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Resum

Recentment s’han descrit els receptors de dopamina per la seva implicacié en cancer
i la seva potencial inhibici6 com a mecanisme antitumoral. Al present treball s’ha
ampliat aquesta recerca a la LLA-T, una malaltia amb recaigudes freqlients i mal
pronostic en pacients adults, i on existeix la necessitat de tractaments innovadors.
Aqui, es descriuen els efectes antileucémics selectius de L741-742, nemonaprida i
RBI-257, tots ells antagonistes del receptor de dopamina tipus 4 (DRD4), al rang
micromolar baix, validats en experiments en linies cel-lulars i amb una mostra
primaria en experiments ex vivo i in vivo. Aquest grup de compostos, anomenats
antagonistes del DRD4, mostren efectes sinergics amb quimioterapia convencional.
El mecanisme pel qual els antagonistes de DRD4 exerceixen els seus efectes
antileucemics és independent de DRD4, i és produeix mitjanc¢ant la inducci6 de la
fosfolipidosi i la subseqtient desregulacié de '’homeostasi lipidica. Els antagonistes
de DRD4 es caracteritzen per ser farmacs hidrofobics amb estructura cationica
amfifilica, caracteristiques que s’han relacionat previament amb la inducci6 de la
fosfolipidosi. L’acumulacié d’agregats fosfolipidics als lisosomes, pertorba el normal
funcionament del compartiment de reciclatge. El mal funcionament lisosomal
sembla comportar una acumulaci6 del material cel-lular digerible i en consonancia
un augment del compartiment autofagic. Aquest conjunt d’alteracions precipita
finalment les cel-lules leucemiques a la mort cel-lular dependent d’autofagia.
L’efecte antileucémic selectiu d’aquests compostos es deu a la vulnerabilitat del
compartiment lisosomal i la fragilitat de les membranes fosfolipidiques en cancer. A
partir d’aquestes observacions, es proposa 1'is dels compostos inductors de la

fosfolipidosi com a estrategia terapeutica en LLA-T.






Abstract

Dopamine receptor has been recently identified for their involvement in cancer
progress and their inhibition as a potential antitumor mechanism. The present work
has expanded this research to T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), a
disease characterized by frequent relapse and bad prognosis in adults, for which
novel treatments are urgently needed. Herein, we report selective antileukemia
effects induced by L741-742, nemonapride and RBI-257 at low micromolar range,
all of them subtype-specific dopamine receptor type 4 (DRD4) antagonists, as
assessed in cell lines and in a primary sample ex vivo and in vivo. This group of
compounds, hereafter DRD4 antagonists, display synergic effects when combined
with conventional chemotherapy. DRD4 antagonists’ mechanism of action is DRD4-
independent and rely instead on phospholipidosis induction and subsequently
disruption of lipid homeostasis. DRD4 antagonists possess a cationic amphiphilic
structure with overall hydrophobicity, features related to phospholipidosis
induction. Phospholipid accumulation in lysosomes, alters the normal function of
the cellular recycling compartment. Dysfunctional lysosomes seem to entail an
accumulation of the digestible cell material and in consonance an increase in the
autophagic compartment. This set of alterations ultimately precipitates leukemia
cells to an autophagy-mediated cell death. Considering these observations, the use
of phosholipidosis-inducing drugs is proposed as a potential therapeutic strategy in

T-ALL.






Abreviatures

ACC: Acetil-CoA carboxilasa

ACLY: ATP-citrat lias

ADCD: Mort cel-lular dependent d’autofagia
AGPAT: Acilglicerol fosfat acil transferasa

AMACR: Alfa metilacil coenzima A racemasa
AMPK: Proteina-cinasa activada per AMP

ATG: gen relacionat amb l'autofagia

ATGL: Adipo-triglicerid lipasa

BME: 3-mercaptoetanol

BSA: Albumina serica bovina

CAD: Farmac cationic amfifilic

CFSE: Ester de succinimidil-carboxifluoresceina
CFU: Unitat formadora de colonia

CLEAR: Xarxa d’expressio i regulacio lisosomal coordinada
CMH: Complex major d’histocompatibilitat

COX2: Ciclooxigenasa 2

CPTI-II: Transportador especific acil/carnitina I i II.
CSC: Cel-lules mare del cancer

DAG: Diacilglicerol

DGAT: Diacilglecerol acil transferasa

DMSO: Dimetilsulfoxid

DN: Doble negatiu (CD4- CD8")

DP: Doble positiu (CD4+ CD8*)

DR: Receptor de dopamina

DRD4: Receptor de dopamina tipus 4

DTT: Ditiotreitol

EOBA: Excés sobre I'aditivisme de Bliss

ETP: Progenitors primerencs T

EVOVL: Allargament de cadenes llargues d’acids grassos
FASN: Acid gras sintasa

FBS: Serum bovi fetal



FDA: Administracid d’aliments i farmacs dels Estats Units
FLT3: Tirosina cinasa semblant a fms-3

FSC: Dispersio frontal de la llum

GPAT: Glicerol-3-fosfat aciltransferasa

GPCR: Receptor acoblat a proteines G

HBSS: Soluci6 salina equilibrada de Hanks

HCS: Cribratge d’alt contingut

HSC: Cél-lules mare hematopoetiques

HSL: Hormona sensible a la lipasa

IL-7R: Receptor interleucina 7

IL: Interleucina

LAMP: Proteina associada a la membrana lisosomal
LC3: Cadena curta 3 de les proteines associades a microtibuls 1A/1B
LD: Lipid droplets / Gotes lipidiques

LIMP: Proteina integral de membrana lisosomal
LLA: Leucemia limfoblastica aguda

LMA: leucémia mieloide aguda

LMMC: Leucemia mielomonocitica cronica

LMP: Permeabilitzaci6 de la membrana lisosomal
LTR: Lysotracker

LXR: Receptor hepatic X

MAG: Monoacilglicerol

MDR: Resistents a multiples farmacs

MFI: Intensitat mitjana de la fluorescencia

MGL: Lipasa monoacilglicerol

mitROS: Especies reactives de I'oxigen mitocondrials
mTORC1: Complex 1 de la diana mecanistica de la rapamicina
NCCD: Comite de nomenclatura de la mort cel-lular
OMS: Organitzacié mundial de la salut

PAP: Acid fosfatidic fosfatasa

PBS: Tampo fosfat sali

PC: Fosfatidilcolina

PDX: Mostra derivada de pacient



PE: Fosfatidiletanolamina

PEXSs: Peroxines

PI: Fosfatidilinositol

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa

PLINs: Perilipines

PMSF: Fluorur de fenilmetilsulfoni

PPP: Via de les pentoses-6-fosfat

PS: Fosfatidilserina

PTS1: Senyal d’orientaci6 peroxisomal

ROS: Espeécies reactives d'oxigen

S1P: Esfingosina-1-fosfat

SCD: Esteraoil desaturasa

SCF: Factor de cel-lules mare

SCT: Transplantament cel-lules mare

SDS: Dodecil sulfat sodic

SEM: Error estandard de la mitjana

SMD: Sindrome mielodisplasica

SP: Esfingolipids

SphK1: Esfingosina quinasa 1

SPR1: Receptor esfingosina-1-fosfat

SREBP: Proteina d'uni6 a I'’element regulador de I’esterol
SSC: Dispersid lateral de la llum

TAG: Triacilglicerol

TBS: Serum sali tamponat amb Tris

TCA: Cicle acid citric

TCR: Receptor de limfocits T

TFEB: Factor de transcripcio EB

TPO: Trombopoetina

ULK1: Cinasa activadora de I'autofagia semblat a Unc-51
VEGF: Factor de creixement de I’endoteli vascular

VLCFA: Acids grassos de cadenes llargues
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1. Introduccio






1.1. Homeostasi lipidica

1.1.1. El metabolisme lipidic

Els lipids constitueixen una de les grans families de biomolecules organiques, duent
a terme multiples funcions imprescindibles per a la vida. Bona mostra d’aquesta
rellevancia biologica és el fet que aproximadament un cinc per cent dels gens d’'una
cel-lula eucariota estan implicats en la sintesi lipidica. La gran diversitat estructural
dels lipids, (la cel-lula es capag¢ de reconeixer fins a 1000 tipus de lipids diferents
amb exquisida especificitat) convergeix en una caracteristica quimica comuna: la
seva insolubilitat en aigua i solubilitat en dissolvents apolars com el cloroform o

I'eter (D. L. Nelson and Cox 2009) .

1.1.2. Classificacio lipids

La gran multitud d’estructures lipidiques es poden classificar atenent a multiples
criteris, en aquest cas s’ha fet servir la classificacio en base a la possessio d’acids
grassos a la seva estructura, o el que seria el mateix, saponificables o no-

saponificables (Figura 1) (D. L. Nelson and Cox 2009) .

Lipids
|
|
Lipids saponificables Lipids no saponificables
|
[
|Triaci|g|icérids| | Ceres | |Fosfog|icérids| |EsﬁngoI|'pids | |Terpens| |Esteroides| |Prostag|andines

Figura 1. Classificaci6 estructures lipidiques en base a la possessio de acids
grassos a la seva estructura.

1.1.3. Funcions cel-lulars lipidiques:
Malgrat la gran diversitat d’estructures que conformen la familia lipidica, les
funcions que duen a terme a nivell cel-lular i sistémic es poden resumir en tres

branques principals:
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Reservori d’energia cel'lular: Es tracta d'una funcié duta a terme fonamentalment
pels TAG (triacilglicerol). En certs contextos que tractarem més endavant, aquests
poden acumular-se formant estructures conegudes com lipid droplets. Aquestes
estructures es formen principalment en adipocits i hepatocits i actuen com a
reservori quan el sistema presenta un deficit energetic, traslladant els acids grassos
al teixit que els requereixin. (Figura 2) (Alberts et al. 2010; D. L. Nelson and Cox
2009).

Triacilglicerid Cera
—  Acidgras | | Cadena acid gras |
©
S Acdgras | | Cadena alcohol |
O
—  Acidgras |

Figura 2. Estructures lipidiques involucrades en reservori d'energia

Components estructurals de les membranes: Alguns lipids, principalment
fosfolipids i glucolipids formen bicapes lipidiques que constitueixen els components
majoritaris de les membranes biologiques. Aquests lipids de membrana representen
aproximadament un 10% de la massa seca de molts tipus cel-lulars posant de
manifest el seu paper clau en les estructures cel-lulars. Els fosfolipids i glucolipids
son algunes de les estructures polars més comunes que duen a terme aquesta funcid

(Figura 3) (Alberts etal. 2010; D. L. Nelson and Cox 2009) .

Fosfolipids Glucolipids
I I

Glicerofosfolipids Esfingolipids Esfingolipids Sulfolipids

I I
[POs || Colinal || Mono o

Alcohol _-_- oligosacarid

Glicerol

Glicerol

Mono o
disacarid

Esfingosina
Esfingosina

Figura 3. Estructures lipidiques representatives constituents de membranes
cel-lulars
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Per a larellevancia d’aquest treball, és important recalcar els elements constituents
de les membranes cel-lulars. Els fosfolipids, els esfingolipids i el colesterol son els
tres elements estructurals basics. Cadascun d’ells aporta propietats fisiques claus a
les bicapes lipidiques. El grau de fluidesa de la membrana el determina la preséncia
de colesterol i els esfingolipids determinen la hidrofobicitat. Existeixen cinc tipus de
fosfolipids que conformen les membranes, fosfatidilcolina  (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) i fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) i cardiolipina.
La organitzacio entre els subtipus en la part externa i interna és clau per a generar
la asimetria de la membrana fosfolipidica. Conjuntament amb la part lipidica de les
membranes, aquestes també contenen elements proteics (Escriba et al. 2008; Van

Meer, Voelker, and Feigenson 2008a).

Lipids com senyals o cofactors: Contrariament a les dues funcions anteriors, de
naturalesa més passiva i estructural, aquesta funcié dels lipids suposa un rol actiu
en la senyalitzacié cel-lular. En aquesta categoria els components s6n minoritaris
pero duen a terme una funci6 més activa en el transit metabolic aixi com sent
metabolits o missatgers en si. Entre d’altres, duen a terme aquesta funci6é so6n
hormones transportades pel flux sanguini d'un teixit a un altre, missatgers
intracel-lulars generats en resposta a un senyal extracel-lular (factors de
creixement) o cofactors enzimatics en reaccions de transferencia d’electrons.
(Baenke et al. 2013; Holthuis and Menon 2014; Van Meer, Voelker, and Feigenson
2008b).

1.1.4. Vies del metabolisme lipidic

Dins de les multiples vies involucrades en el metabolisme lipidic, n’hi ha dues que
sobresurten com a nodes principals: degradaciéo d’acids grassos per a generar
energia a través de la lipolisi seguida de la -oxidaci6 o fermentacid i la sintesi de

reserves energetiques a través de la lipogenesi (D. L. Nelson and Cox 2009).
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1.1.4.1. Degradacio d’acids grassos

Les cel-lules poden obtenir acids grassos combustibles a partir de tres fons
principals: greixos consumits a la dieta, greixos emmagatzemats en cel-lules en
forma de lipid droplet i greixos sintetitzades en un organ i que s’exporten a un altre.
La utilitzacié dels acids grassos per a la producci6 d’energia varia enormement en
funci6 del teixit i de I'estat metabolic. En condicions de falta d’energia metabolica la
cel-lula inicia el procés anomenat lipolisi en que obté energia a través de la
degradacid d’acids grassos. En el cas de la utilitzaci6 dels TAG obtinguts de la dieta,
el primer pas és el trencament de I'estructura separant els acids grassos (3 cadenes
per molecula de TAG) del glicerol. Si els TAG utilitzats s6n aquells emmagatzemats
en forma de lipid droplet, existeix una mobilitzacié previa a través de l'accid
hormonal: adrenalina i glucagé senyalitzen al corrent sanguini nivells baixos de
glucosa i subseqiientment s’activen les lipases sensibles a I'accié hormonal que
hidrolitzen els TAG emmagatzemats alliberant molecules d’acid gras (D. L. Nelson

and Cox 2009).

En la degradacié dels TAG a acids grassos es requereix 'accié de tres enzims
consecutius: ATGL catalitza el pas inicial de la lipdlisis, convertint els TAG en DAG
(diacilglicerol); HSL (de les sigles en angles, hormone sensitive lipase ) responsable
de la hidrolisi dels DAG a monoacilglicerols (MAG) i finalment la MG lipasa (MGL)
que hidrolitza els MAG (D. L. Nelson and Cox 2009).

Els acids grassos arribats a aquest punt poden seguir dues rutes oxidatives en funcid
de la disponibilitat d’oxigen: la B-oxidacié (preséencia d’oxigen) i la fermentacio

(abséncia d’oxigen).

En la B-oxidacid, I'acid gras de partida pateix la conversio a acilgras-CoA a través de
'accié de I'acilgras-CoA sintasa i la pirofosfat hidrolasa a l'espai citoplasmatic. Un
cop generat l'acilgras-CoA actiu aquest és transportat a l'interior del mitocondri a
través del transportador especific d’acil/carnitina (CPTI-II). A la matriu
mitocondrial s’inicia la B-oxidaci6 que es divideix en tres fases:

- Primera fase (B-oxidacid): Els acids grassos experimenten l’eliminaci6

oxidativa d’unitats successives de dos atoms de carboni en forma d’acetil-
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CoA. La formacid de cada acetil-CoA requereix I'’eliminacié de quatre atoms
d’hidrogen, o el que és el mateix, dos parells d’electrons i quatre H*.

- Segona fase (Cicle acid citric): Els grups acetil-CoA generats en la fase

anterior s’oxiden a COz a través del cicle de I'acid citric (TCA per les seves
sigles en angles) que també té lloc a la matriu mitocondrial. En aquesta fase
com també en l'anterior, 'oxidacié d’acids grassos genera transportadors
electronics reduits NADH i FADH; que esdevindran crucials en la tercera fase
del procés

- Tercera fase (Respiracid): En aquesta fase els electrons generats en les dues

fases anteriors aixi com els electrons cedits per NADH i FADH; entren a la
cadena respiratoria mitocondrial a través de la qual es transporten els
electrons cap a l'oxigen, amb la concomitant fosforilaci6 de 'ADP a ATP.
D’aquesta manera l’energia alliberada a I’oxidar els acids grassos es conserva

en forma d’ATP (Delvin 2011; D. L. Nelson and Cox 2009).

Paral-lelament al mitocondri, els peroxisomes sdn també organuls encarregats de
'oxidacié de lipids, especialment acids grassos de cadenes llargues (VLCFA'’s de les
seves sigles en angles) o acids grassos ramificats amb grups metil via a-3 oxidacié
(Niemann and Rohrbach 2016). Els peroxisomes presenten unes proteines
associades anomenades peroxines (PEX) que estan implicades en la biosintesi de
I'organul, en el transport d’enzims en el seu interior i en el correcte funcionament i

interaccié amb el mitocondri (Cai et al. 2018).

En condicions de deéficit d’oxigen, la cel-lula inicia el procés fermentatiu, en el que
també obté ATP pero amb menys eficieéncia. Existeixen molts tipus de fermentacio i
reben el nom del producte generat en major quantitat: alcoholica, lactica, acéetica. La
caracteristica principal d’aquestes vies metaboliques de degradacié és que tant les
substancies oxidades com els mateixos oxidants s6n composts organics que
s’originen durant el procés, a partir del substrat organic inicial (Alberts et al. 2010;

D. L. Nelson and Cox 2009).
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1.1.4.2. Sintesi d’acids grassos

Quan una cel-lula o organisme disposa de més combustible metabolic del requerit
per a les seves necessitats energetiques, 'excés es converteix generalment en acids
grassos que s’emmagatzemen en forma de lipids tals com TAG en lipid droplets un
procés conegut com a lipogenesi. En el cicle de I'acid citric es produeix un excés de
citrat que és exportat al citoplasma i posteriorment transformat a acetil-CoA per
I'acci6 de I'enzim ATP-citrat liasa (ACLY per les sigles angleses). L’acumulacié
d’acetil-CoA activa a continuacié un reguitzell d’enzims el primer dels quals esta
implicat en la transformacié d’acetil-CoA a malonil-CoA. Aquest primer pas és
limitant en la velocitat de biosintesi dels acids grassos i esta catalitzat per I’enzim
acetil-CoA carboxilasa (ACC). La presencia de malonil-CoA, alhora, actua com a
regulador negatiu del transport d’acids grassos al mitocondri per a la seva oxidacio.
Aquest precursor, conjuntament amb I'acetil-CoA és utilitzat com a substrat perala
sintesi de palmitat, I’estructura de la qual es parteix en la producci6 d’acids grassos.
L’acid gras sintasa (FASN de les seves sigles en anglés) és un enzim clau implicat en
aquest procés de sintesi, i el palmitat és el seu producte principal (Alberts et al.
2010; Delvin 2011; D. L. Nelson and Cox 2009). El palmitat pero, pot ser allargat o
fins i tot generar acids grassos saturats mitjancant la successiva addici6 de grups
acetil a través de 'acci6 d’enzims de la familia d’enzims de les elongases en la que
resulten especialment rellevants I'estearoil-CoA desaturasa (SCD per les seves sigles
en angles) i familia d’enzims d’allargament de cadenes llargues d’acids grassos
(ELOVL de les seves sigles en angles) (Jakobsson, Westerberg, and Jacobsson 2006).
Els acids grassos generats amb ampli espectre de saturacid i llargada sén convertits
a TAG per la creacié de lipid droplets a través de la via del glicerol-3-fosfat. En
aquesta via tenen especial importancia els enzims glicerol-3-fosfat aciltransferasa
(GPAT sigles angleses), I’ acilglicerol fosfat acil transferasa (AGPAT de les seves
sigles en angles), I acid fosfatidic fosfatasa (PAP de les sigles en angles) i la
diacilglicerol acil transferasa (DGAT de les sigles angleses)(H. Wang, Airola, and

Reue 2017).
Els lipid droplets (LD) sOn estructures intracel-lulars citoplasmatiques, que

consisteixen en un reservori d’acids grassos. El contingut del LD és generalment

TAG, esterols i colesterol, i esta envoltat per una monocapa fosfolipidica en la que
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s’hi troben enganxades proteines especifiques anomenades perilipines (PLINs de les

sigles angleses) (Thiele and Spandl 2008).

