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F progreso de la medicina nos depara el fin
de aquella epoca liberal en la que el hombre

auin podia mortrse de (o qie queria”

Stanislaw Jerzy Lee (1909-1966)






Abreviaturas

ABREVIATURAS

- Abl: Abelson leukemia.

- Becr: Breakpoint cluster region, region de rotura de conglomerados.
- Btz: Bortezomib.

- ClI: indice de combinacion.

- CKI: Cyclin-dependent Kinase Inhibitor, inhibidor de kinasas dependientes de

ciclinas.
- CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad.
- DEg: Dosis efectiva del 90%.
- DRs: Death Receptors, receptores de sefiales pro-apoptéticas.
- FBS: Foetal bovine serum, suero bovino fetal.
- |APs: Inhibitors of Apoptosis Proteins, proteinas inhibidoras de la apoptosis.
- ICsp: Concentracion inhibitoria del 50%.
- IL: Interleuquina.
- IM: Imatinib.
- IFN-y: Interferon-Gamma, interferon gamma.
- LAL: Leucemia aguda linfoblastica.
- LCM: Leucemia cronica mieloide.
- LCG: Leucemia crénica granulocitica.

- NF-B: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, factor

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
- P/S: Penicilina y estreptomicina.
- PBS: Phosphate Buffered Saline, tampdn fosfato salino.
- Ph: Cromosoma Philadelphia.
- PI: Yoduro de propidio.
- PVDF: Difluoruro de polivinilideno.

- ROS: Reactive Oxygen Species, especies reactivas de oxigeno.
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- SD: Desviacion estandar.

- SDS: Dodecilsulfato sodico.

- SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.
- SEM: Error estandar de la media.

- TBS: Tris-Buffered Saline, tampdn Tris salino.

- TBT: TBS mas 0.1% Tween-20.

- TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, factor de necrosis tumoral alfa.

- Ub: Ubicuitina.

- UPS: Ubiquitin Proteasome System, sistema ubicuitina proteasoma.
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RESUMEN / ABSTRACT

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una enfermedad linfoproliferativa
caracterizada por la presencia de alteraciones cromosémicas y mutaciones que hacen
de esta enfermedad una de las principales causas de mortalidad dentro de las
neoplasias hematoldgicas. El Imatinib (IM) forma parte integral de la terapia de primera
linea en leucemias Ph+ al ser un inhibidor especifico de Bcr-Abl. Sin embargo, en LAL-
B Ph+ resulta muy poco efectivo al expresarse la oncoproteina Bcr-Abl p190. Por otra
parte, resultados previos de nuestro grupo demuestran que Bcr-Abl induce la
degradacion proteasomal del inhibidor del ciclo celular p27¢"*, y la no degradacién de
esta proteina es suficiente para detener la progresion del ciclo celular. Ademas, las
células que expresan Bcr-Abl son mas sensibles a la inducciéon de apoptosis por la
inhibicién del proteasoma con Bortezomib (Btz) que células que no expresan dicha
oncoproteina. Asimismo, el Btz es capaz de detener el crecimiento celular e inducir la

apoptosis en células de LAL-T al inhibir la expresion de genes diana de Notchl.

Por todo ello, en este trabajo hemos explorado el uso del inhibidor del
proteasoma Btz en células de leucemia aguda linfoblastica, tanto de células B con
cromosoma Philadelphia (LAL-B Ph+) como de células T (LAL-T), demostrando que
este inhibidor causa parada de ciclo celular e induce apoptosis por activacion de la
ruta de las caspasas. Ademés el Btz induce una menor expresion del gen
antiapoptético Bcl-2, asi como una expresion diferencial de los genes pro-
supervivencia y pro-apoptoticos entre las lineas celulares estudiadas que se
correlaciona directamente con la diferente sensibilidad al Btz. También, hemos visto
que la resistencia al Btz tiene una relacién directa con una mayor expresion del
proteasoma constitutivo. Finalmente, analizamos el efecto combinado de IM y Btz en
células de LAL-B Ph+ y descubrimos que el IM aumenta la sensibilidad al Btz, de tal
forma que la administracion secuencial del IM seguido del Btz produce un efecto

sinérgico mayor que si se administran de manera conjunta los dos farmacos.

Con nuestros resultados proponemos el uso del Btz para inducir apoptosis en
células de LAL, especialmente cuando hay mayor expresion del inmunoproteasoma, y
la administracion consecutiva de IM seguido de Btz para mejorar el tratamiento de

leucemias Bcr-Abl positivas.
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Resumen / Abstract

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is a lymphoproliferative disease
characterized by the presence of chromosomal abnormalities and mutations that make
this disease one of the leading causes of death in hematological malignancies. Imatinib
(IM) has become an integral part of front-line therapy for Ph+ leukemias being a
specific inhibitor of Bcr-Abl. However, it has proven to be far less efficacious in the
treatment of ALL-B Ph+ expressing the p190 form of Bcr-Abl. Previous results of our
group suggest that Ber-Abl regulates proteasomal degradation of the cell-cycle inhibitor
p27"P! and the no degradation of this protein is sufficient to induce a cell-cycle arrest.
In addition, Bcr-Abl-expressing cells are more sensitive to apoptosis induction by the
proteasome inhibitor Bortezomib (Btz) than cells no expressing Bcr-Abl. Thus, Btz
induces a cell-cycle arrest and also apoptosis in Bcr-Abl-expressing cells and not in

control cells.

In this study we focused on the use of the proteasome inhibitor Btz in B-cell
Philadelphia chromosome positive and T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL-B
Ph+ and ALL-T) cell lines. Our results showed that Btz induced cell-cycle arrest and
caspase-dependent apoptosis. Furthermore, Btz significantly induced the down-
regulation of the anti-apoptotic protein BCL-2 and a differential expression of pro- and
anti-apoptotic proteins between the cell lines tested, which correlated with sensitivity to
Btz treatment. In line with that, we also found an increased expression of the
constitutive proteasome in the Btz less sensitive cell lines. Finally, we explored the
possible synergistic effects between Btz and IM in ALL-B Ph+ cell lines. We observed
that IM increases the sensitivity to Btz and that the administration of IM followed by Btz
produces a synergistic effect greater than when the two drugs were administrated at

the same time.

Based on our results we propose that Btz induces apoptosis in ALL cell lines,
especially in those with an increased expression of the immunoproteasome. We also
propose a sequential administration of IM followed by Btz to improve the treatment in
patients with Bcr-Abl-positive leukemias.
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que este completamente sano”
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1 INTRODUCCION

El cancer es un término que engloba un conjunto de enfermedades
caracterizadas por presentar células con alteraciones tanto en su proceso de
diferenciaciéon como de proliferacion, lo que resulta en una desregulacion del ciclo
celular y en una inhibicién de la apoptosis. Estas alteraciones dan lugar al crecimiento
excesivo y descontrolado de células que invaden y dafian tejidos y O4rganos,

provocando finalmente la muerte del individuo.

1.1 Leucemia Aguda Linfoblastica

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) agrupa un conjunto de neoplasias
malignas que afectan a los precursores linfoides en la médula 0sea. Estas células
presentan una alta tasa de proliferacion y de reordenamientos genéticos,
caracteristicas que favorecen la aparicion de mutaciones a nivel del ADN que facilitan

la transformacién maligna.

La LAL es el cancer mas comun en nifios de entre 3 y 5 afios, pudiendo
padecerla también los adultos, especialmente los mayores de 65 afios. El 85% de las
personas con LAL tienen el subtipo de células B y alrededor del 15% tienen el subtipo
de células T. Un cuarto de los pacientes adultos y menos del 5% de los pacientes
pediatricos con LAL tipo B presentan el cromosoma Philadelphia (Ph), el cual codifica
para la proteina Bcr-Abl constitutivamente activa que presenta actividad tirosina kinasa
desregulada y que es el principal responsable de la enfermedad (Ren 2005; Cilloni y
Saglio 2012). Mas de la mitad de los pacientes con LAL tipo T presentan mutaciones
que activan Notchl, lo que sugiere un papel importante de este receptor
transmembrana en la cascada de sefializacion durante la leucemiogénesis (Vilimas et
al. 2007; Paganin y Ferrando 2011). Cuando Notchl se activa, su porcion
citoplasmaética va al ntcleo donde interacciona y activa factores de transcripcion como
Hesl y NF-xB, necesarios para la supervivencia y claves en la progresion del ciclo
celular (Huang et al. 2012; Hales et al. 2014).

Aungue las tasas de remision de la enfermedad inicialmente son altas, del 78 al
93%, el prondstico a largo plazo es generalmente pobre a menos que se realice un
trasplante alogénico de células madre (Fielding et al. 2007). La falta de donantes, asi
como la frecuencia de alteraciones genéticas asociadas a la enfermedad y la
comorbilidad, que aumenta con la edad, hacen que el tratamiento con éxito sea cada

vez mas complicado (Faderl et al. 2010; Bassan 2014).
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1.2 Laoncoproteina Bcr-Abl

El cromosoma Ph se genera por la translocacion reciproca entre los
cromosomas 9934 y 22g11 y se presenta en un 35% de adultos con LAL y en menos
del 5% de pacientes pediatricos con LAL (Ottmann y Pfeifer 2009; Faderl et al. 2010).
Como resultado de esta translocacion entre los brazos largos de cada cromosoma, el
gen Bcr (Breakpoint-cluster region) del cromosoma 22 y el gen Abl (Abelson leukemia)
del cromosoma 9 quedan fusionados en el cromosoma 22 (cromosoma Ph),
generando un oncogén que codifica una proteina quimérica denominada Bcr-Abl, con
actividad tirosina kinasa constitutivamente activa (Jaso et al. 2011) que es el principal

responsable del fenotipo de esta enfermedad (Ren 2005; Cilloni y Saglio 2012).

Dependiendo del punto de ruptura del gen Bcr se originan tres tipos de
transcritos, el producto de los cuales es el responsable de distintos tipos de leucemia.
Asi, p190 se expresa en células de LAL-B Ph+, p210 aparece en células de leucemia
cronica mieloide (LCM) y p230 se asocia con la leucemia crénica granulocitica (LCG)
(Kharas et al. 2004).

La expresion de Bcr-Abl induce a nivel celular una desregulacion de numerosas
vias de transduccion de sefiales en las que estan implicados mecanismos de control
del ciclo celular, apoptosis y diferenciacion, por lo que su expresion juega un papel

patogenético muy importante en la induccion de LAL-B Ph+.

1.3 Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada, es el sacrificio de las células
defectuosas, dafiadas o que presentan una amenaza potencial para la integridad del
organismo. En respuesta a estimulos externos e internos, la célula responde con el
suicidio en procesos normales, como el desarrollo embrionario, y procesos

fisiopatoldgicos (Portt et al. 2011).

El mecanismo de la apoptosis es complejo e implica muchas vias, un defecto
en cualquier punto puede ocasionar una regulacion alterada de este proceso dando
lugar a la transformacion maligna de la célula. Sin embargo, aunque esta célula
maligna o cancerosa ha adquirido modificaciones moleculares que frenan la apoptosis,
también presenta alteraciones gendmicas y otras que impulsan constantemente esta

via de muerte (Sayers 2011).
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La apoptosis celular se produce mediante la activacion de distintas cascadas
de sefalizacion principalmente a través de dos rutas; la via extrinseca, mediada por
receptores de sefiales proapoptoéticas (receptores de muerte, DRs) situados en la
superficie celular, y la via intrinseca, que implica la liberacion de factores
proapoptéticos al desorganizarse la membrana mitocondrial. Ambas vias conducen a
la activacion jerarquica de proteasas especializadas denominadas caspasas. La
activacion de la cascada enzimatica de las caspasas conduce a las caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas propias de la apoptosis como son la formacion de ampollas
en la membrana (blebbing), contraccién de la célula, condensacion de la cromatina, y

la fragmentacion del ADN nuclear (Portt et al. 2011; Sayers 2011).

Existe una familia de proteinas directamente relacionada con la apoptosis, la
familia Bcl-2. Dentro de esta familia se pueden distinguir miembros que favorecen la
supervivencia celular como las proteinas pro-supervivencia (BCL-2, BCL-x,, MCL-1,
BCL-W y BFL-1/A1), frente a las que promueven la apoptosis: proteinas multidominio
(BAX, BAK y BOK) y proteinas BH3 (BID, BIM, BAD, BIK, NOXA, PUMA, BMF y HRK)
(Perez-Galan et al. 2008). Ademas, el ratio proapoptético versus antiapoptético de
proteinas de la familia Bcl-2 es crucial en la homeostasis de los linfocitos con el fin de
evitar neoplasias linfoides y problemas autoinmunes (Certo et al. 2006; da Fonseca et
al. 2010; Fulda et al. 2010).

1.3.1 Caspasas

Las caspasas (cysteine aspartate-especific proteases) son una familia de
enzimas citosdlicas, altamente conservadas en la evolucion, que escinden péptidos y
proteinas en el extremo carboxilo-terminal (C-terminal) de un residuo de aspartato.
Estas enzimas reconocen al menos cuatro aminoacidos (tetrapéptido) en sus
sustratos, lo que les confiere cierta especificidad. Las caspasas son sintetizadas como
precursores inactivos (procaspasas) que se activan en respuesta a estimulos de

muerte celular (Vaculova y Zhivotovsky 2008; Parrish et al. 2013).

