton 0,1 e-Biosciences
(TRAIL-R2) clon DJR2-4, IgG1
DcR1-PE mc, ratén 0,1 e-Biosciences
(TRAIL-R3) clon DJR3, 1gG1
DcR2-PE mc, ratén 0,1 e-Biosciences
(TRAIL-R4) clon DJR4-1, 1gG1
APO2L/TRAIL mc, raton 0,1 Genentech
(5C2)

Los anticuerpos secundarios dirigidos contra las IgGs de ratén, marcados con
FITC o PE, se emplearon en caso de no estar marcado el anticuerpo primario y
procedieron de Sigma.

Para la caracterizacion de los pacientes de mieloma multiple se emplearon los
siguientes anticuerpos monoclonales, a-CD19-PE (clon HIB19, 1gG1,x), a-CD38-FITC
y a-CD38-Pc5 (clon HI72, IgG1,x), a-CD45-PE y a-CD45-Pc5 (clon HI30, IgG1,x), a-
CD56-PE (clon BI59, 1gG1,x) y a-CD138-FITC (clon MI15, IgG1,x) todos ellos de BD

Pharmingen.
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La Anexina V marcada con fluoresceina (Anexina-FITC) o con ficoeritrina
(Anexina-PE) procedié de Caltag (Barcelona, Espafa) y el ioduro de propidio (Pl) de
Bender Medsystems (Alemania). La sonda fluorescente loduro de 3,3'-dihexiloxa
carbocianina (DiOCg4(3)), y los compuestos Dihidroxietidio (DHE) y 5-(y-6)-clorometil-
2’7 -diclorodihidrofluoresceindiacetato acetil éster (CM-H,DCFDA, DCFDA), usados
en el analisis de la generacion de especies oxigenadas reactivas (ROS, formas

radicales del oxigeno), procedieron de Molecular Probes (Leyden, Holanda).

3.1.5.3.- Anticuerpos y reactivos utilizados en microscopia confocal de

fluorescencia.

La siguiente tabla contiene la informacion referente a los reactivos empleados:

Anticuerpo Especie de origen Concentracion Proveedor
clon, isotipo (ng/ml)
Dr. Susin.
AIF pc, conejo 1/200 (Instituto Pasteur,
Paris, Francia)
DR4 Alexis Biochemicals
(TRAIL-R1) mc, raton 1 (HS101)

Subunidad B de la

toxina del célera 1 Molecular Probes
(CTxB)

En la inmunolocalizacién de AlF, se empleé como secundario un anticuerpo
dirigido contra IgGs de conejo y marcado con FITC. En el caso de DR4 (TRAIL-R1) se
usé un anticuerpo dirigido contra IgGs de ratén y marcado con el fluorocromo Alexa
Fluor 488 (Abs/Em* 495/519). La subunidad B de la toxina del colera estaba

directamente marcada con el fluorocromo Alexa Fluor 555 (Abs/Em* 555/565).
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3.1.6.- Productos para técnicas de biologia molecular.

3.1.6.1.- Productos para cultivos bacterianos.

Se usaron bacterias competentes Escherichia Coli DH50 preparadas en el
laboratorio. La triptona y el extracto de levadura se obtuvieron de Panreac, el NaCl de
Merck y el agar-agar de Sigma. El antibidtico de seleccion (Ampicilina) procedid de

Roche y las placas Petri de TPP (Suiza).

3.1.6.2.- Productos para el aislamiento y analisis de ADN e ingenieria genética.

Para extraer el ADN a partir de los cultivos bacterianos se emplearon el Kit

CONCERT Rapid Plasmid Miniprep System 250 Reactions de Gibco BRL (Barcelona,

Espafia) para minipreps y el Kit Jet Star Plasmid Purification Maxi Kit/20 de Genomed

para extracciones a mayor escala. La agarosa utilizada para la elaboracion de geles
fue proporcionada por Scharlau, el bromuro de etidio por Fluka (Espafa) y el marcador

de peso molecular 100 bp DNA ladder por Promega.

Para purificar bandas de ADN a partir de geles de agarosa se empleé el kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit de Amersham Biosciences (USA). El
Loading Buffer 10x y las enzimas de restriccion Hindlll y EcoRI fueron obtenidas de
Takara, el buffer Y+/TANGO y las enzimas BamHI, Xhol, y la T4 DNA ligasa de

Fermentas (Espafa). La enzima fosfatasa alcalina procedié de Calbiochem.

3.1.6.3.- Productos para la obtencién de la construccion pLZR-IRES-GFP-mcl-1.

Para la amplificaciéon del gen mcl-1 e insercion de nuevos extremos de
restriccion, el ADN empleado como molde fue el plasmido pcDNA3.0-mcl-1, con el gen
mcl-1 clonado entre sitios de restriccion Hindlll y BamHI. Este vector fue amablemente
proporcionado por el Dr. Victor Yuste (Instituto Pasteur, Paris, Francia). Los oligos de
PCR empleados fueron sintetizados especificamente por encargo a Isogen
Bioscience. Los dNTPs fueron proporcionados por Invitrogen y la TagDNA polimerasa
y su tampén correspondiente procedieron de Gibco-BRL. El vector pGEM-T Easy

Vector fue obtenido de Promega y los productos X-Gal e IPTG de Q-Biogene.
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3.1.7.- Reactivos usados en las infecciones retrovirales.

El NaCl, CaCl, y Na,HPO, se obtuvieron de Merck. El Hepes, la cloroquina y el
Polybrene® de Sigma (Madrid, Espana). Las jeringuillas fueron proporcionadas por

Terumo (Bélgica) y los filtros de 0,22 um (Acrodisc) por Pall Corporation (USA).

La linea celular 293T y los vectores plasmidicos pLZR-IRES-GFP, pMDG-VSV,
pNVUL-MLV-gag-pol fueron amablemente proporcionados por el Dr. Atanasio

Pandiella (Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca).

3.1.8.- Reactivos usados en transfecciones con Nucleofector®.

El electroporador (Nucleofector®) y el kit de transfeccién empleado, Cell Line
Nucleofector® Kit R, fueron proporcionados por amaxa biosystems (USA). Los oligos,
siRNA Bim (5"-GAC CGA GAA GGU AGA CAA UUG-3"), siRNA PUMA (5"-AAA GAC
AGG AAU CCA CGG CUU-3"), y siRNA no silenciador (5-UUC UCC GAA CGU GUC
ACG U-3’), fueron sintetizadas por Dharmacon (Lafayette, USA).
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3.2.- METODOS.

3.2.1- Cultivos celulares.

3.2.1.1.- Lineas celulares establecidas.

Las lineas celulares que se han utilizado en este trabajo han sido: las lineas de
mieloma multiple humano (RPMI 8226, NCI-H929, U266 (clon B1) y MM.1S), la
leucemia de tipo B IM-9, obtenida a partir de la sangre periférica de un paciente con
mieloma, y una linea celular derivada de RPMI 8226 con alta capacidad de
proliferacion (RPMI 8226/hp a partir de ahora). La linea original RPMI 8226 fue
amablemente proporcionada por la Dra. Martine Amiot (INSERM U463, Nantes,
France), las células MM.1S, por el Dr. Atanasio Pandiella (Centro de Investigacion del
Cancer, Salamanca, Espana) y las lineas NCI-H929, U266, IM-9 y RPMI 8226/hp por

el Dr. Antonio Campos Caro (Hospital Puerta del Mar, Cadiz, Espafia).

3.2.1.2.- Sublineas celulares derivadas.

Durante el desarrollo del presente trabajo se han obtenido, por medio de
infecciones retrovirales, sublineas celulares derivadas de la linea U266, U266-pLZR y
U266-pLZR-mcl-1 a partir de ahora, que contienen una o varias integraciones
cromosémicas de un constructo virico (pLZR-IRES-GFP o pLZR-IRES-GFP-mcl-1
respectivamente) (Abad et al., 2002).

3.2.1.3.- Medios de cultivo.

Todas las lineas anteriores se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado
con un 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM y antibidticos (penicilina
100 U/ml y estreptomicina, 100 ug/ml). Este medio se denominara, en adelante, medio
completo. La L-glutamina se afadié cada 20 dias, a partir de una solucién stock 200
mM en agua destilada de calidad MilliQ (Millipore, Barcelona), apta para cultivo, que

se guardo congelada a -20 °C en alicuotas estériles de 5 ml.
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3.2.1.4- Mantenimiento de los cultivos celulares.

Todas las lineas celulares se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de
. 2 . , 2 . .
25 6 75¢cm con tapon con filtro. En los frascos de 25 cm  se realizaron cultivos de

células en suspensioén en un volumen de 10 a 15 mly en los de 75 cmz, de 20 a 40 ml.
Las células RPMI 8226, RPMI 8226/hp, NCI-H929 e IM-9 se sembraron a una

densidad de 15 x 104 cél/ml . Las células U266, U266-pLZR, U266-pLZR-Mcl-1 y

MM.1S se sembraron a una densidad minima de 30 x 104 cél/ml. Se cultivaron en un
incubador termostatizado (Heraeus Cell, Alemania), a 37 ° C, en aire saturado de

humedad y con un 5% de CO,. A los 3 ¢ 4 dias de cultivo, alcanzadas densidades

entre 8-12 x 105 cél /ml, se realizd el pase de los cultivos. Para ello, se determino el
numero de células y su viabilidad (en azul trypan) con ayuda de un hemocitémetro o
camara Neubauer al microscopio éptico (Optiphot, Nikon).

Todas las manipulaciones con las células se realizaron en campanas de flujo
laminar vertical (Telstar, Espafia) y en condiciones estériles. El material usado, de
vidrio y plastico, se esterilizd previamente en un autoclave (Autester, Mod 4376,
Selecta, Espafa) durante 20-30 minutos a 1,2 atm de presion y las disoluciones
afiadidas a los cultivos se esterilizaron usando filtros de 0,22 uym (Acrodisc) de Pall
Corporation (USA).

3.2.1.5.- Congelacién y descongelacién de las lineas celulares.

Las lineas celulares se almacenaron congeladas en nitrogeno liquido a -196

°C. Para ello, 6x106 células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min, se eliminé el
sobrenadante, se resuspendieron en 500 ul de medio completo con un 10% de
dimetilsulféxido (DMSQ) y se transvasé la suspensién a un criotubo de congelacion
(Nunc) estéril. Los viales se introdujeron rapidamente dentro de unas gradillas de
poliestireno expandido en un congelador a -80°C, durante al menos 24 h. Pasado este
tiempo, se pudieron depositar en el interior de un contenedor de nitrégeno liquido,
donde se almacenaron hasta su utilizacion.

Para la descongelacién de las células, los criotubos se dejaron atemperar en la
campana y se les afadiéo 1 ml de medio completo atemperado. Conforme se inicio la
descongelacion de las células, se decanté el contenido de cada vial sobre 10 ml de
medio RPMI completo, se centrifugaron 5 min a 1200 rpm, se elimin6 el sobrenadante

y se resuspendieron en 5-8 ml de medio completo. Posteriormente, y ya recuperadas
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las células del proceso de descongelacién, se establecieron cultivos celulares a las

densidades normales de sembrado.

3.2.1.6.- Contaje y determinacion de la viabilidad celular.

La determinacion de la viabilidad celular se llevd a cabo mediante el contaje
con azul trypan. Las células muertas, que han perdido la integridad de su membrana,
son permeables a este colorante y adquieren una tonalidad azulada, mientras que las
células vivas o0 apoptdticas, que todavia mantienen su membrana plasmatica integra,
no se tifien. Para el contaje se mezclaron 50 ul de suspension celular, previamente
homogeneizada, y 50 ul de una solucién esteéril de azul trypan al 0,4% en NaCl 0,15M.
La mezcla se deposité sobre un hemocitometro o camara Neubauer y se observé al
microscopio optico (Optiphot, Nikon). Para determinar la densidad celular se contaron
un numero de cuadrantes completos de la camara tal que se obtuvieran como minimo
100 células totales (viables y no viables). La densidad celular se calculd como el

numero de células viables dividido del numero de cuadrantes contados y multiplicado

- . 4 ~ .
por la dilucion de la suspension celular y 10 (ajuste del tamafio de la camara). La
viabilidad celular se evalué considerando el nimero de células no coloreadas (viables)

respecto al numero de células totales y fue siempre superior al 90%.

3.2.1.7.- Medida de la proliferacion celular.

Para evaluar la proliferacién celular de las diversas lineas, tras ser sometidas a
diferentes tratamientos con drogas citotéxicas, se utilizd el método de Mossman
modificado por Alley (Alley et al.,1988). Este método relaciona el numero de células
viables presentes en los cultivos con la cantidad de cristales de azul formazan,
insolubles en medio acuoso, producidos por oxidaciéon del bromuro de dimetil-tiazolil-

tetrazolio (MTT). Para estimar dicha proliferacion, las células se cultivaron a

densidades de 3-5x105 cél/ml en placas de poliestireno de 96 pocillos y fondo plano,
con un volumen de 100 pl por pocillo, y al menos 4 pocillos por punto experimental, en
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de droga citotoxica. El cultivo se
incubo en la estufa entre 24-48h dependiendo de la cinética de la droga a analizar, y
transcurrido este tiempo se afiadieron a cada pocillo 10 pl de una disolucion estéril de
MTT (5 mg/ml), preparada en suero fisiolégico (PBS: NaCl 0,15M, fosfato potasico

0,01M, pH 7,4). Las placas se incubaron en presencia de MTT durante 2-3 horas y se
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centrifugaron durante 20 min, a 3500 rpm. Se eliminé el sobrenadante de los pocillos
por inversion rapida y enérgica de la placa sobre papel de filtro (flik). Los cristales de
formazan formados se disolvieron anadiendo a cada pocillo 100 yl de DMSO vy
agitando en una placa vibradora (Bioblock, Francia) . Se midié la absorbancia de los
pocillos a 550 nm en un lector de placas ELISA (MR5000, Dynatech, USA.) frente a
los blancos apropiados (medio de cultivo sometido al mismo procedimiento que los
cultivos celulares).

El método del MTT ha sido también utilizado en el presente trabajo como

medida indirecta de la muerte celular.

3.2.2.-Obtencion y analisis de células obtenidas a partir de muestras de

médula ésea y/o sangre.

3.2.2.1.- Obtencién de células plasmaticas a partir de aspirados de médula ésea.

Se obtuvieron células plasmaticas mielomatosas (MMs) a partir de aspirados
de médula 6sea de pacientes con mieloma multiple. Las muestras fueron
proporcionadas por la Dra. Pilar Giraldo (Serv. Hematologia del Hospital Miguel
Servet, Zaragoza). En la mayor parte de los casos se tratdé de pacientes de nuevo
diagnostico que no habian sido sometidos anteriormente a ningun tratamiento.

La muestra de partida consistié en 1-2 ml de aspirado de médula 6sea obtenido
por puncién en la cresta iliaca. En gran parte de la muestras existia contaminacién con
restos de tejido del estroma medular. Por ello, las muestras se diluyeron con 2-3 ml de
medio RPMI completo y esta mezcla se afiadié sobre 5 ml de Ficoll-Paque. La adiccion
se realizé de forma lenta, sobretodo al principio, para favorecer la formacion de una
clara interfase. Se centrifugaron los tubos a 1400 rpm y sin freno durante 20 min. Se
eliminé con pipeta Pasteur la fase superior (plasma) y se transvasé la interfase o anillo
de células mononucleadas (linfocitos T, linfocitos B, monocitos, células plasmaticas
normales y mielomatosas, células del estroma de la médula, etc.) con ayuda de otra
pipeta Pasteur a un tubo en el que previamente se habian depositado 10 ml de medio
RPMI completo. Se centrifugaron a 1200 rpm 5 min a ta., se elimind el
sobrenadante, se resuspendieron en 3-5 ml y se observaron al microscopio 6ptico
(Optiphot, Nikon). Determinada la viabilidad y la densidad celular una parte de las

células se reservaron para realizar el inmunofenotipo (apartado 3.2.2.2.) y el resto se
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sembraron a densidad de 5x106 cél/ml en medio completo para evaluar su sensibilidad
a diferentes drogas citotéxicas. Para asegurar la mejor supervivencia in vitro de las
células mielomatosas, ademas de las altas densidades de sembrado, también se les
afiadi6 1000 U/ml de interleuquina-6 (IL-6), una citoquina muy importante en la

progresion del MM como ya se ha comentado (apartado 2.3.3.4.).

3.2.2.2.- Inmunofenotipado y marcaje de células plasmaticas.

Una caracteristica importante de las células de MM es su heterogeneidad,
sobretodo en el patron de marcadores de membrana. Estos marcadores son muy
utiles para distinguir células mielomatosas (MMs) de células plasmaticas normales
(PCs) y de linfocitos sanos, presentes en la poblacion heterogénea obtenida con el
método anterior. La distincién de las diferentes poblaciones es importante para evaluar
si el farmaco analizado es toxico solo para MMs o si también lo es para otros tipos de

células normales de la médula 6sea.

Para realizar el inmunofenotipado, se tomaron aproximadamente 1x106 células
de la poblacion heterogénea, se centrifugaron y se lavaron con PBS. Se
resuspendieron en 100 ul de PBS con un 0,2% de albumina bovina y se afnadieron las
siguientes mezclas de anticuerpos:

- mezcla A: 4 ul CD-138-FITC/ 4 ul CD-19-PE/ 4 ul CD-38-Pc5

- mezcla B: 4 ul CD-38-FITC/ 4 pl CD-56-PE/ 4 ul CD-45-Pc5
Se incubaron 15 min a t.a. en oscuridad, se diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 y se
analizaron en el citometro de flujo usando un protocolo de 3 colores especificamente
disefado para este fin.

Para evaluar la toxicidad de los farmacos sobre las diferentes poblaciones
medulares mediante la translocacion de fosfatidilserina (PS), se tomaron
aproximadamente 1x106 células de la poblacion heterogénea por punto, se
centrifugaron y se lavaron con PBS. Se resuspendieron en 100 pul de PBS con un 0,2%
de albumina bovina y se les afadié: 4 ul CD-38-Pc5 y 4 ul de CD45-PE y se incubaron
15 min a ta. en oscuridad. Las células ya marcadas, se centrifugaron y se
resuspendieron en 200 ul de ABB (Annexing binding Buffer) (apartado 3.2.6.3.) a los
que se anadieron 2,5 ul de anexina-V-FITC. Se incubaron 15 min a t.a. en oscuridad,

se diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 y se analizaron en el citémetro.
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En algunos casos se determin6 la caida del potencial mitocondrial (AWr)
(apartado 3.2.6.3.). Para ello, las células marcadas con CD-38-Pc5 y CD-45-PE se
centrifugaron y se resuspendieron en 200 pl de una dilucion 2 nM de DiOCg(3) en
PBS. Se incubaron 10 min a 37°C, se diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 y se
analizaron en el citdbmetro de flujo. En ambos casos volvié a emplearse el protocolo de

tres colores antes mencionado.

3.2.2.3.- Obtencién de monocitos a partir de sangre periférica.

Los monocitos de sangre periférica se obtuvieron a partir de sangre de
donantes normales. La muestra (500 ml en bolsa heparinizada) procedié del banco de
sangre del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Se tomaron 25 ml
de sangre por punto y se depositaron en un falcon de fondo cénico sobre 20 ml de
Ficoll Paque. Los tubos se centrifugaron 20 min a 1400 rpm y sin freno. Se eliminé con
pipeta Pasteur la fase superior (plasma) y se transvasé la interfase o anillo de células
mononucleadas (linfocitos T, linfocitos B y monocitos) a un tubo en el que previamente

se habian depositado 10 ml de medio RPMI completo. Se centrifugaron a 1200 rpm 5

min a t.a., se elimind el sobrenadante y se cultivaron a densidad de 1x106 cél/ml en
medio RPMI completo (10% SFB) a 37°C durante 2 h, de modo que los monocitos se
adhirieran a las paredes del bote de cultivo. Se elimind el medio del cultivo,
eliminandose asi los linfocitos T y B, y se lavé vigorosamente con medio completo
para asegurar que so6lo los monocitos quedaran adheridos. Posteriormente, se afiadio
medio RPMI completo y las drogas citotoxicas y se mantuvieron en cultivo 48 h como

maximo.

3.2.3.- Analisis de proteinas.

3.2.3.1.- Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares totales con

detergentes.

i . . , 6
Tras someter las células a diversos tratamientos, se recogieron 5x10 células
en tubos Falcon y se centrifugaron 5 min a 1200 rpm. Se eliminaron los

sobrenadantes, se lavaron con 1 ml de PBS y se transfirieron a tubos eppendorff.
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Se anadié 100 yl de tampon de lisis que contenia: Triton X-100 al 1% (v/v), NaCl 150
mM, Tris/HCI 50 mM pH 7,6, glicerol 10% (v/v), EDTA 1 mM, ortovanadato sdédico 1
mM, pirofosfato sédico 10 mM, leupeptina 10 pg/ml, NaF 10 mM y PMSF 1 mM
(fluoruro de fenilmetil sulfonilo) y se incubaron 30 min a 4°C en bafio de hielo. Los
tubos se centrifugaron 10 min a 10.000 rpm (Microfuga, Beckman Coulter) a 4°C vy
se recuperé el sobrenadante, descartandose la fraccion insoluble. Sobre dicho
sobrenadante se anadieron 50 pl de un tampdén de carga concentrado 3x, que
contenia: Tris/HCI 150 mM pH 7,4, SDS (dodecilsulfato sodico) 3%, molibdato de
sodio 0,3 mM, pirofosfato de sodio 30 mM, NaF 30 mM, glicerol 30% (v/v), B-
mercaptoetanol 30% (v/v) y BFB (azul de bromofenol) 0,06% (p/v). Finalmente, los
lisados celulares se calentaron a 100°C en un bafo seco (Selecta) durante 5 min y se

guardaron a -20 °C hasta su utilizacion.

3.2.3.2.- Fraccionamiento subcelular 1: fracciéon citosélica y fraccién

membranosa.

Tras el tratamiento con distintas drogas, las células (5 x10°) se transfirieron a
tubos Falcon y se centrifugaron 5 min a 1200 rpm, se eliminaron los sobrenadantes y
se lavaron con 5 ml de PBS pH 7,4 a 4°C. A partir de este momento todas las
manipulaciones se realizaron en hielo y las centrifugaciones a 4°C para conseguir que
el fraccionamiento citosélico fuera 6ptimo y no se produjeran contaminaciones entre la
fraccion citosdlica y la fraccion membranosa.

Tras el lavado, se anadieron 80 ul del tampon de fraccionamiento subcelular |
(sacarosa 250mM, digitonina 0,05%, EDTA 1mM, Tris 25 mM pH 6,8, DTT 1mM e
inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina y aprotinina 1uM, benzamidina 0,1
mM y PMSF 0,1 mM)) en hielo y se resuspendié varias veces con la micropipeta.
Transcurridos 30 s, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm 3 min a 4°C
(Microfuga,Beckman Coulter). Tras esto, por un lado se recuperd el sobrenadante
(fraccidn citosolica) y se trasvaso a un tubo eppendorff, prestando especial atencion
en no rozar el precipitado (fraccion membranosa) y siendo aconsejable no recogerlo
todo para evitar la contaminacion entre fracciones. A esta fraccion se le afiadieron
26,6 pl del tampén de carga concentrado 4x (Tris/HCI 320 mM pH 6,8, SDS
(dodecilsulfato sodico) 8%, glicerol 40% (v/v), y BFB (azul de bromofenol) 0,08%
(p/v)). Por otro lado, la fraccibn membranosa se resuspendié con ayuda de

micropipeta y agitacion en vortex en 106,6 pl de tampo6n de carga 1x (Tris/HCI 80 mM
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pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10% (v/v), y BFB 0,02% (p/v)). Finalmente, los lisados
celulares obtenidos se hirvieron en un bafio seco (Selecta) durante 5 min y se
guardaron a —20 °C hasta su utilizacion. Operando de este modo se pudieron obtener
por un lado citosoles celulares (citosol y membranas ligeras como el reticulo

endoplasmico) y por otro las mitocondrias y el nucleo.

3.2.3.3.- Separacion de proteinas celulares. Electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS.

La separacion de las proteinas celulares en funcion de su peso molecular se
realizd por electroforesis en geles de poliacrilamida (8x8cm) que contenian SDS al
0,1%. El porcentaje de poliacrilamida vari6é entre el 10 y el 15 %, dependiendo del
tamafo de las proteinas a analizar,. Las electroforesis se realizaron en cubetas de
electroforesis de Hoefer miniVE, Amersham Biosciences (San Francisco, CA).

Las muestras de lisados o fraccionamientos celulares se calentaron a 100°C
durante 5 min, se centrifugaron (60 s, 12.000 rpm, Minifuga) y se aplicaron en los
pocillos del gel (20-35 pl/pocillo). Las electroforesis se realizaron a un voltaje de 180 V

durante 2-3 horas.

3.2.3.4.- Transferencia de proteinas a membranas.

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa segun un método previamente descrito (Talanian et al., 1997), utilizando
un tampdn de transferencia compuesto de: Tris/HCI 48 mM pH 8,3, glicina 39 mM,
SDS 0,037% y metanol 20% (v/v) de calidad HPLC. La transferencia se realizé en un
equipo de transferencia semiseca de BIO-RAD a 20V y 400mA, durante 55 min y se

verificé tinendo la membrana con Rojo Ponceau.

3.2.3.5.- Analisis de proteinas por inmunotransferencia (Western blotting) y

deteccion de los inmunocomplejos.

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de nitrocelulosa se

analizaron con la ayuda de anticuerpos especificos, y los pesos moleculares relativos
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de las proteinas detectadas, se calcularon en relacion a los marcadores de pesos
moleculares estandar coloreados (7ul/pocillo) Full Range Rainbow (Amersham, LIFE
SCIENCE).

Tras la tincidon con Rojo Ponceau, la membrana de nitrocelulosa se bloqued
con leche desnatada en polvo al 5% (p/v), disuelta en PBS, durante 1 h a t.a. o toda la
noche a 4°C. Una vez bloqueada, se lavé 3 veces durante 5 min con una soluciéon de
lavado que contenia: NaCl 0,12 M, Tris/HCI 10 mM pH 8,0, Tween-20 0,1% (p/v) en
PBS pH 7,4 (denominada tampon B). Posteriormente, se incubd con el anticuerpo
primario especifico (diluido en tampon B con un 2% de leche desnatada en polvo)
para detectar la proteina deseada. Las diluciones y el tiempo de incubacion se
determinaron en cada caso dependiendo del anticuerpo utilizado. Finalizada la
incubacién, la membrana se lavdé abundantemente (3 veces durante 5 min por medio
de agitacion moderada en tampdn B) y se incubd esta vez con un anticuerpo contra
IgGs de ratdn, conejo, cabra o rata (dependiendo del origen del anticuerpo primario)
marcado con fosfatasa alcalina (diluido en tampén B con un 2% de leche desnatada
en polvo) durante 1-3 h a t.a. y con agitacion suave. La concentracion utilizada del
segundo anticuerpo fue de 0,2 pg/ml en todos los casos. Finalizada la incubacion, se
retirdé la soluciéon de anticuerpo y se lavé la membrana, 3 veces durante 5 min,
agitando moderadamente con tampén B.

La deteccion de los inmunocomplejos se realiz6 mediante una solucién de
revelado, preparada en el momento de su utilizacion, que contenia: 22,5 ml de
tampon  Tris/HCI 0,2 M, MgCl, 1 mM, pH 9,6, 2,5 ml de una disolucion 1 mg/ml de

nitroazul de tetrazolio (NBT) en dimetilformamida (DMF, Scharlau) y 375 ul de una
disolucién 4 mg/ml de bromo-4-cloro-indolil-fosfato (BCIP) en dimetilformamida. Las
soluciones de BCIP y NBT se guardaron en oscuridad a -20°C.

La reaccién de revelado se detuvo lavando la membrana con abundante agua
destilada. Una vez revelada, la membrana se escaneé y se conservo a 4°C durante
varios meses. El tiempo de revelado dependié de la cantidad de muestra aplicada y de
la sensibilidad del anticuerpo utilizado, pudiendo oscilar desde 15 min a varias horas.
No es conveniente, sin embargo, utilizar un tiempo de revelado muy largo, debido a

que conduce a la aparicion de coloracion inespecifica de fondo.
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3.2.4.- Analisis de la fragmentacion del ADN durante la apoptosis.

Durante la muerte celular programada se produce una compactacion y
fragmentacion del material nuclear, que puede ser facilmente detectada usando
colorantes que tifien especificamente la cromatina nuclear. Las células normales se
caracterizan por presentar un nucleo compacto y bien definido con una tincién
uniforme y difusa, mientras que, en las células que han sufrido apoptosis se observa

condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear.

3.2.4.1.- Tincion con PPDA.

El reactivo utilizado para la tincién nuclear se preparé a partir de una disolucion
de p-fenilendiamina (PPDA) (10 mg/ml) en PBS pH 7,4, que se diluyo con glicerol
oxidado hasta una concentracion final de 1 mg/ml (Vanags et al., 1996). Esta
disolucién se neutralizé con hidréxido sédico 1M y se irradié durante unas horas con
luz UV. Tras un periodo de envejecimiento, mediante exposicién a radiacion solar, se
guardd a —20°C protegida de la luz. Las tinciones celulares se realizaron utilizando
células inmovilizadas sobre cubreobjetos redondos (¢ 13 mm) recubiertos con poli-L-
Lisina. Para ello, los cubreobjetos, se lavaron en etanol y se dejaron secar al aire. Se
anadieron 150 yl de una disolucién 0,1% (p/v) de poli-L-Lys en H,O (Sigma, Espana)
sobre una de sus caras y se dejaron reposar durante 20 min. Transcurrido ese tiempo,
se retird la disolucidn con una micropipeta y se lavaron los cubres con agua destilada.

Una vez secos, se esterilizaron por irradiacién con luz UV (254 nm) durante 15 min.

Para realizar el andlisis de la fragmentacién nuclear, las células (5 x 105), tras
los diferentes tratamientos, se recogieron en un tubo eppendorf y se centrifugaron 5
min a 1200 rpm a t.a., se eliminé el sobrenadante y se lavaron con 1 ml de PBS pH
7,4. Después, las células se fijaron por resuspension en una solucién de
paraformaldehido al 1% (v/v) en PBS pH 7,4 e incubacion 15 min a 4°C. Se lavaron
de nuevo con PBS y se resuspendieron en 500 ul del mismo tampén. Se pasaron a
una placa de 24 pocillos en la que previamente se habian introducido los cubreobjetos
con poli-L-Lys con la cara tratada hacia arriba, de manera que quedase en contacto
con la suspension celular. La placa se centrifugé 5 min a 1200 rpm, se extrajeron los
cubreobjetos y se dejaron secar al aire a t. a. durante 10-15 min, cuidando siempre

que la cara tratada quedara hacia arriba.
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Sobre un porta se afiadieron gotitas de la solucién de PPDA antes comentada,
y los cubres, con la cara tratada hacia abajo se depositaron sobre cada una de ellas.
Finalmente, se observaron con un microcopio de fluorescencia (E600/E400, Nikon)
provisto de un equipo de fotografia digital (DXM1200F, Nikon) y se analizaron con los
programas de fotografia Nikon ACT-1 y Adobe Photoshop 7.0. Las muestras pueden

conservarse a 4° C durante varios meses.

3.2.4.2.- Tincion con Hoechst 33342.

El reactivo utilizado para la tincidn nuclear se preparé a partir de una disolucion
de Hoechst 33342 (20 mg/ml) que se diluyé con PBS pH 7,4 hasta una concentracion
final de 20 pug/ml. Esta disolucion se guardd a 4°C protegida de la luz. En este caso las

tinciones celulares se realizaron sobre células en suspension.

Tras los correspondientes tratamientos, las células (3 x 105) se centrifugaron 5
min a 1200 rpm a t.a. y se resuspendieron en 200 ul de medio RPMI completo que
contenia 2 ug/ml de Hoechst 33342. Las células se incubaron 15 min a t.a. en
oscuridad. Finalizada la incubacién, se colocaron 15 ul de la suspensién celular sobre
un portaobjetos y se cubrieron con un cubreobjetos (20X20 mm). Finalmente, se
observaron con un microcopio de fluorescencia (E600/E400, Nikon) provisto de un
equipo de fotografia digital (DXM1200F, Nikon) y se analizaron con los programas de
fotografia Nikon ACT-1 y Adobe Photoshop 7.0.

3.2.5.- Inmunolocalizacion de proteinas por microscopia confocal de

fluorescencia.

Esta técnica se empledé en la inmunolocalizacién del Factor Inductor de
Apoptosis (AIF). Durante el proceso apoptético la proteina mitocondrial AlIF es liberada
al citosol y posteriormente se trasloca al nucleo, donde induce la rotura del ADN en
fragmentos de alto peso molecular (350-500 kpb).