La generaci6 dels LD respon a les necessitats cel-lulars. Grans quantitats de TAG i
esterols acumulats en l'espai de la membrana del reticle endoplasmatic (RE),
impulsa la sintesis de novo del lipid droplet. Quan suficients lipids s’han acumulat en
el LD naixent, aquest s’escindeix de la membrana de RE i es alliberat al citosol. La
connexio pero, entre LD i RE, no es trenca del tot, ambdods segueixen connectats, el
que permet una transferencia bidireccional del contingut lipidic (Thiam, Farese, and
Walther 2013). EI LD és un organul dinamic ja que durant la seva generacio, part de
la maquinaria li es transferida, permetent-li aixi la possibilitat de creixement, fusié

o fissid en funcid de les necessitats cel-lulars (Petan, Jarc, and Jusovi¢ 2018).

Un esquema representatiu de la via de sintesi englobant els precursors claus, aixi
com els enzims implicats en la seva sintesi, degradacié o transformaci6 es pot trobar

ala Figura 4.
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Figura 4. Representaci6 esquematica de les vies de sintesi i degradacio6 d'acids
grassos. Adaptat de (Cha and Lee 2017).
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1.2. Lareprogramacio lipidica en cancer

El metabolisme ha estat durant el darrer segle un procés ampliament estudiat en
relacid al cancer, i s’ha establert la noci6 que en les cel-lules tumorals es produeix
una reprogramacié d’aquest. La fita fundacional d’aquest camp d’estudi la va
establir Otto Warburg quan l'any 1920 va descriure l'efecte Warburg. Aquest,
descriu I'increment en el metabolisme de la glucosa en les cel-lules tumorals, aixi
com la utilitzacié de la via comunament anomenada glicolisi anaerobica malgrat la
presencia d’oxigen. Avui en dia, es considera que I'efecte Warburg és només la punta
del’iceberg d’un procés extremadament complex que permetales cel-lules tumorals
adquirir I'estat metabolic ideal per a la proliferacié i manteniment de la malaltia.
Aquesta idealisme metabolic en cancer, inclou la perversié de la glicolisi usant
intermediaris com la fructosa-6-fosfat a través de la via de les pentoses-6-fosfat
(PPP de les seves sigles en angles), la fructosa-6-fosfat, dihidroxiacetona fosfat entre
molts d’altres per a la generaci6 de grans quantitats de subproductes cel-lulars de
gran rellevancia per la proliferacié tumoral (Heiden et al. 2009; Intlekofer et al.

2015; Pavlova and Thompson 2016; Spiro 2002; Wellen et al. 2010).

Les desregulacions en el metabolisme tumoral, conjuntament amb una novena
d’alteracions fonamentals més, son les caracteristiques basiques que defineixen la
cel-lula tumoral. Aquesta desena d’alteracions son conegudes com hallmarks of
cancer (Hanahan and Weinberg 2000, 2011). En la seva darrera revisié dels
hallmarks of cancer, el Dr.Hanahan i Dr. Weinberg, van incloure-hi la desregulacié
del metabolisme (Hanahan and Weinberg 2011). Aquesta nova incorporacio al
pante6 dels hallmarks ha desencadenat un gran interes en la comunitat cientifica, i
ha portat a la minuciosa caracteritzaci6 de les multiples alteracions en el
metabolisme de la cel-lula tumoral, que en ultima instancia es poden resumir en sis
trets fonamentals: Absorcid desregulada de glucosa i aminoacids, s de metodes
oportunistes d’obtencid de nutrients, s d'intermediaris de la glicolisi/cicle TCA per
la biosintesi i producci6 NAPDH, increment en la demanda de nitrogen, alteracié en
regulacié de gens impulsats per metabolits aberrants i interaccions metaboliques

amb el microambient (Pavlova and Thompson 2016).
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En apartats anteriors s’ha aprofundit en el metabolisme lipidicila via de degradacio
i sintesi lipidica com a nodes principals d’aquest. En cancer, la reprogramacié del
metabolisme lipidic que pateix la cel-lula tumoral, afecta en les vies principals del
metabolisme (sintesi i degradacio), aixi com també en el transport dels mateixos i

en la composicio lipidica dels teixits.

1.2.1. Sintesi lipidica en cancer

A mitjan del segle passat, Medes, Thomas i Weinhouse , van demostrar la capacitat
dels teixits tumorals de generar lipids incloent acids grassos i fosfolipids a través de
la lipogenesi de novo (Medes, Thomas, and Weinhouse 1953). En cel-lules sanes,
aquest procés de sintesi lipidica és exclusiu del teixit hepatic, adipds, mamari durant
'alletament i del desenvolupament embrionari. A diferéncia de les cel-lules normals,
la sintesi de novo d’acids grassos pot representar més del 93% dels TAG en les
cel-lules tumorals (Menendez and Lupu 2007). Aquesta lipogénesi exacerbada de les
cel-lules tumorals s’aconsegueix amb el segrest i sobreactivacid de la via de sintesi
lipidica, que a efectes practics, es reflexa en un augment significatiu de diversos
enzims lipogenics (Menendez and Lupu 2007). Enzims claus d’aquesta via lipidica,
tals com ACLY, ACC, SCD i FASN presenten sobreexpressié en multiples tipus de
cancer (Flavin 2010; Omabe, Ezeani, and Omabe 2015; Rohrig and Schulze 2016).

Conjuntament amb els productes enzimatics, també s’ha estudiat la importancia
dels factors de transcripcié responsables. SREBP és el factor de transcripcié que
respon a les vies metaboliques reguladores de ’homeostasi lipidica, que al seu torn
regulen I'expressio genica d’ACC, FASN i ACLY. La hiperactivacié d’aquest factor ha
estat relacionada amb I'afavoriment del programa lipogeénic associat al creixement

tumoral i metastasi. (M. Chen et al. 2018; Guo et al. 2014; Nickels 2018).

La inhibicié o silenciament dels productes enzimatics anteriorment esmentats, aix{
com l'activitat dels factors de transcripcio, s’ha demostrat en nombrosos estudis que
redueix el creixement de les cél-lules tumorals en multiples tipus de cancer. Estudis

precedents en la literatura es troben recollits a la Taula 1.
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DIANA COMPOST MODEL EFECTE REF
PRE-CLINIC
FASN Cerulenina Linies cel-lulars (Flavin 2010;
cancer ovari i Inhibici6 proliferacio, Pizer, Jackisch, et
mama i induccio6 apoptosi, inhibicid al. 1996; Pizer,
xenotrans- creixement tumoral. Wood, et al.
plantaments 1996)
Orlistat Linies cel-lulars
Induccié apoptosi, inhibicié (Kridel et al.
cancer prostata i
creixement tumoral, 2004; Schcolnik-
melanoma i
inhibici6é de metastasi Cabrera et al.
xenotrans-
(melanoma). 2018)
plantaments.
C75 Linies cel-lulars Inhibici6 replicacié DNA i (J-N. Li etal.
cancer colon induccio6 apoptosi. 2001)
Linies cel-lulars
(H. W. Chen etal.
cancer mama,
Acumulacié de malonil-CoA i 2012; Flavin
ovari, estdmac,
inhibicio del creixement 2010; Pizer et al.
prostata i
tumoral (mama i prostata).  2000; W. Zhou et
xenotrans-
al. 2003)
plantaments
Triclosan (C.C. Nelson et
Linies cel-lulars Induccié apoptosi i induccid al. 2015; Phan,
cancer prostata senescencia. Yeung, and Lee
2014)
Linies cel-lulars
€93 (Flavin 2010;
cancer ovari i Citotoxicitat, activacio
Medghalchi et al.
estOmac i AMPK, inhibicid creixement
2007; Vadlamudi
xenotrans- tumoral
etal. 2007)
plantaments
FAS31 Xenotrans-
plantaments Reducci6 tumoral. (Flavin 2010)
cancer ovari
C247 Cancer mama

model animal.
Linies cel-lulars
cancer estomac i
xenotrans-

plantaments

Quimioprevencio (mama),
inhibicié proliferacio
cel-lular i reducci6 del

creixement tumoral.
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Resveratrol Assaig clinic Reduccio creixement (Berman et al.

fase I tumoral. 2017)
ACLY SB-20499(0  Linies cel-lulars

Inhibicié creixement

cancer estomac, (Migita etal.
tumoral en cel-lules
prostata, ovari i 2008; Thompson
dependents del metabolisme
xenotrans- etal. 2005)
glicolitic.
plantaments
ACC TOFA Linies cel-lulars
(C. Wang et al.
cancer estomac, Induccié apoptosi.
2009)
colon i mama
Soraphen A Linies cel-lulars (Beckers et al.
Induccié apoptosi.
cancer prostata 2007)

SREBP | Fatostatina Linies cel-lulars

Inhibici6 proliferacio. Efecte  (X. Li etal. 2014;
cancer prostata i

citotoxic sinérgic amb Xiangyan Li et al.
xenotrans-
quimioterapia 2015)
plantaments
Betulina Multiples linies
cel-lulars Inhibici6 de proliferacié (Krdl et al. 2015)
canceroses

Taula 1. Llistat de compostos inhibidors de la sintesi lipidica. Dianes moleculars
actuant sobre enzims claus (FASN, ACLY, ACC) i elements reguladors (SREBP)
actualment estudiats pel tractament del cancer.

Alguns dels compostos esmentats anteriorment estan aprovats per la FDA (Food and
Drug Administration) tals com Orlistat o bé Resveratrol. En el cas d’aquest ultim,
s’estan duent a terme assajos clinics en cancer de colon (NCT00920803, fase I),
cancer de colon i recte (NCT00433576, fase I) i cancer de colon (NCT00578396, fase
[). Actualment no es disposa de dades dels resultats dels diferents assajos clinics que

estan en marxa.

Paral-lelament al bloqueig de la sintesi d’acids grassos, un altre procés que ha rebut
atencié com a possible diana terapeutica, és el procés d’elongaci6 i dessaturacio dels
acids grassos. En aquesta procés l'enzim que ha rebut més atencié es el SCD.
Nombrosos inhibidors especifics de SCD1 han demostrat efecte en diferents models

de cancer, alguns dels més rellevants estan recollits a la Taula 2.
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DIANA COMPOST MODEL EFECTE REF
PRE-CLINIC

SCD1 BZ36 Linies cel-lulars Reduccio creixement
cancer prostata i tumoral i remissio (Fritz et al.
Xeno- completa en model 2010)
transplantaments animal
A939572 Linies cel-lulars
cancer prostata i Reduccio creixement
mama. Xeno- tumoral i efecte citotoxic ~ (Roemeling et
transplantaments de sinergic amb al. 2013)
cancer prostata i quimioterapia
gastric.
MF-438 Induccié apoptosi,
Linies cel-lulars de
reducci6 del creixement (Elena et al.
cancer de estémac i
tumoral, reverteix 2017; Noto et
Xeno-
resistencia a al. 2013)
transplantaments
quimioterapia
T-3764518 Induccié apoptosi,
reduccié creixement
Linies cel-lulars (Nishizawa et
tumoral, alteracio
cancer colorectal al. 2017)
composicio lipidica
tumoral
PluriSin#1 Cel-lules mare

Induccié apoptosi,
pluripotents induides
alteracid expressio (Lan Zhang et
derivades a
genetica associada al. 2014)
cardiomiocits i xeno-
progressio tumoral
transplantaments

Taula 2. Compostos inhibidors especifics de SCD1.

1.2.2. Degradaci¢ lipidica en cancer

Com s’ha detallat a I'apartat anterior, en cancer, la lipogénesi de novo esta
sobreactivada. D’aquesta manera, les cel-lules canceroses aconsegueixen generar
grans quantitats d’estructures lipidiques bé sigui per a la proliferacié o per reservori
energetic. Aquesta sobreactivacié en la sintesi pero, cal compensar-la amb

mecanismes lipolitics complementaris. L’equilibri entre sintesi i degradaci6 permet
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a les cel-lules modelar el contingut lipidic cel-lular (Gémez de Cedron and Ramirez

de Molina 2016).

La degradacio lipidica en cancer, a banda del seu paper compensatori en relacié amb
la sintesi, és una via crucial en el metabolisme lipidic a través de la qual la cel-lula
obté energia. En apartats anteriors s’ha explicat la oxidacio dels acids grassos com a
via d’obtencio d’energia cel-lular més rentable. En cancer, els elevats requeriments
energetics i la necessitat imperiosa de proliferacié cel-lular, han pervertit el procés

d’oxidacid dels acids grassos. (Carracedo, Cantley, and Pandolfi 2013).

La sobreactivaciéo de CPT-1 incrementa el volum d’oxidaci6 cel-lular, afavorint aixi
la produccié d’ATP i NADPH que, al seu torn, protegeixen la cel-lula tumoral en
ambients d’estres tals com en condicions de privacio de glucosa o oxigen (Q. Qu et
al. 2016). Nombrosos estudis han demostrat la sobreexpressié de CPT-1 en
multiples models cancer, i s’ha relacionat amb la progressié tumoral en cancer de
mama (Gatza et al. 2014), estdbmac (Zaugg et al. 2011), prostata (Schlaepfer et al.
2014) , ovari (Roy et al. 2014), fetge (Rodriguez-enriquez et al. 2015) i cerebral
(Wakamiya et al. 2014) entre altres. Aquesta sobreexpressio de CPT-1 en el context
tumoral és crucial per a la viabilitat cel-lular. S’ha demostrat que la inhibicié

selectiva redueix la progressié tumoral en nombrosos cancers Taula 3.

DIANA COMPOST MODEL EFECTE REF
PRE-CLINIC

CPT-1 | Etomoxir Linies cel-lulars Inhibici6 proliferacid, (Q. Qu et al
leucemia, mieloma, sensibilitzacio a la 2016)
prostata quimioterapia
ST1326 Linies cel-lulars Inhibici6 proliferacio, (Q. Qu et al.
limfoma, leucemia induccio6 apoptosi 2016)
Perhexilina Leucémia i Reduccio6 viabilitat, (P. P. Liu et al.

xenotransplantaments reducci6 creixement 2016)

tumoral
Ranolazine Linies cel-lulars Reducci6 viabilitat, (Samudio,
limfoma i leucemia sensibilitzacié a la Taegtmeyer, and
quimioterapia Andreeff 2010)

33



Taula 3. Llistat de compostos inhibidors de CPT1.

Com organul implicat en l'oxidaci6 d’acids grassos que també cal remarcar els
peroxisomes i les desregulacions presents en cancer. Estudis previs han demostrat
que peroxines com per exemple la PEX2 sén vitals pel creixement tumoral en
carcinoma hepatic i que un silenciament total de la PEX2 porta associat un
increment oxidatiu que acaba amb la mort cel-lular (Cai et al. 2018). També s’ha
demostrat que enzims digestius associats a la -oxidaci6 tals com AMACR, es troben
sobreexpressats en multiples cancers tals com mama, colorectal, prostata o

melanoma (Benjamin et al. 2013; Shukla 2017; Witkiewicz et al. 2005).

En peroxisomes avui en dia no es disposa de compostos especifics amb accid
inhibitoria o reguladora especifica sobre una diana concreta. Malgrat aixo, Dahabieh
etal, 2018, han identificat possibles dianes terapeutiques sobre les qué actuar en el
peroxisoma i sobre les quals caldria dissenyar futurs compostos, per atacar
selectivament els peroxisomes en el tractament del cancer. Algunes de les dianes
proposades sén: el bloqueig de la interacci6 entre PEX19-PMP (proteina de
membrana peroxisomal); el bloqueig del reconeixement entre PEX5-PTS1 (de les
seves sigles en angles, peroxisome targeting signal 1); la inhibici6 de la AAA ATPasa.
En la primera estratégia proposada, el bloqueig de PEX19-PMP, s’aconseguiria una
incorrecta biogeénesi del peroxisoma, ja que la PEX19 és una de les peroxines
encarregades de transportar PMP a la membrana peroxisomal per la seva correcta
generacidé. En la segona estrategia, el que pretén atacar-se és el correcte
funcionament de l'enzim PTS1. En aquest cas la PEX5 esta implicada en el
reconeixement de PTS1 i el seu transport a I'interior del peroxisoma. En aquest cas
caldria dissenyar un compost que s’uniria selectivament a PTS1 permetent el
transport a l'interior del peroxisoma pero evitant que alli hi dugués a terme la seva
funci6. En la tercera estrategia, la inhibicio selectiva de I'enzim AAA ATPasa evitaria
que la PEX5 fos reciclada del citosol. Aquesta acumulacio de proteines aberrants
desencadenaria la maquinaria autofagica donant lloc a la pexofagia (digestio del
peroxisoma). Esquemes representatius de les tres estrategies es troben

representats a la Figura 5.
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Figura 5. Esquema representatiu d’estrategies proposades en la terapia anti-
cancer dirigida selectivament als peroxisomes. Adaptat de (Dahabieh et al.
2018)

Conjuntament amb 'oxidacié d’acids grassos mitocondrials, els enzims lipolitics
també s’han relacionat amb la tumorigenesi. Un exemple clar és I'enzim MAGL,
sobreexpressat en cancer de mama, ovari i en melanoma (Nomura et al. 2010). En
la via de la lipolisi, també s’ha estudiat el paper de 'ATGL, el qual ha generat més
controversia en el context tumoral. Alguns estudis aposten pel seu paper pro-
neoplasic en models de cancer colorectal (Transition et al. 2014), estémac (Zagani
etal. 2015), mama (Y.Y. Wang et al. 2017) o pancrees (Grace et al. 2017). En altres
estudis, s’ha determinat que l'expressié6 d’ATGL en cancer esta reprimida (Al-

zoughbi et al. 2016; Vegliante et al. 2018).
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1.2.3. Comunicacid lipidica i tumor-microambient i metastasi

Un dels principals reptes a que s’enfronta actualment el tractament del cancer és la
disseminacio de les cel-lules tumorals i la conseqlient metastasi. En aquest procés hi
estan involucrades multiples cel-lules conjuntament amb les transformades
inicialment (cél-lules del sistema immunitari, adipocits, cel-lules nervioses,
endotelials, limfatiques, vasculars) (Ying Liu et al. 2018). El dialeg molecular
establert entre elles ha demostrat ser molt important en el creixement tumoral,
progressio i disseminacid. Actualment se sap que la senyalitzacié lipidica esta
fortament involucrada en aquesta comunicacio i que en conseqiiéncia representa
una possible diana terapéutica molt interessant (Romero etal. 2015). Algunes de les
molecules lipidiques bioactives importants en el procés son les prostaglandines
(PG), el subtipus PGEZ2, aixi com enzims implicats en la seva sintesi (ciclooxigenasa
2, COX2). També tenen importancia els esfingolipids (SP) més concretament
esfingosina-1-fosfat (S1P), aixi com el seu receptor (SPR1) i I'enzim esfingosina
quinasa (SphK1) implicada en la via de sintesi (Beloribi-djefa, Vasseur, and
Guillaumond 2016; Ying Liu et al. 2018). Les prostaglandines s6n hormones
provinents de I'oxidaci6 de I'acid araquidonic amb I’acci6 de I'enzim ciclooxigenasa
(COX). Estan presents en la majoria dels teixits i poden presentar acci6 autocrina i
paracrina (Rohrig and Schulze 2016). La seva senyalitzacié es produeix a través del
seu receptor que presenta set dominis transmembrana i esta acoblat a proteines G.
En el micro-ambient tumoral, s’ha descrit que el subtipus PGE2 esta
sobreexpressada i actua com a factor autocri i paracri promovent la progressio i
metastasi mitjangant multiples mecanismes com la inactivacié de les cel-lules
immunitaries, I'estimulaci6 de la migracio, proliferacié i angiogenesi i la inhibicié de
I'apoptosi (Santander Ballestin et al. 2012). Els esfingolipids comprenen un grup de
molecules intracel-lulars i extracel-lular que senyalitzen a la cel-lula a través de
I'acoblament a proteines G (R. Zhao et al. 2012). L’esfingosina 1 fosfat (S1P) és un
factor de creixement pro-angiogenic responsable de la formaci6 de capil-lars in vitro
aixi com de xarxes de vascularitzacio in vivo. El reconeixement cel-lular de la S1P es
dona a través del SPR1, i la seva sintesi és a través de 'accié enzimatica de SphK1

(Cuvillier 2008).
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Els compostos que actuen sobre aquestes dianes terapeutiques conjuntament amb

els models en els quals s’ha estudiat el seu potencial terapeutic en cancer estan

resumits a la Taula 4.