Las caspasas se clasifican como caspasas iniciadoras o efectoras en funcién
de su posicién en la cascada de sefializacién de la apoptosis. Una sefial apoptotica
activa las caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10), que a su vez activan a las caspasas
efectoras (3, 6 y 7), y éstas proteolizan sustratos celulares provocando, finalmente, los
cambios morfoldgicos y bioquimicos propios de la apoptosis. Ademas, las caspasas
estan reguladas negativamente por las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPS)
(Parrish et al. 2013).
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En respuesta a sefiales proapoptoticas (Figura 1), la caspasa iniciadora
(usualmente caspasa 8) escinde BID en el extremo C-terminal, y éste con ayuda de
BAX, miembro proapoptotico de la familia de Bcl-2, induce la salida del citocromo ¢ de
la mitocondria. El citocromo ¢ se une a la proteina Apaf-1 activandola en presencia de
dATP o ATP. La activacién es completa tras la oligomerizacién de siete complejos
Apaf-1/citocromo ¢ dando lugar a un heptamero llamado apoptosoma. Este complejo
activa la procaspasa 9 iniciando la activacion de las caspasas efectoras (caspasas 3y
7). En algunos tipos célulares, la caspasa 8 puede activar directamente las caspasas
efectoras sin requerir la liberacion mitocondrial del citocromo c (Taylor et al. 2008).
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Senal de
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gl
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Figura 1. Activacion de la apoptosis mediada por caspasas. La via extrinseca se
inicia en la membrana plasmatica, donde FasL interactia con el receptor transmembrana
Fas causando su oligomerizacion. El receptor Fas, mediante unién a la proteina
adaptadora FADD, activa la procaspasa 8. Esta puede directamente activar la caspasa 3,
0 puede escindir BID, la cual facilita la salida del citocromo ¢ mitocondrial. La caspasa 9
se activa a través de la via intrinseca dependiente de la mitocondria. En la mitocondria
las proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2, como BCL-2 y BCL-y, inhiben la
liberacién del citocromo c desde el espacio intermembrana mitocondrial. Por el contrario,
los miembros de la familia Bcl-2 proapoptoéticos, BAX y BAK, facilitan la liberacion del
citocromo c al citosol. El citocromo c interactda con Apaf-1, produciéndose un cambio
conformacional en el citocromo, y posterior oligomerizacibn en una estructura
heptamérica conocida como apoptosoma. El apoptosoma activa la caspasa 9 que a su

vez activa las caspasas efectoras, como la caspasa 3.
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Las caspasas tienen un papel fundamental en varios procesos que suceden
durante la apoptosis: la fragmentacion del ADN, ya que en el interior de una unidad
nucleosomal es originada por la ADNasa CAD activada por caspasas; la inactivacion
de enzimas implicadas en la reparacion del ADN, como la enzima poly (ADP-ribosa)
polimerasa o PARP, y la enzima proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-PK),
cuya funcion se impide mediante su rotura por caspasa 3; y por ultimo, la rotura de
proteinas de estructura nuclear, puesto que la degradacion de la proteina intranuclear
Lamina por caspasa 6 da lugar a la condensacion de la cromatina y fragmentacién
nuclear, efectos observados durante la muerte celular (Mcllroy et al. 1999; Taylor et al.
2008).

1.3.2 Bcr-Ably apoptosis

La oncoproteina Bcr-Abl confiere ventajas en la proliferacion y supervivencia de
células hematopoyéticas mediante la activacion de diversas vias de sefalizacion
intracelular, tales como las rutas JAK/STAT, Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K/AKT que
normalmente intervienen en la regulacién de la hematopoyesis mediada por receptores

de citoquinas (Kurosu et al. 2013).

La expresion de Bcr-Abl proporciona a la célula independencia de factores de
crecimiento, como la IL-3, y la progresion del ciclo celular a través de la transicion de
Gl a S. Bcer-Abl también promueve la supervivencia celular a través de STAT-5
mediando la regulacién positiva de BCL-x, y la activacion de otros factores
transcripcionales, via Ras/Raf/MEK/ERK, cuyos genes diana activan la proliferacion

celular y la inhibicién de la apoptosis (Gallipoli et al. 2014).

Los efectos mitogénicos de Bcr-Abl requieren la activaciéon de la ruta de
PI3K/AKT (Figura 2) que sirve de efector clave mediante la fosforilacion de sustratos
como BAD, caspasa 9, factores de transcripcion FoxO, IKK, Mdm2 y GSK-33, que
regulan la maquinaria apoptética dando lugar a una supervivencia prolongada y
expansion del clon anormal (Cilloni y Saglio 2012). Ademas, en nuestro grupo se ha
caracterizado la implicacion de esta ruta en la regulacion del inhibidor del ciclo celular
p27""1 tanto a nivel transcripcional como por el aumento de su degradacién en el

proteasoma, (Andreu et al. 2005).
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Figura 2: Vias de transduccion de sefiales activadas por la oncoproteina Bcr-Abl.
La activacion de la ruta PIBK/AKT por Bcr-Abl promueve la proliferacion celular y tiene
efectos antiapoptéticos al mediar la degradacién de inhibidores del ciclo celular como
p27""* (Andreu et al. 2005) y activar factores de transcripcién como NF-kB (Gorre et al.
2001). La activacioén de la ruta Ras/Raf/MEK/ERK da lugar a la activacion de la expresion
de genes cuyos productos aumentan la proliferacion celular e inhiben la apoptosis
(Chang et al. 2003). La ruta JAK/STAT activa la transcripcion de genes anti-apoptéticos
como STAT-5 (Gallipoli et al. 2014).
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1.3.3 Inhibicién de la actividad kinasa de Bcr-Abl: Imatinib

El desarrollo en las Ultimas décadas de inhibidores de tirosinas kinasas, como
el Imatinib (IM) (mesilato de Imatinib, STI571, comercializado como Gleevec® por
Novartis Pharmaceuticals) (Figura 3), ha proporcionado un avance en la terapia contra
el cancer. La especificidad de estos medicamentos, inhibicién de la actividad tirosina
kinasa, hace que sean una terapia dirigida contra el cancer frente al tratamiento
citostatico convencional (Eckstein et al. 2014).

El IM se descubrié a finales de la década de 1980 y se trata de una 2-
fenilamino-pirimidina que inhibe especificamente la actividad tirosina kinasa de PDGF-
R (platelet-derived growth factor receptor), c-kit y Abl (Buchdunger et al. 1996; Druker
y Lydon 2000). Este compuesto se une al dominio kinasa de Abl, bloqueando asi la
entrada de ATP en esta region de la proteina (Schindler et al. 2000; Druker 2008).
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Figura 3: Estructura quimica del mesilato de Imatinib

Hasta hace poco, la LAL-B Ph+ era una de las leucemias con peor pronéstico.
La aparicion del IM y su combinacién con quimioterapia y el trasplante alogénico de
células madre ofrece una supervivencia del 40-50% de los pacientes. Pese al
desarrollo de nuevos inhibidores de segunda generacion, como el Dasatinib y Nilotinib,
y a la monitorizacién molecular para guiar decisiones terapéuticas, siguen existiendo
importantes obstaculos en el tratamiento de esta enfermedad. La capacidad de la LAL-
B Ph+ de desarrollar rapidamente resistencia a los inhibidores, principalmente debida
a mutaciones en el dominio tirosina kinasa de Bcr-Abl, asi como una mayor incidencia
gue aumenta con la edad, lo que limita la opcién del trasplante alogénico de células
madre, hace que actualmente el tratamiento de esta enfermedad sea todo un reto
(Ottmann y Pfeifer 2009; Bassan 2014). Por ello es de gran importancia estudiar

alternativas al tratamiento actual de las LAL-B Ph+.
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1.4 El proteasoma

El proteasoma es un complejo proteolitico que se encuentra en el ndacleo y en
el citoplasma de todas las células eucariotas. Forma parte del sistema ubicuitina
proteasoma (UPS, Ubiquitin Proteasome System) y es un regulador clave en la
estabilidad y funciéon de las proteinas de la célula (D'Arcy et al. 2014). Ademas,
desempefa un papel fundamental en la regulaciéon y el mantenimiento de muchos
procesos esenciales en la célula, incluyendo el crecimiento y diferenciacion celular, la
sefalizacién celular, la reparacion del ADN, la transcripcién de genes, la apoptosis y la
generacibn de péptidos antigénicos presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase | a las células T (Ebstein et al. 2012). Entre los
sustratos a los que degrada o activa mediante protedlisis parcial se incluyen factores
de transcripcién, como NF-kB, kB, c-Myc y p53, proteinas de ciclo celular, como los
CKls p21°P y p27“P! 'y el oncosupresor Rb. Un mal procesamiento de estas proteinas
puede conducir a la degeneracién maligna de la célula y posterior desarrollo de una
enfermedad. Por ello, el proteasoma es importante para la salud humana al intervenir

en gran variedad de procesos y enfermedades (Finley 2009).

El proteasoma 26S es una gran proteasa intracelular que consta de un ndcleo
catalitico 20S, o core, y dos subunidades reguladoras 19S. Cada unidad reguladora
19S contiene seis subunidades ATPasa que reconocen, despliegan y translocan las
proteinas sustrato al centro catalitico 20S (Finley 2009). El ndcleo catalitico es el
resultado del apilamiento axial de dos anillos exteriores o y dos anillos interiores 3
compuestos por siete subunidades estructuralmente similares cada uno. De las siete
subunidades B que componen los anillos interiores, tres de ellas muestran la actividad
hidrolasa que escinde los enlaces peptidicos; las subunidades B1, B2 y 5,
proteoliticamente activas, se asocian a la actividad caspasa, tripsina y quimotripsina
que escinden enlaces peptidicos posteriores a un aminoacido &cido, basico e

hidrofébico respectivamente (Tanaka et al. 2012).

Para que una proteina sea reconocida y, posteriormente, procesada por el
proteasoma, previamente debe ser marcada con una cola de mdultiples moléculas de
ubicuitina (Ub). La Ub es un polipéptido pequefio de 76 aminoacidos altamente
conservado en células eucariotas. La ubicuitilacion (Figura 4) se produce mediante
reacciones secuenciales catalizadas por tres enzimas: una enzima activadora de Ub
(E1), una enzima conjugadora de Ub (E2) y una ubicuitin ligasa, es decir, una enzima
ligasa proteina-ibicuitina (E3). El sistema de ubicuitilacion en mamiferos contiene

varios cientos de enzimas, incluyendo una enzima E1, cerca de 50 enzimas E2 y
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alrededor de 500 enzimas E3. Este hecho ofrece multitud de posibles combinaciones

entre las enzimas generando una enorme lista de proteinas sustrato (Cadwell y
Coscoy 2005; Finley 2009).

La sefial minima de degradacion por el proteasoma es una cadena de cuatro
moléculas de Ub conectadas en serie por un enlace isopeptidico entre el C-terminal de
una molécula y la Lys 48 de otra molécula (Thrower et al. 2000). Una vez ubicuitilada,
la proteina es reconocida por el complejo 19S y se une a él, a continuacion pasa al

interior del complejo 20S donde es degradada en péptidos mas pequefios (Finley

2009).
a
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Figura 4. Esquema representativo del mecanismo de acci6on del proteasoma.
Cuando una proteina marcada con una cola de multiples unidades de ubicuitina, proceso
llevado a cabo por los enzimas E1, E2 y E3, es reconocida por el complejo 19S es
deubicuitilada y desplegada. Posteriormente pasa al interior del complejo 20S, donde es
degradada en péptidos mas pequefios (Vink et al. 2006).
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1.4.1 Elinmunoproteasoma

El proteasoma constitutivo es conocido como tal cuando el nucleo catalitico
presenta las subunidades 1 (PSMB6), 2 (PSMB7) y 5 (PSMB5). Tras la exposicion
a citoquinas inflamatorias, como el interferén-y (IFN-y) o el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), las subunidades del proteasoma constitutivo quedan intercambiadas por las
subunidades del inmunoproteasoma B1li (LMP2), p2i (MECL-1) y B5i (LMP7). La
subunidad P1li presenta actividad quimotripsina en lugar de caspasa como su
homodloga (B1l) del proteasoma constitutivo. De esta manera, la actividad del
inmunoproteasoma genera péptidos que pueden adaptarse mejor a las moléculas del
CMH de Clase | (Groettrup et al. 2010; Tanaka et al. 2012), siendo mas eficientes en la
activacion de células T que los péptidos generados por el proteasoma constitutivo
(Niewerth et al. 2014).

La exposicion al IFN-y desencadena la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que producen la oxidacién de proteinas y su posterior acumulacion en
forma de agregados de proteinas nocivas. En respuesta a esta situacion, el
inmunoproteasoma protege la viabilidad celular al degradar proteinas ubicuitiladas
mas rapido que el proteasoma constitutivo; de hecho, los conjugados de poliubicuitina
que se acumulan en situacion de estrés oxidativo son preferentemente degradados por
el inmunoproteasoma. Por todo esto el inmunoproteasoma no sélo interviene en el
procesamiento de antigenos, sino que también ofrece proteccién celular frente al dafio

oxidativo inducido por citoquinas (Seifert et al. 2010).

La regulacion negativa de B5i inhibe la diferenciacion de adipocitos murinos y
humanos in vitro. Este hallazgo identifica a p5i como un componente regulador
esencial no sélo de la inflamacion sino también de la diferenciacién de adipocitos, lo
que indica que el inmunoproteasoma tiene funciones pleiotrépicas en el mantenimiento
de la homeostasis en varios tipos de células (Tanaka et al. 2012). Ademas, se ha
relacionado la existencia de mutaciones en la subunidad B5i con varios sindromes
como el de la paniculitis lipodistrofica inducida, la dermatosis neutrofilica atipica
cronica con elevada temperatura (CANDLE) y el sindrome autoinmune de Nakajo-
Nishimura (Agarwal et al. 2010; Arima et al. 2011; Kitamura et al. 2011; Liu et al.
2012).