Las células (1-2x10°) tras los distintos tratamientos, se recogieron, se
centrifugaron 5 min a 1200 rpm, se lavaron con 1 ml de PBS y a continuacion se fijaron
con 1 ml de una solucién de paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS pH 7,4 durante 15

min at.a. En una placa de 24 pocillos se afadieron cubres de L-poli-Lys (apartado

74



Materiales y Métodos

3.2.4.1) con la cara tratada hacia arriba y sobre ellos las células fijadas. Las placas se
centrifugaron 5 min a 1200 rpm para facilitar la adhesion de las células a los cubres.
Se eliminé el paraformaldehido de los pocillos por aspiracién, y se lavaron con 1 ml de
PBS por pocillo. Las células asi fijadas en los cubres, se incubaron a continuacion con
los anticuerpos correspondientes o se mantuvieron a 4 °C (maximo 48 horas) hasta la
realizacion del marcaje. Para realizar el marcaje con anticuerpos, los cubres se
sacaron de los pocillos y se lavaron* con una solucién de saponina 0,1% en PBS para
seguidamente ser incubados con el anticuerpo primario o-AlF (dilucién 1/200 en
saponina 0,1% en PBS con 10% de suero de cabra) durante 30 min a t.a. La
incubacién se realizé en el interior de una camara humeda **, y pasado ese tiempo se
lavaron dos veces con saponina 0,1% en PBS (vasos 1 y 2). Seguidamente, se
incubaron con el anticuerpo secundario marcado con FITC en las mismas condiciones
descritas para el primario, y pasado el tiempo de incubacién se lavaron dos veces con
saponina 0,1% (vasos 1y 2), una vez con PBS (vaso 3) y una vez con agua destilada
(vaso 4). Tras los lavados, los cubres conteniendo las células marcadas, se montaron
con la cara tratada hacia abajo sobre una gota de Mowiol, previamente depositada en
un portaobjetos, y se preservaron a 4° C hasta su analisis. Las preparaciones fueron
visualizadas en un microscopio confocal Zeiss 310, analizadas usando el software
LSM 3.95 y finalmente procesadas usando el software Adobe Photoshop 7.0. Las
células aisladas fueron observadas en 10 planos de foco sucesivos, separados 0,1 um

y ajustados desde la parte inferior a la superior de la célula.

También se empled la microscopia confocal de fluorescencia para evaluar la
aglutinacion de receptores DR4 (TRAIL-R1) en balsas lipidicas en algunos tipos
celulares, tras el tratamiento con determinados agentes farmacoldgicos. Este se
evalué estudiando la co-localizacidn de receptores con la subunidad B de la toxina del
colera (CTxB). La toxina del célera consta de dos subunidades (A y B), la subunidad B
carece de toxicidad y su funciéon es permitir a la proteina interaccionar con la
membrana celular, ya que esta subunidad liga especificamente cadenas de

pentasacaridos de ganglidsidos.

*

Los lavados se realizaron sujetando el cubre por un extremo con unas pinzas e
introduciéndolo en vasos que contenian las soluciones indicadas en cada caso:

1. saponina 0,1% en PBS; 2. saponina 0,1% en PBS; 3. PBS; 4. agua destilada.
** La cdmara humeda consistié en una caja de plastico cerrada con el fondo recubierto con
papel de filtro humedecido con agua destilada, sobre el cual se colocé una capa de parafilm.
En este parafilm se depositaron las diluciones de los anticuerpos (50ul/cubre) y sobre éstas los
cubres con las células adheridas siempre con la cara tratada hacia abajo.
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Para realizar este doble marcaje de membrana, se recogieron 1x10° células,
sometidas o no (controles) a los distintos tratamientos, se centrifugaron 5 min a 1200
rpm, se lavaron con 1 ml de PBS pH 7,4 y a continuacién se resuspendieron en 200 pl
de PBS pH 7,4 con un 5% de suero de cabra. Se anadio el anticuerpo primario a-DR4
(1 ng/ml) y se incub6 durante 20 min a t.a. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS pH 7,4 y se resuspendieron en 200 ul de PBS pH 7,4 con 5% de suero de cabra y
dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 488. Se incubaron
20 min a t.a. , se lavaron con PBS y nuevamente se resuspendieron en 200 ul de PBS
pH 7,4 con 5% de suero de cabra, a los que se anadio, esta vez, la subunidad B de la
toxina del coélera marcada directamente con Alexa Fluor 555 (dilucién 1/1000). Las
células se incubaron durante 20 min a t.a y se lavaron con PBS pH 7,4. Las células
marcadas se fijaron en 500 pul de paraformaldehido al 1% en PBS durante 15 min a
4°C. En una placa de 24 pocillos se anadieron cubres de L-poli-Lys (apartado 3.2.4.1)
con la cara tratada hacia arriba, y sobre ellos se afadieron las células fijadas. Las
placas se centrifugaron 5 min a 1200 rpm para facilitar la adhesién de las células a los
cubres. Se elimino el paraformaldehido de los pocillos por aspiracion y se lavaron con
1 ml de PBS por pocillo. Tras esto, los cubres, conteniendo las células fijadas y
marcadas, se montaron con la cara tratada hacia abajo sobre una gota de Mowiol,
previamente depositada en un portaobjetos, y se preservaron a 4° C hasta su analisis.
Las preparaciones fueron visualizadas en un microscopio confocal Leica DMIREZ2,
analizadas usando el software Leica Confocal y procesadas usando el software Adobe
Photoshop 7.0.

3.2.6.- Citometria de flujo (FACS).

Se ha utilizado la citometria de flujo para el estudio de distintos parametros
caracteristicos del proceso apoptético y para analizar los niveles de expresion de
diferentes proteinas, intracelulares y de membrana, en las células.

El analisis de las muestras se realizé en un citobmetro Epics XL-MCL (Beckman
Coulter, USA), disponible en el Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, gracias a la colaboracion del Dr. Luis Larrad

y la Dra. Pilar Lasierra.
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3.2.6.1.- Analisis de la expresion de proteinas de membrana.

Para analizar la expresion de los receptores DR4 (TRAIL-R1), RD5 (TRAIL-
R2), DcR1 (TRAIL-R3) y DcR2 (TRAIL-R4) se tomaron 2x10° células vy se
resuspendieron en 50 ul de PBS con un 0,2% de albumina bovina (p/v). Se afiadieron
2 ul del anticuerpo anti-DR4-PE, anti-DR5-PE, anti-DcR1-PE o anti-DcR2-PE o 0,5 pl
de anti-lgG-PE inespecificas y se incubaron 15 min a t.a. en oscuridad. Tras la
incubacién, las muestras se diluyeron hasta 500 ul con PBS pH 7,4 y se analizaron en
el citdmetro de flujo.

La expresion de Fas en la membrana plasmatica se llevé a cabo incubando
2x10° células en 50 pl de PBS con un 0,2% de albumina bovina (p/v) y se afiadieron
1,5 pl de anti-Fas-FITC o 0,5 ul de anti-lgG-FITC inespecificas. Las muestras se
incubaron 15 min a t.a. en oscuridad y después se diluyeron hasta 500 pul con PBS pH
7,4 y se analizaron en el citdmetro de flujo.

El analisis de la expresion del receptor de IFNa se realizé a partir de 2x10°
células que se resuspendieron en 50 ul de PBS y 50 ul de suero humano AB. Se
afiadieron 0,4 ul de anti-IFNRA2 o 0,4 ul de anti-IgG inespecificas sin marcar y se
incubaron durante 30 min a t.a. Las células se centrifugaron, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 50 ul de PBS y 50 ul de suero humano AB a los que se afadié 0,4
ul de anti-IgG-FITC. Se incubaron 20 min a t.a, se lavaron con PBS, se

resuspendieron en 500 ul de PBS pH 7,4 y se analizaron en el citometro de flujo.

3.2.6.2.- Analisis de proteinas intracelulares.

Para analizar el cambio conformacional de Bax y Bak se tomaron 1x10° células
tratadas o sin tratar (controles) y se lavaron con 1 ml de PBS. Se anadieron 330 ul de
paraformaldehido al 0,5% en PBS y se incubaron 15 min a 4°C. Tras esto, se lavaron
con PBS y, primero se resuspendieron en 95 ul de saponina al 0,1% en PBS que se
incub6 durante 15 min a 4°C, y después se anadieron 5 ul de suero de cabra,
incubandose 5 min mas, esta vez a t.a. Se afadid entonces el anticuerpo primario en
funcién de la proteina a analizar: 5 pl de anti-Bak, 1 ul de anti-Bax o 1 ul de IgGs
inespecificas y se incubd 20 min a t.a. Las células se lavaron 2 veces con 500 ul de
saponina al 0,03% en PBS y se resuspendieron en 100 ul de saponina al 0,1%-suero

de cabra 5% con 0,4 ul de anticuerpo anti-IgG —FITC hecho en raton. Se incubaron 20
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min a t.a., se lavaron 2 veces con saponina al 0,03% en PBS y se resuspendieron en
500 ul de PBS pH 7,4. Finalmente, se analizaron en el citdmetro de flujo. También es
posible preservar las muestras a 4°C durante 20-24h hasta el momento de su analisis
en el citbmetro.

La liberacion de citocromo ¢ durante el proceso apoptético se analizd
mediante citometria de flujo de acuerdo al método descrito por Waterhouse y Trapani
(2003). 1x10° células, tratadas o sin tratar, se permeabilizaron mediante tratamiento
con 100 pl de digitonina (50 ug/ml en PBS 100mM de KCI) durante 5 min a 4°C. Se
diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 frio y se centrifugaron 3 min a 5500 rpm a 4°C .
Se anadieron 100 pul de paraformaldehido al 4% en PBS y se incubaron 20 min a t.a.
Se diluyeron a 1ml con PBS pH 7,4, se centrifugaron 3 min a 5500 rpm, esta vez a t.a.,
se resuspendieron en 100 ul de tampdn de bloqueo (albumina bovina al 3% y saponina
al 0,05% en PBS) y se dejaron 1 hora en reposo a t.a. Pasado este tiempo, se
afiadieron 0,5 pul de anticuerpo anti-citocromo c¢ y se incubaron durante toda la noche
a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron 2 veces con PBS pH 7,4 y se resuspendieron en
100 ul de tampdn de bloqueo, se anadieron 0,5 ul de anti-IgG-FITC y se incubaron 1
hora a t.a. en oscuridad. Finalmente, se diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 y se
analizaron por el citometria de flujo.

Los cambios en los niveles intracelulares de Apo2L/TRAIL en diversas
situaciones experimentales se analizaron partiendo de 5x10° células, que se lavaron
con PBS pH 7,4 y se fijaron por resuspension en 300 ul de paraformaldehido al 1% en
PBS durante 15 min a 4°C. Tras la fijacion, se lavaron con PBS pH 7,4, se
resuspendieron en 100 ul de saponina al 0,1% y se mantuvieron 10 min a 4°C. Se
afiadié 1 pl del anticuerpo anti-Apo2L/TRAIL (5C2) o 0,5 ul de 1gG inespecificas y se
incubaron una hora mas a t.a. Se lavaron 2 veces con PBS pH 7,4, se resuspendieron
en 50 pul de saponina al 0,1% con 0,5 ul de anti-IgG-FITC, se incubaron 30 min atay
finalmente, se diluyeron hasta 500 ul con PBS pH 7,4 y se analizaron en el citometro

de flujo.

3.2.6.3.- Determinacion simultanea del potencial mitocondrial (Ay,) y la

translocacioén de fosfatidilserina.
La exposicion de fosfatidilserina (PS) en la semicapa externa de la membrana

de las células durante la apoptosis se determind analizando la uniéon de anexina V,

proteina que liga de forma especifica este fosfolipido.
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Por otro lado, el potencial de membrana mitocondrial es generado por el
gradiente de protones (H') entre la matriz (cargada negativamente) y el espacio
intermembrana (cargado positivamente). Las células viables, con mitocondrias
energizadas, se caracterizan por tener un potencial de membrana mitocondrial alto
y constante (de aproximadamente -130 mV), cuyo valor desciende en las primeras
etapas del proceso apoptético. Para la medida de dicho potencial se utilizé la sonda
fluorescente lipofilica DiOCg(3) (ioduro de 3,3"- dihexiloxa carbocianina) que esta
cargada positivamente y se acumula en la matriz. Cuando desciende el valor de dicho
potencial, desciende la cantidad de sonda retenida en la matriz y disminuye la
fluorescencia. Dado que la medida de ambos parametros aporta informacién
complementaria, con el fin de reducir el numero de muestras y de obtener la maxima
informacion posible de cada una de ellas, se ajustaron las condiciones para realizar
doble marcaje anexina-V-PE y DiOCg(3). Ello fue posible ya que no se observd
interferencia entre las fluorescencias emitidas por la ficoeritrina (Amps=480-565 nm,
Aem= 578 nm) y la sonda DiOCg(3) (Aaps=485 nM, Ler=505 nm).

Para realizar este doble marcaje, las células a analizar ( 3x10°) se recogieron
en tubos eppendorff y se incubaron en 200ul de una dilucién 2 nM de la sonda
DiOCeg(3) en un tampdn 6ptimo para el funcionamiento de la anexina (Hepes/NaOH 10
mM pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5 mM) y que llamaremos ABB (Annexin Binding
Buffer). Las células se incubaron durante 15 min a 37 °C para permitir la entrada
de la sonda a las mitocondrias. Transcurrido este tiempo, se afadieron 0,5 ul de
anexina V-PE (0,1 ug/ml) y se incubaron 15 min a t.a. Finalmente, las muestras se
diluyeron con el tampén ABB hasta 1 ml y se mantuvieron en oscuridad a t.a. hasta su

analisis en el citometro de flujo.

3.2.6.4.- Analisis de ciclo celular.

Se recogieron 1x10° células, tratadas o no, y se lavaron con tampén de ciclo
celular (1 mg/ml de glucosa en PBS). Tras el lavado, las células se fijaron con 1 ml de
etanol al 70 % preenfriado en hielo. El etanol se fue afadiendo gota a gota sobre las
células, que se iban resuspendiendo en él, suavemente, con la ayuda de un vortex.
Las células una vez fijadas, se pueden guardar a —20°C hasta su utilizacion, siendo
recomendable mantenerlas en estas condiciones al menos 24 horas para obtener un

mejor marcaje.
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Una vez fijadas, las células se centrifugaron 10 min a 3000 rpm a 4°C y se
resuspendieron en 500 ul de tampén de ciclo celular y 0,5 mg/ml de RNasa. Se anadio
ioduro de propidio (20 ug/ml) y se incubaron durante 1 hora a t.a. en oscuridad.
Finalizada la incubacion, las células se analizaron por citometria de flujo. Tras el
analisis, se realizaron lavados mas abundantes y prolongados del citobmetro para

eliminar los posibles restos de ioduro de propidio (PI).

3.2.6.5.- Andlisis de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Durante la exposicion de células a diferentes drogas citotoxicas, se producen
situaciones de estrés celular y a menudo la generacion de pequefnas cantidades de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Si la cantidad generada de estos radicales
libres es muy elevada, pueden contribuir a actuar como mensajeros en el proceso de
la muerte celular (Nakazato et al., 2005).

Para analizar la generacién de anién superoxido se utilizé la sonda 2-
hidroxietidio (DHE). Es una molécula que en presencia de anién superoxido se reduce
a etidio y pasa a emitir fluorescencia roja. Para realizar el marcaje, se tomaron 2x10°
células, se centrifugaron y se resuspendieron en 100 ul de medio completo que
contenia DHE a una concentracion de 2 uM y se incubaron 15 min a 37°C. Tras la
incubacioén, las células se diluyeron hasta 1 ml con PBS pH 7,4 y se analizaron en el
citometro de flujo.

Para analizar la generacion de peréxido de hidrégeno, empleamos la sonda 5-
(-6)-clorometil-2°,7 -diclorodihidroflueresceindiacetato-acetiléster (CM-H,DCFDA) 'y
que abreviaremos como DCFDA. Se trata de un compuesto que se reduce en
presencia de peroxidos y cuya forma reducida emite fluorescencia verde. Esta sonda
es muy inestable en presencia de oxigeno y las alicuotas se deben guardar protegidas
de la luz y una vez reconstituidas deben ser utilizadas en el plazo de una semana.
Para realizar el marcaje, se tomaron 2x10° células, se centrifugaron y se
resuspendieron en 200 ul de medio completo que contenia DCFDA a concentracion de
10 uM. Se incubaron 15 min a 37°C. Tras la incubacion, las células se diluyeron hasta
1 ml con PBS, se centrifugaron, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 1
ml de PBS pH 7,4 . Finalmente, se analizaron en el citémetro de flujo lo mas

rapidamente posible dada la inestabilidad del compuesto reducido generado.
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3.2.7.- Técnicas de biologia molecular.

3.2.7.1.- Preparaciéon de medios y cultivos bacterianos.

Todas las manipulaciones con medio autoclavado y con cultivos bacterianos,
se realizaron dentro del area estéril creada por la llama de un mechero de alcohol.

Para preparar medio Luria Bertani (LB), se pesaron 10 g de triptona, 5 g de

extracto de levadura y 5 g de NaCl. Se disolvieron en 1 | de agua destilada, se vertio la
disolucién en botellas de vidrio de 500 ml y se esterilizaron en un autoclave (Autestar
Mod 4376, Selecta). Tras atemperarse, las botellas se almacenaron a 4°C.

Para preparar placas de LB-agar, se pesaron 17,5 g de Plate Count Agar

(Sigma) y se disolvieron en 1 | de agua destilada. Se vertié la mezcla en botellas de
vidrio de 500 ml y se esterilizaron en autoclave (Autestar Mod 4376,Selecta).
Enfriadas las botellas, se fundié el LB-agar con ayuda de un microondas y se
atemperd colocando la botella bajo el agua del grifo. Una vez atemperado, se le
afiadié el antibidtico de seleccion a 100 ug/ml, se homogeneizd por agitacion suave y
se fue vertiendo sobre placas Petri (50 ml /placa). EI medio de las placas se dejé
solidificar con estas semiabiertas bajo la llama del mechero durante 1-2 horas, y una
vez solidificado, las placas se cerraron, se recogieron y se almacenaron a 4°C hasta
su utilizacion.

Para crecer bacterias en medio liquido, se tomo un falcon estéril de 50 ml con

10 ml de LB, se afiadi6 el antibidtico de seleccion a una concentracion de 100 pg/ml,
se esterilizdé a la llama el asa de cultivo, se tomd una colonia de un cultivo bacteriano
en placa con ayuda del asa que se resuspendio en el LB del falcon, rozando con el
asa las paredes del tubo para asegurar la correcta resuspension. La suspension
bacteriana se incub6 a 37°C durante 2-5 h en agitador orbital (Selecta) y transcurrido
ese tiempo, se vertid sobre un erlenmeyer con 40 ml de LB y antibi6tico de seleccién a
100 ug/ml. El erlenmeyer se cerré con un tapén hecho de algodén y gasa estéril y se
incubd durante toda la noche a 37°C en agitador orbital (Selecta).

Para crecer bacterias en placas se anadieron 150 ul de suspension bacteriana

sobre una placa de LB-agar con el antibiético de seleccion a 100 ug/ml. Se esterilizo el
asa de siembra a la llama, se dejé enfriar y se distribuyé con ella la solucién
bacteriana por toda la superficie de la placa. Las placas se incubaron boca abajo, para
evitar la condensacion de agua sobre el cultivo bacteriano, en reposo y en estufa
(Kowell) a 37°C.
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3.2.7.2.- Obtencién de bacterias competentes y transformacién bacteriana.

Para la obtencion de bacterias competentes, se sembrd una colonia bacteriana
en 10 ml de LB con antibidtico (apartado 3.2.7.1.), y se dejaron crecer durante la
noche a 37°C en agitacion. Al dia siguiente se tomaron 300 pul del cultivo y se
diluyeron con 30 ml de LB. Se dejaron crecer en agitacion a 37°C y peridodicamente se
fueron haciendo medidas de absorbancia del cultivo a A=600 nm, hasta que se
alcanzé un valor entorno a 0,35 (a esta absorbancia las bacterias estan en fase de
crecimiento exponencial, la mas adecuada para este proceso). El cultivo con la
absorbancia adecuada se enfrié en hielo durante 20 min y se centrifugaron 20 ml del
cultivo durante 8 min a 4°C y 3500 rpm (Jouan, CR 3.12). El pellet bacteriano se lavé
con agua milliQ estéril para elevar la competencia, y después se resuspendid, primero
con 2 ml de CaCl, 50 mM frio, y luego afiadiendo 10 ml mas. Se dejaron en hielo
durante 15 min y después se centrifugaron 10 min a 4°C y 3500 rpm. El sobrenadante
se desecho y el pellet se resuspendié en 4ml de CaCl, 50 mM en frio. En esas
condiciones las células estan listas para ser transformadas o bien para almacenarse a
—80°C hasta el momento de su utilizacion.

Para transformar bacterias se emplearon 2 tipos de técnicas. Cuando se tratd
de plasmidos comerciales, con el Unico objetivo de expandirlos, se empleé la

transformacién rapida. Para ello, se mezclaron en un eppendorff 10 ul de células

competentes con unos 0,05 ug de plasmido, se mantuvieron durante 2 min a 42°C en
bafo seco (Selecta), luego 2 min en hielo y se afiadié sobre la mezcla 200 ul de LB
atemperado. Finalmente, se plaquearon en placas Petri de LB-agar con el antibiético
de seleccion correspondiente a 100 ug/ml. Para transformar bacterias con constructos

resultado de ligaciones, se empled el método de transformacién lenta. Para ello, se

mezclaron 100 ul de células competentes con 5 pl del plasmido y se dejaron en hielo
durante 30 min. Después se tuvieron 2 min a 37°C en bafio seco (Selecta) y 2 min en
hielo. Sobre la mezcla se anadieron 400 ml de LB atemperado y se incubaron en
agitador orbital (Selecta) 1 h a 37°C. Finalmente, se plaquearon en placas Petri de LB-

agar con el antibidtico de seleccion correspondiente a 100 pg/ml..
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3.2.7.3.- Técnicas de ingenieria genética.

Las digestiones de ADN plasmidico se realizaron en tubos eppendorff. Para

ello, se afadieron: 0,5 ul de cada una de las enzimas de restriccién necesarias, 4 ul
del tampdn Y+/TANGO (2x), 2-3 ug del ADN plasmidico y se completdé con agua milliQ
hasta 20 ul. Se realizé una breve centrifugacién (Minifuga) de la mezcla y se incubd en
bafio seco a 37°C durante 2-3h. En caso de usar una sola enzima de restriccion se
anadieron 0,5 ul de esta y 4 pl del buffer especifico la enzima, en vez del tampdn
Y+/TANGO.

La defosforilacidn de vectores digeridos, para evitar su recircularizaciéon y poder

ligarlos a un inserto, se llevo a cabo a partir de una muestra de vector digerido (2-3 ug)
en 50 ul de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,5 ). Se afiadieron 40 ul de Tris 10
mM pH 8,3, 3 ul de la enzima fosfatasa alcalina y 10 ul del tampén de la enzima (10x).
La muestra se incub6 durante 30 min a 37°C, se afadié 1 ul de EDTA 0,5M pH 8 y se
incubd 10 min a 75°C para inactivar la enzima. Para purificar el vector defosforilado, se

dejé enfriar la muestra y se realizd una extraccion fenol-cloroformo. Para ello, se

afiadieron 110 ul de fenol sobre la mezcla, se vortexed y centrifugd durante 2 min a
12000 rpm (Minifuga, Beckman Coulter). Se trasvas6 la fase superior a otro
eppendorff y sobre ella se anadieron 55 ul de fenol y 55 ul de cloroformo. Se vortexeé
y se centrifugd 2 min mas a 12000 rpm y se trasvasoé la fase superior a un tercer
eppendorff. Se afiadieron 11 ul de NaAcO 3M pH 7 y 230 ul de EtOH. Se mezcld bien
y se incubé 15 min en hielo. Tras esto, se centrifugd de nuevo 10 min a 12000 rpm y
4°C para precipitar el DNA purificado, se desech¢ el sobrenadante y se lavé con 200
ul de EtOH al 70 %. Finalmente, el ADN se disolvio en 20 ul de TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA pH 7,5 ) y se guardé a —20°C hasta su utilizacion.

Las ligaciones de ADN también se realizaron en tubos eppendorff. La

proporcion vector/inserto dependié de las concentraciones de partida de ambos, pero
como minimo el inserto debe estar a una concentracion doble respecto del vector. Se
prepararon 3 tubos, uno en que se anadié solo vector (control de recircularizacion
inespecifica del plasmido), otro en que se afiadié sdlo inserto (control negativo) y un
tercero con vector e inserto. Los 3 se completaron con agua milliQ hasta 8 ul. Se
mantuvieron 5 min a 45°C, se enfriaron en hielo y se ahadi6 a cada uno 1 ul de
T4DNA ligasa y 1 ul del tampdn de la enzima (10x). Las muestras se dejaron 2 h a t.a.
0 16 h a 4°C.
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Para extraer ADN de cultivos bacterianos el producto de partida fueron siempre

cultivos liquidos. Si el objetivo era tan sdélo analizar una construccion génica, las
extracciones se hicieron de volumenes entre 2-10 ml mediante la técnica de Miniprep.
Se uso el kit comercial CONCERT TM Rapid Plasmid Miniprep System 250 Reactions
(Gibco BRL). Cuando lo que se deseaba era cantidades considerables de vector para
después trabajar con él, las extracciones se hicieron de volumenes entre 200-400 ml
de cultivo bacteriano mediante la técnica de Maxiprep. Se uso el kit comercial Jet Star
Plasmid Purification MAXI Kit/20. En uno y en otro caso el producto final de la
extraccién se resuspendié en TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7.5) en
condiciones estériles y se guardo a —20°C hasta su utilizacién.

Para analizar ADN se realizaron electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Se prepararon geles al 1% de agarosa en TBE (0,045M Tris-borato, 1 mM EDTA) y se
afiadieron 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (EtBr). Se cargaron entre 10 y 40 ul de
muestra, dependiendo de si el objetivo era sélo visualizar bandas o purificarlas. Como
tampén de carga se empleé Loading Buffer 10x (Takara). Las electroforesis se
realizaron en cubetas Mini-Sub CELL GT (BioRad) a voltajes entre 80-130V vy
amperaje constante. Como marcador de peso molecular se utilizé el estandar 100 pb
DNA ladder de Promega. La visualizacion de los geles se llevd a cabo con un
transiluminador Gel Doc 2000 (BioRad) y se analiz6 mediante el programa Bio-Rad
Multi-Analyst (PC versién 1.1).

Cuando se quiso purificar ADN a partir de alguna de las bandas, la banda se
recorté con ayuda de una cuchilla y bajo la luz del transiluminador, se introdujo en un
eppendorff y este en un bafo seco (Selecta) a 60°C para fundir la agarosa que
contenia la banda. Una vez fundida se empleé el kit “GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” (Amersham Biosciences) y finalmente, el ADN se eluy6 con 20-50 pl
de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,5) y se guardd a —20°C hasta su utilizacion.

3.2.7.4.- Obtencién de la construccién pLZR-IRES-GFP-mcl-1.

Los productos de partida fueron el vector pcDNA3.0, en el cual estaba clonado
el gen mcl-1 entre los sitios de restriccion Hindlll y BamHI, que fue amablemente
proporcionado por el Dr. Victor Yuste (Instituto Pasteur, Paris) y el vector pLZR-IRES-
GFP (Abad et al., 2002), en que queria clonarse el gen entre dos sitios EcoRl,
amablemente proporcionado por el Dr. Atanasio Pandiella (Centro de Investigacion del

Cancer, Salamanca).
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Se buscd la secuencia del gen mcl-1 en PUBMED vy a partir de ella se obtuvo
el mapa de restriccion del gen y los diferentes marcos de lectura, con sus pesos
moleculares (PM) y su numero de pares de bases. Se contrasté que las enzimas de
restriccion de interés (Hindlll, BamHI y EcoRI) no cortaran al gen en ningun punto de
Su secuencia y se busco una enzima de restriccion conocida que si lo hiciera (Xhol en
este caso). De los marcos de lectura, se seleccioné aquel cuyo PM encajaba con el de
la proteina Mcl-1 y se contrasté que dicha secuencia encajara con la obtenida para el
gen por secuenciacion del vector pcDNA3.0-mcl-1. Tomando como base la secuencia
del gen, se disefiaron dos oligonucleotidos especificos (oligosen y oligoantisen) para
amplificar el gen por PCR y a la vez cambiar los extremos de restriccion (Hindlll y
BamHI por extremos EcoRI). Las secuencias de los oligonucleétidos usados como

cebadores fueron:

MCL1- 5-ECORI (oligosen) 5-ATG AAT TCA TGT TTG GCC TCA AAA G -3’

MCL1- 3-ECORI (oligoantisen) 5°’AAG AAT TCC TAT CTT ATT AGA TAT GCC -3’

La amplificacion del gen se llevé a cabo en una mezcla de reaccion que
contenia: 5 ul de tampdn de reaccion 10x (MgCl, 15 mM, KCI 500 mM, 1% Triton, Tris-
HCI 100 mM pH 8.8), 1 ul de dNTPs (10 mM), 1,5 ul de oligosen (10 uM), 1,5 ul de
oligoantisen MC1-3-ECORI (10 uM), 1 ul de TagDNA polimerasa, 1 ul del vector
pcDNA3.0-mcl-1y 39 ul de agua milliQ estéril, completandose asi un volumen final de
50 ul. Como control negativo se empled la misma mezcla anterior pero sin DNA.

El programa de PCR empleado fue:

1- Hot Start : 94°C/5°

2-Desnaturalizacién :  94°C/30”

3-Hibridacién : 57°C/30”

4-Extensioén : 72°C/1°30"

5-Extension : 72°C/T°
2-4: 35 ciclos

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% vy la banda del tamafo esperado (1200 pb) se purificé (apartado
3.2.7.3.). Finalmente, el fragmento amplificado se resuspendi6 en 50 ul de TE (10 mM
Tris-Hcl, 1mM EDTA pH 7.5) y se estim6 su concentracién por medida de absorbancia

de DNA de doble cadena en un espectrofotometro.
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Se subclono el fragmento de PCR en el vector p-GEM-T Easy Vector de
Promega, un vector idéneo para el clonaje de productos de PCR. Este vector, tiene
una zona rica en timinas dentro de la secuencia del gen de la -galactosidasa, que liga
las colas de adeninas que la PCR afade a ambos lados del fragmento amplificado
interrumpiéndose la expresion del gen de la B-galactosidada cuando tal ligacion se
produce, y dando colonias blancas en vez de azules por la incapacidd de degradar el
X-gal e IPTG presentes en el medio. El subclonaje en p-GEM-T fue necesario porque
al estar los dos sitios de restriccion EcoRlI tan proximos a los extremos del fragmento
amplificado, la enzima EcoRI era incapaz de unirse y a la vez cortar correctamente.

El subclonaje se realizé de acuerdo al kit del vector: se transformaron bacterias
por transformacion lenta (apartado 3.2.7.2) y se plaquearon en placas de LB-agar con
el antibidtico de seleccion, a las que previamente se les habia anadido 100 ul de IPTG
100 mM y 20 ul de X-Gal (50 mg/ml) y que se habian mantenido al menos 30 min a
37°C en estufa (Kowell). Al dia siguiente, se seleccionaron las colonias blancas,
aquellas en que la expresion del gen B-galactosidada se habia interrumpido por
ligacion del fragmento amplificado, se crecieron en medio liquido (10 ml) (apartado
3.2.7.1.) y se realizaron minipreps (apartado 3.2.7.3.). Se digirieron con EcoRI
(apartado 3.2.7.3.) los productos de las minipreps y se corrieron en gel de agarosa al
1%. Se comprobdé que en todos los caso la insercion y digestion habian sido correctas
y que los fragmentos obtenidos eran del tamafio esperado. Se purificaron dichos
fragmentos (apartado 3.2.7.3.) y se ligaron con el vector pLZR-IRES-GFP,
previamente digerido con EcoRI y defosforilado (apartado 3.2.7.3.). Se transformaron
bacterias con el método de tranformacion lenta y se sembraron en placas de LB-agar
con el antibiético de seleccion. Se seleccionaron colonias de la placa correspondiente
a la ligacién vector-inserto, se crecieron en 10 ml de medio LB-antibidtico y se hicieron
minipreps de nuevo. En estas minipreps se evalud, no soélo la presencia del gen, sino
también que éste se hubiera insertado en la orientacion correcta, pues al estar
flanqueado en ambos extremos por sitios EcoRI podia insertarse en ambos sentidos.
Para ello, los productos de las minis se digirieron por un lado con EcoRI, y por otro,
con BamHI (corta antes del gen) y con Xhol (corta en el interior del gen, casi al final,
dando un fragmento grande y un fragmento pequefo). Los productos de estas
digestiones se corrieron en gel de agarosa al 1% y se evaluaron bajo el trasiluminador
Gel Doc 2000 (BioRad).
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De las 10 colonias que se picaron, tan soélo en un caso el gen estaba clonado
en el vector pLZR-IRES-GFP y en la orientacion correcta. Con el vector aislado de
esta miniprep se realizd6 una transformacién rapida, se crecieron bacterias en
volumenes cada vez mayores y se realizé una maxiprep. Finalmente la construccién
se eluyé en condiciones estériles en 50 pul de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7.5)

y se estimo su concentracién en el espectrofotometro.