DIANA COMPOST MODEL EFECTE REF
PRE-CLINIC
PGE2 SC-51322 Induccié apoptosi, (Kulkarni et al.
Linies cel-lulars
arrest del creixement 2016;
limfoma no-Hodgkin,
cel-lular, reduccio Timoshenko et
cancer mama
angiogenesi al. 2006)
AH6809 (Kulkarni et al.
Linies cel-lulars Reduccio creixement
2016;
cancer pancrees, tumoral, inducci6
Takahashi et al.
limfoma no-Hodgkin apoptosi
2015)
AH23848B Linies cel-lulars (Santander
Reduccio creixement
cancer esofag i Ballestin et al.
tumoral
xenotransplantaments 2012)
COX2 | Celecoxib . . (Knab, Grippo,
Linies cel-lulars Reducci6 creixement
and Bentrem
cancer bufeta, tumoral,
2014; Mo et al.
pancrees i sensibilitzacié tumor
2014; D. Wang
xenotransplantaments quimioresistent.
etal. 2015)
CG100649 Linies cel-lulars
Reduccio creixement (Kim et al.
cancer colon i
tumoral. 2014)
xenotransplantaments
i Reduccio creixement
1P Sphingomab Linies cel-lulars
tumoral, reduccid
cancer estémac, (Luetal. 2006;
angiogenesi, capacitat
mama, colorectal, ) Liang Zhang et
mestastatica,
renal i al. 2015)
sensibilitzacié tumor
xenotransplantaments
quimio-resistent.
SPR1 FTY720 Xenotransplanaments  Reducci6 proliferacio (Liang et al.
cancer colorectal. cel-lular 2013)
SPHK1 | SK1-I Reduccio creixement
Xenotransplantaments (R. Zhao et al.

cancer mama.

tumoral i de capacitat

metastatica.

2012)

Taula 4. Compostos amb efecte antitumoral amb mecanismes d'accié vinculat
amb el micro-ambient tumoral.
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La majoria dels compostos han estat validats a nivell preclinic pero en el cas de
celecoxib, existeixen grans quantitats d’assajos clinics en multiples tipus de cancer.
Alguns d’aquests assajos clinics més avangats son en cancer de mama
(NCT02429427, fase III), cancer de prostata (NCT00136487, fase II-1II), cancer de
bufeta (NCT00006124, fase II-III), cancer d'estémac (NCT00300729, fase III).
Sphingomab és també un exemple en el qual s’han dut a terme assajos clinics en
diferents tipus de cancer tals com renal (NCT01762033, fase II) o tumors solids
avancats refractaris (NCT00661414, fase I). Actualment no es disposa de resultats

dels assajos clinics realitzats.

La reprogramacio del metabolisme lipidic en les cel-lules tumorals és tant extensa
com complexa. Malgrat les clares afectacions a les principals vies del metabolisme,
les alteracions també afecten a la gran majoria de estructures lipidiques amb paper
rellevant en la biologia cel-lular. Colesterol (K. Liu and Czaja 2013), esfingolipids
(Ogretmen and Hannun 2004), fosfolipids (Swinnen, Brusselmans, and Verhoeven
2006) i lipid droplets (Welte and Gould 2017), entre altres estructures lipidiques,
presenten alteracions claus tant en la sintesi, transport, condensacid, etc. Per la
implicacio i importancia en aquest treball resulten d’especial interes els lipid

droplets.

1.2.4. Els Lipid droplets en cancer

Les primeres evidencies de I'existencia dels lipid droplets en les cel-lules tumorals
es remunten I’'any 1957, quan en estudis de tumor hepatic en rata es va constatar la
nombrosa presencia de LD en el citoplasma cel-lular (Novikoff 1957). En humans,
no va ser fins el 1963 en un model de carcinoma mamari, que es van observar els
primers lipid droplets (Apffel and Baker 1963). Des de llavors, la seva presencia en
cancer ha estat descrita en nombrosos models tals com mama (Q. Zhou et al. 2000),
cervell (Spence and Rubinstein 1975), fetge (Abbas, Yoo, and Viles 1982), estémac
(Dessi et al. 1992), cervical (Than et al. 2003), prostata (Hager et al. 2006), colon
(Accioly et al. 2008), ovari (Nieman et al. 2011) i pancrees (Guillaumond et al. 2015)
i la seva acumulaci6 ha estat relacionada amb processos neoplasics i invasié

tumoral.
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Avui en dia, s’ha establert la noci6 que els canvis en el metabolisme dels lipid droplet
representen una important hallmark de la reprogramacié del metabolisme de les
cél-lules tumorals (Beloribi-djefa, Vasseur, and Guillaumond 2016; Bozza 2010;

Koizume and Miyagi 2016; Tirinato et al. 2017).

En cancer, I'alta presencia de lipid droplets en el citoplasma cel-lular s’explica amb
la multitud de funcions que duen a terme afavorint la progressié tumoral. Entre
aquestes destaquen evitar la lipotoxicitat cel-lular. Aquest procés s’indueix en
resposta al’acumulacio6 d’acids grassos saturats al citoplasma cel-lular. Per evitar els
efectes toxics, la cel-lula agrupa els acids grassos i en genera una macroestructura

inerta (lipid droplet) (Abramczyk, 2015; Bozza, 2010).

La relaci6 entre els lipid droplets i els TAG ha estat ampliament estudiada en cancer.
Tot i aix0 estudis recents suggereixen també la relacié dels LD amb I'acumulacié del
colesterol (Petan, Jarc, and Jusovi¢ 2018). Malgrat els mecanismes avui en dia no
son del tot clars, I'habilitat de les cél-lules tumorals d’incrementar el reservori de
colesterol en LD, eliminant al mateix temps el colesterol bioactiu del citoplasma, esta
relacionat amb la progressié de nombrosos models de cancer tals com prostata (Yue

et al. 2014), pancrees (J. Li etal. 2016) o cervell (Geng et al. 2016).

Altres papers importants dels LD en la biologia tumoral sén, per exemple, la
proteccié envers els agents quimioterapeutics (Koizume and Miyagi 2016; Welte
and Gould 2017), o 'acumulacié de acilceramides reduint aixi el dany cel-lular

causat per 'elevada preséncia dels seus precursors (Snider et al. 2017).

1.3. El compartiment de reciclatge i el cancer

1.3.1. Lisosomes

Els lisosomes constitueixen el principal compartiment digestiu de la cel-lula.
Identificats fa més de 50 anys, inicialment van ser considerats com a simples bosses
d’escombraries cel-lulars. Contrariament, avui en dia en canvi sabem que
desenvolupen un paper important en multiples processos cel-lulars que permeten
el manteniment de 'homedstasi cel-lular. (Appelqvist et al. 2013). Els lisosomes es

troben practicament en totes les cel-lules eucariotes i, malgrat que el nombre depén
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del tipus de cel-lula i del seu estat metabolic, de forma general, una cel-lula sense

privacio6 de nutrients conté diversos centenars de lisosomes (Xu and Ren 2015).

Els lisosomes son organuls delimitats per una bicapa lipidica que conté un gran
nombre de proteines glicosilades ates I'alt grau de carbohidrats que la conformen.
Algunes de les proteines més abundants son les proteines associades ala membrana
lisosomal (LAMP de les sigles en angles), la proteina integral membrana lisosomal
(LIMP) i CD63. A banda d’aquesta membrana externa, els lisosomes també
presenten membranes intra-lisosomals riques en fosfolipids que representen el lloc
de degradaci6 de membranes de I'organul (Appelqvist et al. 2013). L'interior del
lisosoma es caracteritza per un pH acid, que oscil-la entre 4,5 i 5. Per mantenir
aquest pH el lisosoma disposa a la seva membrana exterior de ’ATPasa vacuolar,
que bombeja protons (H*) cap al'interior del lumen lisosomal, (Lawrence and Zoncu

2019).

La funci6 principal del lisosoma és la degradaci6 de macromolecules de naturalesa
molt diversa (lipids complexos, proteines mal plegades, acids nucleics,
oligosacarids, etc). Per tal de dur a terme aquesta funcié degradativa, el lisosoma
esta dotatd’'una seixantena d’hidrolases en el seu interior amb dianes molt diferents
entre elles, permetent aixi la degradacié de tot tipus d’estructures. El pH acid és un
requeriment per a la correcta funcionalitat d’aquestes hidrolases (Schulze, Kolter,
and Sandhoff 2008). Els lisosomes son els encarregats de digerir tot tipus de
molecules ja siguin intracel-lulars, que arriben a través de l'autofagia al
compartiment lisosomal, o espai extracel-lulars que caldria la implicaci6 del
compartiment endocitic o fagocitic per arribar al lumen acidic (Xu and Ren 2015).

En la maquinaria dels lisosomes s'’ha identificat recentment una xarxa de
coordinacié d’expressio i regulacid dels lisosomes (CLEAR per les seves sigles en
angles). Molts dels gens que codifiquen per proteines lisosomals contenen a la
sequencia CLEAR (GTCACGTGAC) al costat del lloc d’'inici de transcripci6. La
regulacio de la xarxa CLEAR corre a carrec del factor de transcripcié EB (TFEB en
angles) que entra al nucli de la cel-lula i s'uneix a les regions CLEAR induint
I'expressio dels seus gens diana entre els quals hi ha aquells involucrats en la

biogenesi lisosomal i I'autofagia (Appelqvist et al. 2013). La sintesi de lisosomes es
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dinamica i s’adapta a les necessitats de nutrients de la cel-lula. Un factor clau
implicat en aquesta maquinaria sensible als nutrients es el regular mTORC1. En
condicions de privacio de nutrients, mTORC1 activa el factor TFEB, que al seu torn
activa la biogenesi d’autofagosomes conjuntament amb la degradacio lisosomal per
un increment de la funcié dels mateixos. Quan les cél-lules tenen el nivell adequat
de nutrients, mTORC1 inhibeix el factor TFEB evitant que aquest es transloqui al

nucli (Lawrence and Zoncu 2019).

1.3.2. L’autofagia

L’homeostasi cel-lular s’aconsegueix mantenint el correcte balang entre la biosintesi
i el reciclatge, i en aquest equilibri, 'autofagia presenta un paper molt important (He
and Klionsky 2009). El terme autofagia va ser encunyat I’'any 1966 i es defineix com
un procés d’autodigestié en el qual material citoplasmatic aberrant o danyat és
entregat als lisosomes per al seu reciclatge (Lindqvist, Simon, and Baehrecke 2015).
Es un procés altament conservat entre espécies que es déna de manera basal a les
cel-lules per conservar-ne el balang energetic i 'homeostasi. Malgrat aixo diversos
estimuls extracel-lulars o intracel-lulars poden promoure l'autofagia representat
aixi un mecanisme essencial a través del qual les cel-lules s’adapten a les condicions

d’estres (Gerénimo-olvera 2019).

En les cel-lules de mamifer es coneixen tres tipus d’autofagia: I'autofagia mitjancada
per xaperones, en la qual determinades proteines son reconegudes per la presencia
de péptids senyal i importades directament al lisosoma (Cuervo and Wong 2014), 1a
microautofagia en la qual el lisosoma capta directament particules citosoliques de
forma indiscriminada (Santambrogio and Cuervo 2011) i la macroautofagia, en la
qual el material que cal reciclar és envoltat per una doble membrana formant una
vesicula de reciclatge que posteriorment es fusionara amb el lisosoma. El procés de
macroautofagia, d’ara en endavant sera referit com autofagia, és la versié més
complexa d’autofagia i és un procés amb multiples etapes estrictament regulades en
les que els gens relacionats amb 'autofagia hi tenen un paper molt rellevant (Y. Feng

etal. 2014).
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El procés de d’autofagia s’inicia gracies a I'activitat del complex ULK i PI3K que
activen la creacio d'una doble membrana lipidica que envoltara el material que ha
de ser degradat posteriorment al lisosoma. Aquesta vesicula naixent rep el nom de
fagofor i la seva sintesi es basa en la utilitzacié de teixit membrands de diferents
origens, principalment reticle endoplasmatic, aparell de Golgi 1 mitocondri
(Lindqvist, Simon, and Baehrecke 2015; Tooze and Yoshimori 2010). L’elongament
de la nova membrana naixent aixi com l'escissid transformen el fagofor en un
autogafosoma madur. En aquest pas del procés son molt important les proteines
Atg, i d’especial importancia el complex Atgl12-Atg5-Atgl6 conjuntament amb la
proteina LC3, que estan implicats en la correcte elongacié de la nova membrana
generadail’escissié de l'origen de creacié. Un cop 'autofagosoma és madur, el factor
Atg12-Atg5-Atgl6 s’elimina de la seva superficie, en canvi LC3 pateix una lipidacié
al llarg de la membrana amb l'addicié de fosfatidiletanolamida convertint-se aixi
amb LC3-II. LC3-II constitueix un dels marcadors més acceptats actualment
d’autofagosomes i més utilitzats en l'estudi de l'autofagia (Saha et al. 2018).
L’autofagosoma madur pot fusionar-se directament amb el lisosoma generant un
autofagolisosoma, o bé en un pas previ de fusi6 amb endosomes tardans, generat un
amfisoma que es fusionara eventualment amb el lisosoma. Un cop es doni la fusié, el
contingut acid de l'organul digestiu degradara el contingut autofagic que sera
posteriorment reciclat (Ward et al. 2016). Un esquema representatiu del procés

d’autofagia es pot trobar a la Figura 6.
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Figura 6. Esquematitzacio del procés d’autofagia. Adaptat de (Ward et al,, 2016)

L’autofagia malgrat ser un procés cel-lular basal, en determinades condicions pot
activar-se o reprimir-se. Aixi doncs la regulacié a la qual esta subjecta aquest procés
és extremadament complexa i implica multiples vies de senyalitzacié pero
existeixen dos reguladors claus d’especial importancia: el complex mTORC1, que
s’ha descrit també la seva importancia en el compartiment lisosomal (Neufeld

2010), i APMK (Mihaylova and Shaw 2011; Yu, Chen, and Tooze 2018).

Quant el paper d’aquest procés en céel-lules T, I'autofagia ha estat identificat com un
procés important involucrat en el correcte desenvolupament de les cel-lules T,
implicat en la maduraci6 i activacio. Les cel-lules T de forma indirecta depenen de
I'autofagia en la regulacio de la presentacio d’antigens durant la seleccié negativa i
positiva dels timocits. La regulacié del desenvolupament i supervivencia dels
timocits CD4- i CD8- també ha demostrat tenir una relaci6 amb l'autofagia
(Bronietzki, Schuster, and Schmitz 2015). Paral-lelament al correcte
desenvolupament de les cel-lules T, 'autofagia és també un procés important en el
manteniment del metabolisme resulta de les cel-lules mare hematopoetiques (HSC
per les sigles en angles). L'autofagia és vital per controlar els nivells d’especies

reactives d’oxigen (ROS per les sigles angleses) en les HSCi assegurar aixi la correcta

43



producci6é de limfocits T, entre altres poblacions (Constantinescu et al. 2011).
Estudis in vitro i in vivo han demostrat que el bloqueig o deleci6 de 'autofagia en les
HSC porta associada una perdua de les propietats de les HSC aixi com una reduccid
en nombre, que a llarg termini es tradueix en displasies i deficits en les diferents

poblacions sanguinies (Mortensen, Watson, and Simon 2011; Stranks et al. 2011).

1.3.2.1. Mort cel-lular dependent d’autofagia

La classificacié i nomenclatura dels diferents tipus de mort cel-lular programada
han estat font de controversia en 'ambit de la biologia cel-lular. Malgrat aixo, el
Comite de Nomenclatura de la Mort Cel-lular (NCCD per les seves sigles angleses)
I'any 2018 va publicar I'tltim recull dels tipus de mort cel-lular avui en dia acceptats.
En aquest treball s’hi inclouen fins a una dotzena de tipus de mort cel-lular diferents
(Galluzzi et al. 2018). Per la importancia i implicacié en aquest treball, només es
tractara la mort cel-lular depenent d’autofagia (ADCD per les sigles angleses) que es

troba recollida en aquesta darrera classificacio.

Tal com s’ha descrit a I'apartat anterior, 'autofagia és un procés que actua de forma
basal a les cel-lules i que pot activar-se, en resposta d’estimuls d’estres o déficit de
nutrients. La mort cel-lular dependent d’autofagia és sens dubte el tipus de mort
cel-lular que més controversia ha generat al llarg dels anys. El concepte ADCD va ser
introduit I'any 1980 per descriure un tipus de mort, que es va anomenar mort
cel-lular tipus II, en que s’observen nombrosos autolisosomes i autofagosomes i que
no presentava caracteristiques propies dels altres tipus de mort cel-lular acceptats

(apoptosi i necrosi) (Clarke and Puyal 2012).

Malgrat la determinaci6 d’alguns cientifics d’apostar per I’existéncia de I’ ADCD com
a tipus de mort cel-lular, hi ha alguns cientifics que creuen que I’ADCD no existeix
com a entitat, ja que no existeixen evidencies que l'autofagia sigui un mecanisme de
mort per ell mateix, al-legant la inespecificitat dels inhibidors de 1'autofagia i els
multiples papers de les proteines implicades (Shen, Kepp, and Kroemer 2012). Les
ultimes recomanacions del NCCD han inclos la mort cel-lular dependent d’autofagia
com a entitat intentant aportar aixi un final a la controversia generada. Es

considerara ADCD sempre que la maquinaria autofagica sigui la que desencadena
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la mort cel-lular, i per tant, inhibidors especifics de I'autofagia, atenuin la induccié
d’aquesta mort. Dins del concepte ADCD no s’inclourien aquelles situacions en les
quals el compartiment autofagic simplement acompanya la mort cel-lular o modula

altres vies com la ferroptosi, I'apoptosi o la necrosi (Galluzzi et al. 2018).

Conjuntament amb la mort cel-lular dependent d’autofagia i malgrat no presentar la
mateixa rellevancia en el present treball, cal mencionar I'apoptosi com a procés de
mort cel-lular programada més ampliament estudiat. Es tracta d’'un programa de
mort cel-lular que serveix als organismes multicel-lulars per a eliminar cel-lules
danyades o senescents. Es distingeixen dues vies principals d’apoptosi: I'extrinseca
ilaintrinseca. La via extrinseca té el seu origen en alteracions del microambient que
activen els receptors death o bé receptors de dependencia de la membrana
plasmatica. L’activaci6 d’aquests receptors desencadena el programa de mort
cel-lular del qual cal destacar I'acci6 de les caspases executores 3 i 7 (Galluzzi et al.
2018). En el cas de 'apoptosi intrinseca, 'origen es troba al interior de la cel-lula,
concretament al mitocondri i s’activa en resposta a diversos estimuls com aral’excés
de ROS, dany al DNA, estres fisiologic (Fulda and Debatin 2006). La mecanica del
procés té com a pas critic la permeabilitzacié irreversible de la membrana
mitocondrial externa que es troba controlada per proteines de la familia de Bcl-2.
En aquest tipus d’apoptosi també tenen un paper rellevant les caspases executores

317 (Galluzzi et al. 2018).

1.3.3. Els lisosomes i el cancer

La proliferaci6 descontrolada de les cel-lules tumorals porta associada un elevat
ritme de creixement, que es tradueix en una necessitat imperiosa de les cel-lules de
generar grans quantitats de biomassa. En aquest sentit els lisosomes juguen un
paper molt important. La sobreactivacié dels lisosomes en el cancer ha estat
ampliament descrita i alguns dels canvis més importants que porta associats és un
augment del volum i del pH lisosomal, canvis en la composicié. (Davidson and
Vander Heiden 2016; Hamalist6 and Jaattela 2016). Les proteases que conformen el

lisosoma també son objecte d’alteracions en el cancer.
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En nombrosos tipus de cancer s’ha confirmat una sobreexpressié de les hidrolases
lisosomals, especialment de les catepsines, aixi com un alliberament d’aquestes a
I'espai extracel-lular afavorint aixi metastasi i la invasié tumoral. Aquest
alliberament de catepsines és possible pels canvis de disposicio dels lisosomes, que
se situarien estrategicament molt proxims a la membrana plasmatica podent-se
fusionar eventualment i alliberar aixi el contingut fora del citoplasma (Kallunki,

Olsen, and Jaattela 2013; Piao and Amaravadi 2016).