Recientemente, en estudios in vitro con lineas celulares de leucemia humana,
se han identificado mecanismos de resistencia adquirida al inhibidor del proteasoma

Bortezomib, debido principalmente a una regulacion positiva de las subunidades
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constitutivas (Balsas et al. 2012), asi como la adquisicion de mutaciones en la
subunidad B5 que disminuyen la union del Bortezomib (Franke et al. 2012; Niewerth et
al. 2014). Asi mismo, se ha visto que altos ratios del inmunoproteasoma versus
proteasoma constitutivo se correlacionan con un aumento en la sensibilidad a los

inhibidores del proteasoma en leucemias agudas pediatricas (Niewerth et al. 2013).

1.4.2 Inhibicién del proteasoma: Bortezomib

El sistema de degradacién de proteinas formado por la maquinaria de
ubicuitilacion y el proteasoma (UPS) se encuentra desregulado en diferentes
patologias, incluido el cancer. Por esta razon los inhibidores del UPS se han
convertido en uno de los principales objetivos de las estrategias terapéuticas (Hoeller y
Dikic 2009).

El primer inhibidor del proteasoma disponible en clinica, el Bortezomib (Btz)
(PS-341, comercializado como Velcade® por Millenium Pharmaceuticals, Cambridge,
Ma, EE.UU.), es un andlogo del &cido dipeptidil borénico (Figura 5) que inhibe de
forma selectiva y reversible la actividad quimiotripsina del proteasoma mediante su
unién directa al ndcleo catalitico 20S (Sunwoo et al. 2001; Boccadoro et al. 2005; Vink
et al. 2006).

Figura 5: Estructura quimica del Bortezomib. Acido dipeptidil borénico.

El Btz se ha establecido como tratamiento eficaz para los casos con recaida y
refractarios de mieloma mdiltiple y muestra un gran potencial terapéutico en otros
tumores malignos hematoldgicos, especialmente cuando se combina con otros
farmacos (Kane et al. 2006; Attar et al. 2008). Ademas, ensayos clinicos en fase | y I
en nifios con leucemia o linfoma muestran que una combinacién de Btz con
guimioterapia, como vincristina, dexametasona y doxorrubicina, ofrece una respuesta

activa con una toxicidad aceptable (Messinger et al. 2012).
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La combinacion de dos o mas farmacos puede resultar en un efecto sinérgico,
es decir, la administracion conjunta de los farmacos resulta en un efecto mayor que la
suma de sus efectos por separado. Esto se debe a que uno de los farmacos
sensibiliza a la célula de tal manera que el segundo farmaco tiene un mayor efecto que
si actuara solo. El sinergismo entre farmacos permite obtener muy buenos resultados
disminuyendo las dosis de estos compuestos y, ademas, reduciéndose sus efectos
secundarios. Asi pues, el Btz podria ser un buen candidato para estudios de

sinergismo.

14



2 OBJETIVOS

F experimentador que no sabe (o qiue esta

vuscando no comprenderd (o que encuentra’”

Claude Bernard (1813-1878)






Objetivos

2 OBJETIVOS

La aparicion de inhibidores especificos de la actividad kinasa de Bcr-Abl, como
el IM, ha mejorado el tratamiento de la LCM. Sin embargo, en LAL-B Ph+ el beneficio
clinico es, generalmente, de corta duracion (Faderl et al. 2010) puesto que la mayoria
de los pacientes sufren recaida a menos que se sometan a un trasplante alogénico de
células madre (Ottmann y Pfeifer 2009). La capacidad de esta leucemia de desarrollar
rapidamente resistencia a los inhibidores y la mayor incidencia que aumenta con la
edad, limita la opcion del trasplante alogénico de células madre. Todo esto hace que
siga habiendo importantes obstaculos en el tratamiento de esta enfermedad (Ottmann
y Pfeifer 2009; Bassan 2014).

Por todo esto es interesante y necesario buscar nuevas dianas terapéuticas
que puedan ofrecer una alternativa a estos tratamientos. Resultados previos de
nuestro grupo demuestran que Bcr-Abl induce la degradacién proteasomal del
inhibidor del ciclo celular p27** (Andreu et al. 2005), y que el tratamiento con Btz
induce la detencién del ciclo celular y la apoptosis en células que expresan mutantes
Ber-Abl resistentes a IM (Albero et al. 2010). Ademas, el uso del Btz ha sido exitoso en
el tratamiento del mieloma mudltiple y el linfoma del manto (Chauhan et al. 2005; Perez-
Galan et al. 2006) por lo que proponemos el proteasoma como diana terapéutica y el
Btz como inhibidor del proteasoma para desarrollar nuevos protocolos de tratamiento
tanto de LAL-B Ph+ como de LAL-T.

Con esta hipétesis de trabajo, se plantean los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto del Btz sobre la proliferacién y supervivencia de células

de leucemia aguda linfoblastica.

2. Estudiar los mecanismos moleculares de apoptosis afectados por el Btz en

los modelos celulares de LAL.

3. Analizar el efecto combinado de IM y Btz en células de LAL-B Ph+.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en la realizacion de este trabajo han sido SD-1
NALM-20, TOM-1 y SUP-B15 como modelo de LAL-B Ph+; y JURKAT, MOLT-4 y
LOUCY para el estudio de LAL-T.

Las células SD-1 y NALM-20 derivan de células B de sangre periférica de
pacientes con LAL Ph+ (Dhut et al. 1991; Matsuo et al. 1991). Las células TOM-1 y
SUP-B15 derivan de células B de médula 6sea de pacientes con LAL Ph+ (Okabe et
al. 1987; Naumovski et al. 1988). En cultivo, las células crecen en suspension en
medio RPMI 1640 suplementado con un 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) como
antibiético y suero bovino fetal (FBS) al 10% las células SD-1y 20% las células TOM-1
y NALM-20. Las células SUP-B15 crecen en medio McCoy’s 5A suplementado con un
20% de FBS y un 1% P/S.

Las células JURKAT, MOLT-4 y LOUCY derivan de células T de sangre
periférica de pacientes con LAL-T (Minowada et al. 1972; Schneider et al. 1977; Ben-
Bassat et al. 1990). Estas células crecen en suspension en medio RPMI 1640
suplementado con un 1% de P/S y FBS a una concentracion del 10% para las células
JURKAT y 20% para las células MOLT-4 y LOUCY.

Estas lineas celulares se obtuvieron de la coleccién europea DSMZ (Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) y su
mantenimiento en cultivo se realiz6 en frascos de 75 cm? (F75) a una densidad de

siembra de 2.5 x 10° células/ml.

Todos los medios, antibidticos y suplementos usados para el cultivo celular
fueron de Life Technologies. Todo el trabajo de manipulacién de los cultivos celulares
se realizé en una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel II-A. El crecimiento
de las lineas celulares se llevé a cabo en condiciones constantes de temperatura
(37°C) y concentracién de CO, (5%).
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3.2 Andlisis de la proliferacion y del ciclo celular

En los experimentos realizados las células fueron tratadas con dos farmacos: el
IM (Imatinib, STI571, Gleevec®), inhibidor de la actividad tirosina kinasa de Bcr-Abl, y

el Btz (Bortezomib, PS-341, Velcade®), inhibidor reversible del proteasoma.

Para analizar la proliferacién celular, en presencia y ausencia de los
inhibidores, todas las lineas celulares fueron sembradas a una densidad de 2.5 x 10°
células/ml, excepto las células SD-1 que se sembraron a 1 x 10° células/ml. En el
momento de la siembra se afiadieron los farmacos y se recogié una alicuota del cultivo
a 24 y 48 h, para realizar un contaje de células viables en una cadmara de
hemocitometria Neubauer mediante ensayo de viabilidad con azul de tripano. Con

estos datos se elaboraron curvas de crecimiento.

Las graficas de proliferacion y de dosis-respuesta de los farmacos se realizaron
representando crecimiento celular (células x 10*ml) a un tiempo determinado o
porcentaje de supervivencia celular (referido a la condicion control) frente al logaritmo
de la concentraciéon de IM y Btz ajustandolo a una curva de regresién no lineal. Las
curvas de proliferacion se realizaron con el programa bioestadistico GraphPad Prism
6.0. La concentracion inhibitoria del 50% (ICs,) se determind mediante el programa

informético Calcusyn (Biosoft, Cambridge, Reino Unido).

Para estudiar el efecto de los farmacos sobre el ciclo celular, utilizamos la
tincion del ADN con yoduro de propidio (Pl) mediante el kit DNA Prep™ Reagent
System (Beckman Coulter). Las células se sembraron en frascos de 175 cm? (F175) y
se tomaron muestras de los cultivos a distintos tiempos de tratamiento. En cada caso,
se recogieron 5 x 10° células por centrifugacién en una centrifuga de cabezal
basculante Eppendorf 5810 R y se lavaron dos veces con PBS (5 ml), centrifugando a
500 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células se
resuspendieron en 25 ul de PBS y se afadieron 25 pl del reactivo DNA Prep LPR y
300 pl del reactivo DNA Prep Stain.

Una vez tefiidas las células, se analizaron en un citémetro de flujo FC500
(Beckman-Coulter) utilizando los programas Cytomics™ RXP Cytometer, Cytomics™
RXP Analysis, WinMDI 2.8. y Cylchred Analysis (Cardiff University).
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3.3 Andlisis de la muerte celular por apoptosis

Para caracterizar el tipo de muerte celular y cuantificar la muerte por apoptosis
utilizamos la tincion con Anexina V-PlI mediante el kit Annexin V-FLUOS stainning
(Roche). Las células se sembraron en frascos de 175 cm? (F175) a una densidad de 1
x 10° células/ml las células SD-1y a 2.5 x 10° células/ml las células TOM-1, NALM-20,
SUP-B15, JURKAT, MOLT-4 y LOUCY. En cada caso, a distintos tiempos de
tratamiento, se recogieron 5 x 10° células por centrifugacion en una centrifuga de
cabezal basculante Eppendorf 5810 R, y se lavaron dos veces con PBS mediante
centrifugacion (500g, 5 min). Las células se resuspendieron en 25 ul de solucién de
marcaje Anexina V-FLUOS (10 ul Anexina V-Fluoresceina y 10 ul de Pl en 500 pl de
Incubation Buffer). Transcurridos 10 min, se afiadieron 240 ul de Incubation Buffer y se

procedié a su andlisis mediante citometria de flujo.

Estudiamos la implicacion de las caspasas en la muerte celular inducida por
Btz, sembrando las células en frascos de 175 cm? (F175) a una densidad de siembra
de 2.5 x 10° células/ml y se afiadi6 el inhibidor irreversible pan-caspasa z-VAD (z-Val-
Ala-DL-Asp(OMe)-fluorometilcetona, Bachem) a 100 uM de concentracion. Después
de 1 h se trataron las células con 3 0 12 nM Btz. Las células se procesaron igualmente
en fresco, mediante el Annexin V-FLUOS stainning y el DNA Prep™ Reagent System

(Beckman Coulter) y se analizaron por citometria de flujo.

3.4 Andlisis de la expresion de proteinas mediante Western Blot

Para realizar la extraccion de proteinas se recogieron las células por
centrifugacion, después se realizaron dos lavados con PBS y se congelaron en
nitrégeno liquido para posteriormente guardarlas a -80°C. Una vez obtenidas todas las
muestras, se resuspendieron en tampoén de lisis (1% TritonX-100, 50 mM Tris pH 8,
150 mM NaCl, 1 mM DTT), mas un céctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini,
Roche) y de fosfatasas (10 mM NaF, 1 mM NazVO,) y se incubaron durante 30 min en
hielo. Tras la centrifugacion de los lisados (15000 rpm, 20 min, 4°C en una centrifuga
refrigerada Eppendorf 5417 R con rotor de angulo fijo) se procedié a la cuantificacion
de los sobrenadantes con el método Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent

Concentrate) usando BSA para establecer una recta patron.

La metodologia de Western Blot empleada ha sido la descrita en Current
Protocols in Protein Science (Coligan et al. 2003). Las proteinas se analizaron por
SDS-PAGE en geles del 11% de poliacrilamida, cargando 30 ug de proteina total.

Antes de realizar la carga, se afiadié a las muestras tampon de carga 5x (15% SDS;
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50% glicerol; 0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-Cl, pH 6.8; 16% B-mercapto-
etanol) y se calentaron a 95°C durante 5 min. Para su separacion por electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida, se utilizé el sistema MiniProtean Il (Bio-Rad) y un
tampdn compuesto por 50 mM Tris, 27 mM Glicina y 0.1% SDS. La electroforesis se
realizo a 200 V durante 60 min. La transferencia se hizo a una membrana de PVDF
(Inmobilon™-P Tranfer Membrane, Millipore) durante 1 h a 100 V en un aparato
MiniProtean Il (Bio-Rad) y con un tampén compuesto por 20% metanol, 20 mM Tris y

150 mM glicina.

Tras la transferencia se lavaron las membranas con TBS (Tris-Buffered Saline)
mas 0.1% Tween-20 (TBT) y procedimos a su incubacion en solucién de bloqueo (5%
de leche en polvo desnatada en TBT) durante 1 h a temperatura ambiente, y en

agitacion.

A continuacion se procedié a incubar las membranas con los anticuerpos
primarios durante toda la noche a 4°C, y después se realizaron dos lavados con TBT y
uno con TBS durante 30 min cada uno. Tras estos lavados las membranas se
incubaron durante 1 h con los anticuerpos secundarios a temperatura ambiente y en
agitacion, y se volvieron a lavar dos veces con TBT y una vez con TBS durante 30 min
cada lavado. Los anticuerpos empleados para la inmunodeteccion se especifican en la
Tabla 1, y fueron preparados a las concentraciones que se indica en una solucion
compuesta por 3% BSA en TBT y 0.02% de azida sdodica. Los anticuerpos secundarios
se prepararon en solucion de bloqueo a las concentraciones que se indica en dicha
tabla.

La deteccibn de las proteinas se realiz6 mediante quimioluminiscencia
empleando el kit Amersham ECL Western Blotting (GE Healthcare). Las membranas
se cubrieron con papel transparente y se procedidé a la captura y el andlisis de las
imagenes utilizando el ImageQuant LAS 4000 Control Software en combinacion con el

software de analisis de GE Healthcare, ImageQuant TL.