3.2.8.- Infecciones retrovirales.

Esta técnica se ha empleado para obtener células que sobre-expresen un gen
de forma estable. Consiste en la generacion de retrovirus capaces de integrar parte de
su genoma en los cromosomas eucariotas. Podemos asi, introduciendo un gen
exogeno en el genoma del virus, insertarlo en el ADN de las células eucariotas y
obtener, tras un clonaje por dilucion limite, lineas celulares estables que sobre-
expresen el gen de interés. Se empled un vector bicistronico, pLZR-IRES-GFP (Abad
et al., 2002) como genoma del virus. Los vectores bicistronicos se caracterizan por la
presencia de un sitio de union interna al ribosoma (IRES; internal ribosome entry site)
que permite que el gen marcador y el gen de interés se expresen independientemente,
pero a partir de una misma unidad de transcripcion, por lo que una eficiente expresion
de uno correlaciona con una eficiente expresion del otro. En este caso se usé como

marcador el gen de la proteina fluorescente verde (GFP).

3.2.8.1.- Generacion de retrovirus.

Se empled la linea celular de ratén 293T como células empaquetadoras. El
medio de cultivo en esta etapa fue siempre DMEM con suero fetal bovino al 10%. Se
emplearon 3 tipos de plasmidos diferentes: pLZR-IRES-GFP o variantes suyas por
clonaje de genes exogenos en su polilinker, pMDG-VSV (contiene los genes que
codifican las proteinas de la envuelta virica) y pNVUL-MLV-gag-pol (contiene los
genes que codifican las proteinas de la capsida virica y la retrotranscriptasa del virus).
Tras la transfeccidon de las células empaquetadoras con estos 3 plasmidos, la
maquinaria celular genera gran cantidad de viriones, que provocan la lisis y muerte

celular liberandose al medio de cultivo.
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El protocolo seguido fue el siguiente (Carvajal-Vergara et al., 2005) : 16 horas

antes de la transfeccion se sembraron células 293T en placas de 60 mm a densidad

de 6x105 células/ml y un volumen de 3 ml. Al dia siguiente, se prepararon las mezclas
de transfeccion en tubos eppendorff. Estas contenian: 3 pg pLZR-IRES-GFP o pLZR-
IRES-GFP-gen exdgeno, 2,5 ug pMDG-VSV, 5 ng pNVUL-MLV-gag-pol, 61 ul de
CaCl; 2 M y agua milliQ hasta 500 ul. Sobre cada eppendorff se afiadieron 500 ul de
2xHBS (NaCl 274 mM, hepes 50 mM, Na,HPO, 1,5 mM pH 7), se agitaron por
inversion y se burbujed con una pipeta pasteur provista de filtro durante 15 segundos.
Paralelamente a esto, se afiadié a cada una de las placas de células 293T 1 ul de
cloroquina 25 uM (agente lisosomotrdpico), se agité suavemente describiendo circulos
y se incubaron en la estufa a 37°C durante al menos 5 min. Tras esto, se afiadié sobre
las placas poco a poco la mezcla de transfeccion, agitdndose suavemente
describiendo circulos concéntricos y se volvieron a introducir en la estufa. A las 6-8 h
se retird el medio de las placas por aspiracion y se les anadié 3 ml de medio nuevo.
Tras 24 h se retird el medio y se les anadié esta vez 4 ml a cada placa.

Todo el material empleado en estas ultimas etapas se lavé abundantemente

con lejia tras su uso para eliminar los posibles restos de virus.

3.2.8.2.- Infeccion de células eucariotas con retrovirus.

Transcurridas 20 h desde el ultimo cambio de medio, se procedio a la infeccidon

de las células de MM con los retrovirus presentes en el sobrenadantes de las células

transfectadas. Para ello, 3-5x1 05 células de MM se centrifugaron y se resuspendieron
con el filtrado (0,22 um) de los 4 ml de sobrenadante de las células transfectadas
cargado de retrovirus. Se le afiadié Polybrene® (Sigma) a 6 ug/ml a la suspension
celular a partir de un stock a 4 mg/ml y se transfirié a un bote de cultivo. Al cabo de 2-
3 h, se afadiereon 8 ml de medio RPMI completo sobre el cultivo, para asegurar que
las células tuvieran todos los nutrientes necesarios para su crecimiento. Al dia
siguiente, las células infectadas se centrifugaron, se desecho el sobrenadante con los
restos viricos sobre lejia y las células se resuspendieron en 10 ml de medio RPMI

completo.
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3.2.8.3.- Obtencidn de lineas estables mediante clonaje por dilucién limite.

La eficacia de la técnica anterior fue baja, sdélo entre un 15-20% de las células
de MM integraron el genoma virico. Para conseguir lineas estables, en que todas las
células tuvieran la insercién y todas en el mismo sitio del genoma, se realizé un
clonaje por dilucién limite. Para ello, se prepararon diluciones de suspension celular
hasta conseguir un volumen medible entre 5-10 ul que contuviera tan so6lo 100 células,
portaran o no la integracion cromosdmica. Se tomé este volumen y se anadié en 20 ml
de medio RPMI acondicionado (medio completo obtenido a partir de un cultivo de 24 h
tras centrifugacion y posterior filtrado). EI medio acondicionado se caracteriza por la
presencia de citoquinas y factores de crecimiento que han sido secretados por las
células en cultivo, sustancias que ayudan a que las células en condiciones de dilucién
limite sobrevivan e incluso proliferen. Se agité la mezcla y se fue ahadiendo la
suspension en placas de 96 pocillos de fondo curvo, a razén de 100 pul/pocillo, lo que
suponia un promedio de 0,5 células/pocillo. Las placas se introdujeron en la estufa a
37°C y se dejaron durante 2-3 semanas. Trascurrido ese tiempo, se observaron todos
los pocillos al microscopio 6ptico invertido (CK, Olympus) y se seleccionaron aquellos
que contenian clones. Estos pocillos se observaron después al microscopio invertido
de fluorescencia (Nikon, TE300/TE200) y se seleccionaron los clones que expresaban
la GFP. A estos clones, se les afiadiéo 100 ul mas de medio RPMI completo y al cabo
de un par de dias se transvasaron a una placa de 24 pocillos y se diluyeron hasta 500
pl. Conforme los clones seleccionados fueron creciendo, se fueron diluyendo com

medio RPMI completo hasta conseguir una linea clonal estable.

3.2.9.- Transfecciones con Nucleofector®.

Esta técnica se ha empleado para silenciar genes de forma ftransitoria
empleando RNAs de interferencia (RNAI). EI RNAI consiste en el silenciamiento post-
transcripcional de un gen mediante el empleo de duplex de RNA de entre 21-23
nucleotidos y extremos 3° protuberantes, llamados siRNAs, cuya secuencia es

homologa a parte de la secuencia del gen que se quiere silenciar.
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El dia previo a la transfeccion, las células se diluyeron hasta la densidad de
sembrado (apartado 3.2.1.4.) para que al dia siguiente estuvieran en fase exponencial

de crecimiento, fase en que se optimiza el proceso de transfeccion. Se tomaron 2,5 x

106 células por punto experimental, se centrifugaron y se resuspendieron en 100 ul de
mezcla de transfeccion (81,8 ul Cell Line R Nucleofector® Solution y 18,2 pul
suplemento 1). Se afiadieron 1,5 ul de siRNA 50 uM (75 pmoles), y la mezcla se
depositd en el interior de una cubeta de transfeccién (Amaxa biosystems). Se
transfectaron las células empleando el programa T-01 y posteriormente se afiadi6é a la
cubeta de transfeccion 1 ml de medio RPMI completo. Las células se trasvasaron a
una placa de 6 pocillos con ayuda de una pipeta estéril (Amaxa biosystems) y se les
afiadio otros 4 ml de medio completo. Al cabo de 6 h en estufa a 37°C, y recuperadas
las células del proceso de transfeccion, se anadieron sobre las células las drogas
objeto de estudio y se incubaron durante los tiempos correspondientes. A dichos
tiempos, se realizaron extractos de proteinas para comprobar el silenciamiento del gen

y/o se evalud la toxicidad de las drogas en las condiciones de silenciamiento.
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4.1.- ESTUDIO DEL MECANISMO DE APOPTOSIS INDUCIDO
POR EL INHIBIDOR DE FARNESIL-TRANSFERASAS BMS-
214662.

4.1.1.- Introduccion.

Las células de mamifero expresan tres prenil-transferasas diferentes. Por un

lado, esta la enzima farnesil-transferasa (FT), que cataliza la transferencia de una

cadena isoprenoide de 15 atomos de carbono desde un farnesil-pirofosfato al residuo
de cisteina de una secuencia conservada CAAX presente en el extremo C-terminal de
algunas proteinas citosélicas (C=Cys; A=cualquier aa alifatico; X=Ser o Met) (Sebti,
2003).

MAP kinase

Figura 4.1.- Farnesilacion de la proteina Ras (O'Regan and Kuri, 2004). (1) transferencia de
la cadena isoprenoide a la cisteina de la secuencia CAAX catalizada por la enzima FT; (2) corte
del motivo AAX; (3) union de un residuo de acido palmitico; (4) la proteina Ras ya tiene una
parte hidrofébica, o que permite su unién a la membrana y su activacion.

Existen varias proteinas identificadas como sustrato de la enzima farnesil-
transferasa (FT). Entre ellas cabe destacar. Ras, proteina clave en el control de la
proliferacion celular a través de la via Raff/MAPK/ERK y en el control de la
supervivencia celular a través de la via PI3K/Akt (Hu et al., 2003), Rho B, una proteina
involucrada en el control de la remodelacion del citoesqueleto de actina y en procesos

de endocitosis (Du et al., 1999), CENP-E y CENP-F, dos proteinas centroméricas

implicadas en el control de la transicion G,-M (Ashar et al., 2000), la chaperona
citosélica HDJ-2 (Adjei et al., 2001), la proteina peroxisomal PxF y las laminas A y B
(Haluska et al., 2002).
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Por otro lado, esta la enzima geranilgeranil-transferasa-l (GGT-l), que

cataliza la transferencia de una cadena isoprenoide de 20 atomos de carbono desde
un geranilgeranil-pirofosfato a la cisteina presente en la secuencia conservada CAAX
si X=Leu o lle (Basso et al., 2006). Finalmente, existe también la enzima

geranilgeranil-transferasa-2 (GGT-2) o Rab geranilgeraniltransferasa (RabGGT),

que cataliza la transferencia de cadenas isoprenoides de 20 atomos de carbono, pero
a una secuencia conservada CXC presente en el extremo C-terminal de las GTPasas
de la familia Rab (Basso et al., 2006).

Los inhibidores de la enzima farnesil-transferasa (FTIs) se disefaron
inicialmente con la idea de bloquear la actividad de Ras, dada su alta frecuencia de
mutacion en gran numero de canceres (existen cuatro isoformas mutadas de Ras: H-
,N-,K-RasA / K-RasB, todas ellas constitutivamente activas). Se ha evaluado su
capacidad de inducir apoptosis tanto en lineas celulares, como en ensayos pre-clinicos
con células de pacientes y en ensayos clinicos de fase |, demostrando en todos los
casos un gran potencial como agentes anti-tumorales. Sin embargo, hoy en dia se
sabe que en la mayor parte de las lineas celulares y de los tejidos tumorales su
toxicidad no correlaciona con el estado mutado de Ras (Haluska et al., 2002), lo que
hace necesario analizar el mecanismo apoptoético desencadenado por estos agentes y
discriminar que proteinas farnesiladas son clave y cuales no, en la respuesta
citotoxica. Ademas no todos los FTls muestran la misma capacidad de inducir
apoptosis, algunos sélo son capaces de inhibir el crecimiento celular, mientras que
otros muestran una elevada actividad citotdxica. Incluso la toxicidad de un FTI varia de
un tipo de cancer a otro, dificultando todavia mas la caracterizacion de su mecanismo
de accién (Basso et al., 2006).

BMS-214662 es un inhibidor de farnesil-transferasas no peptidico (Singh and
Lingham, 2002), mil veces mas selectivo para la FT que para la GGT-I (Rose et al.,
2001). Se trata de una tetrahidrobenzodiacepina que contiene un grupo imidazol y que
ha sido desarrollado por la compafia Bristol Myers-Squibb. BMS-214662 tiene
importantes diferencias con otros FTIs en cuanto a que favorece la curacion y
regresion del tumor, mientras que otros FTIs solo actian como drogas citostaticas y

producen regresiones no curativas (Rose et al., 2001). .
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Figura 4.2.- BMS-214662. (Stephen RD Johnston, 2003).

BMS-214662 se ha evaluado en ensayos clinicos de fase |, administrado por
goteo intravenoso durante 1 h cada 21 dias a pacientes con tumores solidos
avanzados, ya sea como agente unico (Papadimitrakopoulou et al., 2005; Ryan et al.,
2004) o combinado con otros agentes como cis-platino (Mackay et al., 2004). Estas
condiciones de administracion no han resultado toxicas y han mostrado una
pronunciada inhibicion de la actividad farnesil-transferasa en las células
mononucleares de sangre periférica. Sin embargo, la duracion de la inhibicion
enzimatica fue transitoria, coincidiendo la recuperacién de actividad farnesil-
transferasa con la disminucién de los niveles plasmaticos de BMS-214662 (Ryan et al.,
2004). Recientemente se han realizado otros ensayos de fase | en que BMS-214662
se ha administrado por goteo intravenoso durante 24 h , semanalmente, tres de cada
cuatro semanas (Eder et al.,2006). Estas condiciones han resultado en una menor
inhibicion maxima de la actividad farnesil-transferasa, pero las condiciones de
inhibicién se han mantenido durante mas tiempo.

En nuestro estudio hemos evaluado la sensibilidad a BMS-214662 de
diferentes lineas celulares de mieloma multiple (MM) y hemos caracterizado el
mecanismo apoptotico inducido por este FTl en cada una de ellas. También se ha
evaluado la posible implicacion de diferentes proteinas susceptibles de farnesilacion

en la apoptosis inducida por BMS-214662.
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4.1.2.- Efecto de BMS-214662 en la proliferacién, viabilidad y morfologia

celular.

El estudio se realizé sobre las lineas IM-9, NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266.
BMS-214662 indujo una drastica reduccion de la proliferacion celular en todas las
lineas analizadas. El porcentaje de reduccion dependié de la concentracion de BMS-
214662 y del tiempo de incubacion con la droga (figura 4.3.A), aunque la sensibilidad a
la misma varié de una linea celular a otra, y se correspondié con el porcentaje de
apoptosis inducido. La linea NCI-H929 fue la mas sensible, con una ICs, de 50 nM a
las 22h, seguida por la lineas IM-9 y RPMI 8226/hp, con una ICs, entorno a 0,2 uM a
las 22h. Las mas resistentes fueron las células U266 con una ICsq de 0,8 uM a las 22h
de tratamiento (figura 4.3.A).

El analisis de la morfologia se realizé por microscopia optica de luz blanca.
Todas las lineas mostraron caracteristicas morfolégicas tipicas de la apoptosis como
el encogimiento celular, que fue mas acusado en IM-9 y RPMI 8226/hp, y la formacion
de burbujas. En U266 se observd la formacion de protuberancias en la membrana
plasmatica a modo de pseudodpodos, mientras que las células NCI-H929 mostraban el
tipico nucleo apoptético refringente. La condensacion y fragmentacion de cromatina se
analizé por microscopia de fluorescencia y se observé en todas las lineas analizadas
(figura 4.3.B).

4.1.3.- Efecto de BMS-214662 sobre la farnesilacidon de proteinas.

Para asegurar que el tratamiento con BMS-214662 a las dosis empleadas en
todos los experimentos (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y RPMI 8226/hp y 1uM
en U266, ligeramente superiores a la ICsy) y el tiempo de incubacion (22 h) eran
capaces de inhibir la actividad farnesil-transfera, se evalué mediante western blotting
la ausencia o no de farnesilacion de la chaperona HDJ2/DNAJ (proteina citosdlica que
se usa habitualmente como indicador de la actividad de FTls (Adjei et al.,2001)) tras el
tratamiento con BMS-214662.

La inhibicion de la farnesilacion se caracteriza por la aparicion de una banda de
menor movilidad, correspondiente a la forma no farnesilada de la proteina, en la que

se ha bloqueado también el procesamiento proteolitico post-farnesilacién (Adjei et al.,
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2001; Karp, 2001). La presencia de esta banda demostré6 que BMS-214662 inhibid
significativamente la farnesilacién en todas las lineas celulares estudiadas a las dosis

y tiempos empleados (figura 4.4.).
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Figura 4.3.- Efecto de BMS-214662 en la V|ab|I|dad de células de mieloma. (A) Células IM-

9, NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266 (3x10 cel/ml) se trataron con diferentes concentraciones
de BMS-214662 en medio completo en placas de 96 pocillos. La proliferacion celular se estimé
a las 22h por el método del MTT. Los resultados mostrados son la media + desviacion estandar
de cuatro determinaciones individuales y estan expresados como porcentaje de viabilidad
relativa respecto a las células control (sin BMS-214662).(B) Las células se trataron durante
22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y RPMI 8226/hp y 1 uM en U266),
se tifieron con el colorante nuclear PPDA y se examinaron y fotografiaron por microscopia de
fluorescencia. Las flechas sefalan células con compactacion de cromatina y fragmentacion
nuclear. Aumento original x400.
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Figura 4.4.- Efecto de BMS-214662 sobre la farnesilacion de HDJ2/DNAJ. Las células se
trataron durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y RPMI 8226/hp y
1 uM en U266), se realizd una extraccion total de proteinas y se evalu6é por Western blot la
inhibicién de la farnesilacion de la chaperona HDJ2/DNAJ, usada como marcador. En todas las
lineas el tratamiento con BMS-214662 provocé la aparicion de una banda de menor movilidad
correspondiente a la forma no farnesilada de la proteina.

4.1.4.- Implicacion de las proteinas de la superfamilia Bcl-2 en la
apoptosis inducida por BMS-214662.

4.1.4.1.- Efecto de BMS-214662 sobre los niveles de expresion de las proteinas

de la superfamilia Bcl-2.

Se estudié el efecto del tratamiento con BMS-214662 sobre los niveles de
expresion de proteinas pro-apoptéticas (Bax, Bak, Bad, Bik, Bim y PUMA) y anti-
apoptéticas (Mcl-1, Bcl-2 y Bcl-x.). El tratamiento no afectd significativamente a los
niveles de Bcl-2, Bax ni Bak en ninguna de las lineas estudiadas. Las proteinas “sélo
BH;* Bim, Bik y Bad se expresan en las células U266 y NCI-H929 pero no en las
células RPMI 8226/hp e IM-9. Sus niveles no cambiaron, de modo significativo tras el
tratamiento con BMS-214662 en U266, y solamente los niveles de Bad disminuyeron
en NCI-H929 (figura 4.5.A). BMS-214662 indujo una reduccion importante de los
niveles de Mcl-1 en todas las lineas celulares (figura 4.5.A), que no se pudo evitar por
co-incubacion con Z-VAD-fmk (figura 4.5.C). Los niveles de Bcl-x. y Bcl-xs también
disminuyeron, aunque en menor grado, en las células U266, RPMI 8226/hp e IM-9
(figura 4.5.A). La proteina “sélo BH;* PUMA, fue expresada por todas las lineas
celulares, tanto la isoforma o como la . Sus niveles aumentaron significativamente en
RPMI 8226/hp y NCI-H929, pero no en U266, tras 6 h de tratamiento con BMS-214662
(figura 4.5.B). Este incremento de niveles de PUMA se correspondié con un
incremento en los niveles de la proteina p53 (figura 4.5.B). A tiempos de incubacién
prolongados con BMS-214662, los niveles de PUMA disminuyeron en todas las lineas

analizadas (figura 4.5.B).
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Figura 4.5.- Efecto de BMS-214662 en los niveles de las proteinas de la familia Bcl-2. (A)
Las células se trataron durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y
RPMI 8226/hp y 1 uM en U266), se realizd una extraccion total de proteinas y se evaluaron por
western blot los niveles de las proteinas anti-apoptéticas (Mcl-1, Bcl-2 y Bcl-x.) y de las
proteinas pro-apoptoéticas (Bak, Bax, Bad, Bik y Bim) usando anticuerpos especificos. (B) Las
células se trataron analogamente a (A) , se realizaron extractos a las 6 y 18 h y se analizaron
los niveles de p53 y de PUMA usando anticuerpos especificos. (C) Las células se pre-
incubaron 1 h con Z-VAD-fmk, después se afadié BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM
RPMI 8226/hp y 1 uM en U266) y se incubaron 22 h mas. Se realizaron extractos celulares y
los niveles de Mcl-1 y PUMA se analizaron por western blot usando anticuerpos especificos. La
cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccién de a-tubulina o B-actina,
segun se indica.

4.1.4.2.- Efecto de BMS-214662 en la conformacion de las proteinas pro-

apoptoticas Bax y Bak.

Se analizé la induccién de cambio conformacional de Bax y Bak, como prueba
de la participacion temprana de dichas proteinas en la apoptosis inducida por BMS-
214662 en las lineas NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266. El tratamiento con BMS-
214662 indujo el cambio conformacional de Bax y de Bak en NCI-H929 y U266 y sélo
de Bax en RPMI 8226/hp (figura 4.6.). De acuerdo con esta ultima observacion, otras
drogas como doxorubicina y daunorubicina tampoco indujeron el cambio
conformacional de Bak pero si el de Bax en RPMI 8226/hp. La inhibicion de las
caspasas con Z-VAD-fmk no impidié el cambio conformacional de Bax y de Bak en

ninguna de las lineas estudiadas, potenciandolo incluso en H929 (figura 4.6.).
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Figura 4.6.- BMS-214662 induce el cambio conformacional proapoptético de Bax y de
Bak. Las células se trataron durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM RPMI
8226/hp y 1 uM en U266) en ausencia o presencia de Z-VAD-fmk 100 uM. Después se fijaron,
se incubaron con anticuerpos monoclonales que reconocen especificamente la conformacion
pro-apoptética : anti-Bax (A67) y anti-Bak (Ab-1) y se analizaron por citometria de flujo.
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4.1.5.- Implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por BMS-
214662.

4.1.5.1.- Analisis de la activacion de caspasas.

Se analizé la activacion de las caspasas -2,-3,-8 y -9 en respuesta a BMS-
214662 por electroforesis e inmunotransferencia de las proteinas extraidas de cada
una de las diferentes lineas tratadas o sin tratar (controles). En todas las lineas, BMS-
214662 indujo una activacién considerable de caspasa-9 (figura 4.7.A) y caspasa-3
(figura 4.7.B), detectada por un descenso significativo en la cantidad de proenzima, y
en el caso de la caspasa-3, también por la aparicidon de la subunidad activa de 17 kDa
(figura 4.7.B). Las células RPMI 8226/hp expresaron muy bajos niveles de caspasa-3,
por lo que no se llegé a observar la banda de activacion (figura 4.7.B). También se

detecto activacion de caspasas -8 y -2 en todas las lineas (figuras 4.7.C y D).

4.1.5.2.- Efecto de los inhibidores de caspasas.

Se analiz6 el efecto de diferentes inhibidores de caspasas sobre la apoptosis
inducida por BMS-214662 en las lineas de mieloma. Se evalué su efecto en eventos
tempranos como la exposicion de fosfatidilserina (PS) o la disminucion del potencial
mitocondrial (A¥y,), ¥ en eventos mas tardios como la condensacion de la cromatina y
la fragmentacion nuclear.

El tratamiento con BMS-214662 indujo en todas las lineas exposicién de PS en
la cara externa de la membrana plasmatica y pérdida del A¥,, (figura 4.8.). El inhibidor
general de caspasas Z-VAD-fmk no previno de la pérdida del A¥,, aunque si atenu¢ la
translocacion de PS en la linea NCI-H929 (figura 4.8.C). Sin embargo, en U266 y
RPMI 8226/hp, Z-VAD-fmk impidié por completo tanto la pérdida del A¥,, como la
exposicion de fosfatidilserina a las 22h del tratamiento (figura 4.6.A y B). En IM-9, la
inhibicion de la pérdida del A¥,, no fue completa (figura 4.8.D). Una proporcion
considerable de células mostraron un potencial intermedio comparado con el de las
células sin tratar (AY,, alto) y las células tratadas solamente con BMS-214662 (A¥,,
bajo) (figura 4.8.D).
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Figura 4.7.- Activacion de caspasas inducida por BMS-214662. Las células se trataron
durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y RPMI 8226/hp y 1 uM en
U266), se realizd una extraccion total de proteinas y se evalué la activacion de caspasa-9 (A),
caspasa-3 (B), caspasa-8 (C) y caspasa-2 (D) por western blot usando anticuerpos especificos.
La activacion se detecté por el descenso de la cantidad de proenzima, y en el caso de las
caspasas -2 y -3, por la apariciéon de las subunidades activas. La cantidad de proteina cargada
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se normalizé mediante la deteccion de a-tubulina o B-actina, segun se indica.
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Figura 4.8.- Efecto de los inhibidores peptidicos de caspasas sobre la apoptosis inducida
por BMS-214662. (A)U266; (B) RPMI 8226/hp; (C) NCI-H929; (D) IM-9. Las células se trataron
durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y RPMI 8226/hp, y 1 uM
en U266) en ausencia o presencia de 100 uM Z-VAD-fmk o la mezcla triple Z-DEVD-fmk+ Z-
VEID-fmk + Z-LEHD-fmk (100 uM cada uno). Se analiz6 la exposicion de fosfatidilserina y la
pérdida del AY,, mediante marcaje con anexina-V-PE y con DiOCg(3), respectivamente. Los
experimentos mostrados son representativos de 4 determinaciones diferentes para cada linea

celular.
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Por otro lado, analizamos el efecto de los inhibidores de caspasas selectivos en
la apoptosis inducida por BMS-214662 en aquellas lineas en que el efecto protector de
Z-VAD-fmk era mayor (U266 y RPMI 8226/hp). Z-DEVD-fmk (inhibidor de las caspasas
-3y -7), Z-VDVAD-fmk (minimo inhibidor de la caspasa -2), Z-IETD-fmk (inhibidor de
la caspasas -8 y -10), Z-VEID-fmk (inhibidor de la caspasa -6) y Z-LEHD-fmk (inhibidor
de la caspasa -9) no fueron capaces de impedir la pérdida del A¥,, aunque si
redujeron la exposicién de PS (figura 4.9.). Se probaron combinaciones de dos y de
tres inhibidores y se compard su efecto protector frente al de Z-VAD-fmk. Solamente la
combinacion triple de los inhibidores Z-LEHD-fmk, Z-DEVD-fmk y Z-VEID-fmk, a 100
uM cada uno, consiguié mimetizar al 85-90% el efecto protector del inhibidor general
de caspasas Z-VAD-fmk (figuras 4.8. Ay By 4.9.).

La condensacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear inducidas tras el
tratamiento con BMS-214662 (figura 4.3.) se evitaron en presencia del inhibidor
selectivo Z-DEVD-fmk y del inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk en RPMI
8226/hp y U266 (figura 4.10.). En las células IM-9 y H929 se evitd la fragmentacion
nuclear, pero se detecté condensacion de la cromatina perinuclear, caracteristica de la

accioén de AIF (ver mas adelante, apartado 4.1.7.).
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Figura 4.9.- Efecto de los inhibidores selectivos de caspasas en la apoptosis inducida
por BMS-214662 en las células U266. Las células se incubaron durante 1h con el inhibidor de
caspasa-2 (Z-DVAD-fmk), de caspasa-3 (Z-DEVD-fmk), de caspasa-6 (Z-VEID-fmk), de
caspasa-9 (Z-LEHD-fmk) o mezclas de ellos (todos a 100 uM) en medio completo, segun se
indica. Posteriormente se afiadi6 BMS-214662 1uM y se incubaron 22h mas. La viabilidad se
estimé por pérdida del AY,, mediante la sonda DiOCg(3). Los resultados son la media+
desviacion estandar de tres experimentos diferentes.
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IM-9 NCI-H929 RPMI 8226/hp U266

BMS-214662
+ Z-VAD-fmk

' 5
Figura 4.10.- Efecto de Z-DEVD-fmk y Z-VAD-fmk en la condensacion y fragmentaciéon
nuclear inducida por BMS-214662. Las células se pre-trataron durante 1 h con Z-DEVD-fmk o
Z-VAD-fmk (100 uM) y después se afiadio BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM en IM-9 y
RPMI 8226/hp, y 1 uM en U266) y se incubaron 22 h mas. Transcurrido este tiempo, se tifieron

con PPDA y se observaron y fotografiaron por microscopia de fluorescencia. Ambos inhibidores
impidieron la condensacion y fragmentacion nuclear en RPMI 8226/hp y U266 (figura 4.3.).

BMS-214662
+ Z-DEVD-fmk

4.1.6.- Liberacion de citocromo ¢ mitocondrial inducida por BMS-214662 y

su dependencia de la accidon de las caspasas.

Se analizé la salida de citocromo ¢ de las mitocondrias en la apoptosis inducida
por BMS-214662 en las lineas NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266 y la dependencia de
este proceso de la accion de las caspasas. Para ello, se emplearon dos métodos
diferentes: citometria de flujo y fraccionamiento subcelular seguido de analisis por
western blotting. Los resultados de citometria indicaron que el tratamiento con BMS-
214662 induce la liberacién de citocromo c al citosol en todas las lineas estudiadas
(figura 4.11.A) y que el inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk previene gran parte
de la liberacién de citocromo ¢ en la células U266 y RPMI 8226/hp pero no en las
células NCI-H929 (figura 4.11.A), lo que concuerda con el efecto inhibidor de Z-VAD-
fmk sobre la exposicion de PS, la pérdida del A¥,, y la muerte celular en U266 y RPMI
8226/hp, pero no en NCI-H929 (figura.4.8.). El fraccionamiento subcelular, realizado

solo en las células H929 y U266, condujo a resultados similares.
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Figura 4.11.- Liberacion de citocromo c¢ inducida por BMS-214662.(A) Las células se
trataron durante 22h con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM RPMI 8226/hp y 1 uM en
U266) en ausencia o presencia de Z-VAD-fmk (100 uM). Tras esto, se permeabilizaron, se
fijaron, se marcaron con un anticuerpo monoclonal anti-citocromo c¢ nativo (6H2.B4) y se
analizaron por citometria de flujo. (B) Las células se trataron analogamente a (A) y se
prepararon fracciones subcelulares (membranosa y citosolica) que se analizaron mediante
SDS-PAGE al 15% e inmunotransferencia. Como control de la integridad mitocondrial se usoé la
subunidad | de la Citocromo oxidasa (COX I).

4.1.7.- Traslocacién nuclear de la proteina AIF inducida por BMS-214662.

AIF es una proteina mitocondrial que al producirse la pérdida de AY,, es
liberada al citoplasma e importada al nucleo (Susin et al., 1999). Una vez en el nucleo,
AIF induce, mediante un mecanismo independiente de caspasas, condensacion de la
cromatina en la periferia nuclear y fragmentacion del ADN en fragmentos de alto peso

molecular (Susin et al., 1999).

Se analizo la localizacion intracelular de AIF mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal, antes y después del tratamiento con BMS-214662 en las células
NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266. El anadlisis revelo que las células sin tratar
mostraban un marcaje punteado, principalmente perinuclear, congruente con su
localizacion citosolica (figura 4.12.), mientras que en las células tratadas con BMS-
214662 un alto porcentaje presentaban con un marcaje difuso localizado en el

citoplasma y en el nucleo.
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La translocacion de AIF fue bloqueada por la inhibicion de caspasas con Z-
VAD-fmk en las células U266 y RPMI 8226/hp, pero no en NCI-H929, (figura 4.12.) El
tratamiento con el inhibidor selectivo de las caspasa -3, Z-DEVD-fmk (100 uM) sin

embargo, no impidio la translocacion de AlF en ninguna linea celular.
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.
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Figura 4.12.- Translocacion nuclear de AIF. Las células se trataron durante 22h con BMS-
214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM RPMI 8226/hp y 1 uM en U266) en ausencia o presencia
de Z-VAD-fmk 100 uM. Tras esto, se fijaron con paraformaldehido y se marcaron con un
anticuerpo anti-AlF. Finalmente se analizaron por microscopia confocal. Las células tratadas
con BMS-214662 muestran una localizacion nuclear de AIF, que excepto en el caso de las
células NCI-H929, fue bloqueada por Z-VAD-fmk.

