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Anexo I. Comparacidn de los ICso obtenidos en lineas de Mieloma Muiltiple para

diferentes inhibidores del proteasoma.

Tabla Al. Comparacion de ICsy (24 h) obtenidos en diversas lineas de mieloma para diferentes
inhibidores del proteasoma. Los valores de 1Csq relacionados con Ixazomib estan extraidos del presente
TFM. Los ICso de Carfilzomib se obtuvieron de la Tesis Doctoral de Jarauta (2015) y los valores
relacionados con Bortezomib de Balsas et al., Biochem. Pharmacol., vol. 77, no. 5, pp. 804-812, 2009.

Linea Celular Carfilzomib Bortezomib Ixazomib
(nM) (nM) (nM)
U266 5 - >50
MM.1S 5 5,2 43
NCI-H929 4 41 37

Anexo Il. Comparacion del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo en

presencia o ausencia de Ixazomib

Tabla A2. Analisis del efecto de Ixazomib en el ciclo celular. Quedan recogidos los porcentajes medios
obtenidos en tres experimentos independientes para cada una de las fases del ciclo celular y en cada una de
las lineas de MM estudiadas. El andlisis estadistico se realizd entre la situacion control y la situacion tratada
con Ixazomib. Todas las SD obtenidas fueron inferiores al 15%.

Analisis del efecto de Ixazomib en el Ciclo Celular

U266 MM.1S NCI-H929
Fases Control  +Ixaz. Signific’:ar_lcia Control  +Ixaz. Signifit;arjcia Control  +Ixaz. Signifigapcia
(%) (%) Estadistica (%) (%) Estadistica (%) (%) Estadistica
Apoptoéticas 11 2,3 - 0,4 1,3 - 1.4 2,5 -
G0/G1 79,3 74,2 - 735 63 ** 46,1 40,8
S 7 4,6 - 6,6 2,6 ** 22,3 16 -

G2/M 12,7 19,4 * 18,3 33,1 ** 30,2 41,4 **




Anexo lll. Analisis de la influencia de Ixazomib sobre la activacidon de caspasa 3 en

diversas lineas de Mieloma Multiple
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Figura A2: Andlisis de activacién de la caspasa 3. En este caso la linea U266 se incubd con una
concentracion 50 nM, la linea MM.1S se incub6 con una concentracion 25 nM y la linea NCI-H929 se
incubd con 15 nM. La activacion de caspasa 3 se evalud en ausencia y presencia de zZVAD (50 ¢M). Se
recogieron muestras a 0, 6, 24 y 48 h para el analisis de la activacion de la caspasa 3 mediante citometria
de flujo. Se muestran los graficos tipo dot-plot obtenidos para cada linea y en cada una de las situaciones
estudiadas. La region del grafico encerrada por la linea negra corresponde con células positivas para
caspasa 3 activa

Anexo IV. Esquema grafico del plasmido pGIPZ empleado para el silenciamiento del gen
ATG5 en la linea MM.1S
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Figura A3: Plasmido pGIPZ. Se empled la linea celular 293T como células empaquetadoras del virus. El
plasmido pGIPZ se utilizé en combinacion con otros dos plasmidos: pPAX que contenia las secuencias
codificantes de proteinas de la capside virica y de la retrotranscriptasa asi como el plasmido pMD2.G que
contenia las secuencias que codifican para proteinas de la envuelta virica. Para infectar las células MM.1S
se utilizé el método “Spin-infection”. La eficiencia de la infeccion se comprobé por microscopia de
fluorescencia, observando la presencia o ausencia de GFP en las células.
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