Para poder reutilizar las membranas, antes de ser incubadas con un anticuerpo
primario distinto, fueron tratadas con 200 mM glicina pH 2.5 y 0.4% SDS durante 20

min a temperatura ambiente en agitacion y se lavaron abundantemente en TBT.
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Anticuerpos primarios Casa comercial Referencia  Dilucién Descripcion
Caspasa-3 (Asp175) Cell Signaling #9664 1:1000 MO”(?;:;?S' de
Caspasa-8 (1C12) Cell Signaling #9746 1:1000 Monc;;ltgrrw]al de
Caspasa-9 (C9) Cell Signaling #9508 1:1000 Mon?gltgrrlal de
Proteasélc\)ﬂggfzult;unit Bl Enzo PW8140 1:1000 Mon?gltgrrlal de
Proteas(lc\)ﬂnélilseust))unit B2 Enzo PW8145 1:1000 Monc;;ltgrrw]al de
Proteas(&\rr/:gzsig)unit B1li Enzo PW8840 1:1000 Mon?gltgrrlal de
PmteﬁsE%T_els(gf’;or;“ B2l santacruz  sc-18170  1:1000 Policlonal de
B-Actina-Peroxidasa Sigma A-3854 1:20000 Mon?gltgrrlal de
Anticuerpos secundarios Casacomercial Referencia  Dilucién Concentracion
Anti Rabbit IgG-HRP (Fc) Pierce 31463 1:5000 0.08 pg/ml
Anti Mouse IgG-HRP (Fc) Pierce 31437 1:5000 0.08 pg/ml
Anti Goat IgG-HRP (Fc) Santa Cruz Sc-2020 1:2500 0.08 pg/ml

Tabla 1: Lista de anticuerpos empleados en lainmunodeteccion.
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3.5 Extraccién de ARN y anélisis por gRT-PCR

Se analizé la expresion de genes implicados en la apoptosis en las células
SUP-B15, NALM-20, MOLT-4 y JURKAT. Para ello, se sembraron las células a una
densidad de 2.5 x 10° células/ml y posteriormente se trataron con Btz, a una
concentracion de 3 nM para todas las células excepto las JURKAT que fue de 8 nM.
Las células control se mantuvieron a la misma densidad que las células tratadas

mediante su dilucién a las 24 h.

Después de 48 h se recogieron las células por centrifugacion y se lavaron con
PBS frio. A continuacion se extrajo el ARN total siguiendo las instrucciones del manual
del RNeasy Mini kit (QIAGEN) para < 5x10° células en suspension. Tratamos el ARN
con la DNasa I, RNase-Free DNase Set (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del
proveedor. Este ARN se cuantificé en un espectrofotbmetro Genesys 10 uv a una
longitud de onda de 260 nm y fue empleado en una reaccion de Transcripcion Reversa
(RT). Utilizando 0.5 ug del ARN total realizamos la reacciéon de RT mediante el kit RT?

HT First Strand Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del proveedor.

Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en placas RT? Profiler PCR
Array (96-well Format) (Human Apoptosis, QIAGEN) en las que se encuentran los
cebadores de 84 genes relevantes en el proceso de apoptosis y los controles de
calidad del propio método (5 housekeeping genes, 1 control del ADN gendmico, 3
controles de RT y 3 controles positivos de PCR). Para cada reaccion de qRT-PCR se
utilizé el RT> SYBR Green Mastermix (QIAGEN) en un volumen total de 25 pl, que
contenia 1 pl ADNc (sintetizado en la reaccion anterior), 12.5 ul 2x RT? SYBR Green

Mastermix y 11.5 ul RNase-free H,0.

Las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la gRT-PCR fueron las

siguientes:
1. 95°C /10 min (1 ciclo)
2. 95°C /15 seg; 60°C / 1 min (40 ciclos)
3. 95°C /1 min (1 ciclo)
4. 55°C /1 min (1 ciclo)

5. +0,5°C /10 seg (80 ciclos)
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El paso 1 de la qRT-PCR es un paso previo que necesita la enzima para
activarse. En el paso 5 se produce un aumento gradual de la temperatura de 0.5°C
cada 10 segundos, desde 55°C a 95°C. Con esto se consigue elaborar una curva
de desnaturalizacion que nos indica la especificidad con la que se ha dado la
reaccion, lo que nos permite detectar si se han producido errores en la amplificacién

o la formacioén de dimeros entre los cebadores.

La gRT-PCR se realizé en un termociclador iCycler (Bio-Rad). Las reacciones
se hicieron por triplicado y en presencia de SYBR Green (RT? SYBR Green Fluor
gPCR Mastermix) que es una molécula que emite fluorescencia sélo cuando se
encuentra unida al ADN. La técnica de PCR cuantitativa (QPCR) se basa en la
amplificacién de un ADNc concreto al que se incorpora SYBR Green, ello nos permite
determinar la cantidad de ADN amplificado. El incremento en la fluorescencia emitida
por el SYBR Green queda registrado a tiempo real a medida que la reaccidon
transcurre, con lo que podemos determinar el ciclo a partir del cual la fluorescencia es
estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo (background). A este ciclo

se le denomina ciclo umbral (Cycle Threshold o CT).

Para calcular las variaciones en la expresion de los genes y relativizarlas

respecto a sus controles, se utilizaron las formulas:

CTgen'CT housekeeping genes =ACT

AC-I-experimento - ACTcontroF AACT

CT indica el valor umbral de amplificacion de cada gen. El valor 2°4¢T

representa las veces que se expresa mas o menos el gen que estamos analizando
respecto al de su control (Livak y Schmittgen 2001). La obtencién del valor CT fue
mediante el programa de ordenador iCycler™ iQ (Optical System Software, Bio-Rad).
El andlisis de la cantidad de ARNm se realiz6 mediante el software de la web de
QIAGEN que se basa en el valor AACT.
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3.6 Andlisis del sinergismo (método Chou-Talalay)

En los experimentos para el estudio del sinergismo se sembraron las células
TOM-1, NALM-20 y SUP-B15 a una densidad de siembra de 2.5 x 10° células/ml y las
células SD-1 a 1 x 10° células/ml. Seguidamente administramos los inhibidores a las
siguientes concentraciones: 0, 1, 2y 3 nM de Btz, y 0, 0.1, 0.2 y 0.3 uM de IM en las
células TOM-1, NALM-20 y SUP-B15; 0, 3,4,y 5nMBtzy 0, 0.3, 0.4 y 0.5 de uM IM
en las células SD-1. En cada caso, a las 24 y 48 h, se recogieron las muestras y se

procesaron para su analisis.

Estudiamos la presencia o no de sinergismo cuando se administra Btz e IM al
mismo tiempo cuantificando la muerte por apoptosis (células Anexina V +) mediante el
kit Annexin V-FLUOS stainning (Roche) como se indica en el punto 3.3. Al valor de
muerte celular causada por los inhibidores se le rest6 el valor de la muerte basal (el de
las células control) para obtener el valor real de la muerte producida por los farmacos.
También, estudiamos el sinergismo cuando aplicamos Btz e IM a diferente tiempo; en
este caso se realizd el estudio mediante el ensayo de proliferacion de CellTiter
96°AQueous ONe Solution (MTS, Promega). El compuesto de tetrazolio MTS (reactivo
de Owen) queda biorreducido por enzimas deshidrogenasas en las células
metabdlicamente activas, dando lugar a un producto de formazan que es soluble en el
medio de cultivo (Berridge y Tan 1993). Se afiadieron 20 ul de MTS por cada 100 pl de
volumen de cultivo (por pocillo) y se dej6 incubar durante 2 horas. Pasado este tiempo
se monitorizé la proliferacién celular midiendo la absorbancia a una longitud de onda
de 490 nm en el lector de placas VICTOR™X3 PerkinElmer 2030.

Los datos de absorbancia obtenidos a las 0, 24 y 48 h se procesaron mediante
el programa Microsoft Excel 2013. Cada condicién de cultivo se sembré por triplicado
en una placa de 96 pocillos por dia, de manera que se promediaron las medidas de
absorbancia obtenidas y se sustrajo el promedio del blanco (medio de cultivo
empleado para cada linea celular). Cada ensayo se realiz6 un minimo de tres veces

en dias distintos.

Es necesario transformar los valores tanto de muerte como de proliferacién
celular obtenidos para determinar el efecto que tiene cada farmaco o su combinacion.
De tal manera que, para analizar la muerte celular (células Anexina V +), asignamos el
valor de 1 al 100% de la muerte y referimos respecto a ese 1 los valores de la muerte

producida por los farmacos. Para analizar la proliferacion celular, se realizé el cociente
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de los valores de crecimiento a 24 y 48 h respecto al dia 0, y seguidamente se refirid
cada dia el crecimiento de las células tratadas al crecimiento de las células sin tratar.
De este modo, el crecimiento de las células sin tratar equivale a 1 y las células
tratadas tienen valores proporcionales referidos al crecimiento en ausencia de
tratamiento. Por tanto, el efecto producido por cada dosis de farmaco tiene un valor
que resulta de restar el crecimiento de las células sin farmaco (1) menos el crecimiento
de las células tratadas. Estos datos fueron introducidos en el programa informatico
Calcusyn (Biosoft, Cambridge, Reino Unido), el cual se basa en el método de Chou-
Talalay para determinar el sinergismo entre varios farmacos. Este método se basa en
una ecuacion derivada por Chou (Chou 2006) a partir de modelos de cinética

enzimatica.

El Calcusyn calcula el indice de combinacién (Cl), valor que indica si la
combinacién de dos o mas farmacos resulta en un efecto aditivo (Cl=1), sinérgico
(Cl<1) o antagonico (ClI>1). Por definicién, el sinergismo es mas que un efecto aditivo,
mientras que el antagonismo es menos (Chou 2006; Chou 2010). Asi pues, si la
administraciéon simultanea de dos farmacos resulta en un efecto mayor que la suma de

sus efectos por separado, ambos farmacos pueden tener un efecto sinérgico.

En base a una serie de algoritmos se pueden hacer simulaciones para hallar el
sinergismo o el antagonismo a cualquier efecto y dosis de farmaco, generando
graficos de fraccion de células afectada por el farmaco-indice de combinacién (Fa-Cl),
de dosis-efecto o de dosis-respuesta y los isobologramas (graficos que indican las
combinaciones equipotenciales de varias dosis de dos farmacos y se pueden usar
para ilustrar el efecto aditivo, el sinergismo o el antagonismo a diferentes dosis (Chou
2006). Se trata de diferentes maneras de representar el efecto de la dosis del farmaco
sobre la proliferacién celular o el efecto de la dosis de los farmacos al combinarlos en
la determinacién de la sinergia. En este estudio se han seleccionado las

representaciones de dosis-respuesta y los isobologramas.

Ademas, el programa Calcusyn aporta los valores de las Dosis Efectivas 50, 75
y 90 (DEsp, DE7s y DEgg, respectivamente), necesarias para causar un efecto sobre el
50, 75 0 90% de las células, respectivamente. A partir de estas dosis se representan
los isobologramas. En el tratamiento contra el cancer, el sinergismo a una elevada
dosis efectiva (ej. DEgs, DEgg) €s mucho més relevante que a un efecto bajo (ej. DEs,
DEs) (Chou 2006).
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En este trabajo, la aplicacion del método de Chou-Talalay fue empleando un
ratio constante de dosis basado en diluciones de ambos farmacos en torno al ICs,. Las
curvas de proliferacién y de dosis-respuesta de los farmacos sobre el crecimiento
celular se realizaron mediante el programa bioestadistico GraphPad Prism 6.0,
representando crecimiento celular (Absorbancia) a un tiempo determinado o
porcentaje de supervivencia celular (referido a la condicion control) frente al logaritmo

de la concentracion de IM y Btz ajustdndolo a una curva de regresion no lineal.

3.7 Analisis estadistico

Los datos se representan como desviacion estandar (SD) o como error
estandar de la media (SEM) en funcion del nimero de experimentos, de manera que
realizamos SD cuando tenemos tres experimentos y SEM si se trata de cuatro o0 mas

experimentos.

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa bioestadistico GraphPad
Prism 6.0. La comparacion entre las medias se realizd6 mediante la prueba t de Student
cuando el estudio era de una linea celular con un Unico tratamiento, y el Andlisis de la
Varianza (ANOVA de dos factores) con un post-test de Bonferroni para comparar

varias lineas celulares o tratamientos.
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«,
Nitestra recompensa se encuentra en el esfuerzo
y no en el resultado. Un esfuerzo total

es una victoria completa”

Matatma Gandhi (1869-1948)






Resultados

4 RESULTADOS

4.1 El tratamiento con Btz inhibe el crecimiento de células de LAL-B Ph+

Existen datos en la literatura que evidencian la baja eficacia del tratamiento
convencional de la LAL-B Ph+ con el inhibidor tirosina kinasa IM (Faderl et al. 2010;
Bassan 2014). Por otra parte, hay estudios que manifiestan el éxito en el tratamiento
del mieloma mudltiple y el linfoma del manto con el inhibidor del proteasoma Btz
(Chauhan et al. 2005; Perez-Galan et al. 2006). Ademas, resultados previos de
nuestro grupo demuestran que el Btz induce detencion del ciclo celular y apoptosis en
células que expresan mutantes Bcr-Abl resistentes a IM (Albero et al. 2010).

A la luz de estos datos quisimos comprobar el efecto citotoxico del IM y Btz en
células de LAL-B Ph+. Para ello cultivamos células SUP-B15, TOM-1, NALM-20 y SD-
1 en presencia de los inhibidores a dosis comprendidas en un intervalo de 0 a 2 uM de
IM, o de 0 a 10 nM de Btz durante 48 h, tras las cuales se valoré y cuantificé la
viabilidad celular mediante tincién de las células con azul de tripano. A partir de estos
datos elaboramos curvas de supervivencia celular, analizamos estadisticamente el
efecto de los farmacos y realizamos un estudio dosis-respuesta para determinar la

concentracion inhibitoria del 50% (I1Cs).