4.1.8.- Evaluacion de la posible implicacion de las MAP-quinasas p38 y
JNK en la apoptosis inducida por BMS-214662.

La familia de quinasas activadas por mitégeno MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase), incluye cuatro subfamilias de quinasas: JNK (c-Jun-terminal Kinase),
p38MAPK, ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) y Erk5 (Carvajal-Vergara et
al., 2005). Muchos de los farmacos utilizados en quimioterapia activan alguna de estas
vias de transduccion. En algunos casos su activacion es independiente de la induccion
de apoptosis (Okano and Rustgi, 2001), en otros, parece ser previa a la activacién de
caspasas (Sanchez-Pérez and Perona, 1999). Se evalué la posible contribucion de
esta familia de quinasas en la apoptosis inducida por BMS-214662 en las lineas
celulares RPMI 8226/hp y U266 utilizando los inhibidores SB203580 y PD98059.
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La molécula SB203580 inhibe preferentemente a la p38MAPK a bajas
concentraciones (3uM), pero también inhibe a la JNK a concentraciones mayores
(25uM) (Clerk and Sugden, 1998). Las células se incubaron con el inhibidor 1 h antes
de la adicion de BMS-214662 y transcurrido el tiempo de incubacién con la droga se
cuantificd la muerte celular sin observarse proteccién y descartandose por tanto la
implicacion de JNK o p38MAPK en el mecanismo de induccién de apoptosis del FTI en
estas células (figura 4.13.). Analogamente se analizé el efecto de la inhibicién de la
ERK por PD98059 (Davies et al., 2000) en la citotoxicidad inducida por BMS-214662,
encontrandose que este inhibidor tampoco ofrecia proteccion significativa (figura 4.13.)
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Figura 4.13.- La inhibiciéon de las MAP-quinasas no protege de la apoptosis inducida por
BMS-214662 en las células U266 (A) y RPMI 8226/hp (B). Las células (3x10 cél/ml) se pre-
incubaron en medio completo durante 1 h con SB203580 (3 6 25 uM) o PD98059 (50 uM),
segun se indica. Seguidamente se afiadio BMS-214662, 1 uM (A) y 0,3 uM (B) y se incubaron
durante 21 h mas. La viabilidad celular se analizé mediante translocacion de PS y pérdida del
AY,,. Los resultados son la media * desviacion estandar de tres experimentos diferentes.
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4.1.9.- Evaluacion de la implicacion de la via PI3K/Akt en la apoptosis
inducida por BMS-214662.

Se ha relacionado el efecto de los FTIs con el grado de actividad de esta via al
observarse que tras el tratamiento de células tumorales con alguno de estos agentes
se reduce la fosforilacion de Akt (Sebti and Der, 2003). Se ha planteado como
hipétesis que por encima de Akt deberia existir una proteina activadora susceptible de
farnesilacion que al inhibirse su farnesilacién produciria una inhibicién global de la via
PI3K/Akt y con ello la induccién de apoptosis (Sebti and Der, 2003). Ademas, la
sobre-expresion de Akt, pero no de H-Ras, insensibiliza a las células NIH 3T3 a la
apoptosis inducida por el inhibidor FTI-277, y células tumorales humanas con Akt
constitutivamente activo son resistentes a la apoptosis inducida por el FTI-277 (Jiang
et al., 2000).

Para ver si esta via era o no relevante en la supervivencia de las células de
mieloma y en la apoptosis inducida por BMS-214662, se analizd el efecto de dos
inhibidores diferentes de la PI3K , LY294002 y wortmanina, siendo este ultimo mas
especifico (Davies et al., 2000). A las dosis y tiempos utilizados, estos inhibidores por
si solos no indujeron ninguna toxicidad, por lo que la via PI3K/Akt no parece
imprescindible para la supervivencia celular (figura 4.14.). Cuando se administraron
conjuntamente los inhibidores y BMS-214662 tampoco se observd variacion

significativa en la toxicidad del FTI (figura 4.14.).
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Figura 4.14.- Efecto de los inhibidores de la via PI3K/Akt sobre la toxicidad de BMS-

214662. Las células (3x105 cél/ml) se preincubaron en medio completo durante 1 h con
LY294002 (10 uM) o Wortmanina (100 nM), segun se indica. Seguidamente se afadié BMS-
214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM RPMI 8226/hp y 1 uM en U266) y se incubaron 22 h mas.
La viabilidad celular se analiz6 mediante la unidén de anexina-V-PE. Los resultados son la
media £ desviacion estandar de tres experimentos diferentes.
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4.1.10.- Evaluacion de la implicacion en la apoptosis de distintas dianas
moleculares de BMS-214662.

4.1.10.1.- Ras como diana candidata en la apoptosis inducida por BMS-214662.

Existen tres genes ras que codifican para cuatro proteinas Ras (H-Ras, N-Ras,
K-Ras-4A y K-Ras-4B). Las proteinas Ras son GTPasas que participan a modo de
interruptores celulares, unen e hidrolizan GTP, presentando un estado inactivo (Ras -
GDP) o activo (Ras-GTP). Ras-GTP regula positivamente la proliferacién celular y es
necesaria para la entrada en fase S del ciclo celular (Mulcahy et al., 1985). Existe una
alta tasa de mutacion de Ras en canceres humanos. En general, todas estas
mutaciones suelen suprimir la actividad GTPasa, permitiéndo que Ras permanezca
constantemente unido a GTP y constitutivamente activo (Bos, 1989). Sin embargo,
para que Ras desempefie correctamente su funcién es necesario su previo anclaje a la
membrana plasmatica, lo que consigue gracias a la incorporacion de una cadena
isoprenoide hidrofébica. En condiciones basales, la modificacidon que experimentan las
proteinas Ras es siempre farnesilacion, aunque en condiciones de inhibicién de la
actividad farnesil-transferasa, K-Ras y N-Ras, pero no H-Ras, son geranilgeraniladas
con lo cual siguen manteniendo su asociaciéon a la membrana plasmatica y su funcion
(Whyte et al., 1997; Sebti, 2003). Estos resultados plantean que la actividad anti-
tumoral de los FTls dependeria mas de la inhibicion de la farnesilacién de otras
proteinas que de la de N-Ras o K-Ras, ya que al ser geranilgeraniladas seguirian en
estado activo, y ponen de manifiesto que los FTIs podrian considerarse mas bien
compuestos anti-FTasa que compuestos anti-Ras (Sebti and Der, 2003).

Multiples estudios apoyan la independencia entre el estado de Ras y la
sensibilidad a los FTls. Asi, los FTls inhiben el crecimiento de muchas lineas
tumorales independientemente de que expresen Ras silvestre o mutado y han
demostrado ser capaces de inhibir el crecimiento in vivo de tumores con Ras silvestre
(Liu et al., 1998; Feldkamp et al., 2001).

En nuestro caso, el tratamiento con BMS-214662 inhibio el crecimiento celular
e indujo apoptosis en todas las lineas celulares independientemente del estado de Ras
(NCI-H929, N-Ras; RPMI 8226/hp, K-Ras; U266, Ras silvestre) (Bolick et al., 2003),
descartandose a Ras como diana principal, aunque si pudiera existir cierta relacion
entre el estado de Ras y la dosis de BMS-214662 necesaria para inducir apoptosis
(figura 4.3.A.).
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4.1.10.2.- Rho B como diana candidata en la apoptosis inducida por BMS-214662.

Las proteinas Rho son GTPasas de la superfamilia Ras que participan en la
regulacion del citoesqueleto de actina, la adhesion y la movilidad celular, la
proliferacion y la apoptosis (Wherlock et al., 2004). Una de estas proteinas es RhoB,
localizada en endosomas tempranos y membranas nucleares. Esta especializada en el
trafico intracelular de receptores de citoquinas como el del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Liu et al., 2000). La isoprenilacion de RhoB es crucial para su
correcta localizacién en membrana, para establecer interacciones con otras proteinas
y para desempenar sus funciones fisiolégicas. La mayor parte de RhoB se
geranilgeranila (70%), excepto una pequefa cantidad que se farnesila. En presencia
de un FTI, todo el RhoB celular se geranilgeranila, alterandose su localizacion (deja de
estar presente en la membrana de los endosomas) (Lebowitz et al.,, 1995) y
alterandose el transporte del receptor de EGF, contenido en los endosomas, hasta la
membrana plasmatica (Wherlock et al., 2004). El bloqueo en la ruta de secrecion, junto
con las alteraciones del citoesqueleto celular, podrian ser las causas que explicasen la
toxicidad de los FTls si RhoB fuera la diana principal. Sin embargo, posteriormente,
multiples estudios han rechazado a RhoB como mediadora de la actividad tumoral de
los FTIs (Sebti, 2003) y se ha demostrado que la sobre-expresion de cualquiera,
RhoB, RhoB-F o RhoB-GG, es capaz de inhibir el crecimiento tumoral (Chen et al.,
2000).

Para poder evaluar si BMS-214662 estaba afectando a los niveles de RhoB e
induciendo un acumulo de la forma no farnesilada en nuestras células, realizamos
extractos de proteinas de células U266 y H929 (en las que la apoptosis inducida por el
FTI iba acompafada de cambios mas aparentes en la morfologia celular) tratadas con
BMS-214662 o no (controles), que después se analizaron por electroforesis e
inmunotransferencia. Dado que los niveles basales de RhoB son muy bajos en estas
células, también se realizaron experimentos en células tratadas con simvastatina. La
simvastatina es un compuesto de la familia de las estatinas, empleado como farmaco
en el tratamiento de la hipercolesterolemia. Actua bloqueando la conversion de
hidroximetilglutaril-CoA en mevalonato. Al ser el mevalonato precursor de farnesil-
pirofosfato y de geranilgeranil-pirofosfato, la simvastatina va a inhibir tanto la
farnesilacion como la geranilgeranilacién de RhoB, lo que impedira la degradacién de
la proteina que se acumulara en el citosol en la forma no isoprenilada (Stamatakis et
al., 2002).
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En ambos tipos celulares el tratamiento con simvastatina indujo un aumento de
los niveles de la proteina RhoB y el acumulo de la forma no isoprenilada de ésta.
Ademas, la simvastatina resulté un poco téxica en las células U266 llegando a inducir
apoptosis (figura 4.15.A). Las células U266 apoptéticas presentaban prolongaciones
de su membrana en forma de pseuddpodos que recordaban la morfologia apoptética
inducida por el tratamiento con BMS-214662 (apartado 4.1.2.). El tratamiento con
BMS-214662 no indujo acumulo de RhoB en ninguna de las lineas y sdlo en las
células U266 la banda correspondiente a las células tratadas aparecia ligeramente
retardada con respecto a la banda de las células control, consecuencia de la alteracion

en los procesos de isoprenilacion por BMS-214662 en esas células (figura 4.15.B).

A = Control B
™ BMS-214662
1007 & Simvastatina
S U266 NCI-H929
+ J
= 60 Tubulina » —
E 1 RhOB— s -—
g 407
< BMS-214662 (uM) - 1 - - 0075 -
. Simvastatina (10uM) - -+ - - +
0 T
U266 H929

Figura 4.15.- Efecto de BMS-214662 y de Simvastatina sobre la proteina RhoB. (A)Las

células (3x105 cél/ml) se incubaron en medio completo en presencia de BMS-214662 (75 nM en
NCI-H929 y 1 uM en U266) o de simvastatina 10 uM durante 22h . Pasado este tiempo la
apoptosis se evalud por unién a anexina-V-PE y posterior analisis por citometria de flujo. (B)
Las células se trataron analogamente a (A) y transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron
extractos celulares. Se analizaron los niveles de la proteina RhoB mediante electroforesis e

inmunotranferencia. La cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccion de o-
tubulina.

4.1.10.3.- CENP-E y CENP-F como dianas candidatas en la apoptosis inducida
por BMS-214662.

CENP-E y CENP-F son dos proteinas que se expresan preferencialmente
durante la mitosis y que estan implicadas en el punto de control de la transicién G,-M
del ciclo celular. Ambas contienen una secuencia CAAX en su extremo C-terminal y

son sustrato de la FT pero no de la GGT-I.
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En la literatura, existen trabajos que describen que la mayor parte de las lineas
tumorales sensibles a los efectos de los inhibidores de farnesil-transferasas
experimentan tras el tratamiento un acumulo en G,-M (excepto las células con H-Ras
activo que se acumularian en G4) (Ashar et al.,, 2000). Se han estudiado en mas
detalle los efectos de los FTls sobre estas proteinas, observandose que la inhibicién
de la farnesilacion no afecta a su localizacion en los cinetocoros, pero si a la
interaccion entre CENP-E y los microtubulos. Se ha propuesto que al inhibirse la
farnesilacion de CENP-E se altera la interaccion microtubulo-centromero
bloqueandose asi la divisién celular en metafase (Ashar et al., 2000).

Para evaluar si CENP-E y CENP-F eran relevantes en la toxicidad inducida por
los FTls, se analizé si BMS-214662 inducia parada del ciclo. En ningin caso se
observd acumulacion en G,-M. En las células U266 el tratamiento con BMS-214662 no
afectd a la distribucidn celular en cada una de las fases del ciclo (figura 4.16.). En las
lineas RPMI 8226/hp y H929, aunque BMS-214662 si indujo parada de ciclo, las
células se acumularon en G;. Estos efectos inducidos por el FTI sobre las células
parecen corresponder mejor con el estado de p53 (mutado y no funcional en U266;
funcional en RPMI 8226/hp y H929 (Bolick et al., 2003)), que con la posible implicacién
de CENP-E y CENP-F como responsables de la toxicidad del FTI.

U266 RPMI 8226/hp NCI-H929

Control

T . T Frpriwi . - Toa T T T —— T

BMS-214662 | : i

Figura 4.16.- Efecto de BMS-214662 sobre en ciclo celular en U266, RPMI 8226/hp y H929.

6
Las células (1x10 cél/ml) se incubaron en medio completo en presencia o no de BMS-214662
(75 nM en NCI-H929 y 1 uM en U266) durante 22h. Posteriormente se fijaron con etanol al
70%, se marcaron con ioduro de propideo (Pl) y se analizaron por citometria de flujo.
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4.1.10.4.- RabGGT como diana candidata en la apoptosis inducida por BMS-
214662.

Recientemente se ha propuesto una nueva candidata como diana de algunos
FTls, la enzima Rab geranilgeranil-transferasa (RabGGT) (Lackner et al., 2005). A
diferencia de las enzimas FT y GGT, que reconocen motivos CAAX en el extremo C-
terminal de sus sustratos y modifican primero la cisteina por isoprenilacién para
favorecer asi posteriores modificaciones (Clarke,1992), la RabGGT reconoce motivos
CXC, en los que isoprenila ambas cisteinas y no se producen posteriores
modificaciones (Lackner et al., 2005). Pese a las diferencias que existen entre ellas,
las tres prenilasas tienen sitios activos y mecanismos de modificacion del sustrato
extraordinariamente similares, lo cual permite que un mismo inhibidor, por ejemplo un
FTI, pueda inhibir a la vez la actividad de las tres enzimas (Long et al.,2002).

Se ha demostrado que la pérdida de funcion de RabGGT induce apoptosis
independientemente de p53 por alteracion de numerosas proteinas involucradas en la
ruta secretora (Lackner et al., 2005). Para valorar si este podia ser el caso en nuestro
modelo, determinamos el grado de inhibicién de la enzima RabGGT tras el tratamiento
de las células con BMS-214662. Para ello, evaluamos la ausencia de isoprenilacion en
la proteina Rab5B, una proteina involucrada en la ruta secretora y diana de la enzima
RabGGT, y en la proteina HDJ-2, considerada un buen marcador de inhibicion de la
actividad farnesil-transferasa, en células NCI-H929, RPMI 8226/hp y U266 tratadas
con BMS-214662. En las tres lineas el tratamiento con BMS-214662 inhibi6 la
actividad farnesil-transferasa, como se esperaba, y en RPMI 8226/hp y U266 , BMS-
214662 también inhibié la actividad RabGGT (figura 4.17.), como muestra la banda de
menor movilidad correspondiente a la proteina no isoprenilada. Sin embargo, en las
células NCI-H929 no se observd la banda indicativa de inhibicion de la actividad
RabGGT (figura 4.17.). Para averiguar si esta falta de inhibicion se debia a la baja
dosis de BMS-214662 empleada en las células NCI-H929, las células se trataron con
BMS-214462 (1 uM) durante 10 h (89% apoptosis), pero el analisis por western blotting
de los correspondientes extractos celulares tampoco mostré ninguna banda retardada.
Esto sugiere que la ausencia de inhibicion de la actividad RabGGT es una
caracteristica intrinseca de las células H929, y que la inhibicién de esta actividad
enzimatica no esta implicada en la apoptosis inducida por BMS-214662 en estas
células, aunque la inhibicion de la RabGGT si pudiera estar implicada en la induccion
de apoptosis por BMS-214662 en RPMI 8226/hp y U266.
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Figura 4.17. — BMS-214662 inhibio la actividad RabGGT en algunas lineas de mieloma.
Las células se trataron con BMS-214662 (75 nM en NCI-H929, 0,3 uM RPMI8226/hp y 1 uM en
U266) durante 22h. Transcurrido este tiempo, se realizaron extractos celulares totales y la
proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Para evaluar la
inhibicién de actividad RabGGT, se usaron anticuerpos especificos contra Rab5B, una proteina
diana de la enzima. Como control de la inhibicion de actividad FT se empled un anticuerpo
especifico contra HDJ-2 (apartado 4.1.3.).

4.1.11.- Discusion.

Los FTls fueron disefiados como agentes anti-cancerigenos dirigidos contra la
proteina oncogénica Ras (Adjei et al., 2001). La mutacion de Ras es frecuente en el
mieloma multiple, y dado que los pacientes con Ras mutado responden peor a la
quimioterapia y tienen una media de supervivencia menor (Santucci et al., 2003), le
convierte en un buen candidato, a priori, a la terapia con FTls.

Los ensayos clinicos realizados hasta ahora les auguran un futuro prometedor
como agentes anti-neoplasicos en diferentes tipos de tumores. Sin embargo, la
respuesta al tratamiento no siempre correlaciona con la presencia de mutaciones en
Ras, lo que sugiere que deben ser otras proteinas farnesiladas las dianas moleculares
relevantes (Morgan et al., 2003). Se han realizado multiples estudios en busca de
nuevas dianas sin llegar a conclusiones claras. Es muy probable que la actividad anti-
tumoral de los FTls no pueda explicarse por medio una sola proteina, sino por una
combinacion de varias de ellas. Ademas, las dianas de los FTls parecen ser diferentes
dependiendo del cancer o incluso de la linea celular de que se trate, y también
dependiendo del FTI objeto de estudio (Sebti and Der, 2003). Esto hace que mientras
que los ensayos clinicos con FTls como drogas anti-tumorales continuan, la busqueda
de las proteinas farnesiladas responsables de su accion quede todavia sin resolver y

complicandose cada vez mas.
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Gran parte de los FTls inducen solamente inhibicion del crecimiento en las
células sensibles, favoreciendo muerte por negligencia pero no induciendo
directamente apoptosis (Du et al., 1999; Le Gouill et al., 2002; Bolick et al., 2003).
En algunas lineas celulares de mieloma, FTIs como R115777 (Zarnestra ®) y el acido
perilico si inducen una clara apoptosis (Beaupre et al., 2003, 2004). Como mostramos
en este estudio, también BMS-214662 es un potente inductor de apoptosis en células
de mieloma, incluso a dosis mas bajas que otros FTls (Le Gouill et al., 2002; Bolick et
al., 2003). Se ha sugerido que su actividad apoptética podria ser independiente de la
actividad inhibidora de la FT (Sebti and Der,2003; Basso et al., 2006), explicando asi
su mayor toxicidad respecto a otros FTls.

En nuestras células, BMS-214662 induce apoptosis a través de la via
mitocondrial, con pérdida del potencial de membrana mitocondrial, salida de citocromo
c al citosol, activacion de caspasas y translocacion de AlF al nucleo. También provoca
cambios en los niveles de algunas proteinas de la familia Bcl-2, anti-apoptoticas
(reduccién de los niveles de Mcl-1) y pro-apoptéticas (aumento de los niveles de
PUMA a tiempos cortos y cambio conformacional de Bax y Bak). La contribucién
relativa de las caspasas y de las proteinas de la familia Bcl-2 dependi6é de cada linea
celular. Asi, el inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk, protege de la muerte celular
inducida por BMS-214662 en las células U266 y RPMI 8226/hp durante las primeras
30 y 48 h respectivamente, pero no a tiempos mas largos. Por el contrario, en NCI-
H929 tan sélo impide la aparicion de ciertas caracteristicas morfologicas y bioquimicas
de la apoptosis, pero no de la muerte celular. Ninguno de los inhibidores selectivos de
caspasas empleados (Z-VDVAD-fmk, Z-DEVD-fmk, Z-VEID-fmk, Z-LEHD-fmk y Z-
IETD-fmk) es capaz por si sélo de impedir la muerte celular inducida por BMS-214662,
aunque la triple combinacion de Z-DEVD-fmk + Z-VEID-fmk + Z-LEHD-fmk si mostro
un efecto protector de la apoptosis comparable al de Z-VAD-fmk. Estos resultados
indican que no existe ninguna caspasa que se active a nivel pre-mitocondrial y que las
aparentes diferencias encontradas entre la protecciéon conferida por Z-LEHD-fmk
(inhibidor de la caspasa-9) y Z-VAD-fmk (inhibidor general de caspasas) se deben
probablemente a la mejor biodisponibilidad del segundo. Estos resultados también
descartan el posible papel inciador de la apoptosis de la caspasa-2.

Procesos como el cambio conformacional de Bax y Bak y la disminucion de los
niveles de Mcl-1 no son inhibidos por Z-VAD-fmk en ninguna de las lineas analizadas,
mientras que otros procesos como la caida del potencial mitocondrial, la liberacion de

citocromo ¢ y la translocacién de AIF silo son en las lineas U266 y RPMI 8226/hp.
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Este resultado concuerda con publicaciones previas, que muestran que la salida de
citocromo ¢ puede ocurrir en dos etapas, siendo la primera independiente de la
participacion de las caspasas, y la segunda, mediada por un ciclo de retroalimentacion
ejecutado por ellas (Chen et al., 2000).

Proponemos que en la apoptosis inducida por BMS-214662 existe un
mecanismo iniciador dependiente de PUMA/Bax/Bak/Mcl-1, previo a la activaciéon de
caspasas, a partir del cual hay que hacer una distincion entre lineas:

- En NCI-H929, la oligomerizacion de Bax/Bak seria suficiente para
inducir fallo mitocondrial y liberacién de proteinas apoptogénicas, no
siendo necesario el ciclo de retroalimentacion de caspasas (figura
4.18.).

- En RPMI 8226/hp y U266, la oligomerizacion de Bax/Bak sélo
permitiria una pequefa salida de citocromo ¢, haciendose necesario el
ciclo de retroalimentacion mediado por caspasas para que se induzca
una segunda salida de citocromo ¢ (en mayor cantidad), acompafiada
de la salida de los otros factores apoptogénicos , entre ellos AlF
(figuras 4.19.y 4.20.).

Las diferencias en el mecanismo apoptdético observadas entre las lineas de
mieloma, no son sino un mero reflejo de la realidad: las diferencias y la gran diversidad
existente entre las células de mieloma obtenidas de diferentes pacientes. La
explicacion al diferente comportamiento entre lineas podria estar en la presencia o
ausencia de diferentes proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2 (de tipo “sélo BH3")
en cada una de las lineas, proporcionando asi mayor o menor capacidad para
neutralizar el efecto de las proteinas anti-apoptoticas Mcl-1, Bcl-2 y Bcel-x.. En todos
los casos, e independientemente de que se necesiten 0 no para la ejecucién del
proceso apoptdtico, las caspasas aceleran el proceso de muerte celular y son las
responsables de la adquisicion de la morfologia y de las caracteristicas bioquimicas de
la apoptosis. Asi, en todas las lineas estudiadas, tras la pérdida del potencial
mitocondrial y la liberacién de citocromo c, se produce el reclutamiento de la caspasa-
9, la formacion del apoptosoma, la activacibn en cascada de caspasas, la
degradacion de sus sustratos y la accion nuclear de AlF, dando lugar a una morfologia

apoptotica comun.
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Figura 4.18.- Esquema hipotético del mecanismo de induccion de apoptosis de BMS-
214662 en las células NCI-H929. BMS-214662 es internalizado en las células e inhibe la
actividad de la enzima farnesil-transferasa (FT), impidiendo de este modo la farnesilacién y
posterior procesamiento de diferentes proteinas diana. Como consecuencia, por un lado
aumentan los niveles de p53 y PUMA, y por otro se activan y /o translocan a la mitocondria las
proteinas pro-apoptéticas Bim, Bik y Bad. Estas proteinas, mayoritariamente Bim y PUMA
(Willis and Adams, 2005) neutralizan el efecto de las proteinas anti-apoptéticas e inducen el
cambio conformacional de Bax y Bak y la formacidon de canales proteicos en la membrana
mitocondrial. Como resultado se produce la pérdida del potencial mitocondrial y la salida de
citocromo c y AlF al citosol. Citocromo c se une a Apaf-1y el complejo activa la caspasa-9, que
desencadena la cascada de activacion de caspasas. AlF se transloca al nucleo y contribuye a
la condensacion y fragmentacion de la cromatina. Todo ello conduce finalmente a la muerte de
la célula por apoptosis.

La toxicidad inducida por BMS-214662 no parece estar mediada por la
activacién de las MAP-quinasas ni por la inhibicion de la via PI3K/Akt. Respecto a los
analisis realizados en relacion a las proteinas farnesiladas candidatas a ser dianas de
BMS-214662 relevantes parala apoptosis, aunque no han sefalado a ninguna como
diana unica y clara, si permiten extraer algunas conclusiones. La apoptosis inducida
por BMS-214662 es independiente del estado mutacional de Ras, aunque las dosis
necesarias de FTI para inducir apoptosis parecen guardar cierta relacién con la
existencia o no de mutacion. RhoB podria ayudar a la induccion de apoptosis en U266,
pero seria una diana secundaria, puesto que su acumulo causa algo de toxicidad,
aunque considerablemente menor a la inducida por el FTI. CENP-E y CENP-F no
parecen estar implicadas en la apoptosis inducida por BMS-214662 en las lineas
empleadas, ya que ninguna de las lineas mostré bloqueo del ciclo celular en G,-M tras

el ratamiento. La inhibicion de la RabGGT podria ser responsable de la toxicidad

116



Resultados y Discusién

observada en RPMI 8226/hp y U266, pero no en NCI-H929. En conjunto, estos
resultados apoyan la hipétesis antes comentada de que la actividad anti-tumoral de los
FTls probablemente no pueda ser explicada por la inhibiciéon de la farnesilacién de una
Unica proteina diana, sino que se deba mas bien a los efectos aditivos de varias y
diferentes proteinas susceptibles de farnesilacion (Sebti and Der, 2003). También
parece que dependiendo del FTlI que se ensaye y de los modelos de cancer
estudiados e incluso dentro de cada modelo, dependiendo de cada linea celular o de

cada paciente, las dianas implicadas podrian ser diferentes (Sebti and Der, 2003).
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Figura 4.19.- Esquema hipotético del mecanismo de induccién de apoptosis de BMS-
214662 en las células RPMI 8226/hp. BMS-214662 es internalizado en las células e inhibe la
actividad de la enzima farnesil-transferasa (FT) y de la enzima Rab-geranilgeraniltransferasa
(RabGGT), impidiendo de este modo la farnesilacion y posterior procesamiento, o la
geranilgeranilacion, de diferentes proteinas diana. Como consecuencia, aumentan los niveles
de p53 y este induce un aumento de los niveles de la proteina pro-apoptética PUMA. La
carencia de otras proteinas pro-apoptéticas como Bim dificulta la neutralizacion de proteinas
anti-apoptéticas, ejecutada unicamente por PUMA, vy el cambio conformacional de Bax/Bak
(s6lo se produce el cambio conformacional de Bax pero no de Bak). Como resultado, apenas
hay caida del potencial mitocondrial y sélo es posible una pequefia salida de citocromo c, que
se une a Apaf-1 y activa un poco de caspasa-9, que a la vez activa un poco de caspasa-3 y
caspasa-6. Las pequefias cantidades de caspasas activas inducen por un mecanismo
desconocido de retroalimentacion una mayor caida del potencial mitocondrial, y favorecen una
segunda salida de citocromo c, esta vez considerablemente mayor y acompanada de la salida
de AIF. Citocromo ¢ se une a mas Apaf-1, activando mas caspasa-9 y desencadenando la
cascada de activacion de caspasas. AlF se transloca al nucleo y contribuye a la condensacion
y fragmentacion de la cromatina. Todo ello conduce finalmente a la muerte de la célula por
apoptosis. Este modelo explica como el inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk impide la
muerte celular al inhibir el ciclo de retroalimentacién de las caspasas, verdadero responsable
de dicha muerte.
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Figura 4.20.- Esquema hipotético del mecanismo de induccion de apoptosis de BMS-
214662 en las células U266. BMS-214662 es internalizado en las células e inhibe la actividad
de la enzima farnesil-transferasa (FT) y de la enzima Rab-geranilgeraniltransferasa (RabGGT),
impidiendo de este modo la farnesilacién y posterior procesamiento, o la geranilgeranilacion, de
diferentes proteinas diana. Como consecuencia, se activan y/o translocan a la mitocondria las
proteinas pro-apoptoéticas Bim, Bik y Bad. Estas proteinas, principalmente Bim (Willis and
Adams, 2005) neutralizan el efecto de las proteinas anti-apoptoticas e interaccionan, todas
ellas, con Bax/Bak, permitiendo el cambio conformacional y la formacion de canales proteicos
en la membrana mitocondrial. Al ser estas células p53 mutado, este no interviene en la fase de
induccion de apoptosis y congruentemente tampoco se detecta un aumento significativo de los
niveles de PUMA, descartandose la implicacién de esta proteina en la fase de induccion del
proceso apoptético. Como resultado, la caida del potencial mitocondrial es menor. Sélo es
posible una pequena salida de citocromo ¢, que se une a Apaf-1 y activa un poco de caspasa-
9, que a la vez activa un poco de caspasa-3 y caspasa-6. Las pequefas cantidades de
caspasas activas inducen por un mecanismo desconocido de retrolimentacion una mayor
caida del potencial mitocondrial y favorecen una segunda salida de citocromo ¢ en mayor
cantidad y esta vez acompanada de la salida de AIF. Citocromo ¢ se une a mas Apaf-1,
activando mas caspasa-9, desencadenando la cascada de activacién de caspasas. AlF se
transloca al nucleo y contribuye a la condensacion y fragmentacion de la cromatina. Todo ello
conduce finalmente a la muerte de la célula por apoptosis. Este modelo explica como el
inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk impide la muerte celular al inhibir el ciclo de
retroalimentacion de las caspasas, verdadero responsable de dicha muerte.
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4.2.- CARACTERIZACION DE LOS DETERMINANTES DE
SENSIBILIDAD A APO2L/TRAIL.0 EN CELULAS DE MIELOMA.
EFECTO POTENCIADOR DE VPA.

4.2.1.- Introduccion.

Apo2L/TRAIL es un ligando de la superfamilia del factor de necrosis tumoral
(TNF), capaz de inducir apoptosis tras la ligacién de sus receptores mortales. Es una
proteina que presenta muy buenas perspectivas como futura terapia anti-tumoral, ya
que induce apoptosis en muchas células transformadas, pero no en la mayor parte de
las células normales (Almasan and Ashkenazi, 2003). Ademas, se sabe que
Apo2L/TRAIL desempefia un papel clave en la vigilancia anti-tumoral mediada por las
células NK (Takeda et al., 2002) y que los ratones TRAIL” desarrollan linfomas de
manera espontanea (Zerafa et al., 2005), lo que sugiere que Apo2L/TRAIL podria estar

implicado en el control de las neoplasias hematoldgicas.

Para transducir la sefal de muerte, Apo2L/TRAIL interacciona con un complejo
sistema de receptores: dos receptores de muerte pro-apoptéticos (DR4 y DR5), que
contienen dominios DD (Death Domain) intracelulares implicados en la transduccion
de la senal y dos receptores sefiuelo (DcR1 y DcR2) funcionalmente inactivos, porque
o bien carecen del dominio DD (DcR1) o lo tienen mutado (DcR2). Existe un tercer
receptor sefuelo soluble denominado osteoprotegerina (OPG). Inicialmente se
identific6 como receptor de OPGL/RANKL, y posteriormente se detecté su capacidad
de unir también a TRAIL (Emery et al., 1998).