Les alteracions lisosomals també s’han relacionat amb la resistencia a
quimioterapia, el reciclatge de receptors relacionats amb la proliferaci6 o la

inflamaci6 pro-tumoral (Zhitomirsky and Assaraf 2016).

L’hiperactivacié lisosomal pero, també s’ha vist que porta associada una major
vulnerabilitat, caracteristica que els fa més sensibles a 'accio de certs farmacs les
cel-lules tumorals de forma selectiva. En aquesta inestabilitat de l'organul, s6n
importants les especies reactives d’oxigen (ROS), que es troben incrementades en
les cel-lules tumorals, aixi com els canvis en les proporcions dels esfingolipids de la
membrana lisosomal (acumulacié d’esfingosina i ceramida) (Piao and Amaravadi
2016). Seguint en aquesta linia de fragilitat, les cel-lules tumorals serien més
propenses a patir un alliberament del contingut lisosomal, especialment les abans
anomenades catepsines, activant aixi el procés de mort associat a la
permeabilitzaci6 de la membrana lisosomal (LMP per les seves sigles en angles)

(Kirkegaard and Jaattela 2009; Kroemer and Jaattela 2005).

Considerant totes les alteracions del lisosoma en el cancer i les conseqiliencies de
cada una d’elles, especialment aquelles implicades en la invasivitat tumoral, s’ha
produit un canvi en la visi6 del lisosoma com tnicament una estacidé de reciclatge
cel-lular, convertint-se en una diana terapeéutica en el cancer. Les estrategies
proposades s6n molt variades: inhibici6 de la bomba de protons per evitar
'acidificaci6 de I'ambient, inhibici6 de I'accié de les catepsines, augment del pH
lisosomal, bloqueig de I'activitat d’enzims lisosomals entre altres (Davidson and

Vander Heiden 2016).
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1.3.4. Autofagia i cancer

L’autofagia com a via de degradacid cel-lular ha demostrat la seva importancia en
molts aspectes diferents de la biologia del cancer incloent el metabolisme, el
reciclatge de proteines i organuls aixi com la supervivencia cel-lular. El paper de
'autofagia en el cancer és complex, ja que s’ha demostrat en diferents estudis que la
magquinaria autofagica pot actuar promovent o bé inhibint la tumorogenesi (Yun and
Lee 2018). Aquesta paradoxa pero no és contradictoria, I'autofagia pot tenir un
paper inhibitori evitant el desenvolupament del cancer. En aquest context,
'autofagia actuaria, doncs, com element inhibitori del creixement tumoral evitant la
generacid i acumulacié de grans quantitats de ROS, que en conseqiliéncia generen
una inflamacié constant en els teixits que pot donar lloc a la transformacié. També
resulta vital el paper de l'autofagia en el manteniment de 'estabilitat tissular i
genomica, evitant l'acumulacié d’agregats proteics, organuls danyats o bé
alteracions en el DNA que poden desencadenar la transformaci6 (E. White, Mehnert,
and Chan 2015; Eileen White 2012). Estudis a nivell in vivo i in vitro han demostrat
que una inhibici6 de l'autofagia ja sigui farmacologica o bé genetica pot
desencadenar el creixement tumoral en models cancer de fetge i estomac (X. Qu et

al. 2003; Yue, Zhenyu; Jin, Shengkan; Yang, Chingwen; ].Levine 2003).

A banda d’aquest paper anti-tumoral de I'autofagia previ a la transformacio, també
és important l'increment del flux autofagic, un cop el tumor esta establert, que pot
afavorir el creixement tumoral i la supervivencia (Eileen White 2012). En aquest
paper pro-tumoral, la sobreactivacié del compartiment autofagic esta promoguda
per multiples factors, entre ells per la demanda metabolica i de biosintesi imposada
per la proliferaci6 descontrolada. En la fase de manteniment i propagaci6 de la
malaltia, I'autofagia té un paper crucial ja que promou el creixement i la
supervivencia en condicions de deficit de nutrients i hipoxia, afavoreix la
tumorogenesi, la invasio i la metastasi (S. S. Singh et al. 2018; Eileen White 2012;
Wilde et al. 2018). Multiples estudis han centrat ’atencié en aquesta sobre activacié
de 'autofagia en cancer i han demostrat que la inhibicié farmacologica disminueix
la proliferaci6 tumoral en maultiples models. També s’ha vist que la inhibicid
selectiva de l'autofagia sensibilitza les ceél-lules a I'accié dels quimioterapeutics

(Mulcahy Levy 2017).
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El paper de I'autofagia en cancer també s’ha relacionat amb el metabolisme lipidic.
En cancer, en episodis d’estres cel-lular, elevats fluxos d’autofagia encarats a satisfer
els requeriments energetics de la cel-lula tumoral, s’han relacionat amb una major
lipotoxicitat i, conseqiientment una elevada generacié de lipid droplets. (Nguyen et

al. 2017; R. Singh et al. 2009).

Laimportancia de I'autofagia en les cel-lules mare del cancer (CSC) ha estat validada
en models com ovari, mama, cervical i leucémia mieloide cronica. S"ha demostrat
una sobreactivaci6 del compartiment autofagic en aquests tipus de cancer aixi com
també, una reduccio6 del potencial regeneratiu de la poblacié CSC amb la inhibicié
selectiva de I'autofagia (Bousquet et al. 2017; Calabretta and Salomoni 2011; Peng
etal. 2017; Y. Yang et al. 2017).

1.3.5. El compartiment de reciclatge i el metabolisme lipidic en cancer

Com s’ha descrit en els apartats anteriors, els lisosomes representen els organuls
digestius per excel-lencia de la cel-lula. La seva importancia en el correcte
funcionament cel-lular no és la digesti6 merament, sind6 que també actuen com a
estomac cel-lular, mantenint I'estat metabolic ideal en funcié dels requeriments
(Lawrence and Zoncu 2019). Els lisosomes degut a la seva importancia en multiples
processos de la progressio tumoral, han estat objecte d’estudi convertint-se en una
diana interessant. La inhibici6 selectiva de proteines lisosomals, hidrolases
selectives i altres elements de I'organul han demostrat ser estrategies efectives en
diferents models de cancer (Davidson and Vander Heiden 2016; Piao and Amaravadi

2016).

Conjuntament amb la inhibici6 selectiva de dianes moleculars especifiques,
existeixen compostos que presenten altres mecanismes d’afectacié selectiva dels
lisosomes. En aquesta categoria s’hi inclourien aquells compostos que presenten un
lisosomotropisme. Aquest concepte, emprat per primera vegada per De Duve als
anys 70, defineix aquells compostos que son captats pels lisosomes, presentant

concentracions molt elevades al compartiment endolisosomal, i que s’havia
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observat que provocaven diverses alteracions a nivell cel-lular i sistemic (de Duve

etal, 1974).

Els primers indicis de compostos lisosomotropics es remunten als anys 40, quan
Nelson i Fitzhugh van detectar una extensa vacuolitzaci6é en macrofags tractats amb
cloroquina. Amb el pas dels anys, 'extens coneixement sobre els lisosomes i les
millores tecnologiques han permes reinterpretar les observacions com I'acumulacié
de fosfolipids en vacuols o cossos lamel-lars, que d’'una banda generava una resposta
adaptativa de la cel-lula i de l'altra impedia el catabolisme dels fosfolipids. Aquest
procés rep el nom de fosfolipidosi (Kodavanti and Mehendale 1990; Reasor,
Hastings, and Ulrich 2006). Atesa la importancia de la fosfolipidosi en aquest treball,

a continuaci6 es detallara amb més profunditat.

1.3.5.1. Fosfolipidosi

La fosfolipidosi es defineix com I'acumulacio intracel-lular aberrant de fosfolipids
agrupats en cossos lamel-lars amb origen preferencialment lisosomal. El procés
presenta reversibilitat amb la discontinuacié del tractament (Anderson 2006;
Kodavanti and Mehendale 1990; Reasor, Hastings, and Ulrich 2006). El temps i
I'eficiencia de la reversio depenen del sistema cel-lular utilitzat, el compostinductor,
el temps de tractament al que s’ha sotmes entre altres caracteristiques (Reasor,

Hastings, and Ulrich 2006).

El mecanisme associat al procés no s’explica sense la caracteritzacié dels compostos
responsables d’iniciar-lo. La majoria de compostos inductors de la fosfolipidosis
posseeixen una estructura amfifilica, formada per un cap hidrofob i una estructura
lateral amb una amina protonable que actua de base feble. Atesa la seva estructura,
aquests compostos s’han anomenat farmacs cationics amfifilics (CAD per les seves
sigles en angles), i constitueixen un grup molt heterogeni format sobretot per
antimalarics, antiarritmics, antidepressius, antipsicotics i antihistaminics (Kazmi et
al. 2013). L’estructura fisicoquimica és per tant un element fonamental que
determina que els CADs puguin creuar membranes amb facilitat i protonar-se en

medi acid, mecanisme anomenat atrapament ionic. El compost presentaria
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permeabilitat a pH fisiologic (citosol) i menys a pH acid (lisosoma) el que comporta

una acumulacié als organuls acids (Kuzu et al. 2017).

Malgrat 'estructura dels CADs i la seva acumulacié en organuls acids és un aspecte
central, el mecanisme associat a la fosfolipidosi és complex, i engloba també altres
afectacions importants com la inhibici6 correcta de fosfolipases del lisosoma (Lowe
et al. 2012), la intercalacié dels CADs en les bicapes lipidiques (Kodavanti and
Mehendale 1990) formant agregats indigeribles aixi com també desregulacions en

la sintesi i reciclatge dels fosfolipids (Sawada, Takami, and Asahi 2005).

Considerant les multiples vies que es veuen afectades en la induccié de la
fosfolipidosis, les conseqiiéncies cel-lulars que provoca s6n també en consonancia
(Anderson 2006). La inhibici6 de les fosfolipases lisosomals provoca una
acumulacid dels fosfolipids als organuls pero a la vegada també altera I'’homeostasi
lipidica cel-lular, induint canvis importants a nivells d’expressié genica en les vies
de sintesi de colesterol, acids grassos, fosfolipids aixi com també en gens implicats
en el trafic lipidic. Els agregats fosfolipidics generats, alteren I’expressio geénica de
sintesi aixi com el correcte reciclatge dels mateixos (Kodavanti and Mehendale
1990; Sawada, Takami, and Asahi 2005). En definitiva, la inducci6 de la fosfolipidosi
és una alteracié amb conseqiiéncies molt ramificades en tot el sistema cel-lular que

provoca canvis en la totalitat del metabolisme lipidic.

La inducci6 de la fosfolipidosi ha estat considerada com un efecte secundari de certs
compostos que cal evitar en el desenvolupament de nous farmacs. Nombrosos
estudis han posat especial atenci6 al desenvolupament de técniques que permetin
la detecci6 de compostos inductors de la fosfolipidosi de forma primerenca com
efecte secundari toxic (Lienemann, Pl6tz, and Sabine 2008; N. Liu et al. 2014; Vejux,
Malvitte, and Lizard 2008; X. Zhao et al. 2014). Aixi doncs, malgrat l'ampli
coneixement del procés i del mecanisme associat (Lowe et al. 2012), els compostos
inductors de la fosfolipidosi han estat durant anys vistos amb mals ulls i
conseqiientment la recerca realitzada s’ha encarat a evitar-ne I'is i facilitar-ne la
deteccid (Kasahara et al. 2006; Sawada, Takami, and Asahi 2005). Per altra banda, i

malgrat l'existencia de molts treballs destinats a la deteccié preco¢ de la
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fosfolipidosi, existeixen estudis en els que compostos inductors de la fosfolipidosi
han demostrat efectes citotoxics en models tumorals. Compostos com siramesina o
bé amiodarona han demostrat induir citotoxicitat en cancer de mama (Ostenfeld et

al. 2008; Petersen et al. 2013) o limfoma (Piccotti et al. 2005).

1.4. La leucemia limfoblastica aguda

1.4.1. Conceptes generals

La leucéemia limfoblastica aguda (LLA) és una neoplasia hematologica clonal
caracteritzada pel bloqueig en la maduracié dels limfocits que porta associada una
proliferacié aberrant dels limfocits immadurs o limfoblasts. Aquesta transformacié
leucémica provoca una acumulaci6 de limfoblastala medul-la 0ssiai sang periferica
aixi com d’altres organs (tals com fetge, melsa o ganglis limfatics), desplacant aixi
I'hematopoesi sana. Durant el procés d’hematopoesi sana, en el llinatge limfoide es
generen dos limfocits majoritaris diferents, els limfocits B i T. D’igual manera en
I’hematopoesi sana, existeixen dos tipus de LLA en funci6 del progenitor limfoide
afectat, LLA de precursors B (LLA-B, representa un 75% de les LLA) i la LLA de
precursors T (LLA-T, representa un 25% de les LLA) (Vadillo et al. 2018). La
leucemia limfoblastica aguda té una incidencia global de 1,7 casos/100000
habitants a I'any, sent aixi considerada com una malaltia rara. Aproximadament un
80% dels casos diagnosticats de LLA sén pediatrics i el 20% restant son pacients

adults.

Classificacio de la LLA
L’organitzaci6 mundial de la salut (OMS) en la seva darrera revisié del 2016
classifica la LLA de la seglient manera (Terwilliger 2017).
e Leucémia/limfoma limfoblastic B sense especificar
e Leucémia/limfoma limfoblastic B amb alteracions genetiques
recurrents
e Leucémia/limfoma T
0 Entitat provisional: Leucemia limfoblastica de precursors T

primerencs (ETP-ALL).
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Aquest treball s’ha centrat en I'estudi del subtipus de LLA de precursors T, la
leucemia limfoblastica aguda T. Per poder entendre millor gran part de la biologia
de la malaltia aixi com aplicar els tractaments més acurats a cada subtipus, cal
primer coneixer els precursors que inicien en cada cas la malaltia i el procés segons

el qual ho fan.

1.4.2. Leucémia limfoblastica aguda T (LLA-T)

Com s’ha explicat abans, la LLA-T és una neoplasia clonal caracteritzada per
I'expansio de precursors limfoides, en aquest cas del llinatge T. Representa un 15%
dels casos pediatrics i un 25% dels casos adults dins de les LLA sent una malaltia
meés prevalent en homes que en dones. Actualment, en I’era de les combinacions en
quimioterapia conjuntament amb els trasplantaments de medul-la ossia, els
percentatges de curacié han millorat enormement, pero tot i aixi aproximadament
un 20% dels casos pediatrics i un 50% dels adults no sobreviuen a llarg termini. Per
tal de poder reduir aquests percentatges, és necessari un millor coneixement de la
biologia molecular i una millor comprensié de I'origen de la malaltia (Vadillo et al.

2018).

A nivell clinic la LLA-T presenta sovint un nombre elevat de limfocits en sang amb
infiltracié medul-lar de ganglis limfatics aixi com altres organs com el sistema
nervios central (CNS), i la presencia d'una massa mediastinica derivada de la melsa

(Belver and Ferrando 2016; Bongiovanni, Saccomani, and Piovan 2017).

1.4.3. Maduracio de limfocits T en el tim

A principis del segle XX John Beard va suggerir que el tim s’havia de considerar com
font de totes les estructures limfoides del cos, un organ que actuava com a lloc on
naixien els limfocits per després penetrar la resta del cos (i aixi generar el que avui
coneixem com organs limfatics) (Miller 2007). Des d’aquesta primera afirmacio, els
estudis sobre la implicacié del tim en el procés de maduraci6é dels limfocits han
avancat enormement i actualment sabem que el paper del tim és vital per al correcte
desenvolupament hematopoetic. Gracies a l'actuaci6 de cel-lules epitelials i
estromals especialitzades, el tim presenta una “micro-arquitectura” que ofereix la

combinacié de senyals requerida per a la maduracio dels limfocits T.
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El procés de desenvolupament dels precursors limfoides s’inicia amb un progenitor
limfoide, que es sotmet a una diferenciacié per passos, classificada en funci6 de
'expressio dels antigens CD4 i CD8 a la superficie cel-lular. Els precursors limfoides
entren al tim per les unions cortico-medul-lars i un cop dins inicien una migracié
durantla qual també maduren. La migracié vades del lloc d’entrada fins a les regions
subcapsulars del cortex i després torna a la medul-la, que és el lloc des d’on
abandona el tim un cop completada la maduracié. Els precursors limfoides que
inicien el procés es caracteritzen per la no-expressid dels antigens, el que es coneix
com a doble negatiu (DN). Els timocits DN es poden dividir en quatre estadis de
diferenciacid en base a I'expressié de CD44 i CD25 (DN1, CD44+ CD25-; DN2, CD44+
CD25+; DN3, CD44-,CD25*; DN4, CD44- CD25).

La primera seleccié es dona en els limfocits en I'estat de DN3 i només els timocits
que expressin correctament la cadena 3 del TCR (TCRP) podran esdevenir doble
positiu (DP). Aquells timocits que passin a I'estat de DP es sotmetran a la primera
seleccidé positiva, en la que es requereix un reconeixement adequat del complex
major d’histocompatibilitat (CMH) propi. En el cas de ser seleccionats positivament,
els timocits se sotmetran a I'tltima seleccid, en aquest cas negativa. En aquest ultim
pas en la maduracid, aquells timocits que reconeguin el CMH propi amb alta afinitat
entraran en apoptosi i s’eliminaran. Un esquema representatiu es troba a la Figura

7.

D’aquesta manera el procés en la maduracié timica, es van seleccionant de forma
esglaonada només aquells limfocits que s6n capacos de reconeixer el CMH propi
amb l'afinitat adequada i presenten I’expressio d’antigens en superficie correcte en
cada estadi. Es un procés altament regulat, amb amplitud de punts de control i en el
que intervenen gran quantitat de senyals, estimuls i cél-lules. Es un procés amb
molts punts susceptibles de ser desregulats en la transformacio leucémia. (Belver

and Ferrando 2016; Carpenter and Bosselut 2010; Zafiiga-pfliicker 2004).
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Figura 7. Maduracio cel-lules T en el tim. Procés maduratiu que segueixen els
limfocits T precursors en el tim.

1.4.4. Subgrups de LLA-T

Conjuntament amb la classificacié de la OMS, al llarg dels anys s’han utilitzat altres
criteris de classificacié que a la vegada, aporten informacié molt valuosa sobre el
fenotip, genotip i immunofenotip de cada LLA-T i permeten una caracteritzacié molt
acurada de cada pacient, oferint aixi les millors aproximacions terapéutiques a cada
cas. Una d’aquestes classificacions és la que es basa en les similituds fenotipiques
dels blasts leucemics amb els timocits en cada un dels estadis de maduracié que
presenten de forma normal (Belver and Ferrando 2016; Coustan-Smith et al. 2009;
Girardi et al. 2017; Ribera 2004; Sanda et al. 2012; Tremblay 2010; J. Zhang et al.
2012):

- Early linage protenitors (ETP): Constitueixen el subtipus de LLA-T més
proper a les céel-lules mare hematopoétiques amb expressié de marcadors
com CD34+* conjuntament amb una estreta relacié amb el llinatge mieloide,
CD11b*, CD13*i CD33*. Sén considerats limfocits doble negatiu (CD4- i CD8-

). A nivell geneétic presenten alteracions que activen factors de transcripcid
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tals com FLT3, relacionada amb NRAS , conjuntament amb sobreexpressio
factors de transcripcié vinculats amb el desenvolupament com RUNX1,
GATAS3, ETVé.

El seu perfil genéetic també inclou sobreexpressio d’oncogens tals com LYL
que regulen positivament MYCN, LMO2, BCL2, que confereixen als

limfoblasts certa quimio-resistencia.

- Progenitors corticals primerencs: Se’ls anomena també els early cortical,
son lleugerament més madurs que l'anterior grup. Immunologicament es
caracteritzen per 'expressié de CD4+ i CD8* aixi com CD1*. Geneticament
representen |'entitat amb el percentatge de mutacions en Notch1 i delecié de
CDKN2A més elevat, aixi com activacions de TLX1 i TLX3. Presenten
sobreexpressié de 'oncogen HOX11 que regula el creixement cel-lular i la
proliferacié. Els limfoblasts pertanyents a aquest subtipus poden portar
associades alteracions genetiques que no s’observen en cap altre grup tals

com PHF6, WT1, PTPN2.