Como se muestra en las Figuras 6A y 6B, el IM no afecta a la proliferacién de
las células y, por el contrario, el Btz reduce la supervivencia celular y presenta
diferencias estadisticamente significativas respecto a las células control. Ademas,
aparece una gran diferencia significativa (p<0.0001) entre las lineas celulares lo que
evidencia que cada linea celular se comporta de manera diferente. Los valores de I1Cs
para el Btz, de 2.51 a 5.04 nM, muestran la sensibilidad de estas células al inhibidor

del proteasoma (Tabla 2).
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Figura 6: El Btz inhibe el crecimiento en células de LAL-B Ph+. (A) Se representa el
porcentaje de la supervivencia celular después de 48 h en cultivo (referido al cultivo
control) frente al logaritmo de la concentracién de Btz e IM, ajustandolo a una curva de
regresion no lineal. (B) Crecimiento de células cultivadas sin tratamiento (C), con 2 uM
IM o con la dosis letal 50 de Btz (3 nM para las células SUP-B15 y TOM-1, 4 nM las
células NALM-20 y 5 nM las células SD-1), a las 48 h post-tratamiento. Se muestra la
media + SEM de, al menos, siete experimentos independientes. El andlisis estadistico
(ANOVA de dos factores) con un post-test de Bonferroni revela diferencias significativas

entre el tratamiento con Btz y las células control (**p<0.01, ***p<0.001).
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Linea celular ICso Btz (nM)
SUP-B15 2.51
TOM-1 2.80
NALM-20 3.60
SD-1 5.04

Tabla 2: ICsq de Btz para las diferentes lineas celulares. Estos valores se han
obtenido con una significacién de r = 0.93 a partir de un estudio dosis-respuesta a las
48h post-tratamiento de los mismos experimentos de la Figura 1.

Con estos resultados podemos decir que el Btz inhibe la proliferacion celular,
dependiendo de la dosis, y confirmamos que el IM no afecta al crecimiento de células
de LAL-B Ph+ SUP-B15, TOM-1, NALM-20 y SD-1.

4.2 El tratamiento con Btz inhibe el ciclo celular en células de LAL-B Ph+

Después de comprobar que el Btz inhibe la proliferacion de células de LAL-B
Ph+, decidimos analizar el efecto del Btz sobre el ciclo celular. Fijamos la dosis del
inhibidor en funcién del valor ICsy obtenido, de tal manera que incubamos con 3 nM
Btz las células SUP-B15 y TOM-1, 4 nM Btz las células NALM-20 y 5 nM Btz las
células SD-1. Pasadas 24 o 48 h tomamos una muestra para analizarla mediante
citometria de flujo tras tincion del ADN con PI, tal y como se describe en Material y
Métodos.

Analizando el perfil de ciclo de las células SUP-B15, TOM-1 y NALM-20
(Figura 7A), pudimos comprobar como el Btz inicialmente, a las 24 h, provoca bajada
de la fase S y acumulacion de células en G2/M vy, posteriormente, a las 48 h, también
se produce la reduccion de la fase G2/M y, ademas, aumenta la poblacién subG0/G1,
células con un contenido en ADN inferior al diploide, indicativo de muerte celular. En
las células SD-1, a las 24 h se aprecia un descenso de la fase S y aumento de la
poblacion G2/M y subGO0/G1, a las 48 h se produce un descenso de las poblaciones
proliferantes (S y G2/M) y un mayor aumento de la poblacion subG0/G1. Estas
observaciones se confirman al realizar el andlisis estadistico de las diferentes fases a
24 h y ver que hay diferencias significativas entre las células tratadas con Btz y las
células control en las fases S y G2/M (Figura 7B) y en la fase G1 solo hay diferencias

en las células SD-1 (datos no mostrados).
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Figura 7: El Btz provoca disminucidn de la fase S y acumulacién en fase G2/M del ciclo celular en células de LAL-B Ph+. (A) Perfiles de ADN de
células sin tratar (C) y tratadas con Btz. A 24 y 48 h las células fueron tefiidas con Pl y la proliferacion celular fue analizada por citometria de flujo. Se
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representan la media + SEM de los experimentos del apartado A. El analisis estadistico (ANOVA de dos factores) se realiz6 con un post-test de Bonferroni
(**p<0.01; ***p<0.001).
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4.3 El tratamiento con Btz induce muerte por apoptosis en células de
LAL-B Ph+

En los experimentos anteriores detectamos que el tratamiento con Btz provoca
la aparicibn de células con un contenido en ADN inferior al diploide, poblacién
subGO0/G1 que aparecia en la Figura 7, indicativo de muerte celular. Para estudiar con
detalle este efecto, decidimos valorar la viabilidad celular mediante la doble tincion con
Anexina V-PI, y poder caracterizar si esta muerte es debida a apoptosis 0 necrosis.
Para ello incubamos las células con las mismas dosis que en el apartado anterior.
Tomamos muestras a 24 y 48 h post-tratamiento, las procesamos y las tefiimos con
Anexina V-Pl para analizarlas por citometria de flujo, tal y como se describe en
Material y Métodos.

Como observamos en la Figura 8A el tratamiento con Btz da lugar a la
aparicion de una mayor cantidad de células positivas al marcaje con Anexina V
respecto a las células control, lo que indica que hay muerte por apoptosis. Ademas se
puede apreciar la evolucion, de 24 a 48 h, de la poblaciéon desde apoptosis temprana
(An+/Pl-) a apoptosis tardia (An+/Pl+).

Cuantificamos la apoptosis como el porcentaje de células positivas para
Anexina V, analizamos estadisticamente los datos, y averiguamos que hay diferencias

significativas entre las células tratadas con Btz y las muestras sin tratar (Figura 8B).

Las células SD-1 presentan mayor marcaje con Anexina V a las 24 h post-
tratamiento, confirmando que el efecto muerte es mas rapido que en las otras lineas

celulares, algo que ya veiamos al tefiir el ADN con PI.

Estos resultados indican que la muerte celular producida por el Btz se debe a la

apoptosis de las células de LAL-B Ph+.
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Figura 8A: El tratamiento con Btz induce un aumento de las poblaciones
apoptdticas en células de LAL-B Ph+. Las células SUP-B15 y TOM-1 fueron tratadas
con 3 nM Btz, las células NALM-20 con 4 nM Btz y las células SD-1 con 5 nM Btz. Se
recogieron las células a los tiempos indicados y se tifieron con Anexina V-Pl para su
andlisis por citometria de flujo. Se muestra un ejemplo representativo de cuatro

experimentos independientes.
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Figura 8B: EIl tratamiento con Btz induce un aumento de las poblaciones
apoptdticas en células de LAL-B Ph+. Las barras representan la media + SEM del
porcentaje de apoptosis (Anexina V +) de las células analizadas en el apartado A. El

analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t de Student (*p<0.05; **p<0.01;

k0 <0.001).
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4.3.1 El Btz induce activacién de caspasas

Una vez comprobado que el Btz induce muerte por apoptosis, como indicaban
los cambios en la membrana plasmética y el ADN detectados mediante la tinciébn con
Anexina V-PI, nos planteamos estudiar la implicacion de las caspasas en este efecto.
Para ello utilizamos dos lineas celulares (SUP-B15 y NALM-20) representativas de la
enfermedad estudiada (LAL-B Ph+) y las incubamos en presencia del inhibidor
irreversible de caspasas z-VAD a 100 uM de concentracién. Después de 1 h se
trataron las células SUP-B15 con 3 nM Btz, y las células NALM-20 con 4 nM Btz.
Pasadas 24 y 48 h se tomaron muestras para su analisis mediante citometria de flujo y
Western Blot.

Como se observa en la Figura 9A, el pretratamiento con el inhibidor de
caspasas z-VAD reduce la muerte por apoptosis inducida por el Btz y presenta
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las células incubadas solo
con Btz (Figura 9B). Ademas, en las células pretratadas con z-VAD, vemos como el
Btz induce acumulacion de células en G2/M (Figura 9C), acentuandose a las 48 h,
confirmando asi la parada del ciclo celular en esta fase que ya habiamos visto

previamente, pero ya no aparece la poblacién sub-G0/G1 indicativa de muerte.
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Figura 9: La inhibicion de caspasas reduce la muerte celular inducida por Btz en células de LAL-B Ph+. (A) Células SUP-B15 y NALM-20 no tratadas
(C), tratadas con 3 y 4 nM Btz respectivamente (Btz) y tratadas con 100 uM z-VAD 1 h antes de afiadir el Btz (z-VAD + Btz) se recogieron a los tiempos
indicados y se marcaron con Anexina V-PI. (B) Las barras representan la media + SD del porcentaje de células apoptéticas correspondientes a las células
marcadas con Anexina V. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t de Student (**p<0.01; ***p<0.001). (C) Andlisis del ciclo celular con Pl de las
células SUP-B15 y NALM-20 sin tratar (C), tratadas con Btz (Btz) y pretratadas con z-VAD 1 h antes de afiadir el Btz (z-VAD + Btz) a las 24 y 48 h. En todos

los casos se muestra un ejemplo representativo de un total de tres experimentos independientes.
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Para completar nuestro estudio de la implicacion de las caspasas en el efecto
del Btz, analizamos mediante Western Blot la aparicién de la forma procesada (activa)
de las caspasas 8 y 9 (caspasas iniciadoras, ver Introduccion) y de la caspasa 3
(caspasa efectora). En la Figura 10 se observa que, al tratar las células SUP-B15 y
NALM-20 con Btz, aparecen bandas de menor tamafio correspondientes a las formas
activadas de las caspasas 3, 8 y 9, tanto a las 24 h como a 48 h post-tratamiento.
Ademads, el tratamiento previo de las células con el inhibidor z-VAD inhibe, casi

completamente, la activacion de estas caspasas.

SUP-B15 NALM-20
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Figura 10: El Btz induce activacion de las caspasas 3, 8 y 9 en células de LAL-B
Ph+. Las células SUP-B15 y NALM-20 no tratadas (C), tratadas con 3 nM Btz y 4 nM Btz
respectivamente, y pretratadas con 100 uM z-VAD 1 h antes que el Btz (z-VAD+Btz) se
estudiaron mediante la técnica de Western Blot. Se recogieron los extractos celulares y
se analizaron para ver la expresion de las caspasas 3, 8 y 9. Las bandas de mayor
movilidad electroforética corresponden a las formas procesadas (activas) de cada una de
las caspasas. La expresion de Actina se utilizé6 como control de carga. La figura muestra

un ejemplo representativo de tres experimentos independientes.

Todos estos resultados revelan que el Btz es eficaz induciendo la muerte de
células de LAL-B Ph+ que son resistentes al tratamiento con IM. En primer lugar, este
inhibidor del protesoma provoca una parada del ciclo celular, con bajada de la fase S 'y
acumulacién en la fase G2/M, y posteriormente la muerte por apoptosis con activacion
de caspasas.
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4.4 El Btz inhibe la proliferacion, detiene el ciclo celular e induce la
muerte por apoptosis en células de LAL-T

Después de comprobar que el Btz induce la muerte en células de LAL-B Ph+,
quisimos conocer si las células de LAL-T también se ven afectadas por dicho farmaco.
Para ello empleamos las lineas celulares MOLT-4, LOUCY y JURKAT a las que
cultivamos en presencia del inhibidor a dosis comprendidas en un intervalo de 0 a 10
nM. Pasadas 48 h valoramos y cuantificamos la viabilidad celular mediante tinciéon con
azul tripano y con los datos obtenidos realizamos curvas de supervivencia y

proliferacion celular.

Como se puede ver en la Figura 11A, el Btz reduce la supervivencia en células
de LAL-T presentando diferencias estadisticamente significativas respecto a las
células sin tratamiento (Figura 11B). También aparecen diferencias significativas entre
las tres lineas celulares (p<0.0001), haciendo patente que la proliferacion de las

células y su respuesta al Btz es diferente de una linea celular a otra.

Asi mismo, calculamos la ICs, del Btz (Tabla 3) y descubrimos que resulta
efectivo a dosis similares a las empleadas en las células de LAL-B Ph+. Basandonos
en los valores de las ICx, obtenidos, determinamos que la dosis que empleariamos en
los siguientes experimentos seria de 3 nM Btz para las células MOLT-4 y LOUCY, y de
8 nM Btz para las células JURKAT.
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Figura 11: El Btz inhibe el crecimiento en células de LAL-T. (A) Se representa el
porcentaje de la supervivencia celular después de 48 h en cultivo (referido al cultivo
control) frente al logaritmo de la concentracion de Btz ajustandolo a una curva de
regresion no lineal. (B) Crecimiento de las células cultivadas sin tratamiento (C), con 3
nM Btz en las células MOLT-4 y LOUCY y 8 nM Btz las células JURKAT (Btz) a las 48 h
post-tratamiento. Se muestra la media + SEM de seis experimentos independientes. El
andlisis estadistico (ANOVA de dos factores) con un post-test de Bonferroni revela
diferencias significativas entre las células tratadas con Btz y las células control
(***p<0.001).
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Linea celular ICso Btz (nM)
MOLT-4 2.59
LOUCY 2.71
JURKAT 8.07

Tabla 3: ICso de Btz para las células de LAL-T. Estos valores se han obtenido con una
significaciéon de r = 0.97 a partir del estudio dosis-respuesta a 48 h post-tratamiento de

los experimentos de la Figura 6.