DcR1 DcR2
DR4 DR5

Cysteine rich domain 1
(CRD 1)

| Death domain

Figura 4.21.- Los cinco receptores de TRAIL. Los O&valos representan los dominios
extracelulares ricos en cisteinas. El primero en amarillo, el resto en azul. Los rectangulos rojos
representan el dominio de muerte (DD) (Kimberley and Screaton, 2004).
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Son varios los argumentos que apoyan el empleo de Apo2L/TRAIL en la terapia
del mieloma multiple (MM), una neoplasia hematolégica de alta incidencia que
presenta frecuentes recaidas y resistencias a los tratamientos actuales. En primer
lugar, Apo2L/TRAIL induce apoptosis en algunas lineas celulares y en células de
pacientes de mieloma multiple (MM) (Gazitt et al., 1999; Mitsiades,N et al., 2001; Chen
et al., 2003) mientras que genera una toxicidad minima o nula en las células normales
(Kelley and Ahskenazi, 2004). Por otro lado, aunque los osteoclastos del hueso sano
no expresan receptores de Apo2L/TRAIL, los osteoclastos de la médula 6sea de
pacientes con mieloma si expresan receptores DR4 funcionales (Roux et al., 2005),
sugiriendo que el tratamiento con Apo2L/TRAIL podria simultdneamente paliar la
enfermedad 6sea asociada al mieloma. También, como se comentara mas adelante,
el Apo2L/TRAIL secretado por los monocitos de sangre periférica, es probablemente el
principal mediador in vivo de la accion anti-mieloma del interferon o/f3 (apartado 4.3;

Godmez-Benito et al., 2005b).

Hasta ahora, el principal problema de los estudios realizados en torno al
empleo de Apo2L/TRAIL en la terapia del mieloma (Lincz et al., 2001; Mitsiades,CS et
al., 2001; Mitsiades,N et al., 2002) es que se han llevado a cabo con formas
recombinantes de Apo2L/TRAIL que inducen efectos toxicos sobre los hepatocitos (Jo
et al., 2000) y sobre otras células humanas normales (Nitsch et al., 2000; Quin et al.,
2001; Dorr et al., 2002), lo que ha dificultado sus potenciales aplicaciones. En este
trabajo, hemos empleado una forma recombinante y soluble de Apo2L/TRAIL, llamada
Apo2L/TRAIL.0, que carece de las colas exdgenas (residuos 114-281) y es incapaz de
inducir apoptosis en ninguna de las células normales humanas en que se ha evaluado
(Kelley and Ashkenazi, 2004). Esta variante fue desarrollada por el grupo del Dr.
Ashkenazi en Genentech (Lawrence et al., 2001; Kelley and Ashkenazi, 2004) con la

idea de ser empleada en ensayos clinicos.

Para poder disefar un tratamiento anti-mieloma eficiente es necesario que
previamente se establezcan los determinantes moleculares que condicionan la
sensibilidad de las células a Apo2L/TRAIL, Apo2L/TRAIL.O en este caso. Aunque se
ha planteado que la diferente sensibilidad de las células tumorales frente a la de las
células normales podria depender de la relativa expresion de receptores de muerte y
receptores sefiuelo (Sheridan et al., 1997), la realidad parece ser mas compleja (Kelley
and Ashkenazi, 2004). En las células de mieloma al menos, la sensibilidad no parece

correlacionar con los niveles de expresion de receptores sefuelo (Lincz et al., 2001).
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Por otro lado, se ha mostrado que DR5, pero no DR4, es el principal
transductor de la sefial de muerte iniciada por Apo2L/TRAIL en un amplio panel de
leucemias de células B (Kang et al., 2003), pero sin embargo, DR4 parece ser el
principal responsable de la transduccion de la senal mortal en células de leucemia
linfatica cronica de tipo B (MacFarlane et al., 2005) y anticuerpos monoclonales
agonistas de ambos receptores, DR4 (HGS-ETR1) y DR5 (HGS-ETR2), son capaces
de inducir apoptosis en lineas humanas de leucemia sensibles a Apo2L/TRAIL
(Georgakis et al., 2005). También se ha propuesto que la sensibilidad a Apo2L/TRAIL
depende del ratio caspasa-8/c-FLIP (Mitsiades et al., 2002; Spencer et al., 2002),

propuesta que todavia hoy es materia de controversia.

En este trabajo hemos considerado y analizado cada uno de los elementos que
participan en la via apoptdtica inducida por TRAIL.0. y hemos estudiado estrategias
para revertir células resistentes a Apo2L/TRAIL.O en células sensibles y caracterizado

Su mecanismo de accion.

4.2.2.- Efecto de Apo2L/TRAIL.0 en la proliferacién y viabilidad celular.

En primer lugar, analizamos el efecto de Apo2L/TRAIL.O, una forma
recombinante de Apo2L/TRAIL especialmente disefada para uso clinico, sobre las
células IM-9, NCI-H929, MM.1S, RPMI 8226 y U266. Utilizando el método de
reduccién del MTT, los resultados indicaron que la linea RPMI 8226 era la mas
sensible a Apo2L/TRAIL.0, con una ICsy de 2 ng/ml (figura 4.22.), seguida por las
lineas MM.1S y NCI-H929 con una ICsy entorno a 100 ng/ml (figura 4.22.). En las
células IM-9 y U266 se produjo tan solo una pequefa inhibicién del crecimiento a
dosis altas de Apo2L/TRAIL.0 (500 ng/ml) (figura 4.22). Por esta razén, decidimos
considerarlas resistentes al ligando.

Para averiguar si el efecto toxico del ligando era debido a la induccién de
apoptosis se analizé la translocacién de PS mediante la unién de anexina-V-PE en
células tratadas con dos concentraciones diferentes (100 y 500 ng/ml) (figura 4.23.).
Este analisis condujo a resultados similares al MTT. RPMI 8226 fue la linea mas
sensible, MM.1S y NCI-H929 mostraron una sensibilidad intermedia que no se
modific6 de manera significativa al aumentar 5 veces la concentracion de
Apo2L/TRAIL.0 y no se observé toxicidad significativa en las lineas U266 e IM-9 (figura
4.23.).
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Figura 4.22.- Efecto de Apo2L/TRAIL.0 en la proliferacion de las células de mieloma. Las

células IM-9, MM.1S, NCI-H929, RPMI 8226 y U266 (3x105 cel/ml) se trataron con diferentes
concentraciones de Apo2L/TRAIL.0 en medio completo en placas de 96 pocillos. La
proliferacion celular se estimé a las 22h por el método del MTT. Los resultados mostrados son
la media + desviacion estandar de cuatro determinaciones individuales y estan expresados
como porcentaje de viabilidad relativa respecto a las células control (sin Apo2L/TRAIL). RPMI
8226 fue la linea mas sensible a Apo2L/TRAIL.O, con una ICso de 2 ng/ml.

100 4 [ Control
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Figura 4.23. — Apoptosis inducida por ApoZLITg?AIL.O en lineas de mieloma. Las células
IM-9, MM.1S, NCI-H929, RPMI 8226 y U266 (3x10 cel/ml) se trataron con 100 o 500 ng/ml de
Apo2L/TRAIL.O, o se dejaron sin tratar (controles) durante 22h en medio completo, segun se
indica. Pasado este tiempo, la apoptosis se evaludé por unidon de anexina-V-PE y posterior
analisis por citometria de flujo. Los resultados son la media + desviacion estandar de tres
experimentos diferentes
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4.2.3.- Receptores de Apo2L/TRAIL en células de mieloma.

4.2.3.1.- Expresién de DR4, DR5, DcR1 y DcR2 en la membrana plasmatica de las

células de mieloma.

Se analiz6 la expresion en membrana de receptores de Apo2L/TRAIL, en las
células IM-9, MM.1S, NCI-H929, RPMI 8226 y U266, mediante citometria de flujo
usando anticuerpos especificos. El analisis mostrd que las células RPMI 8226, las mas
sensibles a Apo2L/TRAIL.O, fueron también las que expresaron los mayores niveles de
DR4 y DR5 entre todas las analizadas (figura 4.24.). Las células IM-9, pese a ser
resistentes a Apo2L/TRAIL.0, mas de la mitad expresaron niveles significativos de
ambos receptores, DR4 y DR5. Posteriormente se observo, por citometria de flujo, que
estas células eran capaces de reducir considerablemente la expresién en membrana
de DR5 al incubarse en presencia del ligando (figura 4.25.), pudiendo influir este
proceso es su resistencia. Las células H929 y MM.1S, parcialmente sensibles a
Apo2L/TRAIL.0, y las células U266, resistentes al ligando, expresaron niveles bajos de
DR5 vy significativos de DR4, aunque no todas fueron positivas para la expresion de
este receptor. En las células U266, pese a su resistencia, no se observaron cambios
en los niveles de expresion de DR4 o DR5 tras el tratamiento con Apo2L/TRAIL.O.

La expresion de receptores sefiuelo (DcR1 y DcR2) fue similar en todas las

lineas celulares y no correlacioné con sensibilidad a Apo2L/TRAIL.O (figura 4.24.).

4.2.3.2.- Contribucién de DR4 y DRS5 a la induccion de apoptosis.

Para evaluar la contribucion relativa de los dos receptores funcionales de
Apo2L/TRAIL a la transduccién de la sefial apoptdtica en las lineas sensibles, se
utilizaron quimeras de DR4 y DR5 (DR4-Fc y DR5-Fc, respectivamente). Los
resultados indicaron que DR5 es mas eficiente en la transduccion de la senal, pero
que esta también puede ser transmitida por DR4. Para cada caso en particular, la
implicacion de DR4 y DR5 en la induccion de apoptosis dependid de los niveles
relativos de expresion entre ambos receptores. Asi, en las células RPMI 8226, que
expresaron altos niveles de ambos, DR4 y DR5 (figura 4.24.), la quimera DR4-Fc no
redujo la toxicidad de Apo2L/TRAIL.0, mientras que la quimera DR5-Fc la elimind

por completo (figura 4.26.). Por otro lado, en las células H929 y MM.1S, parcialmente
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sensibles a Apo2L/TRAIL.0, y que expresan principalmente DR4 (figura 4.24.), el
efecto protector de la quimera DR4-Fc fue mucho mayor que el de la quimera DR5-Fc
(figura 4.26.).

IM-9 MM.1S H929 RPMI8226 U266
63% 92% °
DR4
33%
DR5
58%
DcR1
61%
DcR2 |
|

Figura 4.24.- Expresion en membrana de los receptores de Apo2L/TRAIL. Las células

(2x105 células) se incubaron con los anticuerpos monoclonales de raton anti-DR4-PE (IgG1,
clon DJR1), anti-DR5-PE (IgG1, clon DJR2-4), anti-DcR1-PE(IgG1, clon DJR3) o anti-DcR2-PE
(lgG1, clon DJR4-1). Como control se usé una IgG1-PE de raton. Posteriormente se analizaron
por citometria de flujo.

DR4 DR5

Control

TRAIL

Figura 4.25.5— Reduccién de niveles de DR5 en la membrana de células IM-9. Las
células (3x10 cel/ml) se incubaron en ausencia (control) o presencia de 100 ng/ml de

Apo2L /TRAIL.0 en medio completo durante 22 h. Transcurrido este tiempo, 2x10 células
se incubaron con anti-DR4-PE o anti-DR5-PE, y se analizé la expresién de receptores por
citometria de flujo. Como puede observarse, las células incubadas con el ligando redujeron
muy significativamente la expresion de DRS.
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Figura 4.26.— Contribucién de DR4 y DR5 a la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL.0.
Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml para H929 y MM.1S y 2 ng/ml para RPMI 8226) se pre-incubd con
las quimeras DR4-Fc, DR5-Fc o ambas (200 ng/ml para H929 y MM.1S y 5 ng/m5I para RPMI

8226) durante 25 min a 4°C en medio completo. Por otro lado, las células (3x10 cel/ml), se
centrifugaron y los pellets celulares se resuspendieron en 1 ml de las mezclas de TRAIL.0 y
quimeras, anteriormente indicadas, o en medio completo (controles) y se incubaron durante
22h. Transcurrido este tiempo, se determiné la apoptosis por unién a anexina-V-PE y citometria
de flujo. Los resultados son la media * desviacién estandar de tres experimentos diferentes.

4.2.4.- Proteinas implicadas es la via extrinseca de apoptosis.

4.2.4.1.- Niveles de expresion de proteinas implicadas en la via extrinseca.

Se analizaron los niveles de expresion de caspasa-8 y caspasa-3, las
principales caspasas iniciadora y ejecutora, respectivamente, en la via extrinseca de
apoptosis. Todas las lineas expresaron niveles significativos de caspasa-8, excepto las
células IM-9, resistentes a Apo2L/TRAIL.O, cuyos niveles de expresion fueron muy
bajos (figura 4.27.). RPMI 8226 expresaron niveles de caspasa-3 inferiores al resto de
las células (figura 4.27.).

Por otro lado, como la actividad enzimatica de las caspasas puede verse
alterada por proteinas inhibidoras endégenas (IAPs y FLIPs), se analizaron los niveles
de XIAP, c-FLIP_ y c-FLIPs. Los niveles de clAP1 y clAP2 no se analizaron, ya que
aunque estas proteinas también interaccionan con las caspasas, no inhiben su
actividad (Eckelman and Salvesen, 2006). Todas las lineas analizadas expresaron el
inhibidor de caspasas XIAP en niveles semejantes y mostraron niveles significativos y
similares de c-FLIP_ (figura 4.27.), y muy bajos, casi indetectables, de c-FLIPs (no
mostrados). Ni los niveles de XIAP ni de c-FLIP. correlacionaron con la sensibilidad a
Apo2L/TRAIL.O.
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Figura 4.27.— Niveles de expresion de proteinas implicadas eg la apoptosis via

extrinseca. Se realizaron extractos totales de proteinas a partir de 5x10 células control para
cada una de las lineas celulares objeto de estudio. Posteriormente, las proteinas se separaron
mediante electroforesis SDS-12%PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
analizaron usando anticuerpos especificos. La cantidad de proteina cargada se normalizé
mediante la deteccion de B-actina.

4.2.4.2.- Andlisis de la activacion de caspasas -8 y -3.

Se analizé la activacion de las caspasas -8 y -3, principales caspasas iniciadora
y ejecutora, respectivamente, tras el tratamiento con Apo2L/TRAIL.O de las diferentes
lineas. Todas las lineas sensibles al ligando (RPMI 8226, MM.1S y H929) mostraron,
en mayor o menor medida, activacion de caspasa-8 (estimada por reduccién de los
niveles de pro-enzima) y de caspasa-3 (estimada por la reduccion de los niveles de
pro-enzima y por la aparicion de la forma activa de 17kDa) correlacionando con su
sensibilidad (figura 4.28.). En las células resistentes (IM-9 y U266), no se detectd
activacién significativa de caspasas tras el tratamiento con Apo2L/TRAIL.0 (figura
4.28.).

IM-9 MM.1S H929 RPMI 8226 U266

Caspasa-8— W vees o s T =
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Figura 4.28.— Activacion de caspasas inducida por TRAIL.0. Las células se trataron durante
22h con 100 ng/ml de Apo2L/TRAIL.0. Transcurrido este tiempo, se realizaron extractos de

6 . . ,
células control y células tratadas (5x10 células en cada caso). Posteriormente, se analizé la
activacion de caspasas mediante electroforesis e inmunotransferencia, utilizando anticuerpos
especificos. La cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccion de B-actina.
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4.2.5.- Evaluacion de la implicacion de la via PI3K/Akt en la apoptosis
inducida por Apo2L/TRAIL.0.

La senalizacion via PI3K/Akt es importante para la supervivencia del mieloma
(van de Donk et al., 2005). Ademas, se ha planteado que la activacion de esta via
protege de la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL en diferentes lineas tumorales
(Coffey et al., 2005) y que su inhibicion debiera sensibilizar las células al ligando
(Chen,X. et al., 2001; Coffey et al., 2005; Kim and Lee, 2005). Analizamos el efecto del
inhibidor de la PI3K (LY294002) y del inhibidor de mTOR (rapamicina) en la apoptosis
inducida por Apo2L/TRAIL.O en células H929 y U266. También se evalud el efecto que
un tratamiento prolongado (20h), con LY294002 o rapamicina, produce en los niveles
de expresion de receptores de TRAIL en las células H929.

Los inhibidores no tuvieron ningun efecto sesibilizador a Apo2L/TRAIL.0 en las
células U266. En las células H929, se observd una pequefa disminucién de la
citotoxicidad inducida por TRAIL.0O en presencia del inhibidor LY294002 (figura
4.29.A), Sin embargo, esta reduccion de la toxicidad correlacion6 con una disminucion
de la expresién en membrana de DR4 y DRS5 inducida por el tratamiento prolongado

con este inhibidor (figura 4.29.B).
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Figura 4.29.— Efecto de inhibidores de la via P5I3K/Akt en la apoptosis inducida por
TRAIL.O. en las células H929. (A) Las células (3x10 cel/ml) se pre-incubaron durante 1 h con
LY294002 (10 uM) o rapamicina (100 nM), segun se indica. Seguidamente, se afadieron 100
ng/ml de Apo2L/TRAIL.0 y se incubaron durante 22h. La muerte celular se estimé por la
exposicion de PS y pérdida del A¥Ym, mediante citometria de flujo. Los resultados 5son la media
+ desviaciéon estandar de tres experimentos diferentes. (B) Las células (3x10 cel/ml) se

trataron durante 20 h con LY294002 (10 uM) o rapamicina (100 nM), se incubaron con anti-DR4
o anti-DR5, y se analizo la expresion de receptores por citometria de flujo.
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4.2.6.- Apo2L/TRAIL.0 y los inhibidores de histona deacetilasas (HDACI).

Los inhibidores de histona deacetilasas (HDACI) son un nuevo tipo de farmacos
que estan siendo actualmente testados en ensayos clinicos. Estos agentes presentan
caracteristicas que les hacen idoneos para el uso en la terapia anti-cancer: reducida
toxicidad sobre células normales, capacidad de inhibir la proliferacion celular e inducir
apoptosis a bajas concentraciones, etc. Sin embargo, sus mecanismos de accion
todavia no se conocen con precision (apartado 2.3.7.8.). El acido valproico (VPA;
acido 2-propilpentanoico) pertenece al grupo de HDACI. Es un anti-convulsivo que ha
sido empleado en el tratamiento de la epilepsia durante mas de 30 afios. Ademas,
presenta otros efectos farmacolégicos adicionales como paliativo de migranas,
teratogenicidad y en ocasiones hepatotoxicidad (Gottlicher et al., 2001). El VPA es
capaz de inhibir la actividad histona deacetilasa (HDAC) a concentraciones
terapeuticas y también, al igual que otros inhibidores de HDAC, induce parada de ciclo
y diferenciacion celular, aunque no se sabe si este efecto es debido a la inhibicién de
HDAC o a otra diana todavia no caracterizada (Gurvich et al., 2004). Se ha descrito
que VPA es capaz de incrementar la sensibilidad a Apo2L/TRAIL en células de B-CLL

(MacFarlane et al., 2005), pero no se ha caracterizado su mecanismo de accion.

4.2.6.1.- Efecto sensibilizador de VPA en la apoptosis inducida por TRAIL.0 en

células de mieloma.

Con estos antecedentes, decidimos averiguar si el acido valproico (VPA) podia
sensibilizar a Apo2L/TRAIL.0 a las células de mieloma parcialmente sensibles o
resistentes. Para ello, las células se pre-trataron durante 6 h con VPA a dosis
terapéuticas (1 mM), y posteriormente se anadié Apo2L/TRAIL.O, incubandose ambos
conjuntamente durante 18 h mas. VPA por si sélo no resultd toxico en las lineas
analizadas, excepto una ligera toxicidad en las células U266. Tampoco tuvo un efecto
potenciador significativo en la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL.0 en IM-9, MM.1S
y H929 (figura 4.30.). Sin embargo, en el caso de las células U266, resistentes a
Apo2L/TRAIL.O, el pre-tratamiento con VPA si revirtié por completo la resistencia al

ligando (figura 4.30.).

128



Resultados y Discusién

100 C—1Control
CIVPA

__ 80 mm TRAIL
S EE VPA + TRAIL
% 60
©
£
X 40
c
<

20 -

0 ‘

IM-9 MM.1S NCI-H929 U266

Figura 4.30.- El acido valproico sensibiliza las células U266 a la apoptosis inducida por

Apo2L/TRAIL.0. Las células (3x105 cel/ml) se pretrataron durante 6 h con acido valproico (1
mM). Seguidamente, se afiadieron o no, segun se indica, 100 ng/ml de Apo2L/TRAIL.0 y se
incubaron durante 18 h mas. La apoptosis se evalud por unidon de anexina-V-PE y posterior
analisis por citometria de flujo. Los resultados son la media + desviacion estdndar de tres
experimentos diferentes.

4.2.6.2.- Efecto de VPA sobre la morfologia y el ciclo celular en las células U266.

En las células U266 el tratamiento con VPA durante tiempos prolongados (18-
24 h) indujo cambios morfoldgicos, sugerentes de diferenciacion celular (figura 4.31.A).
Este tratamiento también ralentizé el ciclo celular, produciéndose un acumulo de

células en fase G,-M (figura 4.31.B)

4.2.6.3.- Efecto de VPA sobre las proteinas de la via extrinseca de apoptosis en

las células U266.

Se analiz6 el efecto del tratamiento con VPA y del tratamiento combinado VPA
+TRAIL.O sobre los niveles intracelulares de caspasas, c-FLIP., XIAP, FADD, Bid, Mcl-
1, Bcl-2 y Bcl-x, en las células U266. No se detectaron cambios significativos en los
niveles de c-FLIP., Bid, Mcl-1 y Bcl-2, que se mantuvieron similares a los de las
células sin tratar (figura 4.32.). Sin embargo, el tratamiento con VPA si aumenté
ligeramente los niveles de FADD y disminuyé los niveles de XIAP y Bcl-x_ (figura
4.32.). Estos cambios fueron mas acusados en células tratadas con la combinacién
VPA y TRAIL.O que en las células tratadas sélo con VPA. Ademas también se detectd
activacién de las caspasas -8 y -3, y proteolisis de Bid en las células tratadas con
VPA+TRAIL.O (figura 4.32.).
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Figura 4.31.- VPA induce diferenciacion celular y parada de ciclo en G2-M en las células

5
U266. (A) Las células (3x10 cel/ml) se pre-trataron durante 6h con VPA (1 mM) en medio
completo. Se afiadieron 100 ng/ml de Apo2L/TRAIL.0 en los pocillos correspondientes y se
incubaron 18h mas.Transcurrido este tiempo, se observaron al microscopio 6ptico y se

6
fotografiaron. Aumento original x200. (B) Las células (1x10 cél/ml) se incubaron en ausencia
(linea gris) o en presencia de VPA (1 mM) (linea negra) durante 22h. Se fijaron con etanol al
70%, se marcaron con ioduro de propideo (Pl) y se analizaron por citometria de flujo.

4.2.6.4.- Efecto de los inhibidores de caspasas en la apoptosis inducida por el
tratamiento combinado VPA y TRAIL.0.

Se analiz6 el efecto de diversos inhibidores de caspasas sobre la apoptosis
inducida por el tratamiento combinado VPA y Apo2L/TRAIL.0 en las lineas de
mieloma. El inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk y el inhibidor de las caspasas -8
y -10, Z-IETD-fmk, impidieron por completo la pérdida del A¥,, y la exposicion de PS
(figura 4.33.). EI Z-DEVD-fmk, inhibidor de las caspasas -3 y -7, también impidio la
translocacion de PS y redujo en una alta proporcion la pérdida del A¥,, inducidas por
el tratamiento (figura 4.33.). Estos resultados fueron indicativos de que la toxicidad
generada por el tratamiento combinado era mediada a través de la capacitacion de la
via extrinseca, no la intrinseca, y debida principalmente al efecto sensibilizador de
VPA al ligando Apo2L/TRAIL.O.
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Figura 4.32.— Efecto del tratamiento con VPA en los niveles de proteinas implicadas en la
via apoptoética de Apo2L/TRAIL.O en las células U266. Las células se pre-trataron durante 6
h con 1 mM de VPA. Seguidamente, se afadieron o no, segun se indica, 100 ng/ml de
Apo2L/TRAIL y se incubaron durante 18 horas mas. Se realizaron extractos celulares que se
analizaron por electroforesis e inmuno-transferencia empleando anticuerpos especificos. La
cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccion de B-actina.
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Figura 4.33.- Efecto de los inhibidores de caspasas en la apoptosis5 inducida por TRAIL.0

en células U266 pre-sensibilizadas con VPA. Las células U266 (3x10 cel/ml) se pre-trataron
0 no, durante 5 h con 1 mM de VPA. Seguidamente, se afiadié en los casos indicados Z-DEVD-
fmk, Z-IETD-fmk o Z-VAD-fmk (todos a 100 uM) y se incubaron 1 h mas. Transcurrido este
tiempo, se afiadieron 100 ng/ml de Apo2L/TRAIL.0 y a las 18 h se analizé la exposicion de PS
y la pérdida del AY,, mediante marcaje con anexina-V-PE y DiOCg(3), respectivamente. Los
resultados son la media * desviaciéon estandar de tres experimentos diferentes.
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4.2.6.5.- Efecto del agente extractor de colesterol metil-B-ciclodextrina (MBCD) en

la apoptosis inducida por el tratamiento combinado VPA y TRAIL.0.

Se evalué si el pre-tratamiento con VPA aumentaba la expresion en membrana
de DR4 6 DRS5 en las células U266, pero no se observaron cambios significativos: la
expresion de DR5 continu6é siendo muy baja y el nivel de expresion de DR4 se
mantuvo. Dado que VPA tampoco inducia aumento en los niveles de caspasas, y que
el aumento en los niveles de FADD era poco acusado, se analizé si el pre-tratamiento
con VPA podia implicar una redistribucion de receptores DR4 a las balsas lipidicas de
la membrana plasmatica, aumentando su agregacion y mejorando la transduccion de
la sefal apoptética. Para ello, tras el tratamiento de las células con VPA (1 mM), se
centrifugaron y se incubaron en medio sin suero con el agente captador de colesterol
metil-B-ciclodextrina (MBCD) con el fin de disgregar las balsas lipidicas. Tras esto, se
volvié a afadir VPA y Apo2L/TRAIL.O, y las células se incubaron durante diferentes
tiempos (4-12 h) a los cuales se evalud la toxicidad inducida por el co-tratamiento.
Como se esperaba, se encontré que la disrupcion de las balsas lipidicas reducia
considerablemente el efecto sensibilizador a Apo2L/TRAIL.0 inducido por VPA (figura
4.34.)

= Control
= VBCD

Anexina-V+ (%)
8
|

VPA VPA+ VPA+
TRAIL4h TRAL 8h

Figura 4.34.- Efecto de MBCD en la apoptosis insducida por TRAIL.0 en células U266 pre-

sensibilizadas con VPA. Las células U266 (5x10 cel/ml) se pretrataron durante 12 h con 1
mM de VPA en medio completo. Pasado este tiempo, se centrifugaron y se trataron durante 1 h
con 10 mM de MBCD en medio RPMI sin suero. Las células se centrifugaron nuevamente y se
resuspendieron en medio completo so6lo con 1 mM de VPA o con 1 mM de VPA y 100 ng/ml de
Apo2L/TRAIL.0. En estas condiciones se incubaron durante 4 u 8 h, segun se indica. La
apoptosis se evaludé por union a anexina-V-PE por citometria de flujo. Los resultados son la
media + desviacion estandar de tres experimentos diferentes.
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Por otro lado, y para verificar que realmente VPA inducia la agregacién de
receptores DR4 y la traslocacién de los agregados a las balsas lipidicas, aumentando
asi la sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0, se evalu6 la localizacion subcelular de DR4
mediante estudios de co-localizacion por microscopia confocal, empleando un
anticuerpo especifico contra DR4 y la subunidad B de la toxina del célera (CTxB) como
marcador de balsas lipidicas. Los resultados confirmaron que el tratamiento de las
células U266 con VPA inducia una mayor agregaciéon de los receptores DR4 y que

estos agregados se localizan en las balsas lipidicas de membrana (figura 4.35.).

Control

VPA 1mM

Figura 4.35.- VPA induce agregaciéon de DR4 y traslocaciéon de los agregados a las
balsas lipidicas en células U266. Las células se trataron durante 22h con 1 mM VPA. Tras
esto, se incubaron primero con anti-DR4 y después con la subunidad B de la toxina del célera
(CTxB), se fijaron con paraformaldehido sobre cubres de poli-L-Lys y se analizaron por
microscopia confocal. El tratamiento con VPA indujo agregacion de moléculas de DR4 que se
localizaron en las balsas lipidicas de la membrana plasmatica como puede apreciarse por la
co-localizacion.

4.2.7.- Sensibilidad a otros ligandos de muerte.

Se estudié la sensibilidad de las diferentes lineas de mieloma a Fas y su
correlacion con la expresion de Fas (CD95) en la membrana. Todas las células se
incubaron con la misma concentracion de IgM anti-Fas (CH11) (100 ng/ml)
observandose importantes diferencias de sensibilidad entre las lineas. Las células
RPMI 8226 fueron las mas sensibles, seguidas por las células MM.1S e IM-9, mientras
que NCI-H929 y U266 se mostraron resistentes (Figura 4.36.A).
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Por otro lado, se analizé la expresion de Fas/CD95 en membrana. Todas las
lineas mostraron niveles considerables, excepto las células NCI-H929, en las que la
expresion fue moderada, lo que correlaciona con su resistencia a la apoptosis inducida
via Fas (figura 4.36.B). En las células U266, que si expresaron niveles considerables
de Fas en membrana, la resistencia podria ser debida a algun defecto en la ruta de
transducciéon de la sefial apoptética, algo que ya ocurria en relacion con su
sensibilidad a Apo2L/TRAIL. Aunque se intentd revertir la resistencia mediante un

tratamiento combinado VPA y anti-Fas, no se consiguieron mejoras significativas.
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Figura 4.36.- Sensibilidad al anticuerpo citotéxico anti-Fas. (A) Las células (3x‘|05 cel/ml)
se trataron con 100 ng/ml de anticuerpo citotoxico anti-Fas o se dejaron sin tratar (controles)
durante 22h en medio completo. Pasado este tiempo, la apoptosis se evalué por union de
anexina-V-PE y citometria de flujo. Los resultados son la media + desviacion estandar de tres
experimentos diferentes. (B) Expresion de Fas (CD95) por las lineas de MM. Las células

5
(2x10  cel/ml) se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-Fas-FITC (SM1/23) (linea
naranja) o una IgG1-FITC de ratdn (linea negra) y se analizaron por citometria de flujo.
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4.2.8.- Discusion.

Apo2L/TRAIL es un ligando mortal capaz de inducir apoptosis en células
tumorales, dejando intactas las células normales (Kelley and Ashkenazi, 2004), lo que
le convierte en un arma anti-tumoral muy atractiva. Por otro lado, el mieloma multiple
(MM) es todavia hoy una neoplasia hematoldgica incurable y podria ser un buen
candidato a la terapia con Apo2L/TRAIL (Mitsiades,N et al., 2001). Hasta ahora, la
mayor parte de los estudios de sensibilidad realizados han empleado formas
recombinantes de TRAIL que, a parte de eliminar células tumorales, también inducen
toxicidad en hepatocitos y otras células normales, y que han llevado a descartar su
uso como agente quimioterapeutico. En este trabajo, se han analizado las utilidades y
las limitaciones de otra nueva forma recombinante (Apo2L/TRAIL.0), disefada
especificamente para uso clinico, ya que no presenta hepatotoxicidad ni resulta toxica
para ninguna de las células normales sobre las que se ha ensayado (Almasan and
Ashkenazi, 2003). De hecho, ya se ha evaluado en ensayos pre-clinicos el empleo de
Apo2L/TRAIL.0, y el empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra sus
receptores mortales (Peter et al.,, 2005) obteniéndose en ambos casos resultados
esperanzadores.