- Progenitors corticals tardans: Se’ls anomena també late cortical, sén
també immunologicament doble positius (CD4* i CD8*). A nivell genetic es
caracteritzen per sobre-expressio de 'oncogen TAL1 que porta associada
expressio de LMO1/2 i altres alteracions en MYB, IL8R, BLC2. Els limfoblasts
d’aquest subgrup presenten mutacions i delecions en PTEN en major

freqiiencia .

Un esquema sistematic de les desregulacions genetiques de cada subgrup de LLA-T

es troba en la Figura 8.
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Figura 8. Correlaciéo de subgrups de LLA-T amb el desenvolupament timic.
Adaptat de Sanda et al.,, 2012

1.4.5. Biologia de la malaltia

Biologicament parlant, la LLA-T és una malaltia altament complexa que resulta d'un
procés de transformacio, en el qual a través de successives alteracions genetiques
coordinades, es desregulen vies metaboliques clau en processos tals com el control
del creixement cel-lular, la proliferacio, la supervivencia i diferenciacié durant el
desenvolupament dels timocits (Belver and Ferrando 2016) (Vadillo et al. 2018). En
el procés de transformacio de la LLA-T hi estan implicades moltes vies metaboliques
diferents que poden actuar ailladament per0 que en molts casos es troben
interconnectades tant a nivell d’elements de resposta, com de subproductes

generats com també d’oncogens diana comuns.

Referent a la senyalitzacio, les vies que resulten més rellevants per a la biologia de
la LLA-T son:

- NOTCH1: La via més important en el procés de transformaci6 de LLA-T,
aproximadament un 75% dels casos de LLA-T tenen mutacions en NOTCH1 i
alteracions en les vies de senyalitzaci6 associades (Yu Liu et al. 2017).
NOTCH1 es considera que té un paper crucial en el desenvolupament normal
dels limfocits T. Presenta accié reguladora sobre la poblaci6 i funcionalitat

del tim aixi com en mantenir-ne ’homeostasi.
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En LLA-T les mutacions en NOTCH1 es tradueixen amb l'activacié d'un
programa oncogenic que promou el creixement, la proliferacié i la
supervivencia dels limfoblasts. Una de les dianes genetiques més importants
de NOTCH és 'oncogen MYC, implicat en 'augment del creixement cel-lular i
la proliferacié aixi com en mantenir I'activitat leucemica (King et al. 2013).
La interacci6 entre NOTCH1-MYC és una de les més rellevants en LLA-T.
Conjuntament amb MYC, existeixen moltes altres dianes sobre les quals
actua NOTCH1 tals com PTEN, NFAT, NF-kB cadascuna de les quals té
associada una via metabolica important, que al troncar-se confereix al
limfoblast capacitats rellevants en la transformaci6é tals com, la sobre
activaci6 del metabolisme i biosintesis de proteines (PTEN -
PI3K/AKT/mTOR) aixi com, contrarestar la mort cel-lular programada i la
inducci6 de la proliferaci6 cel-lular (NF-kB- BCL2/ICAM1). (Aifantis, Raetz,
and Buonamici 2008; Belver and Ferrando 2016; Bongiovanni, Saccomani,
and Piovan 2017; Neuberg et al. 2009; Oliveira et al. 2017; Vilimas et al.
2007)

IL-7R: La interleucina 7 és un element essencial pel normal
desenvolupament de les cel-lules T sanes implicades en I'homeostasi
promovent la supervivencia cel-lular i la progressié del cicle cel-lular
(Bongiovanni, Saccomani, and Piovan 2017). El receptor de la IL-7 esta
format per dues cadenes alfa i gamma i ambdues presenten un domini
extracel-lular i un intracel-lular. A nivell intracel-lular, les cadenes estan
unides a les proteines de senyalitzacio JAK1 i JAK3 respectivament.
Paral-lelament a la via de senyalitzacio JAK/STAT, el IL-7R també presenta
accio reguladora a través de la via PI3K/AKT aixi com RAS/MAPK. Durant el
normal desenvolupament dels limfocits T, I'expressié de IL-7R esta altament
regulada i esta associada a la correcte supervivencia i maduracio de
poblacions especifiques en el tim (Elkassar and Gress 2010; Mazzucchelli and
Durum 2007) Contrariament, en LLA-T, els limfoblasts expressen IL-7R de
forma aberrant aixi com també ho fan les cél-lules estromals i el moll d’os.
D’aquesta manera, el microambient en el qual es dona la transformacio
leucémica en LLA-T, presenta expressio de IL-7R aberrant i aixo, confereix

als limfoblasts un augment de I’entrada del cicle cel-lular aixi com una
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alteraci6 la viabilitat cel-lular a través de la regulacié aberrant de p27kirl i
BCLZ2. Les mutacions en expressio de IL-7R alfa s’han identificat en un 10%
dels pacients i normalment estan associades als subgrups de LLA-T HOXA*,
TLX1/3* aixi com ETP. També s’ha observat que en un 6% dels casos de LLA-
T, la sobre estimulacié de IL-7R presenta estreta relaciéo amb la inactivacid
de PTPN2 (Joao T Barata et al. 2008; Boussiotis et al. 2004; Girio etal. 2011;
Yu Liu et al. 2017).

- PIBK/AKT/mTOR: En les céel-lules T sanes, la cascada de senyalitzacid
PI3K/AKT/mTOR es troba regulada per NOTCH1, IL-7R i el pre-TCRipermet
la correcta integracié en 'estadi de maduracié DN3 dels limfocits en el tim.
En LLA-T, representa una de les vies de senyalitzacido més importants ja que
aproximadament un 85% dels casos presenten alteracions. Aquestes
alteracions es poden traduir en I'activacié de la via de forma constitutiva,
probablement com a conseqiiencia de la inactivaci6é del major regulador de
la via, PTEN. L’activacié aberrant porta associada una millora en el
metabolisme cel-lular, una anormal proliferacio, supervivencia, entrada en
cicle cel-lular aixi com la resisténcia a quimioterapia (Jodao T. Barata et al.

2018; Hunger et al. 2009; Neri et al. 2014; Porta, Paglino, and Mosca 2014).

Conjuntament amb aquestes vies de senyalitzaci6 detallades anteriorment,
existeixen altres que també presenten alteracions en LLA-T tals com RAS, quinasa
ABL, NF-xB, Hedgehog, NFAT, WNT entre altres. En els ultims anys s’han fet grans
esforcos per desenvolupar inhibidors especifics de dianes moleculars que
presenten mutacions en les diferents vies de senyalitzacid. Estudis pre-clinics
mostren que inhibidors tals com rapamicina (inhibidor mTOR) (Araki et al. 2014;
den Boer et al. 2006), LY924002, NVP-BKM120 (inhibidors PI3K/AKT) (Lonetti et
al. 2014; Martelli et al. 2015), ruxolitinib (inhibidor JAK1/JAK2) (Horstmann et al.
2016; Maude et al. 2015) presenten efecte anti-leucemic en LLA-T i podrien
constituir en el futur un tractament alternatiu. Malgrat els esforgos pero, actualment

el tractament utilitzat en LLA-T es basa en quimioterapia.
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1.4.6. Tractament de LLA-T

Avui en dia el tractament utilitzat en LLA-T es basa principalment en quimioterapia.
Actualment el tractament presenta diferents blocs clarament diferenciats en els que
s’utilitzen farmacs i dosis variables. El primer bloc es coneix com inducci6, en
aquesta primera fase es pretén assolir una remissié completa de la malaltia i
restaurar [’hematopoesi normal. S’utilitza vincristina, glucocorticoides i
antraciclinic que s’administren durant 4-5 setmanes. Post-induccid, el tractament
presenta una fase de consolidacié que és variable en funcié de les pautes seguides
aixi com del risc del tipus de LLA-T. En la consolidacié del tractament, es pretén
aconseguir la remissié completa aixi com eliminar la malaltia residual. Els
compostos utilitzats son els mateixos que en la fase d’inducci6 pero en aquesta etapa
el tractament s’allarga entre 3 i 4 mesos. L'ultima fase del tractament es coneix com
la fase de mantenimenti és la més llarga de totes. Pot allargar-se entre 18 i 24 mesos
en funcid de la durada de les etapes anteriors (Bassan and Hoelzer 2011; Fielding
2011; Gokbuget and Hoelzer 2009; Ribera 2004; Terwilliger 2017). Per abordar la
infiltraci6 de LLA-T en el CNS, paulatinament s’ha anat substituint la irradiacié
corporal per la quimioterapia intratecal conjuntament amb altes dosis de
metotrexat intravends. La quimioterapia intratecal s’administra conjuntament en

totes les fases del tractament (Terwilliger 2017) .

Actualment, les recaigudes en LLA-T tant en els casos pediatrics com adults
segueixen representant el major repte en el tractament. La cinética de la recaiguda
té una estreta relacié amb el pronostic, sent de pitjor pronostic les recaigudes més
primerenques. De manera general, el tractament utilitzat en les recaigudes es basa
en la inclusio en un assaig clinic, el transplantament al-logenic de cel-lules mare (SCT
de les seves sigles en angles), o bé en repetir les pautes utilitzades al diagnostic, ja
que actualment no es disposa d’'un esquema de quimioterapia de rescat (Gokbuget

and Hoelzer 2009; Pierro et al. 2017).

Per tal de poder millorar els percentatges de curaci6 en recaiguda aixi com evitar
les recaigudes seriades, els esforcos s’han intensificat en la cerca de farmacs amb
nous mecanismes d’accio cel-lular diferents de la quimioterapia, aixi com en la

millor caracteritzacié de la poblacié cel-lular responsable d’iniciar i mantenir la
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leucémia (Bassan and Hoelzer 2011; Fielding 2011; Gokbuget and Hoelzer 2009;
Ribera 2004; Terwilliger 2017).

1.4.7. Cel-lules mare leucemiques

La patologia del cancer és un procés extremadament complex i amb el proposit de
poder descobrir les bases moleculars i biologiques que té associades, al llarg dels
anys s’han desenvolupat moltes teories. Entre aquestes, existeix la teoria de les
cel-lules mare del cancer (CSC), que pretén explicar '’heterogeneitat tumoral, i
postula la preséncia d'unes cel-lules responsables d’iniciar i propagar la malaltia. El
model de les CSC suggereix que en el cancer, les cel-lules s’organitzen seguint una
jerarquia caricaturitzant les organitzacions normals de molts teixits sans. Les CSC
posseeixen la capacitat d’auto-renovacio i situades a I'origen de la jerarquia son les
responsables de donar lloc a totes les diferents poblacions cel-lulars cancerigenes
que engloba cada cancer. En el model també s’atribueix un paper important a les
CSC en les recaigudes, donat que les CSC sdn les tiniques capaces d’iniciar i mantenir
la malaltia, sén les responsables dels episodis de les recaigudes. Per tant, I’eradicacid
és imprescindible per evitar la reaparicié de la malaltia (Aguilar-Gallardo and Simén
2007; De Francesco, Sotgia, and Lisanti 2018; Prasetyanti and Medema 2017;
Visvader 2011) Aquest model ha estat demostrat en molts tipus de cancer tals com
cervell (Piccirillo etal. 2006), colon (O’Brien et al. 2007), mama (Al-Hajj et al. 2003),
pancrees (C. Li, Lee, and Simeone 2009), estdmac (Eramo et al. 2008) i en neoplasies

hematologiques tals com laleucemia mieloide aguda (LMA) (Bonnet and Dick 1997).

En LLA-T s’han fet grans esforgos per determinar si les cel-lules mare del cancer
poden tenir un paper rellevant en la malaltia i poder aixi millorar els percentatges
de supervivencia i sobretot les recaigudes. A dia d’avui, la presencia de les CSC en
LLA-T aixi com el seu paper en la malaltia, segueix sense gaudir d’'un consens. Al
llarg dels anys molts autors han intentat determinar el perfil immunologic aixi com
el paper de les CSC (Agliano et al. 2008; Armstrong et al. 2009; Chiu, Jiang, and Dick
2010; C. V. Cox et al. 2006; Charlotte V. Cox et al. 2004; Gerby et al. 2011; Ma et al.
2012). Avui en dia, el coneixement sobre aquesta poblacié és molt limitat pero, es
postula que en la LLA-T existeix una poblaci6é de cél-lules capaces de regenerar i

mantenir la malaltia tant a nivell in vitro com en ratolins immunodeficients (in vivo)
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(Chiu et al.,, 2010; C. V. Cox et al., 2006; Vadillo et al., 2018). En estudis in vitro de
cultiu durant setmanes i in vivo amb xenotransplantaments en ratolins NSG, es van
identificar dues poblacions cel-lulars amb capacitat de repoblacié (CD34+/CD4- i
CD34+/CD7-) en LLA-T (C. V. Cox et al. 2006). Estudis posteriors, amb 1'is de dos
models in vivo diferents, van determinar que la poblacié de cel-lules iniciadores de
la leucémia en LLA-T presenten el fenotip CD7+CD1a. El model també descriu que
aquesta poblaci6 primitiva iniciadora de la leucemia evoluciona en els
xenotransplantaments amb la identificacié de una poblacié CD7+CD1a* també amb
potencial iniciador (Chiu, Jiang, and Dick 2010). Malgrat existeixen discrepancies en
el immunofenotip de les CSC, els estudis detallats suggereixen I'existéncia d’aquesta

poblacié en LLA-T.
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2. Objectius
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La leucemia limfoblastica aguda T malgrat els avencos, és una malaltia de mal
pronostic, el tractament de la qual es basa en quimioterapia. La necessitat de
desenvolupament de noves terapies respon a la toxicitat de les actualment
establertes aixi com als percentatges d’exit que, malgrat les grans millores, segueix

sent baix.

Abans de l'inici d’aquesta tesi doctoral, es va determinar per Sachlos et al que el
receptor de dopamina podria ser una possible diana terapeéutica per atacar
selectivament les cel-lules mare del cancer. Conjuntament amb aquest important
precedent, al laboratori existien evidencies previes que compostos anti-
dopaminergics selectius presentaven efecte antileucemic en altres models d’estudi
com la leucemia mieloide aguda, les sindromes mielodisplastiques i la leucemia
mielomonocitica cronica. En base a aquestes observacions es va construir la
hipotesi que els compostos antidopaminergics podrien esdevenir tractaments
potencials per la LLA-T i que el receptor de dopamina (DR per les sigles en angles)

podria ser rellevant per a les cel-lules leucemiques.

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat determinar la rellevancia per la
LLA-T del receptor de dopamina i I'accié dels seus antagonistes. Per a la posada en

practica de I'objectiu principal es van proposar els seglients objectius especifics:

1. Estudi preclinic del potencial dels agents anti-dopaminergics

2. Estudi de l'expressio del DR en LLA-T i de la seva rellevancia

patofisiologica

3. Estudi dels mecanismes d’accié dels anti-dopaminergics associats a la

seva accio anti-leucémica
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3.1. Materials

3.1.1. Linies i cultius cel-lulars

Totes les cel-lules humanes utilitzades en aquest treball van ser cultivades a 37°C i
al 5% de CO2 en medi suplementat amb 5% de serum fetal bovi (FBS) (Biowest),
2mM de L-glutamina (Gibco) i 1mM d’aminoacids no essencials de MEM (Biowest).
Les linies cel-lulars de neoplasies hematologiques (CCRF-CEM, Jurkat, RPMI-8402,
HL-60, MonoMac-1, KG-1 i THP-1) es van cultivar en medi RPMI1641 (Biowest). La
linia cel-lular HS-5 es va cultivar en medi DMEM (Biowest). La informacio principal

d’aquestes linies es troba recollida a la Taula 5:

Linia cel-lular Patologia Procedéncia Refereéncia
Jurkat (Foley et al. 1965; Huang et
IMIM
RPMI-8402 LLA-T al. 1974; Weiss, Wiskocil, and
(Dra. Bigas) Stobo 1984
CCFR-CEM tobo 1984)
HI-60 Dalton et al., 1988; Gallagher
KG-1 etal, 1979; Koeffler & Golde,
LMA DSMZ 1978; Steube, Teepe, Meyer,
MonoMac-1 Zaborski, & Drexler, 1997;
Tsuchiya et al., 1982
THP-1
Estroma de (Roecklein and Torok-Storb
HS-5 ATCC
MO 1995)

Taula 5. Informacio de les linies cel-lulars. LLA-T, leucemia limfoblastica aguda
T; LMA, leucemia mieloide aguda; IMIM: Institut Hospital del Mar d’Investigacions
Mediques; DSMZ, col-leccié alemanya de microorganismes i cultius cel-lulars.

3.1.2. Mostres primaries

Les mostres de pacients de LMA van ser obtingudes de les col-leccions de mostres
de I'Hospital Clinic de Barcelona (C.0000397) i de I'Institut de Recerca contra la
Leucemia Josep Carreras, Campus ICO-IGTP (C.0002922). L’estudi va ser aprovat
pels comites etics de recerca clinica dels hospitals corresponents, i es va obtenir el

consentiment informat dels pacients d’acord amb la Declaracié de Helsinki.
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La mostra de LLA-T va ser generosament cedida pel grup del Dr. Felipe Prosper
(Vilas-Zornoza et al. 2012). Les mostres de sang de cordé umbilical i les capes
leucocitaries de donants sans van ser obtingudes del Banc de Sang i Teixit, amb

I'aprovacié del comite étic de I'Hospital universitari Vall d'Hebron.

La sang periféerica, sang de cordé umbilical i sang de medul-la 0ssia, van ser barrejats
amb PBS, i es van aillar les cel-lules mononucelades (MNC) per centrifugacioé en
gradient de Ficoll( Ficoll-Paque, GE Healthcare). En les mostres de sang de cordd
umbilical, es va dur a terme una deplecié de llinatge en columna mitjangant per
anticossos emprant el Linage cell Depletion kit (Milteny Biotec) i els estudis es van

realitzar amb la fracci6 negativa (Lin-), enriquida en la poblacié primitiva.

Per al cultiu de cel-lules de mostres primaries de LMA es va emprar el medi IMDM
(Biowest) suplementat amb el 3% de FBS, 2mM L-glutamina (Gibco), 1mM
aminoacids no essencials de MEM (Biowest), 100U/mL penicil-lina (Biowest), 100
ug/mL estreptomicina (Biowest), 1ImM piruvat sddic (Gibco), 20% de BIT9500
(Stem Cell Technologies), 5ng/ml IL-3 (PeproTech) i 5x10-> M 2-mercaptoetanol
(BME, Sigma-Aldrich). Per al cultiu de cel-lules primaries de LLA-T es va emprar el
medi IMDM suplementat amb 2mM L-glutamina, 1mM aminoacids no essencials de
MEM, 100U/mL penicil-lina, 100 pg/mL estreptomicina, 50ng/ml IL-2 (PeproTech),
20ng/ml IL-3 (PeproTech), 50ng/ml SCF (PeproTech), 20ng/ml FLT3 (PeproTech)
i 5x10-> M BME. Per al cultiu de les cel-lules de mostres de sang de cordé umbilical
es va emprar el medi IMDM suplementat amb 1% de BSA (Sigma-aldrich), 1ImM
aminoacids no essencials de MEM (Biowest), 1mM piruvat sodic, 100U/mL
penicil-lina, 100 pg/mL estreptomicina, 20 ng/ml TPO (PeproTech), 100ng/ml
FLT3L (PeproTech), 100ng/ml SCF i 5x10-> M BME.

3.1.3. Compostos

Tots els compostos emprats al present estudi es van resuspendre en H20 (Thermo
Fischer Scientific), DMSO (Sigma-aldrich) o etanol (VWR), seguint les instruccions
del proveidor,ies van conservar a -80°C a una concentracié d’entre 5i 10mM segons

les caracteristiques de solubilitat de cada compost Taula 6.
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Num.