Analizando el perfil del ciclo celular (Figura 12A), vemos cémo el Btz provoca
inicialmente, a las 24 h, un descenso de la fase S y aumento de la fase G2/M, efectos
que se confirman al haber diferencias significativas entre las células control y las
células tratadas con el inhibidor (Figura 12B) y, en G1, por el contrario, no aparecen
cambios significativos (figura no mostrada). Y, finalmente, a las 48 h, se produce un

aumento de la poblacién sub-G0/G1 que indica la muerte de las células.
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Figura 12: El Btz reduce la fase S aumentando la fase G2/M del ciclo celular en células de LAL-T. (A) Perfiles de ADN de células MOLT-4, LOUCY y
JURKAT sin tratar (C) y tratadas con Btz (Btz). A 24 y 48 h las células fueron tefiidas con Pl y la proliferacién celular fue analizada por citometria de flujo. Se
muestra un ejemplo representativo de cuatro experimentos independientes. (B) Porcentaje de la cantidad de células de las fases S y G2/M del ciclo celular
segun los resultados obtenidos por citometria de flujo tras tincién con Pl y analizados mediante el programa Cylchred a las 24 h post-tratamiento. Las barras
representan la media + SEM de los experimentos del apartado A. El analisis estadistico (ANOVA de dos factores) se realiz6 con un post-test de Bonferroni
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Al estudiar la viabilidad celular mediante la doble tincion con Anexina V-PI
(Figura 13A y 13B) vimos que el Btz también provoca la apoptosis en las células de
LAL-T, habiendo diferencias estadisticamente significativas entre las células tratadas
con Btz frente a las células control.

C-48h Btz-48h

C-24h Btz-24h C-24h Btz - 24 h

. _ ; ;
ET) 12 ET) 2 BT L2 MET L2
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10

Btz - 48 h
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Figura 13A: El tratamiento con Btz induce apoptosis en células de LAL-T. Las
células MOLT-4 y LOUCY fueron tratadas con 3 nM Btz y las células JURKAT con 8 nM
Btz. Se recogieron las células a los tiempos indicados y se tifieron con Anexina V-PI para
su andlisis por citometria de flujo.
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Figura 13B: El tratamiento con Btz induce apoptosis en células de LAL-T.
Representacion del porcentaje de células apoptoticas (Anexina V +) del estudio realizado
mediante citometria de flujo. Las barras representan la media + SEM de cuatro
experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t de

Student (*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001).

Cuando estudiamos la implicacion de las caspasas en la apoptosis inducida por
Btz comprobamos, mediante la doble tincién con Annexina V-Pl, que el inhibidor de
caspasas z-VAD es capaz de reducir significativamente la muerte celular producida
por el Btz (Figura 14A y 14B). En la Figura 14C, que muestra el perfil del ciclo celular
tras tefir el ADN con PI, se puede ver cémo la inhibicién previa de las caspasas
reduce la muerte celular haciendo que haya mayor cantidad de células en fase G2/M,
efecto propio del Btz. Ademas, el andlisis de la forma procesada (activa) de las
caspasas 3, 8 y 9 mediante Western Blot (Figura 15) confirma que el Btz induce la

activacion de las caspasas.
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Figura 14: La inhibicidon de caspasas reduce la muerte inducida por Btz en células de LAL-T. (A) Células MOLT-4 y JURKAT no tratadas (C), tratadas
con 3 nM Btz y 12 nM Btz respectivamente y tratadas con 100 uM z-VAD 1 h antes de afiadir el Btz (z-VAD + Btz) se recogieron a los tiempos indicados y se
marcaron con Anexina V-Pl. En (B) las barras representan la media + SD del porcentaje de células apoptoticas correspondientes a las células marcadas con
Anexina V. El andlisis estadistico se realizd6 mediante la prueba t de Student (**p<0.01; ***p<0.001). (C) Analisis del ciclo celular con PI de las células MOLT-

4 y JURKAT. En todos los casos se muestra un ejemplo representativo de un total de tres experimentos.
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Figura 15: El Btz induce activacion de las caspasas 3, 8 y 9 en células de LAL-T.
Estudio mediante la técnica de Western Blot de las células MOLT-4 y JURKAT control
(C), tratadas con 3 0 12 nM Btz, respectivamente (Btz), y pretratadas 1 h antes con el
inhibidor de caspasas z-VAD (z-VAD + Btz). Las bandas de mayor movilidad
electroforética corresponden a las formas procesadas (activas) de las caspasas 3, 8 y 9.
La expresion de Actina se utilizé como control de carga. La figura muestra un ejemplo

representativo de tres experimentos independientes.

Con todos estos resultados podemos concluir que el Btz también induce la

muerte en células de LAL-T. Primero produce una parada del ciclo celular, con

descenso de la fase S y aumento de la fase G2/M, seguido de la activacién de

caspasas que, finalmente, da lugar a la apoptosis de las células.
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4.5 El tratamiento con Btz disminuye la expresion de Bcl-2 en células de
LAL-B Ph+y LAL-T

Después de comprobar que el Btz induce apoptosis, decidimos estudiar qué
vias de sefializacién de la apoptosis se ven afectadas por este inhibidor. Para realizar
los experimentos escogimos aquellas lineas celulares con menor y mayor sensibilidad
al Btz, por si la diferente sensibilidad al inhibidor tuviera relacién con la expresion de
genes implicados en la apoptosis. De tal manera que, de mayor a menor sensibilidad,
utilizamos las células SUP-B15 y NALM-20, de LAL-B Ph+, y las células MOLT-4 y
JURKAT, de LAL-T. Cultivamos las células a las mismas dosis que en los
experimentos anteriores, y pasadas 48 h realizamos la extraccion del ARN y su
andlisis por gRT-PCR (ver Material y Métodos). De esta manera, con el array de PCR,
conocimos los niveles de expresion de los genes implicados en la apoptosis tanto de
las células tratadas con Btz como de las células no tratadas.

Primero analizamos la expresién de los genes implicados en la apoptosis en
células sin tratamiento. Al comparar la expresion de los genes de las células mas
sensibles frente a las mas resistentes, SUP-B15 frente a NALM-20 y MOLT-4 frente a
JURKAT, descubrimos que coincidian en que las células mas resistentes presentan
mayor expresion de genes anti-apoptéticos de la familia BAG (BAG1 en NALM-20 y
BAG3 en JURKAT).

Después comparamos los resultados de expresion de las células tratadas con
el inhibidor frente a las células sin tratamiento (control). De esta manera pudimos
conocer qué genes ven alterada su expresion y, por tanto, qué vias de transduccion de
sefiales quedan afectadas cuando las células son tratadas con Btz. Los valores de
expresion de los genes que presentan diferencias entre las células tratadas con Btz
con respecto a las células control se muestran en la Tabla 4. En esta misma tabla,
queda reflejado cémo el Btz induce una menor expresion de Bcl-2 en todas las lineas
celulares y, en diferente medida, favorece la expresion de genes pro-apoptéticos como
BAX, DR5, FAS y FADD. Asi mismo las células menos sensibles al Btz, NALM-20 y
JURKAT, presentan una mayor expresion de genes que favorecen la supervivencia
(Aktl, BIRC3, NOL3 y GADD45A) y una menor expresion de BAD cuando se

encuentran en presencia de Btz.
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Pro-supervivencia Pro-apoptosis
Lineas celulares
Bcl-2 Aktl BIRC3 NOL3 GADD45A BAD BAX DR5 FAS FADD

SUP-B15 -4.92 3.03 3
NALM-20 -3.73 256 1299 4.60 4.29 -27.86 2 857 3.48
MOLT-4 -68.59 -8 2.14 3.03
JURKAT -51.98 528 3.48 10.56 -246 214 283 6

Tabla 4: Valores de expresion de genes implicados en la apoptosis, en células
SUP-B15, NALM-20, MOLT-4 y JURKAT tratadas con Btz referidos a los valores de
expresion de estos mismos genes en las células control (sin tratamiento). Un valor
de expresion positivo significa que aumenta la expresién del gen cuando la célula es
tratada con Btz, y un valor de expresién negativo significa descenso en la expresion de

ese gen cuando la célula es tratada con el farmaco.

Con este estudio podemos decir que el Btz afecta a todas las lineas celulares,
da lugar a una menor expresion del gen anti-apoptético Bcl-2 y favorece, en diferente
medida, la expresion de genes pro-apoptoticos. Ademas, las células mas resistentes
(NALM-20 y JURKAT) presentan mayor expresion de genes pro-supervivencia y
menor expresion del gen pro-apoptotico BAD cuando son cultivadas en presencia de
Btz. Esto, junto a la mayor expresion de genes anti-apoptéticos de la familia BAG que
aparece en estas mismas células, respecto a las células mas sensibles (SUP-B15 y
MOLT-4), evidencia que hay una expresion diferencial de los genes implicados en la
apoptosis, ya sea de manera natural o0 como respuesta al tratamiento con el inhibidor,

gue resulta en una diferente sensibilidad al Btz.
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46 Las células méas resistentes al Btz expresan menos
inmunoproteasoma

En los estudios anteriores comprobamos como las células SUP-B15, TOM-1,
MOLT-4 y LOUCY son mas sensibles al Btz que las células NALM-20, SD-1 y
JURKAT. Puesto que hay cierta correlacion entre la expresion del inmunoproteasoma
y la sensibilidad al Btz (Balsas et al. 2012; Franke et al. 2012) y, por tanto, el ratio
inmunoproteasoma versus proteasoma constitutivo puede ser valor predictivo de la
sensibilidad al inhibidor (Niewerth et al. 2013), decidimos analizar la expresion de
inmunoproteasoma y proteasoma constitutivo para verificar si se correlaciona con la

diferente sensibilidad al Btz.

En este estudio se tomaron muestras de cuatro cultivos sin tratamiento de cada
linea celular de LAL-B Ph+ (SUP-B15, TOM-1, NALM-20 y SD-1) y LAL-T (MOLT-4,
LOUCY y JURKAT). Las muestras se procesaron para analizarlas mediante Western
Blot, como se indica en Material y Métodos. Empleando los anticuerpos anti-p1
(PSMB6) y anti-B2 (PSMB7) para el estudio del proteasoma constitutivo y anti-p1li
(LMP2) y anti-p2i (MECL-1) para el inmunoproteasoma, pudimos ver y cuantificar la
cantidad de proteina expresada correspondiente a cada subunidad (Figura 16A). Los
valores obtenidos los normalizamos con el de B-Actina e hicimos el promedio de las
cuatro muestras tomadas. Después, consideramos que la expresion del proteasoma
constitutivo era la suma del valor de 1y B2 y la del inmunoproteasoma la suma de p1i
y B2i. Con estos datos calculamos el ratio inmunoproteasoma/proteasoma constitutivo
de cada linea celular y, pese a no haber diferencias significativas entre las lineas
celulares, comprobamos que las células con un ratio menor (SD-1 y JURKAT) son
también aquellas que presentan menos sensibilidad al Btz (Figura 16B). Ademas, al
estudiar la relacion entre los valores ICs, y el ratio inmunoproteasoma/proteasoma
constitutivo descubrimos que cuanto mayor es el valor ICs, mayor es la expresion del
proteasoma constitutivo (Figura 16C), lo cual indica que hay una tendencia que

relaciona la sensibilidad al Btz con el tipo de proteasoma expresado.
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Figura 16: Las células con mayor expresion del proteasoma constitutivo tienden a
ser mas resistentes al Btz. (A) Estudio mediante Western Blot de la expresion de las
diferentes subunidades del inmunoproteasoma y del proteasoma constitutivo en células
de LAL-B Ph+ y LAL-T. La expresion de Actina se utilizé como control de carga. Se
muestra un ejemplo representativo de cuatro muestras independientes. (B) Las barras
representan la media + SEM del ratio inmunoproteasoma/proteasoma constitutivo de las
muestras del apartado A. El analisis estadistico (ANOVA de dos factores) revelé que no
hay diferencias significativas (p>0.05). En (C) se representa la relacion entre el valor ICs

y el ratio inmunoproteasoma/proteasoma constitutivo de las mismas muestras anteriores.
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4.7 IMy Btz tienen un efecto sinérgico en células de LAL-B Ph+

Puesto que el tratamiento con Btz es efectivo en células de LAL-B Ph+,
quisimos estudiar si este inhibidor podia mejorar el efecto del IM, que se usa

normalmente en el tratamiento de la enfermedad.

Para comprobar el efecto conjunto de ambos farmacos tratamos las células
NALM-20, TOM-1, SUP-B15 y SD-1 con IM y Btz administrados, por un lado, de
manera individual y, por otro lado, de manera combinada siguiendo un disefio diagonal
a un ratio constante (1:100), como se indica en Material y Métodos. Pasadas 48 h en
cultivo estudiamos la viabilidad celular mediante citometria de flujo con la doble tincién
de Anexina V-PI (Figura 17A). Al cuantificar la apoptosis (células Anexina V +)
comprobamos que existen diferencias significativas entre el tratamiento conjunto de IM
y Btz respecto al tratamiento con Btz a solas en las células NALM-20, TOM-1 y SUP-

B15 incluso a dosis inferiores al ICso del Btz (Figura 17B).

Asimismo, con los datos de apoptosis calculamos el indice de combinacién
(CI), que es la manera mas simple posible de cuantificar si la combinacién de dos o
mas farmacos resulta en un efecto sinérgico (Chou 2010). En el tratamiento contra el
cancer el sinergismo a una elevada dosis efectiva es mucho mas relevante que a una
dosis efectiva baja (Chou 2006), por esta razén principalmente tuvimos en cuenta los
valores Cl necesarios para causar un efecto sobre el 90% de las células (DEg). Al
analizar los datos de apoptosis mediante el programa Calcusyn descubrimos que la
aplicacion conjunta de IM y Btz resulta en un efecto sinérgico fuerte en las células
NALM-20 (CI: 0.42) y TOM-1 (ClI: 0.45), moderado en las células SUP-B15 (Cl: 0.76) y

ausencia de sinergismo para las células SD-1 (Cl: 1.28).