Los estudios realizados hasta la fecha, muestran que no todas las lineas de
mieloma, ni todas las células mielomatosas de pacientes, son sensibles a la apoptosis
inducida por Apo2L/TRAIL pese a expresar sus receptores de muerte (Mitsiades,CS et
al., 2001; Lincz et al., 2001), quedando todavia sin definir cuales son las razones de
esa resistencia. Inicialmente la resistencia se atribuy6é a la expresion relativa entre
receptores funcionales (DR4 y DR5) y receptores sefuelo (DcR1 y DcR2), pero en
ningun tipo de cancer estudiado se ha encontrado una correlacion entre la expresion
de receptores sefiuelo y la resistencia a Apo2L/TRAIL. Esto sugiere que pueden ser
otros los mecanismos implicados en conferir dicha resistencia (Zhang and Fang,
2005). En este trabajo confirmamos que la expresién de receptores senuelo en la
membrana de las células de mieloma no es predictiva de resistencia a Apo2L/TRAIL
(Mitsiades,CS et al., 2001), mientras que un nivel significativo de expresion de al
menos uno de los dos receptores funcionales (DR4 o DR5) es condicién necesaria,
aunque no suficiente para la sensibilidad. Nuestros resultados muestran que cuando
se expresan ambos receptores, como en el caso de las células RPMI 8226, DR5

contribuye mas que DR4 a la transducciéon de la sefal mortal, de acuerdo con su
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mayor afinidad por Apo2L/TRAIL (Truneh et al.,, 2000) y concordante con los
resultados obtenidos en estudios de mutantes para estos receptores (Kelley et al.,
2005). Sin embargo, cuando la expresion en membrana de DR4 es significativamente
mayor que la de DR5, DR4 es competente por si s6lo en la transduccion de la sefial
mortal. Alun asi, como habiamos comentado, esta expresiéon de DRs es necesaria,
pero no suficiente, para inducir apoptosis. Por ejemplo, las células IM-9, que expresan
ambos receptores, son capaces de disminuir la expresién en membrana de DR5 en
presencia de Apo2L/TRAIL.0, y de este modo, reducir su sensibilidad al ligando.
Ademas, y mas importante, estas células expresan niveles muy bajos de caspasa-8, la
principal caspasa iniciadora de la via apoptética extrinseca, y este parece ser el factor
determinante de su resistencia a Apo2L/TRAIL.0, como ya se habia planteado en
trabajos anteriores (Mitsiades,N et al., 2002).

Actualmente esta aceptado que c-FLIPs es un inhibidor eficiente de la caspasa-
8 y por lo tanto de la apoptosis inducida por receptores de muerte (Kirchhoff et al.,
2000; Krueger et al., 2001; Bin et al., 2002), mientras que el papel de c-FLIP, parece
ser mas complejo. Inicialmente, se propuso que c-FLIP, inhibia la apoptosis porque
impedia la activacion de la caspasa-8 en el DISC (Thome and Tschopp, 2001), pero
posteriormente se ha demostrado que c-FLIP, también puede actuar como activador
de la caspasa-8 (Chang et al., 2002; Micheau et al., 2002; Dohrman et al., 2005).
Todas las células analizadas mostraron niveles considerables de c-FLIP. y niveles
muy bajos o indetectables de c-FLIPs, por lo que la expresion de c-FLIP. no parece
condicionar la resistencia a la apoptosis mediada por Apo2L/TRAIL.0. También se
analizaron los niveles de la proteina inhibidora de caspasas XIAP. Todas las células
de mieloma expresaron niveles elevados, por lo que su expresion tampoco parece ser
determinante de la resistencia a Apo2L/TRAIL.0. Los niveles de clAP1 y clAP2 no se
analizaron, ya que aunque estas proteinas anti-apoptoticas se unen, no inhiben a las
caspasas (Eckelman and Salvesen, 2006).

Por otro lado, se ha planteado que la activacion de la via PI3K/Akt protege de
la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL en diferentes lineas tumorales (Coffey et al.,
2005) y que la inhibicién de esta via debiera sensibilizar las células a Apo2L/TRAIL
(Chen et al., 2001; Coffey et al., 2005; Kim and Lee, 2005). Nuestros resultados
muestran que la inhibicion de la PI3K y/o de mTOR no tiene efectos potenciadores de
la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL.O en las lineas de mieloma estudiadas, y que
la disminucién de sensibilidad al ligando que estos inhibidores proporcionan en

algunas lineas se debe mas bien a la disminucion de la expresion de DR4 y/o DR5 .
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En este trabajo identificamos un factor alternativo de resistencia a
Apo2L/TRAIL.0 en células que expresan DR4 y tienen niveles significativos de
caspasa-8. Laresistencia en este caso, podria ser revertida mediante un tratamiento
combinado con el inhibidor de histona deacetilasas (HDACI) acido valproico (VPA), un
anti-convulsivo actualmente empleado en la clinica en el tratamiento de patologias
como la epilepsia. El efecto sinérgico entre VPA y Apo2L/TRAIL también se ha
observado en células de leucemia linfatica cronica de células B (LLC-B) (MacFarlane
et al., 2005). El efecto sensibilizador de VPA observado en las células U266 parece
ser debido a una re-distribucidn de los receptores de DR4 a las balsas lipidicas,
mejorando de este modo su agregacion y la sefializaciéon apoptética (Delmas et al.,
2004), efecto que también se ha encontrado en el tratamiento de células de cancer de
préostata con otro HDACI diferente (Vanoosten et al.,, 2005). Ademas, el tratamiento
combinado con VPA en las células U266, aumento ligeramente los niveles celulares de
FADD, y disminuy6 los niveles de XIAP y Bcl-x,.

De acuerdo con todo lo que se ha expuesto, Apo2L/TRAIL.0 presenta muy
buenas perspectivas como agente anti-mieloma debido a su baja toxicidad y su posible
efecto paliativo de la enfermedad 6sea (Roux et al., 2004). Ademas, en las células de
mieloma resistentes, la combinaciéon Apo2L/TRAIL.0 y VPA podria ser potencialmente
util siempre y cuando las células expresaran DR4 y tuvieran niveles significativos de
caspasa-8. Al ser el VPA un eficiente agente anti-angiogénico y anti-vasculogénico
(Michaelis et al., 2004) y no ser toxico para los adultos a las dosis terapeuticas a las
que se ha empleado (Brodie and Dichter, 1996), la combinacion con VPA y
Apo2L/TRAIL.0 podria ser una terapia adecuada para algunos pacientes de mieloma
cuyas células cumplieran los requisitos de expresion de DR4 y caspasa-8

anteriormente expuestos.
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4.3.- ESTUDIO DEL MECANISMO DE APOPTOSIS INDUCIDO
POR INTERFERON ALFA E IMPLICACION DE Apo2L/TRAIL EN
DICHO PROCESO.

4.3.1.- Introduccion.

En 1957 lsaacs y Lindenmann descubrieron una sustancia secretada por
ciertos tipos celulares capaz de proteger a las células frente a las infecciones viricas a
la que llamaron interferén (IFN) (Isaacs and Lindenmann, 1957). Desde entonces, los
interferones se han empleado en el tratamiento de diversas enfermedades gracias a
su accién anti-viral, citostatica y potenciadora del sistema inmune, aunque a menudo
su administraciéon continuada suele ir acompafiada de considerable toxicidad (Pestka
et al., 1987).

Los interferones se pueden clasificar en dos grupos en funcion del receptor al
que se unen:

- Tipo I: IFNa,IFNB, IFNS, IFNw, IFNt. Se unen a un receptor de Tipo |, que consta
de las subunidades IFNAR-1 y IFNAR-2, que se asocian a las kinasas Tyk2 y
Jak1.

- Tipo II: IFNy. Es el unico que se une a un receptor de Tipo Il, que consta de las
subunidades IFNGR1 y IFNGR2, que se asocian a las kinasas Jak1 y Jak2.

(Jonasch and Haluska, 2001). Todos ellos presentan efectos anti-proliferativos, pero

se diferencian en las células que los sintetizan y también, en las células diana sobre
las que actuan.

El interferon alfa (IFNa) es sintetizado normalmente por macrofagos y células
dendriticas y fue el primero en obtenerse de forma recombinante. Desde hace afos,
se ha venido empleando en el tratamiento de diferentes neoplasias hematologicas
tales como la leucemia de células pilosas (Ahmed and Rai, 2003) y la leucemia
mielogéna crénica (Baccarani et al., 2002). También ha sido empleado como terapia
de mantenimiento en el mieloma multiple (MM) durante mas de 20 anos. Sin embargo,
los datos clinicos sugieren que tan sélo una pequefia fraccidén de los pacientes de
mieloma se benefician realmente de la terapia con IFNa (Bladé and Esteve, 2000). Un
mejor conocimiento y caracterizacion de su mecanismo de accidén permitiria establecer
parametros predictivos de respuesta y emplear la terapia con IFNa sélo en aquellos

pacientes candidatos a beneficiarse de ella.
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Por un lado, se desconoce el mecanismo por el cual IFNa. inhibe el crecimiento
celular. Estudios realizados sobre células U266 dependientes de modo autocrino de
IL-6, han propuesto que la inhibicidon del crecimiento puede ser debida a que el IFNa
disminuye la expresion en membrana del receptor de IL-6 (IL-6R) (Schwabe et al.,
1994; Anthes et al., 1995). Sin embargo, otros autores han propuesto que es la propia
IL-6 producida por las células, quien potencia la parada de ciclo inducida por IFN-alfa
(Matsui et al.,2003) y existe, incluso, quien ha planteado que el IFNa estimula la
supervivencia de las células de mieloma al aumentar los niveles de expresion de la
proteina anti-apoptética Mcl-1 (Puthier et al., 2001). Por otro lado, y pese a que el
IFNa es capaz de inducir apoptosis en lineas celulares y en células de pacientes de
mieloma (Otsuki et al., 1998; Chen,Q. et al.,, 2001), también se desconoce el
mecanismo por el cual induce apoptosis. Se sabe que esta apoptosis es independiente
del bloqueo del ciclo celular y del estado mutacional de p53 (Thyrrell et al., 2002), pero
son muchas las hipotesis planteadas a cerca de él. Asi, unos trabajos proponen que
IFNa induce apoptosis en células de mieloma de modo autocrino, a través de la
sintesis y secrecion de Apo2L/TRAIL (Chen,Q. et al., 2001; Crowder et al., 2005), otros
que IFNa sensibiliza las células a la apoptosis inducida por Fas mediante un
mecanismo todavia desconocido (Spets et al., 1998; Roth et al., 1998), los hay que
sugieren que la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR es necesaria para la induccion de
apoptosis por IFNa en células U266 (Thyrell et al., 2004), lo cual no deja de ser un
resultado chocante teniendo en cuenta que la via Akt ha sido siempre considerada
como la principal mediadora de senales anti-apoptéticas y de supervivencia (Vivanco
and Sawyers, 2002), y finalmente, hay trabajos que plantean que IFNa podria inducir
apoptosis a través de la via intrinseca o mitocondrial (Panaretakis et al., 2003; Thyrell
et al., 2002), acompanada de la activacion de caspasas, la pérdida del potencial
mitocondrial y la salida del citocromo ¢ (Thyrell et al., 2002), pero no se conoce nada
acerca de la fase de induccion del proceso apoptético.

Dado nuestro interés en establecer criterios moleculares para disefiar una
terapia mas racional de IFNa, y a la vez evaluar la implicacion de Apo2L/TRAIL en su
mecanismo apoptdtico y el posible efecto sinérgico entre ambos, hemos analizado la
sensibilidad de diferentes lineas de mieloma a IFNa y caracterizado el mecanismo
apoptoético inducido en dos lineas sensibles, H929 y U266. También se ha evaluado la

posible implicacion de Apo2L/TRAIL en esta apoptosis.
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4.3.2.- Efecto del interferén alfa en la proliferacién, viabilidad y morfologia

celular.

El estudio se realiz6 sobre las lineas IM-9, NCI-H929, MM.1S, RPMI 8226 y
U266. Se analizo la inhibicién del crecimiento inducida por IFNo. mediante el método
de reduccion del MTT (Alley et al., 1988). La mayor inhibicién de crecimiento se
observé en las células H929 y U266 (30-35%), seguidas de las células RPMI 8226
(15%). Las células IM-9 y MM.1S apenas si vieron afectada su proliferacion celular
(figura 4.37.).
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Figura 4.37.— Efecto del IFNa sobre la proliferacion de las células de mieloma. Las células

(3x105 cel/ml) se trataron con 2000 U/ml de IFNa durante 48h en medio completo. Pasado
este tiempo, la proliferacion celular se estimé por el método del MTT. Los resultados mostrados
son la media + desviacidén estandar de 4 determinaciones individuales en 2 experimentos
diferentes, y estan expresados como porcentajes de crecimiento relativo a las células control
sin IFNa.

En las células mas sensibles, H929 y U266, se evalud la translocacion
de PS y la pérdida del A¥,, inducidas por IFNa (figura 4.38.) y se analizé la morfologia
celular, por microscopia 6ptica de campo claro, y la condensacion y fragmentacion de
cromatina, por microscopia de fluorescencia (figura 4.39.). En ambas lineas se
observaron las tipicas caracteristicas apoptoticas: encogimiento celular, exposicién de
PS, caida del AY,, y fragmentacion del ADN (figuras 4.38. y 4.39.).
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Figura 4.38.-Pérdida del AY,, y traslocaciéon de PS inducidas por IFNa. Las células NCI-

H929 y U266 (3x105 cel/ml) se trataron con 2000 U/ml de IFNa durante 48 h y se analizé por
citometria de flujo, la pérdida de AY,, (mediante la sonda DiOC,(3)) y la traslocacién de PS (por
unién a anexina-V-PE). Los nimeros en los diagramas se refieren al porcentaje de células de
cada region. El eje de abcisas representa el log de la intensidad de fluorescencia.
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Figura 4.39.-Condensacion y fragmentacion de cromatina inducida por IFNa. Las células

NCI-H929 y U266 (3x105 cel/ml) se trataron durante 48 h con 2000 U/ml de IFNa en medio
completo. Posteriormente, se tifieron con el colorante nuclear Hoechst 33342 y se examinaron
y fotografiaron por microscopia de fluorescencia. En ambos casos se observd la tipica
condensacion de cromatina y fragmentacion nuclear. Aumento original x400.
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4.3.3.- Analisis de la expresion en membrana del receptor de interferéon

alfa/beta en lineas de mieloma.

Se analizo la expresién de la cadena 2 del receptor de IFNo/f3 (IFNAR2) en la
superficie de las células IM-9, MM.1S, NCI-H929, RPMI 8226 y U266 mediante
citometria de flujo. El analisis mostré una baja o casi nula expresion del receptor en las
células MM.1S y RPMI 8226, respectivamente (figura 4.40.), que podria explicar la
reducida sensibilidad de estas células a IFNa. Sin embargo, las células IM-9, aunque
resistentes al tratamiento con IFNo, si expresaron niveles significativos del receptor
(Figura 4.40.).

IM-9 MM.1S NCI-H929 RPMI 8226 U266
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abrd ha N 8 7l ORI [ 1 RO ." U ) Y AN VORI [ % o G0, |1 VY :
1 Al | A el 1088 & HIC 188 A e s 1 sive 1088

Expresion IFNAR2

Figura 4.40.— Expresion del receptor de IFN-o/f en la superficie de células de mieloma.

Las células (2x10 cel/ml) se incubaron secuencialmente con los anticuerpos anti-IFNAR2 y
anti-lgG1-FITC (gris oscuro) o con anti-IgG-FITC sélo (gris claro) y se analizaron por citometria
de flujo.

4.3.4.- Implicacion de especies reactivas de oxigeno en la apoptosis

inducida por interferén alfa.

El tratamiento de células con algunas drogas citotdxicas, puede inducir la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que si se generan en cantidad
elevada, pueden contribuir a actuar como mensajeros en el proceso de muerte
celular (Nakazato et al., 2005). Se ha descrito que ROS podrian estar implicadas en la
toxicidad generada por IFNa (Gamero and Larner, 2001) por lo que analizamos la
generacién de anién superoxido y perdxido de hidrégeno en células sensibles a IFNa
tras el tratamiento. Para el analisis de la generacion de anion superoxido empleamos
la sonda 2-hidroxietidio (DHE) y para el anadlisis de la generacién de peroxido de
hidrégeno, la sonda 5-(-6)-clorometil-2°,7 "-diclorodihidroflueresceindiacetatoacetil éster
(DCFDA).
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El tratamiento con IFNa indujo un pequeio aumento en la generacion de
peréxido de hidrégeno en comparacion con los niveles basales, pero no incremento la
produccion de anion superéxido (figura 4.41.A). Por otro lado, se evalud el efecto del
glutation (GSH), un compuesto reductor que impide el aumento de los niveles de ROS,
y de MnTBAP, una porfirina que mimetiza la accién de la superéxido dismutasa y
reduce los niveles de aniéon superoxido. Ninguno de estos agentes fue capaz de

prevenir o reducir la muerte celular inducida por IFNa (figura 4.41.B ).
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Figura 4.41.— Generacién de especies ROS inducida por el tratamiento con IFNa. (A) Las
células (3x10°cél/ml) se incubaron durante 48 h con 2000 U/ml de IFNo en medio completo.
Tras esto, se tomaron 2x10° células, se centrifugaron y se resuspendieron en 100 pul de medio
completo que contenia DHE (2 uM) o 200 pl de medio completo que contenia DCFDA (10 uM)
y se incubaron 15 min a 37°C. Tras la incubacion, las células se diluyeron hasta 1 ml con PBS
pH 7,4 y se analizaron en el citdmetro de flujo. (B) Las células (3x10° cél/ml) se incubaron con
GSH (5 mM), MnTBAP (100uM), IFNa (2000 U/ml) o combinaciones de ellos, segun se indica,
durante 48h. Transcurrido este tiempo la apoptosis se determiné por uniéon de anexina-V-PE y
citometria de flujo.

4.3.5.- Implicaciéon de las proteinas de la superfamilia Bcl-2 en la
apoptosis inducida por interferén alfa.

4.3.5.1.- Efecto del interferén alfa sobre los niveles de expresion de las proteinas
de la superfamilia Bcl-2.

Se estudio el efecto del tratamiento con IFNa sobre los niveles de expresion de

proteinas anti-apoptéticas (Mcl-1, Bcl-2 y Bcel-x,s) y proteinas pro-apoptéticas (Bik, Bim
y PUMA) (figura 4.42.).
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Los niveles de las proteinas anti-apoptéticas no variaron significativamente tras
el tratamiento (figura 4.42.). Sin embargo, en ambas lineas los niveles de Bik
disminuyeron ligeramente al principio (18-24 h), pero se recuperaron posteriormente
(48 h) (figura 4.42.). También se observaron aumentos de los niveles de Bimg (H929)
y Bim_ (H929 y U266) a lo largo del tratamiento y un aumento de los niveles de Bimg
(12-18h) (H929 y U266), que después volvieron a disminuir (figura 4.42.), y pequefias
variaciones de los niveles de PUMA a diferentes tiempos en cada una de las lineas

celulares (figura 4.42.).
Por otro lado, aunque se ha descrito que la proteina anti-apoptética Noxa esta

implicada en la apoptosis inducida por IFNa en algunos modelos celulares (Sun and
Leaman, 2005), fuimos incapaces de detectarla en condiciones basales y sus niveles

tampoco se incrementaron tras el tratamiento con IFNa..
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Figura 4.42. — Efecto del IFNa en los niveles de proteinas de la superfamilia de Bcl-2. Las
células se incubaron en medio completo con 2000 U/ml de IFNa durante los tiempos indicados.
Transcurrido cada tiempo de incubacion, se realizaron extractos totales de proteinas que se
analizaron por electroforesis e inmunotransferencia utilizando anticuerpos especificos. La
cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la cantidad de a-tubulina y pB-actina.
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4.3.5.2.- Efecto del interferéon alfa en la conformacion de las proteinas pro-

apoptoéticas Bax y Bak.

De acuerdo con publicaciones previas (Thyrell et al., 2002), el tratamiento con
IFNa indujo el cambio conformacional pro-apoptético de Bak en las células U266 y
NCI-H929. Sin embargo, no se detect6 cambio conformacional de la proteina Bax en

ninguna de las dos lineas (figura 4.43.).
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Figura 4.43. - El tratagniento con IFNa induce cambio conformacional de Bak pero no de
Bax. Las células (5x10 cel/ml) se trataron con 2000 U/ml de IFNa durante 48 h. Transcurrido

el tiempo de incubacion, 1x10 células se fijaron con paraformaldehido al 0,5% en PBS, se
incubaron con los anticuerposﬁque reconocen especificamente la conformacion pro-apoptética

(Bax:mAb clon 6A7, 5ug/1x10 cel; Bak:mAb clon TC100, 2,5 ug/1x10 cel) y se analizaron por
citometria de flujo.

4.3.5.3.- Efecto del silenciamiento de PUMA y Bim en la apoptosis inducida por

interferon alfa.

Para evaluar la relevancia del incremento de los niveles de PUMA y Bim
durante la apoptosis inducida por IFNa, se transfectaron células H929 con siRNAs
especificamente disenados para silenciar los genes codificantes de estas proteinas. El
nivel de expresion de PUMA se redujo significativamente como consecuencia del
silenciamiento y se observd un efecto protector frente a la muerte inducida por el
proceso de transfeccidon. Sin embargo, estas células continuaron experimentando
apoptosis inducida por IFNa. El silenciamiento de Bim, con su correspondiente siRNA,

se detecto en células sin tratar,y en mayor medida en células tratadas con IFNa (figura
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4.44 A). Este silenciamiento si acarred una disminucion de la apoptosis inducida por
IFNa (figura 4.44.B), confirmando de este modo la implicacion de esta proteina en la
fase de induccion del proceso apoptético del interferon.

En las células U266, pese a ensayar diferentes protocolos y métodos de
transfeccion, asi como diferentes secuencias de siRNAs, fuimos incapaces de silenciar
tanto PUMA como Bim.
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Figura 4.44.— Efecto del silenciamiento de las proteinas pro-apoptéticas PUMA y Bim en
la apoptosis inducida por IFNa. Las 6células H929 se electroporaron empleando un
nucleofector (Amaxa). Las células (2,5x10 ) se resuspendieron en 100 ul de solucion de
transfeccion R mas suplemento, que contenian 75 pmoles de siRNA no silenciador, siRNA
PUMA o siRNA Bim, segun se indica, y se electgoporaron con el programa T-01. Una vez
transfectadas se sembraron a densidades de 5x10 cél/ml en medio completo y se incubaron
en ausencia (controles) o en presencia de 2000 U/ml de IFNo durante 48 h. Pasado este
tiempo se realizaron extractos celulares (A) o se evalud la apoptosis por unién a anexina-V-PE
y citometria de flujo (B).
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4.3.6.- Implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por interferéon

alfa.

4.3.6.1.- Analisis de la activacion de caspasas.

Como consecuencia del tratamiento con IFNoa se produjo una discreta
activacion de caspasas en las células NCI-H929 y U266. No se observé disminucion
significativa de los niveles de pro-enzima de las caspasas -9 y -3, aunque en ambas
lineas se detectd una pequefa cantidad de caspasa-3 activa (figura 4.45.). No
obstante, hay que recordar que la pro-caspasa-9 se activa por dimerizacion, y no

necesita ser proteolizada para activarse in vivo (Boatright and Salvesen, 2003).

H929 U266
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Figura 4.45.— Activaciéon de caspasas inducida por IFNa. Las células se trataron con 2000
U/ml de IFNa durante 48 h en medio completo. Transcurrido este tiempo, se hicieron extractos
totales de proteinas y se analizé la activacion de las caspasas-3, -8 y -9 mediante electroforesis
e inmunotransferencia. La cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccion de
B-actina.

4.3.6.2.- Efecto de los inhibidores de caspasas.

Se analizé el efecto de los inhibidores selectivos de caspasas Z-DEVD-fmk
(inhibidor de las caspasas -3 y -7 ) y Z-LEHD-fmk (inhibidor de la caspasa -9) y del
inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk en la traslocacion de PS y en la pérdida del
AY¥,,. En las células H929, Z-VAD-fmk fue quien mostré el mayor efecto protector
sobre la pérdida del AY,, y la traslocacion de PS, seguido de Z-DEVD-fmk (figura
4.46.). En las células U266 los inhibidores proporcionaron menor proteccion,
obteniéndose resultados similares con Z-VAD-fmk y Z-DEVD-fmk (figura 4.46.). En
cualquier caso el efecto protector, cuando se observé con cualquiera de estos

inhibidores, sélo fue parcial (figura 4.46.).
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Figura 4.46.- Efecto de los inhibidores de caspasas en la apoptosis inducida por IFNa.(A)

Las células (3x105 cel/ml) se incubaron durante 1h con Z-VAD-fmk, Z-DEVD-fmk o Z-LEHD-fmk
(todos a 100 uM) en medio completo. Posteriormente se afiadieron 2000 U/ml de IFNa y se
incubaron 48 h mas. La viabilidad se estimd por translocacién de PS mediante la unién de
anexina-V y por pérdida del AY,, mediante la sonda DiOC4(3). Los resultados son la media +
desviacion estandar de tres experimentos diferentes.

4.3.7.- Liberacion de citocromo c¢ y translocacion de AIF al nucleo

inducida por interferén alfa.

Se analizé también el papel de los mediadores apoptoéticos mitocondriales: la
salida de citocromo c y la translocacion nuclear de AlF, durante la apoptosis inducida
por IFNa. La liberacién de citocromo ¢ se observo tanto en las células NCI-H929 como
en las U266 (figura 4.47.A). En las células viables, AIF se localiz6 solamente en el
citoplasma, con un patrén punteado y principalmente perinuclear (figura 4.47.B), pero
tras el tratamiento con IFNa, las células que empezaban a mostrar morfologia
apoptética mostraron también un marcaje de AIF difuso, localizado entre el nlcleo y el

citoplasma (figura 4.47.B).
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Figura 4.47.— Analisis de la salida de citocromo c y de la translocacién de AIF tras el

5
tratamiento con IFNa. (A) Las células (5x10 cel/ml) se trataron con 2000 U/ml de IFNa
durante 48 h. Tras esto, se permeabilizaron, se fijaron, se marcaron con un anticuerpo
monoclonal anti-citocromo ¢ nativo (6H2.B4) y se analizaron por citometria de qujo%s (B) Las

5
células (5x10 cel/ml) se trataron con 2000 U/ml de IFNa durante 48 h. Después, 1x10 células,
control o tratadas, se fijaron con paraformaldehido sobre cubres de poli-L-Lys, se marcaron con
un anticuerpo anti-AlF y se observaron por microscopia de fluorescencia.

4.3.8.- Evaluacion de la implicacién de la via Jak/STAT y de la via PI3K/Akt

en la apoptosis inducida por interferon alfa.

Se evalué la implicacién de la via Jak/STAT en la apoptosis inducida por IFNa,
por ser la via principal que media la transduccion de la sefial de esta citoquina
(Platanias, 2005). Para ello, las células se pre-incubaron con un inhibidor selectivo de
Jak1 (Thompson et al., 2002) y después se anadid IFNa. El inhibidor fue capaz de
eliminar completamente la toxicidad inducida por el interferén (figura 4.48), indicando

la implicacion positiva de Jak1 en la sefalizacién apoptética de IFNa.

Por otro lado, se ha propuesto que la via PI3K/Akt también esta implicada en la
transduccion de la senal apoptética de IFNa (Platanias, 2005) y que la inhibicion de la
PI3K y de mTOR previenen la apoptosis inducida por IFNa en las células U266
(Thyrell et al., 2004), sugiriendo asi un papel pro-apoptoético para la via de la PI3K/Akt.
Para esclarecer estos resultados, se analizé el efecto de diferentes inhibidores de esta
ruta: LY294002 y wortmanina (inhibidores de la PI3K) y rapamicina (inhibidor de
mTOR). Mientras que LY294002 fue capaz de prevenir parcialmente la apoptosis

inducida por IFN-a en ambas lineas celulares, la wortmanina, un inhibidor mas
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especifico de la PI3K (Davies et al., 2000), no mostré ningun efecto protector (figura
4.48.). Respecto a la rapamicina, aunque redujo la muerte celular inducida por IFNa en
las células U266, no fue asi en las células NCI-H929, donde incluso potencio su

toxicidad (figura 4.48.).
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Figura 4.48. — Efecto de los inhibidores de kinasas en la apoptosis inducida por IFNa. Las

células (3x10 cel/ml) se preincubaron durante 1 h con el inhibidor selectivo de Jak1 (1uM),
LY294002 (10 uM), Wortmanina (100 nM) o Rapamicina (100 nM) en medio completo.
Después, se afiadieron 2000 U/ml de IFNa y se incubaron 48 h mas. Transcurrido este tiempo,
la apoptosis se estimé por la translocaciéon de PS y la pérdida del AY,,..

Por otro lado, se analizo si el efecto protector de LY294002 en ambas lineas
celulares y el efecto de rapamicina, protector en U266 y potenciador en H929, podian
explicarse por variaciones en la expresion del receptor de IFNo/B. Para ello, las células
se incubaron solo en presencia de LY294002 (10 uM) o de rapamicina (100 nM)
durante 48 h, se analizd la expresiéon de receptor de IFNo/f en membrana y se
comparé con la de células sin tratar (controles), no observandose en ningun caso

cambios significativos en los niveles de expresién del receptor en la membrana celular.
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También se evaluo si el efecto potenciador de rapamicina sobre la toxicidad de
IFNa en las células H929 iba acompafiado de algun cambio significativo en los niveles
de proteinas de la familia Bcl-2 y en los niveles de activacion de caspasas. Se
encontr6 que los niveles de Bimg. y Bim_ aumentaban tras el tratamiento con
rapamicina (100 nM) durante 48 h, y que al combinar rapamicina con IFNa, el
incremento en los niveles de ambas proteinas era todavia suerior al observado con
s6lo uno de estos agentes (figura 4.49). Por otro lado, se detectd una ligera
disminucion de la banda de mayor movilidad de XIAP durante el tratamiento
combinado rapamicina-IFNa (figura 4.49) y que se correspondié con una mayor
activacion de caspasa-3 que la observada en el tratamiento con sélo IFNa (figura
4.49).
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Figura 4.49.- Efecto potenciador de la rapamicina sobre la toxicidad de IFNa. Las células
se trataron con rapamicina (100 nM), IFNa (2000 U/ml) o ambos durante 48 h en medio
completo. Transcurrido este tiempo, se hicieron extractos totales de proteinas que se
analizaron por electroforesis e inmunotransferencia usando anticuerpos especificos. La
cantidad de proteina cargada se normaliz6 mediante la deteccién de B-actina.

4.3.9.- Efecto combinado de Apo2L/TRAIL.0 e interferon alfa sobre células

de mieloma.

Dado nuestro interés en mejorar la terapia con IFNa, los estudios que
estabamos realizando en relacion a los parametros determinantes de la sensibilidad a
Apo2L/TRAIL.O (apartado 4.2.) y las numerosas publicaciones que implicaban a este
ligando en la apoptosis inducida por IFNa (Chen,Q. et al., 2001; Crowder et al., 2005),

decidimos estudiar el posible efecto sinérgico entre ambos agentes.
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Se estudié si el tratamiento con IFNa sensibilizaba o no a las células de MM al
ligando mortal Apo2L/TRAIL mediante un tratamiento secuencial: IFNa durante 48h, y
después, tras retirarlo del medio, incubacion durante 22 h con Apo2L/TRAIL.O. El pre-
tratamiento con IFNa no potencié en ningun caso la toxicidad de Apo2L/TRAIL.O e
incluso redujo la sensibilidad al ligando en las células MM.1S y NCI-H929 (Fig.4.50.).
En estas células, se evalud si la pérdida de sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0 podia
deberse a una disminucién en la expresion de receptores DR4 y DR5 en membrana,

inducida por el tratamiento con IFNa, pero no se detectdé ningun cambio apreciable.
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Figura 4.50. — Induccién de apoptosis en células de MM por un tratamiento secuencial

con IFNa y Apo2L/TRAIL.0 (A) Las células (3x105 cel/ml) fueron incubadas en medio
completo durante 48 h en placas de 24 pocillos en presencia o ausencia de 2000 U/ml de
IFNa .Transcurrido este tiempo, se elimind el IFNa, se anadieron 100 ng/ml de Apo2L/TRAIL.O
en los pocillos correspondientes y se incubaron durante 22 h mas. La apoptosis se determin6
mediante por unién de anexina-V-PE y posterior analisis por citometria de flujo. Los resultados
que se muestran son la media + SD de tres experimentos diferentes.

4.3.10.- Cambios en los niveles de Apo2L/TRAIL en células de mieloma

tras el tratamiento con interferon alfa.