Nom Proc. Acci6 Referencia Solv.
CAS
Ant. DRD1 i
SCH-23390 Toc (Bourne 2001) | 12594 | H,0
DRD5 1-87-9
(Sibley, Leff,
Ag.DRD1i
SKF-38393 Toc and Creese 20012- | pMso
DRD5 10-6
1982)
(Svenssonetal. | 12174
UH-232 Toc Ant. DRD2 73-50- | H20
1986) 1
(Trabucchi,
Ant. DRD2 i
Sulpiride Toc Longoni, and 23672- | pMSO
DRD3 07-3
Fresia 1975)
(Merchant et al.
Sonepipazrole Toc Ant. DRD4 17085 | pMso
1996) 8-33-0
Ant. (Terai et al.
Nemonaprida Toc 75272- | pMSO
DRD4 1983) 39-8
Ant. (Rowley et al.
L741-742 Toc 87488 | pmso
DRD4 1996) 2-93-6
(Kula,
Ant. Baldessarini,
RBI-257 SCBT 19403 | pmso
DRD4 and Kebabian | 8-94-3
1997)
(Warburg,
Ag. Gluco- 53-03-
Prednisona SA Wind, and H,0
corticodies 2
Negelein 1927)
(Jordan, Hirnes,
Vincristina Inhibidor
Ab and Wilson 2068- | H,0
sulfat Tubulina I 78-2
1985)
Busulfan SA Mieloblador (Galton 1953) 55'198' DMSO
Ag. Receptor (Carlsson,
Dopamina SA 51-61- | y,0
de dopamina | Lindqvist, and 6
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Magnusson

n.d.)
(Schoepp,
Ant.
LY-233053 Toc David, and Lilly | 12554 | H,0
GluN2A-D 6-04-5
1990)
Ant. ( |
Bristow et al.
1701324 Toc GluN1 14232 | pmso
1995) 6-59-8
GluN2A-D
Inhibidor (Galli et al.
Donepezil Toc 12001 | y,0
ACHE 1994) 1-70-3
Inhibidor (Eastman et al.
Neostigmina Toc 59-99- | pMsO
ACHE 1995) 4
Ant. .
Levallorphan SA (Hamilton and | 152- H.0
p-receptor Cullen 1953) | 02-3
Ant. (Schmidt and
Almivopan SA §586902 DMSO
p-receptor Ph 2001) "07"
Ant. (Okuyama et al.
1993) S57-4
receptor
Ant. (Matsumoto et
BD-1047 Toc o-no opioide 138356- | H,0
receptor al. 1995) 21-5
Ag.
PRE-084 Toc | o-noopioide | (Suetal 1991) | 138847-| H,0
receptor 85-5
(Minochaand | 33419-
Etoposid SCBT Inh. Topoll DMSO
Long 1984) 42-0
(Cherednichen | 83-79-
Rotenona Toc Inh. CTEM DMSO
ko et al. 2004) 4
(Djehiche,
Segalen, and
54-05-
Cloroquina Enzo | Lisosomotrop | Chambon 1996; H20
7

Suzuki et al.

2002)
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(Seglen and 5142-
3-Metiladenina SA | Inh. Autofagia H20
Gordon 1982) 23-4

(Gocze and 897.83.
DEUP SA Inh. Lipolisi DMSO
Freeman 1992) 6

(Agius,

82893
Etomoxir SA Inh. CPT-1 Meredith, and H,0

4-41-4

Sherratt 1991)

Captador ROS . 10191-

a -tocoferol SA P (Agoston et al. EtOH
lipidic 2003) 41-0

Taula 6. Relacio de compostos emprats. Solv., solvent; SCBT, Santa Cruz
Biotechnology; SA, Sigma-aldrich; Toc, Tocris; Ab, Abcam; Enzo, Enzo Life Science;
Ag, agonista; Ant, antagonista o agonista invers; Inh, inhibidor; ACHE,
acetilcolinesterasa; CTEM, cadena transportadora d’electrons mitocondrial.

3.1.4. Anticossos acoblats a fluorofor
Els anticossos acoblats a fluorofor emprats per a citometria de flux es troben

recollits ala Taula 7.

Anticos Clon Proveidor Fluorocrom

CD3 HIT3a BD APC

CD4 RPA-T4 BD FITC

CD8 HIT8a BD PE
CD11b/Mac-1 | ICRF44 BD PE

CD13 WM15 BD PE

CD13 WM15 AB D serotec Alexa 647

CD14 M5E2 BD FITC

CD45 HI30 BD FITC, PE, APC, V450

Taula 7. Informacio dels anticossos de marcadors humans.

Els anticossos emprats per a la deteccido de proteina via Western Blot. Per a la

immunodeteccid, es van emprar els anticossos primaris llistats a la Taula 8, i
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anticossos secundaris IRDye ® 800 CW i IRDye ® 680 CW (LI-COR) seguint les

indicacions del sistema d’'immunodeteccié Odyssey (LI-COR).

Anticos Clon Casa Comercial

LC3 #2775 | Cell Signaling Technology
GAPDH 6C5 Thermo Fischer Scientific

Taula 8. Llistat d'anticossos emprats per a Western Blot.

Per a l'analisi de 'expressié de DRD4 a la membrana per citometria de flux es va
emprar l'anticos primari de conill anti-DRD4 huma (324405, MERK), i I'anticos
secundari P-phycoerythrin goat anti-rabbit IgG (H+L) (Life Technologies).

Per a l'analisi de I'expressié del receptor no opioide ¢ és va fer servir I'anticos
primari de conill anti-SIGMAR1 huma (ABIN6147770, Antibodies Online), i I'anticos
secundari P-phycoerythrin goat anti-rabbit IgG (H+L) (Life Technologies).

3.2. Meétodes

3.2.1. Generalitats i estadistica

Tots els experiments de citometria de flux de la present tesi s’han realitzat amb el
citometre FACSCanto II (Becton Dickinson) i els resultats han estat analitzats en tots
els casos amb el software FloJo (Tristar). Als experiments per citometria de flux es
va fixar el negatiu de tinci6 amb un control unstained (sense cap tinci6), i es van
compensar adequadament els diferents canals d’emissié amb controls unitaris de
tincid per corregir els spillover de fluorescencia entre ells. Els test estadistics s’han
realitzats amb el programa GraphPad Prism® 6.01 (GraphPad software). Per als
experiments en linies cel-lulars s’ha assumit una distribucié gaussiana i s’han
realitzats proves t de Student no aparellades bilaterals amb un nivell de confianca
del 95%. En algun cas (experiments de proliferacid) s’han realitzats test ANOVA de
mesures repetides de dos factors. Totes les barres d’error mostrades als grafics de
barres d’aquest treball corresponen al’error estandard de la mitjana (SEM), mesura
adoptada com a estandard al grup de recerca en tenir en compte tant la variabilitat
com la mida de la mostra representat per tant la certesa relativa sobre aquell valor.

S’han considerat estadisticament significatius valors de p<0,05, i s’ha emprat la
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seglient nomenclatura de significacié: *o # p<0,05; **o ## p<0,01; ***o ###

p<0,001; ****o #### p<0,0001.

3.2.2. Estudis de supervivencia i proliferacio

El comptatge de cel-lules vives per a la preparaci6 d’experiments es va efectuar en
un hemocitometre (cambra de Neubauer, VWR) amb la tinci6 de blau tripan (Sigma-
Aldrich) per ala discriminacio de viabilitat. En els experiments de citometria de flux,
els analisis es van realitzar dins la poblacié de cel-lules vives, identificades pel perfil
caracteristic de FSC-SSC, negatives per a 7-AAD (eBioscience) i amb un patrd
correcte de la tincié positiva per Hoecsht33342 (Sigma-Aldrich), per detectar les
particules amb nucli i descartar les cel-lules fusionades. El comptatge és possible per
'existencia d’'un comptatge volumetric. En alguns casos i per motius de solapament

amb altres tincions es va emprar només una de les dues mesures de viabilitat. .

3.2.2.1. Citotoxicitat

Per al’estudi de I'efecte citotoxic dels compostos en linies cel-lulars, es van sembrar
en plaques de 96 pous. El nombre de cel-lules sembrades depén del temps de
tractament, sent aquesta relacié inversament proporcional. Aixi doncs, es van
sembrar 2x10°>, 3’5x105i 5x10° ceél-lules/mL en experiments de 72h, 48h i 24h de
tractament respectivament amb els compostos a la concentracié indicada. Es van
emprar sempre controls de vehicle afegint volums equivalents de solvent
(generalment 1:500). Passat el temps adient, es va analitzar la viabilitat cel-lular per
comptatge volumetric i consierant el perfil adeqiiant de FSC-SSC i el marcatge amb
els marcadors de viabilitat anteriorment esmentats. En el cas de les mostres
primaries, el procediment va ser similar, sembrant-se perd entre 5-10x10°
cél-lules/mL i distingint les diferents poblacions mitjancant anticossos per a

marcadors de diferents llinatges.

3.2.2.1.1. Calcul de concentracions efectives mitjanes (ECso)
El calcul de les EC50 (concentracio a la qual un compost indueix la meitat del seu
efecte maxim) es va realitzar en base a dades de citotoxicitat després del tractament

amb un ampli ventall de concentracions d’'un compost, obtingudes com s’ha descrit
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a l'apartat 3.2.5.1. Els valors de EC50 es van obtenir mitjan¢ant el software

GraphPad Prism (Variable slope-four parameters).

3.2.2.2. Efecte citotoxic de combinacié de compostos

Per analitzar I'efecte citotoxic de la combinacié de compostos (vincristina, DEUP)
amb els antidopaminergics (L741-742, nemonaprida i RBI-257). Es va mesurar
I'efecte citotoxic de les diferents (veure l'apartat 3.2.5.1) i es va estudiar la
naturalesa de la combinacié6 mitjangant el calcul dels EOBA (Excess over Bliss

Additivism)(Berenbaum 1981; Roecklein and Torok-Storb 1995).

3.2.2.3. Analisis de reversions de la citotoxicitat

Al llarg del present treball s’ha volgut analitzar la capacitat de diversos compostos
de revertir els efectes citotoxics induits per els antidopaminergics. Aquests
experiments s’han realitzat seguint el procediment descrit a l'apartat 3.2.2.1,,
tractant amb combinacions de compostos simultania (dopamina, 3MA) o pretractat

les cél-lules durant 1h (a-tocoferol).

3.2.2.4. Co-cultiu amb cel‘lules d’estroma

Cél-lules de la linia cel-lular estromal HS-5 (2x10> cel-lules/mL), es van tenyir 30
minuts amb 2,5 uM de la sonda CFSE (Thermo Fischer Scientific) per a la posterior
identificacid per citometria i es van cultivar 24h. Passat aquest temps d’adhesio a la
placa, es van afegir cel-lules de linies cel-lulars limfoides en contacte directe (2x105
cel-lules/mL), es van aplicar els tractaments corresponents i es van analitzar per
citometria de flux la viabilitat cel-lular a les 72h de les cel-lules de LLA-T

(identificades com a CFSE negatives).

3.2.2.5. Assaig proliferaciéo amb CFSE

Per a l'analisi de la proliferacié cel-lular de linies cel-lulars, es va emprar el colorant
vital CFSE (CellTrace™ CFSE Proliferation kit, Thermo Fischer),que tenyeix de
forma inespecifica els lipids de la membrana plasmatica. Al dividir-se la cel-lula, la
tincid es distribueix de forma homogenia entre la progéenie i es redueix la intensitat
per cel-lula. Un total de 3x105 cel-lules/mL per condici6 es van tenyir amb CFSE 2,5

uM 30’ a 37°Ciposteriorment es van rentar, resuspendre en medi complet i sembrar

76



en plaques. Es van afegir els compostos indicats a les concentracions corresponents
i als dies 1, 2,3,4 es va retirar la meitat del medi, es va analitzar la tincié per CFSE
per citometria de flux i es va afegir el mateix volum de medi complet que havia estat

sostret.

3.2.2.6. Assaig del cicle cel-lular

Per estudiar els canvis en el cicle cel-lular induits per certs estimuls, es van cultivar
cel-lules en medi sense FBS durant 24h per aconseguir-ne la sincronitzacié. Les
cel-lules sincronitzades es van tractar 24h amb els diferents estimuls.
Posteriorment, van ser rentades amb tamp¢ Sali fosfat (PBS) + 0,5mM EDTA i
fixades amb etanol al 70% fred durant 18h. Transcorregut aquest temps, es van
rentar i tenyir amb Hoechst33342 a 100nM i posteriorment adquirir per citometria
de flux. Les diferents fases del cicle cel-lular es van discriminar pel contingut de DNA
seguint el model Dean-Jett-Fox (Dean and Jett 1974). Després de descartar els
doblets. Les cél-lules en fase subGO i super G2/M es van descartar de I'analisi, i es va

recalcular el 100% com la suma de GO/G1,S i G2/M.

3.2.3. Analisis d’expressio de proteines en superficie

3.2.3.1. Analisis d’expressié de DRD4 en superficie

Per al'analisi de I'’expressio del receptor DRD4 ala membrana per citometria de flux
es va utilitzar I'anticos anti-DRD4 anteriorment especificat. Després de 'adquisicid
citometrica de les cél-lules, es van analitzar dins les cel-lules vives segons el cas el
percentatge de cel-lules que expressaven DRD4 i segons el cas la mitjana d’intensitat
de la fluorescencia (MFI). En la mostra primaria de PDX de LLA-T es va realitzar

'analisi dins de les diverses poblacions, CD3.

3.2.4. Estudis de mort cel-lular i apoptosi

3.2.4.1. Tincié amb annexina V

Per estudiar una de les caracteristiques associades a la mort cel-lular per apoptosi,
la translocacié de fosfatidilserina a la cara exterior de la membrana plasmatica, es
va emprar la tinci6 amb annexina V acoblada a fluorofor (Annexina V-PE apoptosi
detection kit, BD) que es reconeix la fosfatidilserina. Es van tractar 2,3x10° cél-lules

de les linies cel-lulars de LLA-T/mL amb els compostos a les concentracions
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indicades i es van tenyir amb annexina V seguint les instruccions del proveidor. Es
va afegir, també, la sonda vital 7AAD, i es van analitzar les tincions per citometria de

flux.

3.2.4.2. Analisi de I'activacié de caspases efectores

Per analitzar l'activacié de caspases efectores es va emprar el kit basat en
luminescencia CaspaseGlo® 3/7 Assay (Promega). Es van sembrar 4 x 10°
cél-lules/mL en plaques de 96 adients per a assaig de luminescencia (Thermo
Fisher) i es van tractar 6 o 24h amb els compostos indicats (50uL volum final). Es va
analitzar la luminescencia mitjancant un aparell Synergy HT Multi-Detection

Microplate Reader (BioTek) seguint les indicacions del fabricant.

3.2.5. Estudi del compartiment autofagic

Per al’estudi del compartiment autofagic, , es va emprar la sonda fluorescent CytoID
(CYTO-ID ® Autophagy detection kit, Enzo life Sciences). La sonda CytoID s’acumula
a pre-autofagosomes, autofagosomes i autolisosomes, pero no als lisosomes,

permetent una tincio especifica de vactiols autofagics.

Per al’analisi via citometria de flux es van tractar cel-lules de linies cel-lulars de LLA-
T o bé PDX LLA-T en les condicions indicades als temps indicats, es van rentar amb
PBSiesvanincubar 30’a37°C amb PBS amb 5% FBS, Hoechst 33342, 7-AAD i CYTO-
ID green fluorescent dye a una dilucié 1:4000. Passat aquest temps les cel-lules es
van rentar amb PBS i es van adquirir per citometria de flux, analitzant-se la

fluorescencia del canal FITC dins de la poblaci6 de cel-lules vives.

Per a I'analisi via microscopia de fluorescencia, es van tractar 200.000 cel-lules el
temps indicats. Les cel-lules es van adherir a cobreobjectes compartimentats de 8
pous p-Slide (Ibidi) previament tractats amb 50 pg/ml poli-L-lisina. Les céel-lules es
van rentar amb medi complet i es van incubar 1h amb 1/4000 de CytoID i 100nM
Hoechst33342 a 37°C en foscor.
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Les cel-lules es van observar en viu, a 37°C i CO2 5%. Es va emprar el microscopi
confocal Zeiss LSM880 amb un objectiu plan apocromatic 63x amb obertura

numerica 1,4.

3.2.6. Estudi del compartiment lisosomal

Per a l'estudi del compartiment lisosomal, es va emprar la sonda fluorescent
Lysotracker Deep Red (Thermo Fisher). Aquesta consisteix en un fluorofor vinculat
a una base feble només parcialment protonada a pH neutre. Aixo permet que
aquestes sondes creuin membranes amb facilitat i es localitzin amb alta selectivitat

a organuls acids en cel-lules vives.

Per al’analisi via citometria de flux , es van rentar amb Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS), es van incubar amb 50nM Lysotracker DeepRed (Thermo Fisher) i Hoecsht
33342. Les condicions d’'incubacio6 son les mateixes utilitzades en el compartiment
autofagic. Passat el temps les cel-lules es van rentar amb HBSS i es van adquirir per

citometria de flux, analitzant-se la fluorescéncia de la poblacié de cél-lules vives.

Per a l'analisi via microscopia de fluorescencia, es van utilitzar els mateixos
cobreobjectes esmentats en el compartiment autofagic. Les cel-lules es van rentar
amb medi complet i es van incubar 1h amb 100nM Lysotracker Deep Red i

Hoechst33342 a 37°C en foscor.

3.2.7. Estudi del compartiment mitocondrial

3.2.7.1. Analisis d’especies reactives d’oxigen mitocondrials mitjancant
MitoSOX

Per a la deteccio d’especies reactives d’oxigen mitocondrials (mitROS), es van
tractar linies cel-lulars de LLA-T amb els compostos a la concentracié indicada als
temps indicats i es va determinar el nivell de superoxids mitocondrials mitjancant
el MitoSOX Red Mithocondrial Superoxide Indicator (Thermo Fischer Scientific). Les
cel-lules es van rentar amb HBSS, es van incubar amb HBSS+MitoSOX 5 uM +
Hoechst 33342 10’ a 37°C i es van rentar de nou amb HBSS abans de ser adquirides

per citometria de flux.
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3.2.7.2. Analisis del potencial de membrana mitocondrial mitjancant
rodamina-123

Per analitzar els efectes dels farmacs sobre el potencial de membrana, es va emprar
el colorant fluorescent cationic rodamina-123, que s’acumula als mitocondris i la
fluorescencia del qual es desactiva de manera proporcional a la perdua del potencial
de membrana mitocondrial. Es van sembrar cel-lules de linies cel-lulars de LLA-T i
es van tractar amb els compostos indicats a XX. Passat aquest temps, es va realitzar
un rentat amb PBS i es van tenyir les cel-lules amb rodamina-123 (10 pM, Thermo
Fischer) 20’ a 37°C. Es va realitzar un altre rentat amb PBS i se’n va analitzar la

fluorescencia per citometria de flux.

3.2.8. Estudi dels lipids neutres cel-lulars

Per al’estudi del contingut lipidic total cel-lular, es va emprar la sonda fluorescent
Bodipy 493/503 (Sigma-aldrich). Aquesta sonda presenta una estructura
hidrofobica que permet I'entrada rapida i facil en ambients no-polars de la cel-lula

com els lipid droplets.

Per al’analisi via citometria de flux, es van tractar cél-lules de linies cel-lulars en les
condicions indicades als temps indicats. temps Passat aquest temps, es va realitzar
un rentat amb PBS + 5% FBS i es va tenyir les cel-lules amb Bodipy 493/503 a 2,5
uM 7AAD i Hoechst33342 durant 20’ a 37°C. Es va realitzar un altre rentat amb PBS

+ 5% FBS ise’n va analitzar la fluorescencia per citometria de flux.

Per a l'analisi via microscopia de fluorescéncia, es van seguir les mateixes
indicacions de sembra i preparacio de les cel-lules esmentades anteriorment. Les
condicions de tincid van ser exactament iguals que les emprades per citometria de

flux.

3.2.9. Estudi dels fosfolipids

Per a l'estudi dels fosfolipids es va emprar la sonda fluorescent 3-Bodipy C12
500/510 (Thermo Fischer). Aquesta sonda presenta una estructura de fosfolipids,
és intrinsecament lipofilica el que permet mimetitzar més facilment les propietats

dels lipids. El seu us esta descrit per I'estudi de membrana i pel seguiment lipidic. La
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incubaci6 d’aquesta sonda a concentracié 1uM es va realitzar al mateix moment que

el tractament amb els compostos els temps indicats en cada condicio.