Tal y como se ve en la Figura 18, el sinergismo se hace evidente en las células
NALM-20, TOM-1 y SUP-B15, al aparecer la curva dosis-respuesta en presencia de
ambos farmacos (de color rojo) mas desplazada hacia la izquierda que en presencia
de un solo farmaco, es decir, se produce una caida de la viabilidad a dosis menores.
Ademas, en los isobologramas (Figura 19) los valores Cl de la DEg, quedan
representados por debajo de la linea trazada entre ambas dosis efectivas reflejando el
efecto sinérgico que tienen el IM y Btz en estas células. Por el contrario, en las curvas
dosis-respuesta de las células SD-1 (Figura 18) se aprecia como la combinacion de
IM y Btz produce un descenso de la poblacion menor al producido por el efecto del Btz
a solas. También, en el isobolograma correspondiente (Figura 19), aparece el valor ClI
de la DEgy, representado por encima de la linea trazada entre ambas dosis, de manera

gue es un valor superior a 1 indicando que no hay sinergismo.
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Figura 17: IM y Btz tienen un efecto sinérgico en células de LAL-B Ph+. (A) Andlisis por citometria de flujo de células de LAL-B Ph+ marcadas con
Anexina V-Pl a las 48 h en cultivo de células control (C), tratadas con IM (IM), con Btz (Btz) o con IM y Btz administrados simultaneamente (IM & Btz). Las
dosis empleadas fueron de 2 nM Btz y/o 0.2 uM IM en las células TOM-1 y SUP-B15, 3 nM Btz y/o 0.3 uM IM en las células NALM-20, y 4 nM Btz y/o 0.4 uM
IM en las células SD-1. Se muestra un ejemplo representativo de tres experimentos independientes. (B) Las barras representan la media + SD del porcentaje

de apoptosis (Anexina V +) de los experimentos del apartado A. Ademas, realizamos el andlisis estadistico (ANOVA de dos factores) con un post-test de

Bonferroni (*p<0.05; ***p<0.001).



Resultados

NALM-20
100
© — IM
o — Btz
< — IM&Btz
2 50
(&)
[oR
>
(%))
RS
O T T 1
0.0 0.5 1.0 15
Log dosis (nM)
SUP-B15
100-
o — M
S — Btz
g — IM&Btz
2 50
[}
[oX
>
9]
S
0 T T 1
0.0 0.5 1.0 15

Log dosis (nM)

% Supervivencia

% Supervivencia

TOM-1
100+
— IM
— Btz
— IM & Btz
504
O T T 1
0.0 0.5 1.0 15
Log dosis (nM)
SD-1
100
— IM
— Btz
— IM & Btz
501
0 T T T
0.0 0.5 10 15

Log dosis (nM)

Figura 18: Curvas dosis-respuesta de células de LAL-B Ph+. Simulacién generada

con el programa Calcusyn del efecto del IM, Btz y la combinacién de ambos (IM & Btz) a

partir de los datos de apoptosis (células Anexina V +) obtenidos a las 48 h post-
tratamiento en las células NALM-20, TOM-1, SUP-B15 y SD-1.
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Figura 19: Isobologramas de células de LAL-B Ph+. Grafica generada por el
programa Calcusyn a partir de los datos de apoptosis (células Anexina V +) obtenidos a
las 48 h post-tratamiento en las células NALM-20, TOM-1, SUP-B15 y SD-1. Se indica la
dosis efectiva 90% (DEg,) de cada farmaco unidas mediante una linea azul, quedando

representado por un punto azul el valor de Cl para la dosis efectiva en la combinatoria.

En ocasiones, el sinergismo ocurre cuando un farmaco inefectivo puede
aumentar cualitativa o cuantitativamente la respuesta de otro farmaco, es lo que se
conoce como sinergismo de facilitacion o sensibilizacion. Al comprobar que la
aplicacion conjunta de IM y Btz producia un efecto sinérgico en las células SUP-B15,
TOM-1 y NALM-20 descubrimos que el IM, pese a no tener un efecto significativo
(Figura 6), debe contribuir de alguna manera con el Btz para que haya un mayor
efecto y por eso se produce el sinergismo. Ante la posibilidad de que el IM sensibilice
las células frente al Btz, estudiamos si la administracion de los inhibidores a diferente
tiempo resultaba en un mayor efecto citotéxico. Para este estudio realizamos ensayos
de proliferacion celular con MTS, como se indica en Material y Métodos, tratando

primero con IM y pasadas 24 h con Btz.

63



Resultados

La Figura 20 muestra el crecimiento de las células a la minima dosis empleada
en los experimentos (ver Material y Métodos); asi pues, vemos que se produce mayor
inhibicion en el crecimiento celular cuando aplicamos Btz un dia después de haber
administrado el IM. Ademas el andlisis estadistico revela diferencias significativas
entre el tratamiento secuencial de IM y Btz respecto al tratamiento de los inhibidores al

mismo tiempo, incluso empleando dosis inferiores al 1Csy.
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Figura 20: El tratamiento secuencial de IM seguido de Btz inhibe el crecimiento de
las células a dosis inferiores al ICg,. Las barras representan el crecimiento celular a
las 48 h, referido al crecimiento de las células control, de las células tratadas con IM y
Btz administrados simultdneamente (IM & Btz) e IM a tiempo 0 y Btz administrado 24 h
después (IM + Btz). Las dosis empleadas fueron de 1 nM Btz y/o 0.1 uM IM en las
células NALM-20, TOM-1 y SUP-B15 y 3 nM Btz y/o 0.3 uM IM en las células SD-1. Se
muestra la media + SD de tres experimentos independientes. El andlisis estadistico
(ANOVA de dos factores) se realiz6 con un post-test de Bonferroni (**p<0.01;
***p<0.001).

Cuando realizamos el estudio del sinergismo encontramos que los valores Cl, a
las 48 h post-tratamiento, en el tratamiento secuencial de IM seguido de Btz eran
inferiores a los del tratamiento conjunto de los dos inhibidores, resultando en un
sinergismo muy fuerte para las células NALM-20, TOM-1 y SUP-B15 (Tabla 5).
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Linea celular Clg (IM & Btz)  Clg (IM + Btz)

NALM-20 0.14 0.05
TOM-1 0.02 0.01
SUP-B15 0.92 0.12
SD-1 1.41 1.01

Tabla 5: Valores de Cly del tratamiento combinado de Btz e IM administrados al
mismo tiempo (IM & Btz) y con 24 de diferencia (IM + Btz).

En resumen, los estudios que hemos realizado revelan que el Btz es capaz de
inducir la muerte tanto de células de LAL-T como de LAL-B Ph+. También
demostramos que en células Ber-Abl positivas, donde el IM no es efectivo, se produce
un efecto sinérgico cuando se administra el Btz junto al IM en la mayoria de las células
estudiadas. Ademas, nuestros resultados indican que la administracién secuencial de
IM seguido de Btz, con 24 h de diferencia, resulta en un efecto sinérgico mayor que
cuando se administran los dos inhibidores de manera conjunta. Y en el caso en el que
no hay efecto sinérgico, como sucede con las células SD-1, administrar primero IM y
pasado un tiempo Btz mejora el efecto de este Ultimo incluso a dosis inferiores al I1Csp.
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Discusion

5 DISCUSION

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una de las principales causas de
mortalidad dentro de las neoplasias hematolégicas (Pui 2009; Faderl et al. 2010). La
presencia de alteraciones cromosémicas, como la que origina el cromosoma
Philadelphia y da lugar a la oncoproteina de fusion Bcr-Abl, y la capacidad de
desarrollar rdpidamente resistencia a los tratamientos hace que la LAL sea una
enfermedad dificil de tratar (Faderl et al. 2010). A la luz de estos antecedentes
quisimos estudiar nuevas dianas moleculares que permitan mejorar el éxito en el

tratamiento de esta enfermedad.

Resultados previos de nuestro grupo demuestran que Bcr-Abl induce la
degradacion proteasomal del inhibidor del ciclo celular p27¥"*, y la no degradacién de
esta proteina es suficiente para detener la progresion del ciclo celular en células de
LCM (Andreu et al. 2005), lo que indica la gran importancia que tiene la actividad del
proteasoma sobre la proliferacién de estas células. Ademas, las células que expresan
Bcr-Abl son mas sensibles a la induccién de apoptosis por la inhibicion del proteasoma
que células que no expresan dicha oncoproteina; este hecho ha sido demostrado por
nuestro grupo utilizando el Btz como inhibidor del proteasoma (Albero et al. 2010) y
por otros grupos que utilizan el inhibidor BzZLLLCOCHO (Crawford et al. 2009).

Todos estos estudios sugieren que la expresion de Bcr-Abl esta directamente
relacionada con la actividad proteasomal, lo que nos hace pensar en el proteasoma
como diana terapéutica y en el Btz como inhibidor especifico del proteasoma para
tratar leucemias Ph+. Ademas, en células de LAL-T donde mutaciones que activan
Notchl juegan un papel oncogénico principal (Paganin y Ferrando 2011), el Btz es
capaz de inhibir el crecimiento celular e inducir la apoptosis al inhibir la expresion de
genes diana de Notchl (Huang et al. 2012; Du y Chen 2013). Esto mismo ocurre con
NF-kB al verse inhibido via Notch/Hesl en el tratamiento con Btz (Espinosa et al.
2010), represion que se asocia con una menor carga de la leucemia, prolongada
supervivencia de modelos murinos de LAL-T e incluso retraso en el crecimiento del
tumor de xenotrasplante de células MOLT-4 (Huang et al. 2012). Con estos
argumentos, en este trabajo hemos querido caracterizar el uso del inhibidor del
proteasoma Btz sobre proliferacion y muerte celular por apoptosis de células de LAL,
tanto con cromosoma Philadelphia (LAL-B Ph+) como de LAL-T. También, hemos
analizado el efecto combinado de IM y Btz sobre las células de LAL-B Ph+, células en

las que el tratamiento con IM no es efectivo (Faderl et al. 2010; Lee et al. 2011).
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Utilizando dosis comparables de Btz, en cuanto al efecto sobre el crecimiento
de los cultivos celulares, averiguamos que este inhibidor es capaz de detener la
proliferacion celular en todas las células estudiadas. Al estudiar detenidamente como
afecta el Btz al ciclo celular para que quede inhibida la proliferacién, comprobamos
gue primero se produce una parada del ciclo celular y, posteriormente, la muerte de
las células. Aunque estos efectos ya se han descrito previamente por nuestro grupo en
células que expresan Bcr-Abl de LCM (Albero et al. 2010), en el presente estudio
mostramos como el Btz también afecta de manera similar a la proliferacién de células
de LAL-B Ph+y de LAL-T.

En referencia a la parada del ciclo celular provocada por el Btz, nuestros
resultados indican que se produce una reduccion de la fase S y acumulacion de
células en G2/M. Este efecto se aprecia mucho mejor cuando tratamos las células con
z-VAD para inhibir las caspasas al no producirse la muerte celular. Esta descrito en la
bibliografia que el Btz afecta a vias implicadas en la progresion del ciclo celular
provocando una disminucién de la fase S (Gatto et al. 2003) y acumulacion de las
células en diferentes fases segun el modelo de estudio. Asi, en las células murinas
BaF/3-p210, que expresan la proteina Bcr-Abl, se observa una acumulacién
mayoritaria en GO/G1 (Albero et al. 2010), mientras que en otros modelos, como las
células KBM-5 y KBM-7 de LCM (Gatto et al. 2003), la acumulacién de las células se
produce mayoritariamente en G2/M. Este hecho también se ha observado en células
procedentes de Mieloma Multiple (Colado et al. 2008), de cancer de pulmén (Zou et al.
2006), cancer de ovario (Bruning et al. 2009), cancer de préstata (Adams et al. 1999),
neuroblastoma (Brignole et al. 2006) e incluso en modelos celulares derivados de
pacientes de LAL (Gatto et al. 2003; Lu et al. 2008; Tao et al. 2013). Por lo tanto,
aunque queda claro que el Btz detiene la proliferacién celular parece que su efecto

sobre la maquinaria de control del ciclo celular varia de unos modelos a otros.

En cuanto al mecanismo mediante el cual el Btz provoca la muerte de las
células, en los ensayos realizados en nuestros modelos celulares, vemos claramente
que se debe a la activacién de caspasas ya que el tratamiento con el inhibidor de
caspasas z-VAD previene de la muerte celular inducida por el Btz. Ademas, a nivel
molecular comprobamos que el z-VAD impide la aparicion de las formas procesadas y
por tanto activas de las caspasas iniciadoras 8 y 9 y la caspasa efectora 3 que si
aparecian en las células tratadas Unicamente con Btz. Existen numerosos estudios
que demuestran que el Btz induce apoptosis por activacion de la ruta de las caspasas

(Selimovic et al. 2013), al producirse una sobreexpresion de las diferentes isoformas
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de estas enzimas (Gu et al. 2008; Abdi et al. 2014). Este hecho ha sido demostrado en
células de linfoma del manto y en mieloma mdltiple (Kane et al. 2007; Suh et al. 2013;
Liu et al. 2014a) al encontrarse que hay relacion directa entre el efecto del Btz y la
activacion de la apoptosis mediada por caspasas. También, estudios previos de
nuestro grupo ya demostraban que el Btz es capaz de inducir apoptosis dependiente
de caspasas en células de LCM tanto sensibles como resistentes al IM (Albero et al.
2010). Por los resultados obtenidos, que coinciden con estudios previos de nuestro
grupo y los realizados por otros investigadores en modelos celulares diferentes a los
utilizados en este trabajo, podemos afirmar que la muerte inducida por el Btz en
células de LAL-B Ph+ y LAL-T se debe, principalmente, a la activacion de la apoptosis

mediada por caspasas.