Se ha descrito que Apo2L/TRAIL es el mediador de la accion citéxica del IFNa
sobre las células de mieloma (Chen,Q. et al., 2001). Por ello, para valorar si el
tratamiento de nuestras células con IFNa inducia o no la sintesis de novo de

Apo2L/TRAIL, se sembraron células de MM (IM-9, MM.1S, NCI-H929, RPMI8226 y
U266) a densidades de1x106 cél/ml y se trataron con 2000 U/ml de IFNa durante 48 h.
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Tras el tratamiento, por un lado, se realizaron co-cultivos de las células tratadas con
células RPMI 8226 (ICs para TRAIL 2 ng/ml), para valorar si se producia citotoxicidad
celular debida a la expresion de TRAIL en la membrana de las células tratadas, y por
otro lado, se afiadieron los sobrenadantes de las células tratadas sobre células RPMI
8226, para valorar si existia secrecion de Apo2L/TRAIL al medio de cultivo. En ningun
caso se observo toxicidad sobre las células RPMI 8226, evaluada por citometria de
flujo. Tampoco se detectd expresion de Apo2L/TRAIL en la membrana plasmatica de
ninguna de las lineas, ni en condiciones basales ni tras el tratamiento con IFNa. En las
células U266 y NCI-H929 (sensibles a IFNa), los niveles de Apo2L/TRAIL intracelular
aumentaron primero (18h) y luego disminuyeron (24-48h), durante el tratamiento con
IFNa (figura 4.51). Sin embargo, y pese a que si se inducia, al menos en estas lineas,
una ligera sintesis y aparente secrecién de Apo2L/TRAIL al medio de cultivo, las
cantidades secretadas fueron indetectables y no resultaron suficientes para inducir
apoptosis en las células RPMI 8226. Alternativamente, Apo2L/TRAIL podria ser

degradado intracelularmente y no secretado.
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Figura 4.51.- Efecto del tratamiento con IFNa sobre los niveles intracelulares de

Apo2L/TRAIL. Las células (1 ,5x106 cel/ml) U266 (A) y NCI-H929 (B) se trataron con 2000U/ml
de IFNa en medio completo durante los tiempos indicados. Tras esto, se permeabilizaron y se
marcaron con un anticuerpo anti-Apo2L/TRAIL (5C2). Posteriormente, los niveles intracelulares
de Apo2L/TRAIL se analizaron por citometria de flujo.
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4.3.11.- Efecto del anticuerpo bloqueante de TRAIL en la apoptosis
inducida por interferén alfa.

Para descartar la posibilidad de que el efecto anti-apoptotico del IFNo en las
células NCI-H929 (las unicas de nuestro estudio sensibles tanto a IFNa como a
Apo2L/TRAIL.0) pudiera ser mediado indirectamente por Apo2L/TRAIL, las células se
incubaron con IFNa, el anticuerpo bloqueante anti-Apo2L/TRAIL (5C2), o ambos. El
bloqueante 5C2 no resultd toxico por si solo (figura 4.52.), pero tampoco tuvo efecto

significativo sobre la toxicidad de IFNa cuando se administré conjuntamente (figura
4.52.). -
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Figura 4.52.— Efecto del anticuerpo neutralizante anti-TRAIL (5C2) en la toxicidad de
IFNa. Se analiz6 la toxicidad de IFNa (2000 U/ml) en células NCI-H929 en ausencia o
presencia del anticuerpo bloqueante anti-Apo2L/TRAIL (5C2). Tras 48 h de tratamiento, la
apoptosis se evalud por unién de anexina-V-PE y posterior analisis por citometria de flujo. En
ningun caso se observd reduccion en la toxicidad del IFNa. Los resultados mostrados son la
media £ SD de tres determinaciones diferentes.

4.3.12.- Liberacién al medio de Apo2L/TRAIL inducida por interferén alfa

en monocitos de sangre periférica. Efecto de anticuerpos bloqueantes.

Se ha descrito que células T (CD4+), células NK, neutréfilos y sobretodo
monocitos pueden incrementar la expresion génica y/o la liberacion de Apo2L/TRAIL
tras el tratamiento con IFNo/f3 (Dorothee et al., 2002; Ehrlich et al., 2003; Kayagaki et
al.,1999; Tecchio et al.,2004). Para evaluar la validez de esta propuesta en nuestro
modelo, se tomaron monocitos obtenidos a partir de sangre periférica de donantes
sanos y se incubaron durante 48 h en medio completo, con o sin IFNa, en las mismas
condiciones que las células de mieloma. Los sobrenadantes obtenidos de los
monocitos, se ensayaron sobre las células RPMI 8226 (muy sensibles a TRAIL,
resistentes a IFNa), NCI-H929 (sensibles a TRAIL e IFNa) y U266 (resistentes a
TRAIL, sensibles a IFNa.).
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Los sobrenadantes de monocitos control no mostraron toxicidad sobre las
células U266 ni NCI-H929, aunque si resultaron téxicos para las células RPMI 8226
(figura 4.53.). Se desconoce la causa de esta toxicidad, ya que no se redujo en
presencia del anticuerpo bloqueante de Apo2L/TRAIL (5C2), ni del anticuerpo
bloqueante de Fas (SM1/23). Los sobrenadantes de monocitos tratados con IFNa, que
tampoco resultaron téxicos sobre las células U266, si fueron ligeramente téxicos sobre
H929 y considerablemente téxicos sobre RPMI 8226 (figura 4.53.). Cuando estos
sobrenadantes se pre-incubaron con el anticuerpo bloqueante de Apo2L/TRAIL (5C2),
su toxicidad sobre las células RPMI 8226 se igual6 a la toxicidad de los sobrenadantes
obtenidos de monocitos control. No se observo, sin embargo, reduccién de toxicidad
con el anticuerpo bloqueante de Fas (SM1/23) (figura 4.53.) ni con el anticuerpo
bloqueante de Apo3L/TWEAK (Fn14/Fc) (no mostrado). Estos resultados sefalan que
el tratamiento con IFNa induce la sintesis y posterior secrecion al medio de
Apo2L/TRAIL en monocitos de sangre periferica en niveles superiores a los detectados

en células de mieloma, y que si son capaces de inducir apoptosis sobre células diana.
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Figura 4.53.— Liberacion de Apo2L/TRAIL por monocitos humanos pre-tratados con IFNa.

Monocitos humanos obtenidos a partir de sangre periférica (1x10 cel/ml) se pre-trataron con
IFNa 2000 U/ml durante 48 h y posteriormente sus sobrenadantes se ensayaron sobre las
células NCI-H929, U266 y RPMI 8226. En algunos casos, los sobrenadantes se pre-incubaron
con el anticuerpo bloqueante anti-Apo2L/TRAIL (5C2) durante 1 hora a 4°C y después se
afiadieron sobre las células RPMI 8226 o las células RPMI 8226 se pre-incubaron durante 20
min a 4°C con el anticuerpo bloqueante anti-Fas (SM1/23) y posteriormente se lavaron, se
resuspendieron en los sobrenadantes obtenidos de los monocitos y se reafadi6 el bloqueante
anti-Fas. La apoptosis se evalud por unidon de anexina-V-PE y posterior analisis por citometria
de flujo.
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4.3.13.- Sensibilidad comparada de las células de mieloma a interferéon
alfay a Apo2L/TRAIL.0

Cuando se compararon las toxicidades inducidas por IFNa sobre diferentes
lineas de mieloma, con las inducidas por Apo2L/TRAIL.0 y el anticuerpo citotdxico
anti-Fas sobre las mismas lineas, no se encontrd correlacion. Las células RPMI 8226,
que fueron las mas sensibles a los efectos apoptoticos de TRAIL.O y del anticuerpo
anti-Fas, apenas mostraron sensibilidad a IFNa (figura 4.54.), mientras que las células
U266, resistentes a Apo2L/TRAIL.O, pero parcialmente sensibles a anti-Fas (en torno a
un 15% y un 40% de muerte celular, respectivamente) y las células NCI-H929,
sensibles a Apo2L/TRAIL.O y resistentes a anti-Fas (en torno a un 50% y un 10% de

muerte celular, respectivamente), fueron las mas sensibles a IFNa (Fig.4.54.).
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Figura 4.54.—Citotoxicidad de anti-Fas, Apo2L/TRAIL e IFNa sobre células de mieloma.

5
Las células (3x10 cel/ml) se incubaron en medio completo con anti-Fas (100 ng/ml),
Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml) durante 22h o con IFNa (2000U/ml) durante 48h. La apoptosis se
determind por unién de anexina-V-PE y citometria de flujo.

Por otro lado, se realizaron estudios comparativos de analisis de la
activacion de caspasas y de la inhibicion de su actividad en la apoptosis inducida por
Apo2L/TRAIL.0 e IFNa en la linea celular NCI-H929, por ser la uUnica sensible a
ambos. Cuando las células se trataron con IFNo, no se observé una reduccion
significativa de los niveles de caspasa-8, caspasa-3 ni de Bid. Sélo en el caso de la
caspasa-3 se observd una débil activacion caracteizada por la presencia de la banda

correspondiente a la forma activa de 17 kDa (figura 4.55.).
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Al tratar las células con Apo2L/TRAIL.0, so observé una fuerte activacion tanto
de caspasa-8 como de caspasa-3 y una disminucion en los niveles de Bid, sustrato

especifico de la caspasa-8 (figura 4.55.).
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Figura 4.55.— Activacion de caspasas tras el tratamiento con IFNa o con Apo2L/TRAIL.
Las células NCI-H929 se trataron con IFNa (2000 U/ml durante 48h) o con Apo2L/TRAIL.0 (100
ng/ml durante 22h), se realizaron extractos celulares y se analizé la activacion de caspasas y

los niveles de Bid mediante electroforesis e inmunotransferencia, utilizando anticuerpos
especificos. La cantidad de proteina cargada se normalizé6 mediante la deteccién de B-actina.

Los inhibidores de las caspasas-8 y -3 (Z-IETD-mk y Z-DEVD-fmk,
respectivamente) o el inhibidor general de caspasas (Z-VAD-fmk), protegieron
completamente de la caida del AY,,, la exposicion de PS y la morfologia apoptética
inducida por Apo2L/TRAIL.O en las células NCI-H929 (figura 4.56.A), concordante con
el papel desempefiado por la caspasas en la via extrinseca de apoptosis. Sin
embargo, estos inhibidores sélo tuvieron un efecto parcial o minimo sobre la caida del
AY,, la exposicion de PS y la morfologia apoptética inducida por IFNa en las mismas

células (figura 4.56.B).
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Figura 4.56.— Efecto de los inhibidores de caspasas en la apoptosis inducida por
Apo2L/TRAIL.0 e IFNa. en células H929. Se evalud la toxicidad de Apo2L/TRAIL.0 y de IFNa
sobre las células NCI-H929 en presencia de Z-VAD-fmk, Z-IETD-fmk o Z-DEVD-fmk (todos a
100 uM). Los inhibidores se anadieron 1 h antes del tratamiento con IFNa (48 h) o con
Apo2L/TRAIL.0 (22 h) y la muerte celular se estimo por la exposicion de PS y pérdida del AWy,
determinados ambos parametros por citometria de flujo. Los resultados que se muestran son la
media + desviacion estandar de tres experimentos diferentes.

4.3.14.- Discusion.

Aunque el IFNa se sigue empleando como terapia de mantenimiento en
pacientes de mieloma multiple, los beneficios de este tratamiento continlan siendo
materia de controversia (Kyle and Rajkumar, 2004). Estudios in vitro muestran que el
IFNa puede tanto estimular como inhibir la proliferacion de las células de mieloma
(Jelinek et al., 1997), lo cual podria explicar la variabilidad de respuesta observada
entre unos y otros pacientes (Kyle and Rajkumar, 2004). Por un lado, IFNa estimula la
supervivencia de ciertas células de mieloma, impidiendo la apoptosis inducida por la

eliminacion de IL-6 o por la adicion de dexametasona (Ferlin-Bezombes et al., 1998).
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Se ha propuesto que esta estimulacion de la supervivencia celular podria deberse a un
aumento de los niveles de la proteina anti-apoptética Mcl-1 (Puthier et al., 2001). Por
otro lado, IFNa induce apoptosis en otras lineas de mieloma (Chen,Q. et al., 2001),
aunque hasta ahora todos los estudios se han centrado en la apoptosis inducida sobre
las células U266. Esta apoptosis es independiente de la parada del ciclo celular y del
estado mutacional de p53 (Thyrrell et al., 2002), pero respecto a su mecanismo,
todavia hoy, no se ha caracterizado y son muchas las hipotesis planteadas. Varios
trabajos proponen que IFNo podria inducir apoptosis a través de la via intrinseca o
mitocondrial (Panaretakis et al., 2003; Thyrell et al., 2002), acompanada de la
activacion de caspasas, pérdida del potencial mitocondrial y salida del citocromo ¢
(Thyrell et al., 2002), pero no concluyen nada a cerca de la fase de induccion del
proceso apoptético. Nosotros hemos evaluado los cambios en proteinas de la
superfamilia Bcl-2 inducidos tras el tratamiento con IFNa. Se ha detectado cambio
conformacional de Bak, pero no de Bax, ligeras variaciones en los niveles de PUMA y
un considerable incremento de los niveles de las diferentes isoformas de Bim en
ambas lineas celulares. El silenciamiento de Bim, pero no de PUMA, con técnicas de
siRNA, redujo la apoptosis inducida por IFNa, implicando de forma positiva a esta
proteina en el proceso apoptdético inducido por la citoquina. Pudiera ser que el
aumento de Bim favoreciera el cambio conformacional de Bak, permitiendo su
oligomerizacion y la salida de citocromo c, lo que contribuiria a la formacién del
apoptosoma, activacion de caspasas y finalmente a la muerte celular. En el caso de
PUMA, su silenciamiento proporcioné un considerable efecto protector frente a la
apoptosis debida al estrés de transfeccion, lo cual podria explicarse por la presencia
de un estatus p53 silvestre en las células H929 (Bolick et al., 2003) en que se realizd
el experimento. No ofrecid, sin embargo, proteccion a la apoptosis inducida por IFNa.
La inhibicion de la via Jak/STAT, la principal via asociada con la senalizacion
de los interferones, mediante el empleo de un inhibidor selectivo de Jak1 (Thompson
et al., 2002), eliminé por completo la toxicidad del IFNa, demostrando que esta via es
también la principal implicada en la transmisién de la sefial apoptdtica. Por otro lado,
se ha descrito que LY294002, un inhibidor de la PI3K, y la rapamicina, un inhibidor de
mTOR, previenen la apoptosis inducida por IFNa en las células U266, implicando
positivamente a la via PI3K/Akt/mTOR en esta apoptosis (Thyrrell, 2004). Sin
embargo, nuestros resultados indican que aunque LY294002 si previene en parte de la
apoptosis inducida por IFNa tanto en las células U266 como H929, la wortmanina, un

inhibidor mas especifico de la PI3K (Davies et al., 2000), no muestra efecto protector.
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Ademads, aunque la rapamicina si protegio ligeramente de la apoptosis en las células
U266, en las células H929, por el contrario, potenciod la toxicidad del IFNa. En
conjunto, estos resultados hacen dudar de la implicacién de la via PI3BK/Akt/mTOR en
la apoptosis inducida por IFNa. Algo que viene apoyado por el hecho de que el IFNa
no induce la activacion de Akt en las células U266 (Uddin et al., 2000; Thyrell et al.,
2004).

Se analiz6 en mas detalle el efecto potenciador de rapamicina en H929,
observandose que rapamicina induce un incremento de los niveles de Bim y una muy
ligera reduccion de niveles de XIAP, que permite una mayor activacion de caspasas y
mayor susceptibilizacién de las células a la apoptosis inducida por IFNa. Estos
resultados refuerzan la implicacién positiva de Bim en el mecanismo apoptotico del
IFNa., y sugieren que su ausencia podria ser un factor condicionante de resistencia a
interferén. Apoyando esta hipétesis, la linea celular IM-9, que pese a expresar altos
niveles de la cadena 2 del receptor de IFNo/p, es totalmente insensible a los efectos
de esta citoquina, no expresa la proteina pro-apoptética Bim (Gémez-Benito et al.,
2005a), pudiendo ser este uno de los factores que condicionan su resistencia.

También se habia propuesto que el IFNa inducia apoptosis en las células de
mieloma de modo autocrino, aumentando la sintesis y la liberacion de Apo2L/TRAIL
(Chen,Q. et al.,, 2001). Sin embargo, ni la localizacién subcelular concreta de
Apo2L/TRAIL, ni su posible secrecidén se habian analizado con detalle. En un trabajo
reciente, y utilizando diferentes lineas celulares de MM, se ha descrito que el
tratamiento con IFNa induce un aumento de la expresidn del gen PML y que esto
correlaciona con la induccién de la sintesis y la secrecion al medio de cultivo de
Apo2L/TRAIL (Crowder et al., 2005), pero el estudio no cuantifica la apoptosis
directamente inducida por IFNa, ni la cantidad de Apo2L/TRAIL secretado por las
células de mieloma. Nuestros resultados muestran que IFNa y Apo2L/TRAIL causan
diferentes efectos sobre las células de mieloma e inducen apoptosis a través de
mecanismos esencialmente diferentes. Asi, las células U266, sensibles a los efectos
apoptoticos del interferdon alfa, se mostraron resistentes a los efectos citotdxicos tanto
de Apo2L/TRAIL.0 como del anticuerpo citotéxico anti-Fas. Ademas, células U266 pre-
tratadas durante 48 h con IFNa, no se sensibilizaron a Apo2L/TRAIL.0, y en las células
H929 y MM.1S, el mismo pre-tratamiento con IFNa, redujo la sensibilidad al ligando.
Por otro lado, los sobrenadantes de células U266 y H929 tratadas con IFNa, no fueron

citotoxicos sobre células RPMI 8226 (muy sensibles a los efectos apoptéticos de
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Apo2L/TRAIL)., mientras que si lo fueron los sobrenandantes obtenidos a partir de
monocitos tratados con IFNa en las mismas condiciones que las células de
mieloma. Ademas, las vias apoptoticas ejecutadas por IFNa y Apo2L/TRAIL.O fueron
diferentes ya que Z-IETD-fmk (inhibidor de la caspasa-8), Z-DEVD-fmk (inhibidor de la
caspasa-3) y el inhibidor general de caspasas Z-VAD-fmk, bloquearon eficientemente
la apoptosis inducida por Apo2L/TRAIL.O, pero no la inducida por IFNa.

De acuerdo con todo lo que se ha expuesto, IFNo. podria ser empleado como
terapia mantenimiento en pacientes cuyas células de mieloma expresen Bim. En
aquellos pacientes en los que la expresion de Bim en las células mielomatosas sea
baja, pero se incremente en ensayos in vitro tras en tratamiento con rapamicina sin
inducir citotoxicidad, podria proporcionarse una terapia combinada con IFNa y
rapamicina. Por otro lado, y aunque se ha demostrado que Apo2L/TRAIL no es
mediador directo de los efectos del IFNa in vitro, los resultados obtenidos con los
sobrenadantes de monocitos no han de excluir a Apo2L/TRAIL como un posible
mediador importante de los efectos anti-tumorales de IFNa in vivo. Si este fuera el
caso, entonces Apo2L/TRAIL podria ser un buen candidato a remplazar a IFNo en la
terapia de mantenimiento en aquellos pacientes de mieloma que no respondan al

interferén .
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4.4.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE
MCL-1 EN MIELOMA EN LA SENSIBILIDAD A LA APOPTOSIS.

4.4.1.- Introduccion.

Mcl-1  (myeloid cell leukemia-1) es una proteina anti-apoptética
perteneciente a la familia Bcl-2. Fue descrita por primera vez en 1993 por su
participacion en el proceso de diferenciacion de las células mieloides humanas
(Kozopas et al., 1993). En seguida se relacion6 con la proteina Bcl-2 dada la elevada
similitud de sus secuencias y se determiné que su papel, al igual que en el caso de
Bcl-2, era mas bien el de promover la diferenciacion y viabilidad celular, que el de
inducir proliferacion (Kozopas et al., 2003). Al igual que la mayor parte de las proteinas
anti-apoptéticas de la familia Bcl-2, Mcl-1 contiene un dominio hidrofébico C-terminal
que permite su asociacién con diferentes membranas intracelulares, especialmente
con la membrana externa mitocondrial (Yang et al.,, 1995). Esta ultima localizacion
permite que actue como molécula clave en el control de la apoptosis via mitocondrial,
interfiriendo en la liberacién de citocromo ¢ y promocionando la supervivencia celular
(Michels et al., 2005). A diferencia de otras proteinas de supervivencia, Mcl-1 es una
proteina de vida media corta y alto recambio celular, debido a la presencia de
secuencias PEST (P=prolina, E=glutamico, S=serina, T=treonina), secuencias
especificas de ubiquitinacién, que determinan su degradacion via proteasoma ( Le
Gouill et al., 2004).

Numerosos estudios han demostrado que la expresion de Mcl-1 es critica en la
supervivencia del mieloma (Derenne et al.,2002; Zhang et al., 2002) y que es
necesario que se mantenga un nivel umbral minimo de proteina para el mantenimiento
de la viabilidad celular (Zhang et al., 2002). El silenciamiento del gen mcl-1 con
estrategias anti-sentido induce apoptosis en células de mieloma, mientras que el
silenciamiento de bcl-2 o bcl-x_ tiene pocos o ningun efecto (Derenne et al.,2002; van
de Dock et al.,2003; Liu and Gazitt, 2003). Por otro lado, se ha observado que Mcl-1
es la unica proteina anti-apoptotica de la familia Bcl-2 cuyos niveles se modifican tras
el tratamiento de células de mieloma con diferentes citoquinas (Puthier et al., 1999 y
2001; Jourdan et al., 2000 y 2003) y disminuyen tras el tratamiento con drogas
quimioterapeuticas (Le Gouill et al., 2004; Gémez-Benito et al., 2005a). Ademas, en

las células de mieloma, la eliminacion de Mcl-1 conlleva la ruptura de los complejos
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Mcl-1/Bim, liberdndose Bim y facilitando la oligomerizacion de proteinas pro-
apoptéticas multidominio de la familia Bcl-2, como Bax y/o Bak, promocionando la
inestabilidad mitocondrial y la salida de citocromo ¢ (Gomez-Bougie et al., 2004).Todos
estos datos sugieren que los niveles elevados de Mcl-1 en células de mieloma podrian
actuar como un mecanismo de resistencia a la apoptosis. De hecho, estudios con
pacientes de mieloma han mostrado que aquellos cuyas células mielomatosas
sobreexpresan Mcl-1 muestran peor respuesta a la quimioterapia, mas recaidas y una
menor supervivencia libre de enfermedad (Wuilleme-Toumi et al., 2005).

En este trabajo hemos obtenido, mediante infeccién viral, células de mieloma
que sobreexpresan la proteina Mcl-1 de forma estable y hemos estudiado como esta
sobreexpresion afecta a la sensibilidad a la apoptosis inducida por diferentes

tratamientos anti-mieloma.

4.4.2.-Analisis de la sobreexpresion de Mcl-1.

Para estudiar la implicacion de la proteina Mcl-1 en la sensibilidad a la
apoptosis de las células de mieloma, se obtuvieron lineas celulares, derivadas de la
linea de mieloma U266, que sobreexpresan la proteina anti-apoptética de forma
estable empleando una técnica de transfeccion retroviral (Diaz-Rodriguez et al., 2002;
Carvajal-Vergara et al., 2005; apartado 3.2.8.). Esta técnica permite la integracién a
nivel cromosémico del gen celular de interés. Posteriormente y sirviendonos de un
clonaje por dilucion limite, obtuvimos lineas clonales a partir de las células que habian
insertado el gen.

La mayor parte los vectores empleados en transfecciones retroviricas
contienen unidades de transcripcion independientes para el gen usado como marcador
y para el gen de interés. Esto hace que la eficiente expresion del gen marcador no
tenga porqué correlacionar con una también eficiente expresion del gen de interés. En
este caso, se han empleado vectores retrovirales bicistrénicos (Abad et al., 2002) que
contienen un sitio de union interna al ribosoma (IRES; internal ribosome entry site) que
permite que el gen marcador y el gen de interés se expresen independientemente pero
a partir de una misma unidad de transcripcion, por lo que en este caso, una eficiente
expresion de uno si correlaciona con una eficiente expresion del otro. El vector

bicistronico que hemos empleado (pLZR-IRES-GFP) contiene como marcador el gen
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de la proteina fluorescente verde (GFP) y se ha construido a partir del virus de la
leucemia murina de Moloney (MLV) (figura 4.57.). Por técnicas de ingenieria genética
y biologia molecular, obtuvimos a partir de él, otro vector bicistrénico con el gen de
interés (mcl-1) clonado en su polilinker (pLZR-IRES-GFP-mcl-1), y a partir de ambos
vectores y de células U266, las sublineas U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 de ahora en
adelante, que contienen el vector vacio y el vector con el gen de interés,

respectivamente.

— e T

Figura 4.57.— Estructura del vector bicistronico pLZR-IRES-GFP. CMV = cytomegalovirus
promoter, R = MoMLV R, U5 = MoMLV U5, MCS = multiple cloning site (BamHI-EcoRI-Xhol-
BstBI-EcoRl), IRES = internal ribosome entry site, GFP = green fluorescent protein (Abad el al.,
2002)

Las dos sublineas, U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1, expresaron eficientemente
la proteina empleada como marcador (GFP) (figura 4.58.A). Sin embargo, y como se
esperaba, solo las células U266-pLZR-mcl-1 sobreexpresaron la proteina Mcl-1 (figura
4.58.B). Se observaron bandas de peso molecular inferior al de Mcl-1, resultado del

procesamiento alternativo de la proteina en exceso (Zhang et al., 2002) (figura 4.58.B).

B pLZR pLZR-
A mcl-1
pLZR pLZR-mcl-1

Figura 4.58.- Expresion de las proteinas GFP y Mcl-1 en las células U266-pLZR y U266-
pLZR-mcl-1. (A) Las células, U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1, se observaron y fotografiaron al
microscopio de fluorescencia para evaluar la expre3|on de la GFP Aumento original x400. (B)
Se realizaron extractos celulares totales de 1x10° células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1. Las
proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, se
inmunotransfirieron y se analizd la expresion de Mcl-1 usando anticuerpos especificos. La
cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccién de a-tubulina.
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4.4.3.- Efecto de la sobreexpresion de Mcl-1 en la sensibilidad a la

apoptosis.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de Mcl-1 en la sensibilidad celular a
la apoptosis, las células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 se trataron con diferentes
agentes terapéuticos que inducen apoptosis via mitocondrial:

o BMS-214662, un inhibidor de farnesil-transferasas perteneciente a los
farmacos de nueva generacién, que actualmente se estd evaluando en
ensayos clinicos de fase | (apartado 4.1.).

e Melfalan, perteneciente a los denominados farmacos clasicos, y que ha sido
empleado en quimioterapia del mieloma, solo o en combinacién con otros
agentes, desde 1962.

o Velcade® (Bortezomib, PS-341), un potente inhibidor del proteasoma, también
farmaco de nueva generacion, pero cuyo empleo en el tratamiento de mieloma
refractario ha sido recientemente aprobado por la FDA.

e Interferén-alfa (IFNa), una citoquina que se ha empleado como terapia de

mantenimiento en el mieloma durante mas de 20 anos (apartado 4.3).

Las células U266-pLZR fueron sensibles a todos los tratamientos, mientras que
la sobreexpresion de Mcl-1 en las células U266-pLZR-mcl-1, redujo considerablemente
la toxicidad de los diferentes agentes a las 24 h de tratamiento (BMS-214662,
melfalan, Velcade) (figura 4.59.A) y a las 48 h (IFNa) (figura 4.59.A). Este efecto
protector de Mcl-1 no se mantuvo, sin embargo, mas alla de las 30-48 h, momento a
partir del cual, la toxicidad inducida por los diferentes agentes sobre las células U266-
pLZR-mcl-1 empez6 a ser muy significativa (figura 4.59.A). La proteccién temporal
proporcionada por Mcl-1 contrasta con la aparente proteccién permanente observada
en leucemias que sobreexpresan Bcl-2 (Gamen et al., 2000).

Por otro lado, también se evalué el efecto de la sobre-expresion de Mcl-1 en la
sensibilidad al tratamiento combinado VPA+TRAIL, que induce apoptosis a través de
la via extrinseca. En este caso, ambas lineas celulares, U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-

1, resultaron igualmente sensibles (figura 4.59.B).
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Figura 4.59.- Efecto de la sobre-expresion de Mcl-1 en la sensibilidad a la apoptosis. (A)

5
Las células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 (3x10 cél/ml) se incubaron en medio completo en
presencia de BMS (1 uM), melfalan (50 uM) , Velcade (10 nM) o IFNa (2000 U/ml) durante 24 o
48 h, segun se indica. Pasado este tiempo la apoptosis se evalud por unién a anexina-V-PE y

posterior analisis por citometria de flujo. (B) Las células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 (3x’105
cél/ml) se pre-incubaron en medio completo con VPA (1mM) durante 6 h, posteriormente se
afadid o no Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml), segun se indica, y las células se incubaron durante
18 h mas. Pasado este tiempo la apoptosis se evalué por uniéon a anexina-V-PE y posterior
analisis por citometria de flujo.

Se determinod el efecto que estos tratamientos tenian sobre los niveles de
expresion de Mcl-1 en ambas lineas. En las células U266-pLZR, el tratamiento durante
24 h con BMS-214662 y melfalan indujo disminucion de los niveles de Mcl-1 (figura
4.60.A), comprometiendo de este modo la viabilidad celular. El tratamiento durante 24
h con Velcade no produjo disminucion de los niveles de Mcl-1 (figura 4.60.A), aunque

si apoptosis. Esto se debid a la inhibicién de la actividad del proteasoma, que impide la
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degradacion de Mcl-1, pero no la muerte celular. Tampoco el tratamiento con IFNa
durante 48h modificé los niveles de Mcl-1 (figura 4.60.A.), pero si indujo apoptosis,
algo que ya se habia observado previamente (apartado 4.3.). En la induccién de
apoptosis a través de la via extrinseca con VPA+TRAIL, solo se detectd una ligera
disminucién de los niveles de Mcl-1, y solo en el tratamiento combinado. Esta fue
debida probablemente a la proteolisis via caspasa-3 activa.

En las células U266-pLZR-mcl-1, a los mismos tiempos y condiciones de
tratamiento, no se observd disminucion significativa de los niveles de Mcl-1 cuando las
células se trataron con agentes que inducen apoptosis via mitocondrial (figura 4.60.A),
pudiendo ser esta la causa de que se preservara la viabilidad celular durante mas
tiempo, al menos en el caso de BMS-214662 y melfalan. A partir de las 30 h de
tratamiento, los niveles de Mcl-1 empezaron a disminuir en algunos casos (BMS-
214662, melfalan) o no (Velcade) (no mostrado), correspondiendose esta disminucion
con un importante incremento de la citotoxicidad inducida por el farmaco. Sin
embargo, cuando las células U266-pLZR-mcl-1 se trataron con VPA + TRAIL, si se
detect6 una ligera disminucién de los niveles de Mcl-1, comparable a la observada en
las células U266-pLZR y posiblemente debida a la proteolisis mediada por la caspasa-
3 activa (figura 4.60.B). Estos resutados concuerdan con la ausencia de efecto

protector de la sobreexpresién de Mcl-1 en la apoptosis via extrinseca.
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Figura 4.60.- Cambios en los niveles de Mcl-1 inducidos por los diferentes agentes
terapéuticos. (A) Las células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 se incubaron en medio completo
en presencia de BMS (1 uM), melfalan (50 uM) o Velcade (10 nM) durante 24 h o IFNa (2000
U/ml) durante 48 h. Pasado este tiempo, se realizaron extractos celulares y se analizaron los
niveles de Mcl-1 mediante electroforesis e inmunotransferencia, utilizando anticuerpos
especificos. La cantidad de proteina cargada se normalizé mediante la deteccién de a-tubulina.
(B) Las células U266-pLZR y U266-pLZR-mcl-1 se se pre-incubaron en medio completo con
VPA (1mM) durante 6 h, posteriormente se afiadié o no Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml), segun se
indica, y las células se incubaron durante 18 h mas. Pasado este tiempo, se realizaron
extractos celulares y se analizaron los niveles de Mcl-1 mediante electroforesis e
inmunotransferencia, utilizando anticuerpos especificos. La cantidad de proteina cargada se
normalizé mediante la deteccion de a-tubulina.

4.4.4.- Discusion.

Las proteinas de la superfamilia Bcl-2 desempefian un papel clave en la
regulacion del proceso apoptotico. Las proteinas “sélo BH;” y proteinas tipo-Bax son
iniciadores esenciales de la apoptosis, mientras que las proteinas similares a Bcl-2
actuan como factores de supervivencia que contribuyen a frenar el inicio del proceso
apoptético celular (Adams and Cory, 2001). Mcl-1 es una proteina anti-apoptética que

ha demostrado ser critica para la supervivencia del mieloma (Derenne et al.,2002;
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Zhang et al., 2002). Su sobre-expresion es suficiente para que células de mieloma
dependientes de IL-6 puedan proliferar en ausencia de esta citoquina (Gomez-Bougie
et al., 2004).

A diferencia de otras proteinas de supervivencia, Mcl-1 es una proteina de vida
media corta y alto recambio celular debido a la presencia de secuencias PEST,
secuencias especificas de ubiquitinacion, que determinan su degradacion via
proteasoma (Le Gouill et al., 2004). Tras el tratamiento de las células tumorales con
drogas quimioterapeuticas se estimula la degradacién de Mcl-1 en el proteasoma, y la
ruptura de los heterodimeros formados entre ésta y las proteinas pro-apoptéticas
(Willis et al., 2005; Gomez-Bougie et al., 2004), favoreciendo la desestabilizacion
mitocondrial y la induccién de apoptosis. Se ha descrito que en células sanas, Bak se
encuentra asociado con Mcl-1 y Bcl-x. (Willis et al., 2005; Minet et al., 2006) y también
la formacién de complejos entre Mcl-1 y la proteina “sélo BH3” Bim (Gomez-Bougie et
al., 2004). Las senales citotdxicas, que promoverian la degradaciéon de Mcl-1 via
proteasoma, permitirian la liberacion de las proteinas pro-apoptéticas de estos
complejos, favoreciendo la formacion de poros en la membrana mitocondrial, la salida
de citocromo c y la ejecucion del proceso apoptético.