En els analisis de citometria de flux, les cel-lules es van rentar amb PBS + 5% FBS i
es van tenyir amb 7AAD i Hoechst33342 durant 15’ a 4°C. Es va realitzar un altre
rentat amb PBS + 5% FBS i s’en va analitzar la fluorescencia per citometria de flux.

En els analisis de microscopia, es van utilitzar els mateixos cobreobjectes esmentats
anteriorment. Les cel-lules es van rentar amb medi complet i es van incubar durant

15’ amb 100nM Hoechst33342 a 37°C en foscor.

3.2.10. Estudi dels fosfolipidosi

Per al’estudi de la fosfolipidosi es va emprar la sonda HCS LipidTOX Phospholipidosis
Green (Thermo Fischer). Aquesta sonda esta descrita per la caracteritzacié de la
fosfolipidosi induida en resposta la tractament amb compostos sobre el

metabolisme lipidic en linies cel-lulars de mamifer.

Per a I'analisi de citometria de flux, les cél-lules es van tractar amb els compostos
indicats durant el temps indicats, posteriorment es van rentar PBS + 5% FBSies van
tenyir amb HCS LipidTOX Phospholipidosis Green a 1/1000 , 7AAD i 100nM
Hoechst33342 durant 45’ a 37°C. Es va realitzar un altre rentat amb PBS + 5% FBS i

s’en va analitzar la fluorescencia per citometria de flux.

Per a l'analisis per microscopia de fluorescéncia, es van seguir les mateixes
indicacions de sembra i preparaci6 de les cél-lules esmentades anteriorment. La
tincié realitzada es va dur a terme d’igual manera que per als experiments de

citometria de flux excloent I'is de 7AAD.

3.2.11. Assaig de clonogeneicitat

Per a 'estudi de la capacitat d’autorenovacio i diferenciacié es van realitzar assaig
de clonogeneicitat. Un total de 1.000 cel-lules de linies cel-lulars de LMA, 1.000
cel-lules lin- sang de cord6 umbilical 0 50.000 cel-lules de mostres primaries de LMA
es van tractar a la concentracio indicada en el medi corresponent durant 18h. Passat

aquest temps, es van barrejar amb 1 mL de MethoCult H4435 Enriched (Stem Cell
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Technologies) i es van sembrar per duplicat en plaques de 24 pous, Les unitats
formadores de colonies (CFU) es van comptar en base a la seva morfologia i
cel-lularitat a dia 7 (linies cel-lulars) o a dia 14 (mostres primaries de LMA, mostres

cordé umbilical).

3.2.12. Estudis invivo

Totalarecerca amb implicaci6 d’animals d’experimentaci6 descrita en aquest estudi
s’ha realitzar d’acord amb els procediments aprovats pel corresponents Comiteé Etic
d’Experimentacié Animal (CEEA) de la Universitat de Barcelona, i en compliment
d’allo establert al Reial Decret 53/2013, pel qual s’estableixen les normes basiques
aplicables per a la protecci6 dels animals utilitzats en experimentacio6 i altres

finalitats cientifiques.

Per a I'estudi in vivo s’ha treballat amb ratolins immunodeficients NOD-scid IL2ZR
gamma"! (NOD.Cg-Prkdcscid]12rgtm1Wil /Sz], NSG) procedents del Jackson Laboratory.
Aquest model de ratolins és el que s’ha descrit fins al dia d’avui que permet un
empelt de poblacions hematopoétiques amb major eficiencia (Agliano et al. 2008;

Sarry etal. 2011).

Els animals es van mantenir en condicions esterils, estabulats en gabies ventilades
amb aire filtrat i manipulats en campanes de flux laminar. Es va subministrar una
dieta ordinaria de laboratori, amb accés a aigua i menjar ad libitum. La temperatura

es va trobar controlada entre 22-24°C i es va aplicar un cicle de llum-foscor de 12h.

Els experiments es van realitzar amb ratolins d’entre 6 i 8 setmanes d’edat, i es van
mieloblacionar amb l'administraci6 intraperitoneal de 30mg/kg de busulfan

(Sigma-Aldrich) 24h abans de la injeccié de cél-lules.

3.2.12.1. Xenotransplantaments amb linies cel-lulars

Es van injectar per via intravenosa 2x10¢ cel-lules de la linia cel-lular Jurkat
resuspesa en solucio fisiologica (0,9% NaCl, Sigma Aldrich) i es van deixar 6 dies
sense tractar per permetre 'empelt de les cel-lules humanes. Passat aquest temps

es van administrar 4 dies en dies consecutius L741-742 5mg/kg, nemonaprida i RBI-
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257 20mg/kg per via intraperitoneal. Atesa la baixa solubilitat dels compostos, es
va preparar un estoc en DMSO, que es va diluir 1:10 en sérum sali. El volum total va
ser injectat de 10 pl per gram de ratoli. Passats els 4 dies de tractament es van
sacrificar els ratolins per dislocacio cervical i se’'n va extreure tibies i féemurs i
melses. Les cel-lules de del moll d’aquests ossos es van obtenir per molta en tampd
PBS + 0,5mM EDTA + 0,5% BSA, i les poblacions presents es van analitzar per
citometria de flux, identificant les cel-lules leucéemiques mitjancant anticossos de
CD45 huma i considerant '’empelt com el percentatge de cél-lules hCD45+ d’entre

totes les cel-lules vives del moll i melsa.

3.2.12.2. Xenotransplantaments amb mostra derivada de pacient (PDX) de
LLA-T

Cel-lules provinents de la mostra pseudoprimaria derivada de pacient de LLA-T
(PDX LLA-T), es van tractar amb 18h amb el L741-742 i es van injectar
intravenosament a ratolins mieloablacionats 24h abans. Es van injectar entre 0,5 i
1x10° cel-lules per ratoli, segons la disponibilitat de cel-lules. Els ratolins es van
sacrificar per dislocacié cervical al cap de 21 dies i se’n van extreure tibies, fémurs,
crestes iliaques i melsa. El processament dels ossos i melses i ’analisi per citometria

de flux, va ser analeg al seguit en els experiments amb linies cel-lulars.

3.2.12.3. Xenotransplantaments amb mostres de cordé umbilical de donant sa
Cel-lules mononucleades de cordé umbilical lin- (com s’ha descrit a 'apartat 3.1.2)
es van tractar 18h amb L741-742 i es van injectar intravenosament a ratolins
mieloblacionats 24h abans. Es van injectar entre 1,4 i 5,5 x105 cel-lules per ratoli,
segons la mostra emprada. Els ratolins es van sacrificar per dislocaci6 cervical al cap
de 8-10 setmanes i se’'n van extreure tibies, femurs, crestes iliaques i melses. El
processament dels ossos i melses va ser analeg al seguit en els experiments amb
linies cel-lulars. Les poblacions presents es van analitzar per citometria de flux,
identificant les cel-lules humanes mitjancant anticossos de CD45 huma i considerant
I'empelt com el percentatge de cel-lules hCD45 d’entre totes les céel-lules vives del
moll. Les diferents poblacions (CD3+, CD13+, CD19+, CD34+) es van estudiar dins la

poblacié de cel-lules vives empeltades.
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3.2.13. Determinacio de quantitat de proteines via Western Blot

Es van tractar 10x106cel-lules de linies cel-lulars de LLA-T per condici6 durant 72h
en medi complet amb els compostos indicats. Subseqiientment, es van lisar amb el
tamp6 RIPA suplementat amb inhibidors de proteases i fosfatases (1mM
benzamidina, 1mM DTT, 1 pg/ml leupeptina, 1 pg/ml aprotinina, 1mM PMSF, 1mM
ortovanadat de sodi, 20 mM NaF) i es van quantificar els extractes proteics amb el
kit BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) fent Us de I'espectrofotometre
Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek) a 562nm.

Els extractes (fins a 60 pg per pou) es van sotmetre a una electrofoersi en gel de
poliacrilamida en presencia d’agents desnaturalitzats i reductors (SDS i -
mercaptoetanol) i es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa de 0,2 pm
(BIO-RAD).Es van emprar anticossos primaris i secundaris detallats anteriorment
per a la detecci6 especifica de proteines. Les imatges es van obtenir mitjangant
'Odyssey Infrared Imaging System ® (LI-COR). Es van fer servir GAPDH com a

referencia, i les bandes es van quantificar mitjancant el software Fiji.

3.2.14. Analisis bioinformatics

3.2.14.1. Screening Mind The Byte

Per a I'screening de dianes alternatives Mind The Byte, va emprar tres metodes
diferents de cribratge.

Meétode Hurakan 3D ligand-based target, permet la seleccié de dianes en base la
estructura tridimensional del lligand. La similitud molecular es calcula a partir de la
superposicio de molecules mitjancant 'avaluaci6 de la complementarietat de forma,
i tenint en compte, la disposicid diferencial dels grups farmacologics a l'espai
tridimensional.

Meétode Cabrakan 2D ligand-based target, permet la selecci6 de dianes en base a
I'estructura 2D del lligand utilitzant la similitud molecular per predir perfils
biologics de les molecules. Aquest model integra tres empremtes digitals moleculars
fierents, que descriuen la molécula des de perspectives diferents. La base de dades
biologica de Mind The Byte conté casi tres mil dianes proteiques i mig mili6 de
lligands. El meétode Cabrakan combina la temps de computacié d’alt rendiment

(5min/mol aproximadament) amb un alt poder de deteccié.
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Metode Ixchel docking-based target profiling, permet la seleccio de dianes en base a
I'estructura del compost. Amb 1'is de la base de dades MTB PockBD amb més de
700 models de proteina i 2.000 butxaques d’'uni6, Ixchel identifica amb precisio
noves dianes moleculars pel compost d’interes i detecta el metode d’'unié amb la
diana (butxaca d'unid).

Es van seleccionar aquelles dianes coincidents en els tres models d’screening

utilitzats.

3.2.14.2. Array d’expressio genica Clariom™ S
Per a I'analisi d’expressio genica es va realitzar 'array d’expressié Clariom™ S. Per
dur a terme els arrays es va utilitzar la plataforma especialitzada de I'Institut de

Recerca Josep Carreras.
RNA total deles cel-lules en les condicions d’interes es va aillar fent s del Total RNA

Purification Kit (Norgen Biotek) seguint les indicacions del proveidor. L’ARN

obtingut va ser sotmes a un control de qualitat doble: nanodrop i Bioanalyzer.
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4.1 Resultats preliminars

El present treball sorgeix a partir d’estudis realitzats anteriorment al grup de
recerca conjuntament amb dades bibliografiques. D'una banda es parteix del
precedent de la identificaci6 del receptor de dopamina com a potencial diana
terapeutica present en les cel-lules mare del cancer, i la validaci6 de la seva capacitat
citotoxica en cancer de mama i en LMA utilitzat un antagonista del receptor de
dopamina d’ampli espectre (thioridazina) (Sachlos et al. 2012). D’altra banda, en
base a l'experiencia del grup en neoplasies hematologiques, es va estudiar
'expressio de la familia del receptor de dopamina t en SMD i LMMC (Banus-Mulet et

al. 2018)(Figura 9).
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Figura 9. Mostres primaries de SMD, LMMC i LMA expressen el receptor de
dopamina tipus 1, 2 i 4. L’expressio de DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 i DRD5 es va
analitzar a la superficie cel-lular mitjancant citometria de flux. Es mostra el
percentatge de cel-lules positives en cada grup. Les caixes i els bigotis han estat
creats seguint el metode Tukey, la barra central representant la mediana.
L’expressio de DRD1-DRD5 es va analitzar en cel-lules sanes (gris) per duplicat en
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cél-lules d’entre 1-4 capes leucocitaries. L'expressi6 de DRD1-DRD5 en SMD
(taronja) es va obtenir per duplicat i triplicat d’entre n=23-47 mostres primaries.
L’expressio de DRD3 i DRD5 en LMMC (lila) es va obtenir per duplicat i triplicat en
19 mostres primaries. L'expressié de DRD1-DRD5 en LMA (vermell) es va obtenir
per duplicat i triplicat d’entre 2-14 mostres primaries.

D’avant d’aquestes evidencies d’expressié en SMD, LMMC i LMA, conjuntament amb
el paper de dopamina com a possible diana terapéutica en cel-lules mare del cancer,
(Sachlos etal. 2012), es va hipotetitzar que antagonistes especifics d’aquest receptor
podrien presentar efecte citotoxic en neoplasies hematologiques.

Tenint en compte que a nivell de transcriptoma la LMA presenta un elevat grau de
similitud amb la LLA de llinatge T més que del llinatge B, es va decidir ampliar

'estudi dels receptors de dopamina a LLA-T (Haydu and Ferrando 2013).

4.2 Estudi preclinic del potencial dels antidopaminergics tipus 4 en LLA-T
4.2.1 Estudi citotoxic en linies cel-lulars de LLA-T

El receptor de dopamina pertany al grup de receptors amb set dominis
transmembrana acoblats a proteines G (GPCRs). Existeixen dues families de
receptors de dopamina. La familia de dopamina tipus 1 (D1), ala qual pertanyen els
subtipus DRD1 i DRD5 i 'activacié dels quals es a través de la senyalitzacié per
Gas/oir induint ’activacié de 'adenilciclasa i la produccié de AMPc. La familia de
dopamina tipus 2 (D2), a la qual pertanyen els subtipus DRD2, DRD3 i DRD4,
senyalitzen a través de Gais, i inhibeixen la produccié d’adenilcilcasa i AMPc

(Garau, et al. 1978; Kebabian, et al. 1972).

Com a primera validacio es va estudiar la capacitat citotoxica dels antagonistes dels
diferents subtipus del receptor de dopamina en LLA-T. Cel-lules CCRF-CEM i Jurkat
es van tractar durant 72h amb antagonistes especifics de les dues families de
receptors de dopamina a 10 i 25puM. De la familia D1, es van testar els antagonistes
especifics SCH-23390 (SC90), UH-232 (UH23) i agonistes parcials SKF-38393 (SKF).
De la familia D2, es van avaluar els antagonistes especifics sulpiride (Sulpi),

sonepiprazole (Sone), L741-742 (L741), nemonaprida (Nemo) i RBI-257 (RBI).
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Figura 10. Efecte antileucemic dels agonistes i antagonistes del receptor de
dopamina en linies cel-lulars de LLA-T. Cel-lules CEM i Jurkat es van tractar
durant 72h amb control de vehicle (C) o SCH-23390 (SC90) , SKF-38393 (SKF), UH-
232 (UH23), sulpiride (sulpi), sonepiprazole (sone), L741-742 (L741), nemonaprida
(nemo) i RBI-257 (RBI) a 10 i 25 uM. La viabilitat cel-lular es va determinar per
citometria de flux. Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats de dos
experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (t-test).

Com es recull a la Figura 10, de tots els antagonistes testats, els que presentaven
efecte citotoxic eren SKF-38393 i, L741-742, nemonaprida i RBI-257. D’aquests 4
compostos, tres d’ells (L741-742, nemonaprida i RBI-257) s6n antagonistes
especifics del receptor de dopamina tipus 4, mentre que SKF-38393 és agonista
parcial de DRD3iDRD5. Per tant, en base als resultats obtinguts, es va decidir seguir
investigant el paper del receptor de dopamina tipus 4 com a diana terapeutica, i el
potencial antileucémic dels seus antagonistes especifics: L741-742, nemonaprida i

RBI-257.

El primer que es va avaluar per poder assentar les bases d’aquesta tesi doctoral, va
ser la toxicitat en la resta de linies cel-lulars de LLA-T aixi com el perfil preclinic al
complet dels tres antagonistes amb activitat antileucemica. Es van emprar 3 linies
cel-lulars de LLA-T amb caracteristiques diverses: Jurkat, la linia amb el grau de
maduracio mes alt (CD2+, CD3+, CD8-, TCR a/f *i TCR y/6 - ), CCRF-CEM d’en
endavant CEM, una linia també madura pero no al mateix grau que I'anterior (CD2-,
CD3+ CD4+,CD8, TCRa/B*iTCRYy/6")iperultim, RPMI-8402 d’en endavant RPMI,
la linia més primerenca (CD2*, CD3-, CD4-, CD8-, TCR a/f - i TCR y/&-). Cel-lules
d’aquestes linies es van tractar 72h a diferents concentracions dels antagonistes de

DRD4 per establir una corba de toxicitat dosi-resposta i determinar les
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concentracions efectives 50 (ECso), i per tant, la sensibilitat d’aquestes linies

cel-lulars al tractament amb els antagonistes del DRD4.

Com recull la Figura 11, les ECso es trobaven en rang micromolar oscil-lant entre 3 i
28uM. En general la linia cel-lular més sensible als tractaments va ser RPMI, i

I'antagonista del receptor de dopamina més efectiu L741-742.
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Figura 11. Els antagonistes de DRD4 tenen efectes antileucemics al rang
micromolar Ceél-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar amb concentracions
creixents de L741-742, Nemonapride i RBI-257, i la viabilitat es va analitzar a les
72h. Cada grafic mostra la corba dosi-efecte d’'un antagonista, i les ECso es troben
recollides a la taula inferior. Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

La reducci6 en el nombre de cél-lules vives amb el tractament, pot ser deguda a una
reduccio de la proliferacié o a un augment de la taxa de mortalitat. Per estudiar com
afectaven els antagonistes a la proliferacio cel-lular, es van realitzar experiments de
proliferacié utilitzant la tincié de lipids inespecifica CFSE, la qual redueix la seva
intensitat amb la proliferaci6 cel-lular. Es va utilitzar només la linia cel-lular CEM,
per una manca de disponibilitat temporal de RPMI i Jurkat. Tal com s’observa a la
Figura 12, els tres antagonistes avaluats indueixen una disminuci6 de la proliferacio,

com s’evidencia per la disminucié de la fluorescéncia del marcador.
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Figura 12. Els antagonistes de DRD4 disminueixen la proliferacio de les linies
cel-lulars de LLA-T. Céel-lules CEM es van tenyir amb CFSE i es van tractar amb
L741-742 (10pM), nemonaprida (25uM) i RBI-257 (25uM). Es representa la mitjana
de la intensitat de fluorescencia (MFI) de CFSE analitzada per citometria respecte al
control tractat amb vehicle + SEM a dia 1,2,3,4. ***p<0,001; ****p<0,0001 en test
ANOVA de mesures repetides de dos factors.

Donat que els antagonistes induien una disminuci6 de la viabilitat i una reduccié de
la proliferacio, el seglient pas va ser determinar quina fase del cicle cel-lular s’estava
afectant. Es va estudiar en les linies cel-lulars de LLA-T I'efecte sobre el cicle cel-lular
per citometria de flux a les 24h de tractament. Tal com s’observa en la Figura 13, no
hi ha grans canvis en el cicle cel-lular induits amb el tractament dels antagonistes
en cap linia cel-lular de LLA-T. Per tant, la disminucié en la proliferacié no era

conseqiiencia d’'una parada en G0/G1, sind una induccié de la mort cel-lular.
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Figura 13. Els antagonistes DRD4 no indueixen canvis importants en el cicle
cel-lular. Es van tractar cel-lules CEM, Jurkat i RPMI amb L741-742 10 uM o
nemonaprida 25 pM i RBI-257 a 25 pM a 24h i es va quantificar el percentatge de
cel-lules en cada fase del cicle cel-lular per citometria de flux. A. Percentatge de
cel-lules en cada fase respecte al control + SEM de triplicats de tres experiments
independents. B.Imatges representatives de citometria de cel-lules Jurkat control i
tractades amb L741-742, nemonaprida i RBI-257. Fases del cicle determinades per
Dean-Jett-Fox. Blau, G0/1; groc, S; verd, G2/M. *p<0,05; **p<0,01 (t-test).