Al ver que el Btz es capaz de inducir apoptosis en células de LAL, estudiamos
qué vias de sefalizacibn de la apoptosis se ven afectadas por este inhibidor
analizando la expresion de genes implicados en la apoptosis. Asi mismo, habiamos
visto que la sensibilidad de las células al Btz es diferente entre las lineas celulares: en
LAL-B Ph+ las células mas sensibles son SUP-B15 y TOM-1, y las mas resistentes
son NALM-20 y SD-1; de LAL-T las células mas sensibles son MOLT-4 y LOUCY, y las
mas resistentes son las JURKAT. Por esta razén quisimos conocer si existe alguna
diferencia en la expresién de los genes estudiados que pudiera relacionarse con la
diferente sensibilidad de las células a este inhibidor. Abordamos esta cuestion
comparando, por un lado, la expresion de genes implicados en la apoptosis de células
sensibles frente a las mas resistentes y, por otro lado, la expresion de estos mismos
genes en células tratadas con Btz frente a células sin tratamiento (control). Ademas,
para un mejor conocimiento de las causas que dan lugar a diferencias en la
sensibilidad de las células al Btz, también estudiamos la posibilidad de que el tipo de
proteasoma expresado influyera en la sensibilidad al inhibidor. Para ello estudiamos la
relacion entre la sensibilidad al Btz (ICso) y el ratio inmunoproteasoma/proteasoma

constitutivo en las diferentes lineas celulares.

De esta manera descubrimos que el Btz induce una menor expresion del
oncogén Bcl-2 en todas las células. B-Cell Lymphoma-2 (Bcl-2) es un gen que ejerce
su efecto oncogénico promoviendo la supervivencia celular, suprimiendo la muerte, en
lugar de promover la proliferacion (Adams y Cory 2007; Taylor et al. 2008). Se ha visto
que aparece en multitud de células tumorales como en el linfoma (Adams y Cory
2007), el cancer de mama (Soundararajan et al. 2008), cancer de prostata (Khor et al.

2007) y células de neuroblastoma (Bender et al. 2011). Esto hace pensar que la menor
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expresion de Bcl-2 causada por el Btz, es indicativo de que las células han perdido
malignidad. De hecho, en LAL infantil la expresién de Bcl-2 se usa como valor
predictivo del prondstico de la enfermedad (Liu et al. 2014) al encontrarse que los
pacientes con una expresion negativa de Bcl-2 tienen el doble de probabilidad de una
completa remision de la leucemia en comparacion con los pacientes Bcl-2 positivo
(Fakler et al. 2009).

Al estudiar las posibles causas que dan lugar a diferencias en la sensibilidad de
las células al Btz descubrimos que las células mas resistentes (NALM-20 y JURKAT)
tienen una mayor expresion de genes anti-apoptéticos de la familia BAG respecto a las
células méas sensibles (SUP-B15 y MOLT-4). También conocimos que las células
NALM-20 y JURKAT presentan mayor expresion de genes pro-supervivencia (Aktl,
BIRC3, NOL3 y GADDA45) y menor expresion del gen pro-apoptético BAD cuando son
cultivadas en presencia de Btz. Ademas, comprobamos que cuanto mayor es el valor
ICsq mayor es la expresion del proteasoma constitutivo. Por un lado, sabemos que una
de las sefias de identidad en el establecimiento y mantenimiento del fenotipo tumoral
es la sobreexpresion y/o aumento en la actividad de proteinas que favorecen la
supervivencia celular. Proteinas como las de la familia BAG, que mediante su unién a
Bcl-2 regulan el crecimiento celular y bloquean la apoptosis (Doong et al. 2002), Akt y
GADD45, que participan en la regulacion de la respuesta al dafio del ADN y en la
estabilidad del genoma (Tamura et al. 2012), y las proteinas BIRC3 y NOL3, que
inhiben la apoptosis al regular negativamente las caspasas (Wagenknecht et al. 1999;
Medina-Ramirez et al. 2011; Rossi et al. 2012), forman parte de las mencionadas
proteinas pro-supervivencia. Por otro lado, estudios recientes indican que una
regulacion positiva de las subunidades constitutivas del proteasoma, asi como
mutaciones en la subunidad B5, son la razén en muchos casos de una menor
sensibilidad al Btz (Balsas et al. 2012; Franke et al. 2012; Lu y Wang 2013). También
se ha visto que altos ratios del inmunoproteasoma versus proteasoma constitutivo se
correlacionan con un aumento en la sensibilidad a los inhibidores del proteasoma en
leucemias agudas pediatricas (Niewerth et al. 2013). Segln nuestros resultados, la
diferencia que aparece en la expresion de los genes pro-supervivencia y pro-
apoptéticos en las células NALM-20 y JURKAT cuando se cultivan en presencia de
Btz, sugiere que es debida a una mejor respuesta frente al dafio producido por el Btz
en estas células. Este hallazgo junto a la mayor expresion de genes anti-apoptoéticos
de la familia BAG por estas mismas células y la relacion que observamos entre la
expresion del proteasoma constitutivo y la resistencia al Btz, explicaria por qué son

necesarias dosis mayores de Btz en las células NALM-20 y JURKAT respecto a las
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células SUP-B15 y MOLT-4 para obtener un mismo efecto. Con estos resultados
podemos decir que hay una expresion diferencial en los genes implicados en la
apoptosis, de manera natural o como respuesta al tratamiento con el inhibidor, que
resulta en una diferente sensibilidad al Btz. Ademas, existe relaciobn entre la
sensibilidad al Btz y el tipo de proteasoma expresado y, por tanto, el ratio
inmunoproteasoma versus proteasoma constitutivo y la expresion de BAG pueden
servir como valor predictivo de la sensibilidad al inhibidor en células de LAL-B Ph+y
LAL-T.

A los pacientes con LAL-B Ph+ actualmente se les trata con un inhibidor de
tirosina kinasa en combinacién con quimioterapia y, si es posible, con el trasplante
alogénico de células madre (Ottmann y Pfeifer 2009; Bassan 2014). El inhibidor de
tirosina quinasa IM se ha convertido en parte integral de la terapia de primera linea, al
ser de los pocos farmacos que es especifico de las células leucémicas Bcr-Abl
positivas. Pero el beneficio clinico es, generalmente, de corta duraciéon puesto que la
mayoria de los pacientes sufren recaida a menos que se sometan a un trasplante
alogénico de células madre (Ottmann y Pfeifer 2009). Nuestros resultados indican que
administrar de manera conjunta IM y Btz resulta en un efecto sinérgico induciendo la
muerte en todas las células estudiadas excepto en las SD-1; células menos sensibles
al Btz, con mayor ICsq, ¥ que expresan menor cantidad de inmunoproteasoma.
Ademas, cuando tratamos primero con IM y pasadas 24 h con Btz se produce una
mayor inhibicion del crecimiento celular, el efecto sinérgico de los farmacos es mayor
gue cuando se dan al mismo tiempo e incluso es efectivo en células SD-1 en las que
no hay sinergismo cuando IM y Btz se dan conjuntamente. De manera que la

combinacién de IM y Btz podria ser una alternativa al tratamiento Gnico con IM.

Existen estudios donde se ha visto que Bcr-Abl regula positivamente BCL-2
(Sanchez-Garcia y Grutz 1995) a través de STAT-5, inhibe la liberacion del citocromo ¢
(Amarante-Mendes et al. 1998) y previene la activacion de la caspasa 9 (Deming et al.
2004). Por tanto, Bcr-Abl confiere resistencia a la apoptosis en las células leucémicas.
Hu y colaboradores, describieron un efecto sinérgico al administrar de manera
combinada IM y Btz en células que expresan Bcr-Abl (K562) y células leucémicas
primarias CD34+ de pacientes con LCM. Ademas observan que la aplicacion conjunta
de IM y Btz causa colapso del potencial de membrana en la mitocondria, una
regulacion negativa de BCL-2, un incremento del citocromo c citoplasmético y
activacion de las caspasas 9, 8 y 3 (Hu et al. 2009). Nuestros resultados, en

concordancia con éstos, sugieren que, en la combinacion de los dos farmacos, el Btz
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regula negativamente BCL-2 y activa las caspasas, por un lado, y, por otra parte, el IM
inhibe a Bcr-Abl/STAT-5 que a su vez podria potenciar la regulacion negativa de BCL-
2 y la activacién de las caspasas (Di Bacco y Cotter 2002). Ademas, las caspasas
activadas pueden mejorar el catabolismo de Bcr-Abl y su inactivacion. Por tanto,
administrar IM mas Btz puede desencadenar una retroalimentacion positiva en la red
de sefalizacion de la apoptosis, que conduce a una amplificacion significativa de los
efectos apoptoticos de cada farmaco (Hu et al. 2009). De esta manera se explicaria el
efecto sinérgico pro-apoptotico de la aplicacion conjunta de IM y Btz hallado en las
células NALM-20, TOM-1 y SUP-B15.

Respecto al efecto que vemos al administrar IM y 24 h después Btz en los
cultivos celulares, Crawford y colaboradores observaron un efecto parecido al ver que
la administracion secuencial del IM seguido de un inhihidor del proteasoma,
BzLLLCOCHO en este caso, resulta en un mayor efecto que el obtenido cuando se
invierte este orden o se afladen de manera simultanea los inhibidores en células de
LCM (Crawford et al. 2009). Los estudios de la estructura cristalina de la union del IM
con el dominio kinasa c-Abl han demostrado que es necesaria la conformacion
especifica inactiva de Abl para que el IM se pueda unir (Schindler et al. 2000). La
potencia del IM contra las formas activas de Bcr-Abl surge de la naturaleza dinAmica
de las moléculas kinasa, que pueden cambiar entre forma inactiva y activa
transitoriamente, permitiendo al IM que pueda unirse (Nagar et al. 2002). Asi,
hipotéticamente, al tratar primero con IM se deja tiempo para que este inhibidor
interacte con un mayor nimero de moléculas de Bcr-Abl inhibiendo més las vias de
sefalizacion afectadas por esta proteina. Esto permite que el inhibidor del proteasoma
actle de manera 6ptima dando como resultado un mayor efecto de la combinacion de

los dos farmacos (Crawford et al. 2009).

En nuestro trabajo, observamos cémo el Btz en primer lugar provoca la
inhibicion del crecimiento celular dependiente de la dosis, y a continuacion induce la
apoptosis causando la muerte en todas las células estudiadas tanto de LAL-B Ph+
como de LAL-T. A su vez, nuestros resultados se suman a los publicados
anteriormente por nuestro grupo (Albero et al. 2010), donde se indicaba que la
resistencia al IM no parece influir en la sensibilidad al Btz en células Bcr-Abl positivas.
Asi mismo, el hallazgo de sinergismo entre IM y Btz abre un nuevo campo de accién
en cuanto a la clinica de la LAL-B Ph+. Ademas, la administracion a dosis inferiores al
ICso y a diferentes tiempos, primero IM y 24 h después Btz, resulta en una clara

induccién de la muerte celular incluso en células SD-1, células poco sensibles al Btz y
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en las que IM y Btz administrados conjuntamente no tienen efecto sinérgico. Este
hecho no solo ofrece una mejor efectividad en el tratamiento de esta leucemia, sino
también en la reduccion de los efectos secundarios asociados a estos farmacos. Son
especialmente relevantes nuestros resultados puesto que los regimenes basados en la
utilizacion de un inhibidor de Bcr-Abl, como el IM, constituyen en la actualidad la
eleccion de primera linea en el tratamiento de leucemias con cromosoma Philadelphia.
Por esta razén, en LAL-B Ph+, la administracion de IM, pese a tener poco efecto,
seguido de Btz es beneficiosa para inducir la apoptosis de las células. Estos
resultados, por tanto, ofrecen la posibilidad de desarrollar técnicas méas apropiadas en
el tratamiento de las células de leucemia aguda linfoblastica tanto tipo B Ph+ como
tipo T.
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6 CONCLUSIONES

. El tratamiento con Btz reduce la proliferacién celular, produce acumulacion en la
fase G2/M del ciclo celular e induce muerte por apoptosis en células de LAL-B
Ph+y de LAL-T.

. Las lineas mas resistentes a Btz expresan mayor cantidad de proteinas anti-
apoptéticas de la familia de BAG.

. El tratamiento con Btz induce una menor expresion de Bcl-2 en todas las lineas
estudiadas. Ademas, hay una expresion diferencial de genes implicados en la
apoptosis entre las lineas celulares al tratarlas con Btz que correlaciona con una

diferente sensibilidad al farmaco.

. Existe relacién entre la sensibilidad al Btz y el tipo de proteasoma expresado, es
decir, a mayor inmunoproteasoma expresado mayor sensibilidad al Btz. Por
tanto, el ratio inmunoproteasoma versus proteasoma constitutivo puede servir

como valor predictivo de la sensibilidad al inhibidor en células de LAL.

. El tratamiento combinado con IM y Btz tiene un efecto sinérgico en la mayoria
de células Bcr-Abl positivas, excepto las células SD-1 que son las menos

sensibles a Btz y las que expresan una menor cantidad de inmunoproteasoma.

. ElI IM sensibiliza a las células frente al Btz, de tal forma que la administracion
secuencial de IM seguido de Btz, con una diferencia de 24 h, produce un efecto
sinérgico mayor que al administrar los farmacos de manera conjunta en todas

las lineas estudiadas, incluyendo la linea SD-1.

. Con nuestros resultados podemos proponer el proteasoma como diana
terapéutica y el uso del Btz para inducir la apoptosis en células de LAL,
pudiendo utilizarse la expresion del inmunoproteasoma como valor predictivo de
la respuesta al tratamiento con Btz. La administracion consecutiva de IM
seguido de Btz podria suponer una mejoria en el tratamiento de leucemias Bcr-

Abl positivas.
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