De acuerdo con todo lo que se ha expuesto, mcl-1 es un gen clave en la
supervivencia de células de mieloma capaz de preservar su viabilidad durante mas
tiempo tras el tratamiento con farmacos anti-tumorales que inducen apoptosis via
mitocondrial. Sin embargo, la sobre-expresion de de la proteina Mcl-1 no es suficiente
per se para evitar la muerte celular. La dilatacién de la fase de induccién, que produce
su sobreexpresién podria ser debida a que los mayores niveles de proteina
entorpecen el cambio conformacional de Bax/Bak y retrasan la desestabilizacion
mitocondrial. Cuando los niveles de proteina comienzan a disminuir, o cuando pese a
mantenerse los niveles (Velcade) se contrarrestan con el aumento de niveles de
proteinas pro-apoptéticas, como Noxa (Perez-Galan et al., 2006), los complejos de
Mcl-1 con Bak y/o Bim se hacen mas inestables y se rompen, comprometiendo la
viabilidad celular. En el caso de farmacos que inducen apoptosis via extrinseca, la
sobreexpresion de Mcl-1 no es capaz de evitar ni retrasar la muerte celular. Esto
implicaria que en células tumorales que sobre-expresen Mcl-1, la induccion de
apoptosis deberia abordarse mas bien desde el empleo de ligandos mortales, que
desde el uso de drogas citotdéxicas que induzcan apoptosis a través de la via

mitocondrial.
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4.5.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A LA APOPTOSIS DE
CELULAS PLASMATICAS MIELOMATOSAS EXTRAIDAS DE
PACIENTES DE MIELOMA.

4.5.1.- Introduccion.

Con el objetivo de completar los estudios realizados sobre lineas de mieloma
multiple con los principales agentes inductores de apoptosis que se han expuesto
hasta ahora, se llevaron a cabo estudios de sensibilidad in vitro en células
mielomatosas (MMs) y en linfocitos normales, extraidos ambos a partir de aspirados
de médula ésea de pacientes de mieloma (apartado 3.2.2.1.). La muestra de partida,
que consistid en 1-2 ml de médula ésea extraida por puncion en la cresta iliaca, se
someti6 a centrifugacion en gradiente de Ficoll-Paque (apartado 3.2.2.1.)
obteniéndose una poblacion celular heterogénea (linfocitos T, linfocitos B, monocitos,
células plasmaticas y mielomatosas, células del estroma medular...), a partir de la cual
se caracterizaron las células mielomatosas (MMs) y se determiné su sensibilidad a los
diferentes tratamientos mediante citometria de flujo, usando un protocolo de tres

colores especificamente disefiado para este fin.

4.5.2.- Inmunofenotipado de las células mielomatosas.

Dada la gran heterogeneidad en el patrén de marcadores de membrana de las
células mielomatosas (MMs) (apartado 2.3.3.2.), se realizd, previamente a los ensayos
de citotoxicidad, un inmunofenotipado de cada paciente (figura 4.61.; apartado
3.2.2.2.). Este permitid conocer el patréon caracteristico de MMs de cada uno (figuras
4.61.y 4.62.), haciendo posible de este modo evaluar selectivamente el efecto de las
drogas sobre dichas células e incluso hacer prondsticos sobre el grado de avance de
la enfermedad y la respuesta a los farmacos. Los marcadores analizados fueron
CD138/Sindecan-1, CD38, CD56/N-CAM, CD19 y CD45 (apartado 2.3.3.2.). En
general las células mielomatosas se caracterizan por un inmunofenotipo CD138 (+),
CD38(+), CD56(+), CD19(-), CD45(+/-) y los linfocitos normales por un inmunofenotipo
CD138(-),CD38(-), CD56(-),CD19(-) y CD45(+).
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Figura 4.61.- Inmunofenotipado (Paciente n°2). El FS/SS (forward scatter versus side
scatter) permite realizar una primera distincion entre células mielomatosas y linfocitos
normales. Haciendo un gating sobre las células mielomatosas puede analizarse la expresion de
cada uno de los marcadores de membrana. En este caso el paciente es
CD138(+),CD38(+),CD56(-), CD19(-),CD45(-). La ausencia de expresién de CD56 y CD45 en
membrana es sefial de un mayor grado de avance de la enfermedad y de un peor prondstico al
tratamiento, algo que corroboraron los ensayos in vitro.

n° paciente | CD138 CD38 CD56 CD19 CD45
1 + + + - +
2 + + - - -
3 + + + - -
4 + + - - +/-
5 + + - + +/-
6 + + + - +/-
7 + + + - -
8 + + + - -

Figura 4.62.- Inmunofenotipos de los pacientes analizados.
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4.5.3.- Analisis de sensibilidad a BMS-214662. Efecto umbral.

Se analizo la sensibilidad in vitro a BMS-214662 en MMs y en linfocitos
normales. Aunque las MMs de todos los pacientes analizados fueron sensibles a BMS-
214662, la sensibilidad varié de unos pacientes a otros (figura 4.63.) y se observaron
también importantes diferencias de sensibilidad en linfocitos normales. En algunos
pacientes BMS-214662 fue selectivo sobre MMs, mientras que en otros indujo una
elevada toxicidad en linfocitos (figura 4.63.). La selectividad de BMS-214662 podria
estar relacionada con su mayor o menor afinidad por las MMs en funcion de la
presencia o ausencia en dichas células de sus dianas terapeuticas.

80
70 7 ] I MMs

60 - ¥ | infocitos
50 -
40 -
30
20

3= 1 i B

BMS-214662 - + - + - +

AnexinaV-FITC+(%)

Paciente n°4 Paciente n°6 Paciente n°7

Figura 4.63.- Sensibilidad a BMS-214662 de MMs y de linfocitos normales. La poblaciéon

celular heterogénea obtenida a partir del Ficoll-Paque se sembré a densidades de 5x106 cél/ml,
y se incubd en medio completo con 1000 U/ml de IL-6 y BMS-214662 (1 puM) durante 20h.
Transcurrido este tiempo, se marcaron con anexina-V-FITC, anti-CD45-PE y anti-CD38-Pc5, y
se analizé la translocacion de PS en MMs (CD38+/CD-45+ y/o -) y linfocitos (CD38-/CD-45+).

En algunos pacientes se observé un efecto umbral de BMS-214662, por el cual
dosis mas elevadas o tiempos de incubacion mas prolongados del inhibidor, sélo
consiguieron aumentar la toxicidad sobre linfocitos, sin detectarse un incremento

significativo de apoptosis en MMs (figura 4.64.).
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Figura 4.64.- Efecto umbral de BMS-214662. (A) Paciente n°8. La poblgcic')n celular

heterogénea obtenida a partir del Ficoll-Paque se sembré a densidades de 5x10 cél/ml, y se
incubé en medio completo con 1000 U/ml de IL-6 y diferentes dosis de BMS-214662 (100, 250
y 500 nM) durante 20h. Transcurrido el tiempo de incubacién, las células se marcaron con
anexina-V-FITC, anti-CD45-PE y anti-CD38-Pc5, y se analizé la translocacion de PS en MMs
(CD38+/CD-45+ yl/o -) y linfocitos (CD-38-/CD-45+). Como puede observarse 250 nM es la
dosis mas adecuada. (B) Paciente n°6. La poblacion celular heterogénea obtenida a partir del

Ficoll-Paque se sembré a densidades de 5x10 cél/ml, y se incubd en medio completo con
1000 U/ml de IL-6 y BMS-214662 (1uM) durante 20 y 40 h. Transcurridos los tiempos de
incubacion, las células se marcaron con anexina-V-FITC, anti-CD45-PE y anti-CD38-Pc5, y se
analiz6 la translocacion de PS en MMs (CD38+/CD-45+ y/o -) y linfocitos (CD-38-/CD-45+). La
administracién continuada de BMS-214662 durante mas tiempo incrementa la toxicidad sobre
linfocitos en mayor proporciéon que sobre MMs.

4.5.4.- Implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por BMS-
2144662. Efecto Z-VAD-fmk.

Para analizar la implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por BMS-
214662 en MMs vy linfocitos, se pre-incubaron las células durante 1 h con el inhibidor
general de caspasas Z-VAD-fmk y después se anadié BMS-214662. Tras el tiempo de
incubacion (20 h), la apoptosis de evaluo por determinacién del potencial mitocondrial
(A¥m) mediante la sonda fluorescente DiOCg(3).

Z-VVAD-fmk previno la pérdida del potencial mitocondrial en MMs de unos
pacientes (figura 4.65.A), pero no de otros (figura 4.65.B.), de modo semejante a como
ocurre con las lineas celulares (previene la pérdida del potencial en U266 y RPMI
8226/hp, pero no en NCI-H929 (apartado 4.1.5.2.)). No se observé ningun efecto
protector de Z-VAD-fmk sobre la toxicidad de BMS-214662 en linfocitos (figura 4.65.)
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Figura 4.65.- Efecto del inhibidor Z-VAD-fmk sobre la toxicidad de BMS-214662 en MMs y
en linfocitos normales. (A) Paciente n°3. La poblacién celular heterogénea obtenida a partir
del Ficoll-Paque se sembr6 a densidades de 5x10 cél/ml y 1000 U/ml de IL-6 en medio
completo.Las células se pre-incubaron con Z-VAD-fmk (100 uM) durante 1 h, se afiadieron las
dosis indicadas de BMS-214662 y se incubaron durante 20h mas. Transcurrido este tiempo, las
células se marcaron con anti-CD45-PE y anti-CD38-Pc5 y posteriormente se incubaron con la
sonda fluorescente DiOCg4(3). La apoptosis se evaludé por determinacion del potencial
mitocondrial en MMs (CD38+/CD-45+ y/o -) y linfocitos (CD-38-/CD-45+). (B) Paciente n°2. Se
procedio analogamente a (A).
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4.5.5.- Estudio comparativo del efecto de BMS-2146662 con el de otros

agentes terapeduticos.

En algunos pacientes se realizaron estudios comparativos de sensibilidad a
diferentes agentes (BMS-214662, melfalan, Velcade® y Apo2L/TRAIL.0) sobre MMs y
linfocitos normales a tiempos de 20 y 40 h. Las respuestas difirieron mucho entre unos
y otros pacientes, lo cual no es sino un mero reflejo de la heterogeneidad del mieloma
y uno de los principales inconvenientes que existen para el disefio de una terapia
racional (Gomez-Bougie et al., 2004). Se muestran los resultados obtenidos de dos
pacientes, n°2 (figura 4.66.A), muestra en recidiva, CD56(-) y CD45(-) indicadores de
una forma mas avanzada de la enfermedad y probablemente peor pronéstico. Este
paciente sélo ha respondido a BMS-214662 pero con una extraordinaria selectividad
por las células MMs, y se ha mostrado resistente a la quimioterapia clasica de
melfalan. Por otro lado, el paciente n°6 (figura 4.66.B), muestra correspondiente a un
nuevo diagnoéstico, CD56(+) y CD45(+). Este paciente ha respondido a todos los
agentes empleados, siendo Apo2L/TRAIL.O el mas selectivo y a la vez efectivo sobre

las células MMs a tiempos prolongados de tratamiento (48h).

4.5.6.- Analisis de sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0. Correlacion con la

expresion de DRs en membrana.

Se analizé la sensibilidad in vitro al ligando mortal recombinante Apo2L/TRAIL
(Apo2L/TRAIL.0) en MMs y en linfocitos normales extraidos a partir de pacientes de
mieloma. Paralelamente, se analizd6 la expresion en membrana de receptores
funcionales DR4 y DR5 en las células MMs de dichos pacientes, y se correlaciond con
la sensibilidad al ligando.

En todos los casos en que las células MMs resultaron sensibles al ligando, este
fue muy selectivo y no se observd toxicidad sobre los linfocitos normales. La
sensibilidad a Apo2L/TRAIL.O correlacion6 siempre con la expresion de al menos uno
de los dos receptores funcionales (figura 4.67.). Sin embargo, una mayor expresion de
receptores no siempre estuvo asociada con una mayor sensibilidad. El pequeio
numero de muestras analizadas ha impedido extraer conclusiones a cerca de la

contribucién relativa de DR4 y DR5 a la transduccion de la sefal citotoxica.
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Figura 4.66.- Analisis comparativo de la citotoxicidad de diferentes drogas. (A) Paciente
n°2. (B) Paciente n®6. La pobﬁlacién celular heterogénea obtenida a partir del Ficoll-Paque se
sembré a densidades de 5x10 cél/ml y 1000 U/ml de IL-6 en medio completo y se traté con
BMS-214662 (1uM), melfalan (50 uM), Velcade (50 nM) o Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml) durante
los tiempos indicados. Tras esto, las células se marcaron con anexina-V-FITC, anti-CD45-PE y
anti-CD38-Pc5 y se analizé la translocacion de PS en MMs (CD38+/CD-45+ y/o -) y linfocitos
(CD-38-/CD-45+).

176



Resultados y Discusién

70
9 60 - .
; 50 J MMs ]
g 40+ M Linfocitos
E 30
20
cadaln 1
o .c (Al
Apo2UTRAIL - + - + - + - + - +
Paciente n°1 n°4 n°2 n°5 n°6

DRs DRs+

Figura 4.67.- Sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0 y su correlacion con la expresion de DRs en
la membrana de células MMs. La poblacién celular heterogénea obtenida a partir del Ficoll-

Paque se sembré a densidades de 5x10 cél/ml y 1000 U/ml de IL-6 en medio completo y se
incubo con Apo2L/TRAIL.0 (100 ng/ml) durante 40 h. Transcurrido este tiempo, las células se
marcaron se marcaron con anexina-V-FITC, anti-CD45-PE y anti-CD38-Pc5 y se analizé la
translocacion dePS en MMs (CD38+/CD-45+ y/o -) y linfocitos (CD-38-/CD-45+). Por otro lado,

6
1x10 células se incubaron con los anticuerpos monoclonales de ratén anti-DR4-PE (IgG1, clon
DJR1), anti-DR5-PE (IgG1, clon DJR2-4) o 1gG1-PE como control y se analizé la expresion de
DRs por citometria de flujo.

4.5.7.-Discusion.

Dado que el numero de pacientes analizados ha sido muy pequefno, no se
pueden extraer conclusiones fidedignas de esta parte del estudio. El pequefio tamano
ha sido debido a las multiples dificultades a que hemos tenido que enfrentarnos para
llevarlo a cabo: escasez de muestras y pequefio volumen de las mismas, presencia de
contaminacion con restos de tejido y grasa en alguna de las muestras, dificultad para
poner a punto un protocolo de citometria de tres colores y para caracterizar
inequivocamente las células mielomatosas (que llevd a desechar los datos de los
primeros pacientes analizados), heterogeneidad entre pacientes, baja supervivencia
de MMs in vitro, lo que hace aconsejable realizar los experimentos durante las
primeras 48 h en cultivo, alta tasa de mortalidad celular en las muestra tras la

criopreservacion, etc.
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Sin embargo, y pese al pequefo tamano, este estudio pone de manifiesto una

de las caracteristicas mas relevantes del mieloma: su heterogeneidad. La

heterogeneidad existente entre unos y otros pacientes se observa en sus
caracteristicas clinicas, inmunofenofenotipado, evolucién y respuesta a los
tratamientos, pudiendo variar la supervivencia tras el diagndstico desde tan sélo unos
pocos dias hasta mas de 15 anos. La causa de la heterogeneidad del mieloma es
principalmente de tipo genético y puede ser debida a las diferentes anormalidades
cromosomicas presentes en las células mielomatosas y/o a las diferentes
inmunoglobulinas (Igs) o cadenas ligeras que son secretadas por ellas (Gomez-Bougie
et al., 2004). Considerando esta gran heterogeneidad, cada paciente de mieloma
deberia ser tratado de modo individualizado, siendo de gran ayuda el
inmunofenotipado y los ensayos de sensibilidad in vitro a diferentes agentes
terapéuticos en el momento del diagndstico para el disefio de una terapia mas racional
e individualizada.

Con todas las cautelas mencionadas, creemos, no obstante, que los resultados
obtenidos con BMS-214662 y Apo2L/TRAIL son prometedores. El inhibidor de farnesil-
transferasas mostré6 una elevada citotoxicidad en las células de MM, incluido un
paciente resistente a melfalan in vitro. Por otro lado, la eficacia de Apo2L/TRAIL
parece depender inicialmente de la expresién de al menos uno de sus dos receptores
mortales (DR4 6 DR5). En estos casos, Apo2L/TRAIL mostré6 una excelente
selectividad, ya que fue citotoxico para las células de MM, pero no para las células

normales de la médula ésea.
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Discusion General

La apoptosis se ha definido como un “evento critico” en el desarrollo del
cancer. La oncogénesis requiere un mayor grado de proliferacion celular, pero
también, en la mayoria de los casos, una elevada resistencia a la apoptosis. De este
modo, el mal funcionamiento de los agentes participantes en la cascada de
sefalizacion apoptética es una causa potencial de tumorigénesis (Johnstone et al.,
2002), y el empleo de drogas citotdxicas que actuan re-induciendo apoptosis, es
actualmente, la estrategia de la quimioterapia moderna frente a gran parte de las
patologias tumorales.

A lo largo de un tratamiento quimioterapeutico es frecuente que aparezcan
células tumorales resistentes, o que ya lo sean incluso antes de iniciarse este. Esto
hace necesario la caracterizacion de los mecanismos de resistencia, el diseho de
terapias combinadas y la busqueda de nuevas dianas moleculares, de cara a diseiar
nuevas terapias contra las cuales sea mas dificil desarrollar resistencia. Ademas, un
conocimiento exhaustivo de las moléculas implicadas en la apoptosis inducida por
cada agente citotoxico en los distintos tipos celulares, ayudaria a disefiar terapias mas
racionales e incluso a personalizarlas para cada paciente. Terapias que se hacen
especialmente necesarias en aquellas patologias tumorales en que la tasa de
respuesta a la quimioterapia es muy baja y existe gran heterogeneidad de respuesta,

como es el caso del mieloma multiple (MM) (Gomez-Bougie et al., 2004).

En los mamiferos existen dos vias principales de induccién de apoptosis:

1. La ruta apoptética mitocondrial, también denominada via intrinseca.

2. La apoptosis inducida por receptores mortales, también denominada via

extrinseca.

La mayor parte de los agentes anti-tumorales inducen apoptosis a través de la
ruta mitocondrial. Tal es el caso del inhibidor de farnesil-transferasas BMS-214662 y
del interferén-alfa. Sin embargo, algunas células tumorales pueden acumular
mutaciones y desarrollar resistencia a esta via apoptética (Johnstone et al., 2000). El
empleo de ligandos mortales, como Apo2L/TRAIL, selectivo de células tumorales y
que no induce apoptosis en ninguna de las células normales sobre las que se ha
ensayado (Kelley and Ahskenazi, 2004), se plantearia como una alternativa

interesante.
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Los eventos moleculares que tienen lugar en la via intrinseca de apoptosis son
conocidos en parte. La participacion de las proteinas de la superfamilia Bcl-2 es

esencial en la denominada fase de induccién (Cory and Adams, 2002). Las proteinas

“solo BH3” funcionarian como sensores del dano celular y su activacion constituiria la
primera etapa de la apoptosis mitocondrial. Dependiendo de la caracteristicas
peculiares de sus respectivos dominios BHj, interaccionarian e inactivarian a las
proteinas anti-apoptéticas Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-x, y/o también se unirian a Bax y Bak
induciendo su oligomerizacion y la formacién de poros en la membrana externa
mitocondrial, causando la subsiguiente caida del potencial mitocondrial y la liberacion

de citocromo c y de otras proteinas apoptogénicas. En la fase de ejecucion, el

citocromo c liberado al citosol, induce el ensamblaje del apoptosoma, la activacion de
la caspasa-9 y la subsiguiente activacién de una cascada de caspasas responsables
del desmantelamiento de las estructuras celulares, de la condensacién vy
fragmentacion del ADN y de la exhibicidn de senales en la membrana plasmatica que
hacen apetitosa a la célula moribunda para los macréfagos. Asi como la fase de
ejecucion se produce siempre de modo similar en todas las células, e
independientemente del agente citotoxico empleado, la fase de induccién, no solo
varia de unas células a otras en funcién de la expresién relativa de proteinas de la
superfamilia Bcl-2, sino que dos agentes citotdxicos diferentes, pueden inducir
apoptosis en un mismo tipo celular de forma distinta, implicando a diferentes proteinas.
Por ejemplo, en la fase de induccion de apoptosis de BMS-214662 en células de
mieloma (apartado 4.1), PUMA parece ser la principal mediadora, al menos en células
con un p53 silvestre (NCI-H929) o que carecen de otras proteinas “sélo BH;” (RPMI
8226/hp). Bim y Bik pueden sustituir su acciéon en células con p53 mutado (U266) o
reforzarla en células con p53 silvestre (H929). La mayor o menor contribucién de
proteinas “sélo BH3”, condicionaria la mayor o menor contribucién de las caspasas en
la fase de induccion. Asi, en condiciones de inhibicion de la actividad de las caspasas,
las células H929, y en menor medida IM-9, siguen muriendo, mientras que la muerte
celular esta totalmente bloqueada en las células U266 y RPMI 8226/hp. Esto se
explicaria porque la baja eficiencia en la perturbacion mitocondrial y en la salida de
citocromo c de las proteinas “sélo BH3” en estas células, haria necesario un ciclo de
amplificaciéon mitocondrial mediado por caspasas, que induciria una salida masiva de
citocromo ¢ y una mayor activacién de la maquinaria apoptética. En todas las lineas el
mantenimiento de unos niveles altos de Mcl-1 parece ser importante para prolongar la
supervivencia celular, y su disminucién marca el inicio del proceso apoptotico. Por otro

lado, en la fase de induccién de IFNa , Bim es la proteina clave, pasando PUMA a
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desempefar un papel secundario (apartado 4.3). Ademas, solo se observa el cambio
conformacional de Bak, pero no el de Bax y las caspasas participan modestamente en
la apoptosis. En este caso, no parece necesaria una disminucion de los niveles de la
proteina Mcl-1 para comprometer la supervivencia celular, aunque al igual que con
BMS-214662, niveles altos de Mcl-1 mantienen la viabilidad celular durante mas

tiempo (apartado 4.4.).

La via extrinseca de apoptosis puede jugar un papel importante, sobre todo en
aquellos casos en que las células tumorales han incorporado mutaciones que les
hacen resistentes a la via apoptotica mitocondrial (Johnstone et al., 2000). En esta via,
la apoptosis se induce tras la unién de una proteina extracelular (mensajero mortal) a
su receptor (receptor mortal). Los receptores mortales poseen en su region intracelular
el denominado dominio mortal (DD), necesario para la transmision de la sefial de
muerte. Tras la unién del ligando, el receptor interacciona a través de su dominio DD
con la proteina adaptadora FADD, la cual, a través de sus dominio DED, se une a la
caspasa-8. La unién de varias moléculas de caspasa-8 a este compejo de proteinas
asocido al receptor (DISC) permite su activacién. Una vez activa, la caspasa-8 activa a
la caspasa-3, que ejecuta la apoptosis cortando diversas proteinas celulares. La fase
de ejecucién de esta via estd bien caracterizada, pero nuevamente existe un cierto
grado de desconocimiento de la fase de induccidon, y en concreto de los
condicionantes de sensibilidad al ligando. El empleo de ligandos mortales en forma
recombinante, como Apo2L/TRAIL.O, en la terapia de algunas patologias tumorales
(apartado 4.2), exigiria en primer lugar que las células tumorales expresaran al menos
uno de sus receptores mortales y niveles significativos de caspasa-8, pero ademas,
conocer que parametros condicionan la sensibilidad al ligando, que receptor, DR4 6
DR5, esta mayormente implicado en la transduccion de la senal, necesario si la forma
recombinante del ligando se sustituye por anticuerpos dirigidos contra los receptores
mortales (DR4/TRAILR1 y DR5/TRAILR2) (MacFarlane and Williams, 2004), y si los
receptores sefuelo y/o los inhibidores tipo FLIP o tipo XIAP contribuyen a la
resistencia a TRAIL. El empleo de estos ligandos podria ser una buena terapia en
pacientes que sobreexpresan Mcl-1 y son resistentes a las drogas quimioterapeuticas

convencionales.
En ocasiones un farmaco por si sélo no es capaz de inducir apoptosis en

células tumorales. Si su mecanismo apoptético esta bien caracterizado y se conocen

sus dianas terapeduticas, se pueden disefar terapias combinadas con otras drogas, de
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modo que el segundo agente, incrementando los niveles de la diana molecular, la
accesibilidad del farmaco a dicha diana o restaurando los defectos en la transduccion
de la sefal apoptoética, vuelva mas susceptibles las células al farmaco inicial. Asi, el
acido valproico (VPA), un inhibidor de histona deacetilasas (HDACI), puede revertir la
resistencia a Apo2L/TRAIL.0 en células que expresan al menos uno de sus dos
receptores funcionales y tienen niveles significativos de caspasa-8, pero que han
desarrollado resistencia intrinseca al ligando (apartado 4.2). En el caso de las células
U266, la explicacion a esta sinergia parece estar en la translocacién de receptores
DR4 a las balsas lipidicas de membrana, inducida por VPA, facilitando su agregacion,
inducida por el ligando. Ademas, el VPA también induce un ligero aumento de los
niveles de FADD, proteina implicada en la sefializacion de la via extrinseca y una
pequena disminucion de los niveles de Bcl-x. y XIAP. Otro ejemplo de sinergia es la
combinacion de rapamicina e interferén-alfa en algunas células de mieloma (H929)
(apartado 4.3). La rapamicina, aunque no resulta toxica por si sola, aumenta en
algunas células los niveles de Bim, proteina clave en la fase de induccion de apoptosis

de IFNa, incrementando de este modo la sensibilidad de las células a la citoquina.

La elucidacién precisa del mecanismo apoptético, y la identificaciéon de las
moléculas implicadas en la fase de induccion de diferentes agentes terapéuticos, en
cada uno de los diferentes tipos de neoplasias, permitira: a) refinar los criterios de
pronéstico, b) sentar las bases para el disefio racional de tratamientos
quimioterapeuticos individualizados, basados en datos moleculares precisos de cada
tumor y de cada paciente en particular. Para avanzar realmente en el tratamiento del
cancer se hace necesaria la investigacion traslacional, la colaboracién de
investigadores basicos, que desentrafien los mecanismos apoptoticos, y de
investigadores clinicos, que pongan en manos de los primeros muestras bioldgicas
sobre las que realizar sus estudios. Un andlisis individualizado de las células
tumorales de cada paciente en el momento del diagnéstico, o tras sufrir una recaida,
evaluando su sensibilidad a diferentes farmacos y su respuesta in vitro (apartado 4.5),
podria ayudar a elegir de modo mas racional la terapia adecuada para ese individuo
en concreto, aquella que le proporcione los mejores resultados anti-tumorales, con la

menor toxicidad sobre sus células normales.
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Conclusiones

Los resultados expuestos en este trabajo permiten llegar a las siguientes

conclusiones principales:

1.- BMS-214662 indujo apoptosis en todas las lineas de mieloma analizadas a dosis
inhibitorias de la actividad farnesil-transferasa. El tratamiento con BMS-214662 indujo
un aumento de los niveles de expresion de PUMA a tiempos cortos (6 h) en algunas
lineas de MM, mientras que a tiempos largos (24 h) se produjo una bajada de los
niveles de expresion de PUMA y Mcl-1 en todas las lineas. Asimismo, BMS-214662
indujo el cambio conformacional pro-apoptético de Bax (todas las lineas) y Bak (NCI-
H929 y U266).

2.- BMS-214662 indujo la pérdida del A¥,, y la exposicion de PS, la activacion de las
caspasas -2, -3, -8 y -9, la salida del citocromo c al citoplasma, la translocacion de
AIF al ndcleo y la condensacion y fragmentacion de la cromatina en todas las lineas
analizadas. El co-tratamiento con el inhibidor general de caspasas, Z-VAD-fmk,
bloqued las caracteristicas morfologicas de la apoptosis, la salida de citocromo c, la
translocacion de AIF y la fragmentacién del ADN en las células U266 y RPMI 8226/hp,
pero no en NCI-H929. Este efecto protector se mantuvo unas 30 h en las células
U266 y 48 h en RPMI 8226/hp, y se consiguio reproducir con la triple mezcla de
inhibidores selectivos de caspasas, Z-DEVD-fmk, Z-VEID-fmk y Z-LEHD-fmk.

3.-La inhibiciéon de las kinasas ERK, p38MAPK, JNK o PI3K no comprometio la

supervivencia celular ni tuvo efecto significativo sobre la toxicidad de BMS-214662.

4.-La presencia de mutacién en Ras no fue necesaria para que BMS-214662 ejerciera
su efecto citotdxico. La inhibicién de la farnesilacién de RhoB podria contribuir a los
efectos toxicos de BMS-214662 en las células U266 y la inhibicion de la farnesilacion
de la enzima RabGGT podria ser determinante en la sensibilidad a BMS-214662 en
RPMI 8226/hp y U266, pero no en H929.
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5.- Apo2L/TRAIL.0 indujo apoptosis en aquellas células de mieloma que expresaban al
menos uno de sus receptores funcionales (DR4 6 DRS) y tenian niveles significativos
de caspasa-8. Las células U266 fueron resistentes a Apo2L/TRAIL.0 pese a cumplir
los requisitos anteriores. En estas células se pudo revertir la resistencia a
Apo2L/TRAIL.0 mediante un co-tratamiento con acido valproico (VPA), que indujo la
translocacion de receptores DR4 a las balsas lipidicas de la membrana plasmatica y

su agregacion.

6.- La expresion de receptores sefiuelo y los niveles de Flip, XIAP o FADD, no

condicionaron la sensibilidad a Apo2L/TRAIL.0

7.- IFNa indujo apoptosis solo en algunas lineas de mieloma (H929 y U266) que
expresaban su receptor en la membrana plasmatica, concordante con la

heterogeneidad de respuesta a esta citoquina observada en los pacientes de mieloma.

8.- El tratamiento con IFNa, aumentd significativamente los niveles de las diferentes
isoformas de Bim en ambas lineas. De acuerdo con esto, el silenciamiento de la

expresion de Bim en H929 redujo la toxicidad inducida por IFNa.

9.- El tratamiento con IFNa indujo la pérdida del A¥,, y la translocacion de PS, una
débil activacion de caspasas -3 y -9, la salida del citocromo c al citosol, la
translocacion de AIF al nucleo y la condensacion y fragmentacion de la cromatina. El
co-tratamiento con inhibidores de caspasas, redujo soélo en algunos casos y sélo de

modo parcial la toxicidad de IFNa.

10.- La inhibicion de la kinasa Jak1 anulé completamente el efecto toxico del IFNa. La
inhibicion de la PI3K no protegié de la apoptosis inducida por IFNa o lo hizo sdlo de
modo parcial, dependiendo del inhibidor empleado. La inhibicion de mTOR protegio
parcialmente en U266 pero sin embargo, potencio la toxicidad de IFNa en las células
H929.

11.- El tratamiento con IFNa de monocitos de sangre periférica indujo sintesis y

secrecion de Apo2L/TRAIL, que fue suficiente para inducir apoptosis en células de
mieloma sensibles (RPMI 8226 1C5, 2 ng/ml).
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12.- La sobreexpresion de Mcl-1 en las células U266 se correlaciond con una cinética
mas lenta en la induccion de apoptosis via mitocondrial por BMS-214662, melfalan,
Velcade o IFNa, aunque no fue capaz de proteger indefinidamente de la muerte
celular. Esta sobreexpresion no mostrd, sin embargo, efecto protector en la apoptosis

inducida a través de la via extrinseca por el tratamiento combinado VPA+ TRAIL.

13.- BMS-214662 indujo apoptosis en las células mielomatosas de todos los pacientes
analizados, con importantes diferencias de sensibilidad entre células de unos y otros
individuos, y resultd, en algunos casos, téxico sobre las células normales de la médula

6sea. Se detecté un efecto umbral, tanto para dosis como para tiempos de incubacion.
14.- Apo2L/TRAIL.0 indujo apoptosis so6lo en aquellas células mielomatosas de

pacientes que expresaron al menos uno de sus dos receptores funcionales (DR4 o

DRS5). En ningun caso resulto toxico sobre linfocitos normales.
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