Conjuntament amb els estudis preclinics detallats anteriorment, es va considerar
rellevant analitzar l'efecte del microambient medul-lar sobre l'accié dels
antagonistes de DRD4. Les cel-lules de LLA-T es troben fisiologicament localitzades
a I'estroma medul-lar i estan altament influenciades per aquest (Veiga et al. 2006).
L’estroma medul-lar també protegeix les cel-lules leucemiques de la quimioterapia
(Meads, Hazlehurst, and Dalton 2008). La manera per abordar aquesta qliestio
doncs, es basa en la utilitzacié de la linia cel-lular humana d’estroma de medul-la

ossia HS5, la qual no és tumoral i creix en cultiu. Aixi doncs, es van cultivar cel-lules
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de linies de LLA-T soles o en cocultiu amb HS5, i es va analitzar I'efecte citotoxic dels
antagonistes de DRD4 passades 72h per citometria de flux. Com es pot observar a la
Figura 14, la presencia de l'estroma reverteix per complet I'efecte citotoxic dels
antagonistes de DRD4. L’efecte anti-leucémic dels DRD4 es veu reduit en presencia
de cel-lules estromals que actuen com a proteccid, d’'igual manera que ho fan en

presencia d’agents quimioterapeutics.
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Figura 14. L'estroma reverteix els efectes dels antagonistes de DRD4. Cel-lules
CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 72h amb L741-742 10 pM, nemonaprida 25 pM i
RBI 257 25 puM en presencia o absencia de la linia cel-lular d’estroma de medul-la
ossia HS-5. Les barres representen la mitjana + SEM de cél-lules vives de cada linia
de LLA-T respecte el respectiu control, estudiats en triplicats en dos experiments
independents per citometria de flux. *o # p<0,05; ** o ## p<0,01; *** o ### p<0,001;
ek o #### p<0,0001.

4.2.1.1.Interaccio dels antagonistes de DRD4 amb tractaments actuals:

El tractament actual de la LLA-T es basa en quimioterapia amb I'is diversos
compostos administrats en blocs diferents (Terwilliger 2017). D’entre els agents
més comunament utilitzats destaquen, vincristina i prednisona. Un dels problemes
meés importants que té el tractament de la LLA-T actualment, és la resisténcia
adquirida per les cel-lules leucemiques a alguns agents actualment utilitzats en el

tractament. Un exemple molt ttil en aquest context son les tres linies cel-lulars de
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LLA-T utilitzades en aquest treball, ates que les tres presenten resisténcia als
glucocorticoides, concretament a la prednisona, un dels farmacs que s’inclouen en
les pautes actuals de tractament de la malaltia. Aixi doncs, partint d’aquesta
premissa, es va considerar important estudiar si els antagonistes de DRD4 tenien un
efecte sensibilitzant de les linies cel-lulars de LLA-T davant de l'efecte de la
prednisona. Primerament, es va seguir |'estratégia de tractar les linies cel-lulars de
LLA-T durant 24h amb els antagonistes de DRD4, i passat aquest temps de
tractament sensibilitzador, es va afegir el tractament de prednisona o vehicle
durant 48h i es va avaluar la citotoxicitat per citometria de flux. Tal com s’observa a
la Figura 15, el tractament amb L741-742 o nemonaprida no sensibilitzen les linies
cel-lulars de LLA-T a l'acci6 de la prednisona, donat que l'efecte citotoxic dels
compostos era equivalent en preséncia d’aquest glucocorticoide. Per altra banda, es
va seguir una segona estrateégia de co-tractament en la que els dos compostos
s’afegien al mateix moment i es deixava el tractament durant 72h. Els resultats

obtinguts van ser molt similars als de la Figura 15.
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Figura 15. Els antagonistes DRD4 no tenen efecte sensibilitzador a la
prednisona. Es van tractar les cel-lules CEM, Jurkat i RPMI amb diverses
concentracions de L741-742 i prednisona, i es va analitzar la viabilitat a les 72h per
citometria de flux. Les barres mostren la mitjana # SEM de triplicats d’'un experiment
representatiu (de tres realitzats). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (t-test).

La vincristina, conjuntament amb la prednisona, és un dels agents més ampliament
utilitzat actualment en les pautes de tractament de LLA-T, i les linies cel-lulars de
LLA-T no soOn resistents al seu efecte citotoxic. Aixi doncs, es van realitzar en linies
cel-lulars de LLA-T experiments de citotoxicitat de L741-742/nemonaprida/RBI en

combinacié amb vincristina.

Tal com es mostra en la Figura 16, es va observar, que l'efecte citotoxic provocat
pels antagonistes de DRD4 presentava una forta correlacié amb els efectes de la
vincristina. Aixi, de manera combinada, induien un percentatge de mort més elevat
a dosis més baixes que en monoterapia. Com a mesura quantitativa del sinergisme,
es va calcular 'EOBA (Berenbaum 1981) (valors positius indiquen sinergismes,
negatius antagonisme) i en totes les linies cel-lulars de LLA-T s’indueix un efecte
sinergic que oscil-la entre un 5 i 45 d’EOBA en funci6 de la linia cel-lular i la dosi de
L741-742 utilitzada. El rang molar de vincristina:L741-742 seria 1:5000 a 1:25000.
El tractament conjunt indueix un efecte citotoxic de fins al 45% no explicable per la
suma dels efectes de cada un dels tractament per separat. En el cas de nemonaprida,
els efectes sinergics son més limitats, els valors d’'EOBA oscil-len entre 21 10. En rang
molar equivaldria a 1:10000 a 1:12500. I per ultim, RBI-257 presenta efectes molt
dispars en funci6 de la concentraci6 utilitzada. La més baixa (5uM) presenta efectes
antagonics, contrariament a la més alta (25uM) que el sinergismes oscil-len entre 10
i 30. El rang molar en aquest cas equivaldria a 1:5000 a 1:12500. Els efectes
antagonics observats amb RBI-257 a 5uM amb vincristina podrien explicar-se ates

que a aquesta concentracié RBI-257 no indueix efecte citotoxic.
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Figura 16. Els antagonistes de DRD4 mostren sinergisme amb vincristina. Es
van testar els efectes citotoxics a les 48h en cel-lules CEM i Jurkat al combinar
vincristina (vin 0,4;1;2 nM) amb L741-742 ( 2,5; 5; 10 uM) o Nemonapride (Nemo)
o RBI-257 (5; 10; 25 pM) . Es representen els EOBA calculats a partir de la mitjana
de triplicats de 6 experiments diferents.

4.2.2. Estudi citotoxic en cel-lules mostres primaries tumorals i sanes

Havent validat I'efecte antileucemic dels antagonistes de DRD4 en linies cel-lulars,
es va prosseguir amb els estudis en mostres primaries. Degut a la manca de mostres
primaries de LLA-T disponibles pel grup de recerca per a realitzar aquest estudi, es
va fer servir una mostra derivada de pacient (PDX) de LLA-T cedida pel laboratori
del Dr. Felipe Présper (CIMA, Pamplona) (Vilas-Zornoza et al. 2012). Donat que
I'efecte citotoxic dels antagonistes de DRD4 en linies cel-lulars de LLA-T és ales 72h
de tractament, amb la mostra PDX es va seguir el mateix temps de tractament. Tal
com es mostra a la Figura 17, els antagonistes de DRD4 presenten efecte citotoxic
en la mostra de PDX de forma depenent de dosi, en concordanca amb els resultats

obtinguts en linies cel-lulars.
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Figura 17. Els antagonistes del DRD4 mostren efecte antileucemic ex vivo. Es
va tractar la mostra de PDX amb L741-742 (5, 10, 25 pM), nemonapride i RBI-257
(10, 25,50 uM)) la viabilitat dels limfoblasts es va analitzar a les 72h de tractament.
Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats d’'un experiment representatiu
de tres realitzats. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (t-test).

Per comprovar que 'efecte citotoxic dels antagonistes del DRD4 era especific de les
cel-lules de LLA-T i no afectava a les cel-lules sanes, es van replicar els experiments
anteriors amb mostres sanes. D’'una banda es va analitzar I'efecte citotoxic sobre
capes leucocitaries de donants sans, concretament, I'efecte sobre el global de
cel-lules aixi com sobre les poblacié mieloide i limfoide B i T. Les cel-lules es van
tractar durant 3 dies en un ampli rang de concentracio de L741-741, nemonaprida i
RBI-257 (5, 10, 25, 50 pM). Com es mostra a la Figura 18A-B, els antagonistes no
presentaven cap efecte sobre el total de cél-lules vives en mostres sanes en cap de
les dosis de tractament. En I’estudi de les poblacions, només esta representada la
dosi més alta de tractament (50 pM), a la que practicament no hi ha cap efecte
citotoxic en cap poblacid, sent d’especial interes la poblacié de limfocits T (CD3+).

Paral-lelament a I'analisi sobre les cel-lules madures, es van realitzar assajos per
abordar analitzar possibles efectes sobre la funcionalitat de les cel-lules mare
hematopoetiques (HSC). Aixi doncs, es va estudiar la funcionalitat de la fraccié
cel-lular més primitiva de cel-lules hematopoetiques amb cel-lules de sang de cordd
umbilical negatives per marcadors de llinatge (lin-), enriquit per les cél-lules mare
hematopoetiques. En aquest estudi, els resultats van mostrar concordanca amb els
de la capa leucocitaria: cap dels antagonistes tenia efecte rellevants ni en el nombre
de colonies totals com tampoc a nivell de proporcié dels diferents tipus de

progenitor Figura 18C-D.
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Figura 18. Els antagonistes de DRD4 no afecten les cel-lules hematopoetiques
sanes. Es van tractar cel-lules mononucleades de cades leucocitaries de 6 donants
sans amb L741-742, nemonaprida i RBI-257 a 5, 10, 25, 50uM, A. sobre la poblacié
total; B. Sobre la poblacié mieloide (CD13+), limfoide B (CD19+) i limfoide T (CD3+).
Les barres mostren la mitjana # SEM de triplicats de les 6 capes. Ceél-lules de llin-
aillades de 5 mostres de sang de cordé umbilical es van tractar 18h amb L741-742
10 pM, nemonaprida 25 pM, RBI-257 25 uM i es van cultivar 15 dies en medi
semisolid Methocult. C. Nombre total de colonies. D. Nombre de colonies dels
diferents subtipus. Les barres mostren la mitjana + SEM de triplicats de les 5
mostres. *p<0,05; ***p<0,001 (t-test).

4.2.3. Estudis preclinics in vivo

Validada l'efectivitat antileucéemica dels antagonistes de DRD4 aixi com la
selectivitat per les cel-lules de LLA-T, I'iltim pas per completar el perfil preclinic no
regulatori, eral’avaluacié de I’efectivitat en models animals. En aquesta tltima etapa

es va seleccionar l'antagonista amb el perfil més atractiu, L741-742. En aquest
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darrer objectiu, es va treballar amb models de xenotransplantament de cel-lules
humanes en ratolins immunodeficients NSG (NOD.CgPrkdcscid[l2rgtmiWil/Sz])

condicionats amb busulfan per a I’acceptacio de I'empelt.

El primer experiment que es va dur a terme va ser amb la mostra derivada de pacient
(PDX) de LLA-T. Les cel-lules del PDX es van tractar amb L741 10uM o vehicle
(DMSO) durant 18h i es van injectar intravenos les cel-lules als ratolins en els quals
es van deixar 21 dies per a que es produis I'’empelt. Tal com es mostra a la Figura 19,
el tractament amb L741-742 redueix aproximadament un 20% el nombre total de
cel-lules humanes en moll d’os (Figra 19A) i un 30% en melsa (Figura 19B) respecte
els animals tractats amb vehicle. De forma analoga als estudis realitzats ex-vivo, es
va voler validar la selectivitat antileucemica dels antagonistes de DRD4 també a
nivell in-vivo. Aixi doncs, es va repetir el mateix procediment que amb les cel-lules
de PDX amb cel-lules de lin- de sang de tres cordons umbilicals. En aquest
experiment, de forma concordant amb els experiments realitzats ex vivo, no
s’observa cap efecte citotoxic, fins i tot el percentatge de cel-lules humanes totals
(Figra 19C) aixi com el percentatge de progenitors hematopoetics (CD34+) (Figura
19E), presenta una tendencia a incrementar '’empelt amb el tractament de L741-
742. També, seguint amb la tonica dels experiments ex-vivo, les subpoblacions
mieloide (CD13+) i limfoide B (CD19+) avaluades dins de la sang de cordo no es
veuen afectades pel tractament amb L741-742 (Figura 19D). La poblacié CD3+ no
es va estudiar, ates que el desenvolupament de les cel-lules T és mes tardai per tant

no es detecten al temps de 'analisi.

101



Mostra PDX LLA-T

>
w

[ Control
1504 Moll d’os 1500 Melsa B L741-742
i “©
T = T —
° £ . g
5? § 1004-- e TRTPPPPR R Q § 1004+ e e TR
a g [a ]
Q35 Q3
< 3 £3
£ 2 504 » o 504
33 ° 3
O = O =
B **
0 0
Control L741-742 Control L741-742
Sang cordo
C D
200 - n.s. 150-
o
g ° =35
S 150 © £
mE 0 5100_.... R =S
v 5 ¥ O
< O [a) °
0O ¢ 1004... oL
g £3
< 9 © a 504
©o o T2
R X
=
0. 0
Control L741-742 CD13+ CD19+
E
201
o) n.s.
=
© 15
<
[se}
a
Q 104
<
2
8 54
X

Control L741-742

Figura 19. Els antagonistes de DRD4 afecten selectivament a les cel-lules
leucemiques in-vivo. Es van transplantar per via intravenosa a ratolins NSG
condicionats (n=12) la mostra de PDX de LLA-T préviament tractats 18h amb
L741-742 10pM. Després de 21 dies, el grau d’empelt es va analitzar la medul-la
ossia (A) i melsa (B). Es representa el nombre total de cel-lules humanes respecte al
control = SEM. Es van transplantar per via intravenosa a ratolins NSG condicionats
(n=19) cel-lules lin- provinents de sang de tres cordons umbilicals préviament
tractats 18h amb L741-742 10uM. Després de 8 setmanes, el grau d’empelt es va
analitzar en moll d’os i melsa. Es representa la mitjana de la freqiiencia de cel-lules
humanes a MO respecte al control + SEM (C). Les cel-lules humanes empeltades en
MO a (C) es van analitzar en funcio de la presencia dels marcadors CD13 i CD19 (D)
aixi com CD34 (E) per determinar els canvis en la freqtiéncia cel-lules mieloides,
cel-lules limfoides i progenitors hematopoetics respectivament. Les barres mostren
la mitjana del percentatge de cada poblaci6 respecte el control + SEM. *p<0,05;
*%p<0,001 (t-test).
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Paral-lelament als estudis realitzats amb la mostra de PDX de LLA-T, es van realitzar
experiments amb la linia cel-lular Jurkat. Es van injectar les cél-lules deixant 6 dies
per al’establiment de la leucemia. Passat aquest temps, es van realitzar tractaments
diaris durant 4 dies amb L741-742 a 5mg/kg, nemonaprida i RBI a 20mg/kg . Les
dosis dels compostos utilitzades sén I'’equivalent a les concentracions dels estudis
in vitro. Com mostra la Figura 20, els farmacs no van tenir una eficacia en termes de
reduccid de ’empelt. Cal tenir en compte dues consideracions: d’'una banda la rapida
metabolitzacio dels farmacs a metabolits probablement no antileucémic i de I'altra
la seva baixa solubilitat, que impedeix augmentar la concentracié administrada.
Aquests motius, probablement suposarien un impediment per a l'efectivitat dels
farmacs en pacients. Malgrat aixo existeixen estrategies de vesicularitzacio basades
en liposomes que podrien ser utilitzades com a via d’administraci6 mantenint

'estructura i efectivitat dels compostos.
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Figura 20. Els antagonistes de DRD4 no son efectius en experiments in vivo
amb Jurkat. Es van injectar per via intravenosa cel-lules Jurkat (n=16) a ratolins
NSG condicionats i es van deixar empeltar durant 6 dies. Al cap d’aquest temps es
van tractar els ratolins intraperitonealment amb L741-742, nemonaprida, RBI-257
o vehicle cada dia durant 4 dies, després dels quals es van analitzar 'empelt a
medul-la 0ssia i melsa. Es representa la freqiiencia de cel-lules humanes respecte al
control + SEM. *p<0,05; **p<0,01 (t-test).
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4.3 Estudi de la diana antileucemica

Un cop validat el perfil preclinic i comprovada la efectivitat dels antagonistes de
DRD4 i la seva selectivitat per les cel-lules de LLA-T, es va encarar el segon objectiu
d’aquesta tesi doctoral, I'estudi de la diana molecular associada a aquest efecte

antileucemic.

4.3.1 Mecanisme dependent de DRD4

La primera diana candidata a estudiar va ser la descrita per als compostos que
presentaven efecte antileucemic. Com a primer pas, es va realitzar un estudi de
I'expressio de DRD4 en superficie ja que es tracta d’'un receptor de membrana. Per
citometria de flux es va determinar el percentatge de cel-lules que expressaven
DRD4 en les linies de LLA-T. Sorprenentment cap de les linies de LLA-T presentaven
expressio del DRD4 en superficie. L'expressio de DRD4 també es va avaluar en les
cél-lules de la mostra de PDX de LLA-T, sent en aquestes ultimes una expressio
minoritaria (Figura 21). La manca d’expressié de DRD4 en linies cel-lulars de LLA-
T i en el PDX, no semblava indicar que el receptor de dopamina estigués vinculat

amb |’efecte antileucemic provocat pels antagonistes de DRD4.
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Figura 21. Les linies cel-lulars de LLA-T i PDX de LLA-T no expressen el
receptor de DRD4. L’expressio de DRD4 va ser analitzada per citometria de flux en
CEM, Jurkat i RPMI-8402 (panell superior) i en les cel-lules de PDX de LLA-T en
vermell (panell inferior). El percentatge de expressio de DRD4 es mostra en blau,
vermell o verd en cadascuna de les linies cel-lulars respectivament i vermell en PDX
de LLA-T del panell inferior.

Es va voler comprovar la importancia del DRD4 en la citotoxicitat dels antagonistes
en les linies cel-lulars de LLA-T. Per analitzar amb més profunditat el possible paper
de DRD4 en 'efecte citotoxic dels seus antagonistes, es van fer assajos de reversio
en presencia del lligand endogen del DRD4, la dopamina. En la Figura 22, tal com
s’observa els efectes citotoxics induits pels antagonistes de DRD4 sén els mateixos
en ambdues condicions avaluades. Aixo indicava que el receptor de dopamina tipus
4 semblava no estar implicat en la via per la qual els antagonistes indueixen I'efecte

anti-leucemic.

-

(&)

o
]

100 -

*kkk

# cel-lules vives respecte control
(€]
o
]

o

A _d_4 _4_d_-
C L741 Nemo RBI C L741 Nemo RBI
Dopamina 0 uM Dopamina 5 yM

Figura 22. La dopamina no reverteix els efectes dels antagonistes de DRD4.
Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar durant 72h amb L741-742 a 5i 10uM,
Nemonapride (Nemo) i RBI-257 a 10 i 25uM en abséncia o presencia de dopamina
a5uM. La viabilitat de les cel-lules va ser analitzada per citometria de flux. Les barres
representen la mitjana + SEM de triplicats d'un experiment representatiu dut a
terme en Jurkat de dos realitzats en cada linia cel-lular. **p<0,01; ***p<0,001;
xkp<0,0001. (t-test).

Al grup de recerca es disposa de linies cel-lulars de LMA, les quals sabiem que
expressen DRD4 (Sachlos et al. 2012) (Figura 23A). Es va voler comprovar si els

antagonistes especifics de DRD4 tenien més efectivitat en les linies cel-lulars de LMA

105



que expressen alt percentatge del receptor. Com a mesura indirecte de la implicacié
del DRD4, es va seleccionar la linia cel-lular MonoMac-1 ates que és la que més alta
expressio de DRD4 presenta de les disponibles al grup de recerca, i es van tractar
amb control de vehicle o L741-742, nemonaprida i RBI-257 durant 72h. L’efecte
antileucémic dels antagonistes de DRD4 en LMA es produeix en el mateix rang (10-
25 uM) que en LLA-T (Figura 23B) Suggerint que I'efecte citotoxic era independent

de la preséncia del receptor.
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Figura 23. Les linies cel-lulars de LMA expressen el DRD4 i els antagonistes
presenten efecte citotoxic. A. Les linies cel-lulars de LMA (Monomac-1, HL60, KG1
i THP1) expressen el DRD4. B. Les cel-lules Monomac-1 i HL60 es van tractar durant
72h amb L41-742 (5, 10, 25uM), nemonaprida i RBI-257 (10, 25, 50 uM) i es va
analitzar la viabilitat per citometria de flux. Les barres representen la mitjana + SEM
de triplicats d'un experiment representatiu de dos realitzats. **p<0,01; ***p<0,001;
*Hxkp<0,0001 (t-test).

Les evidencies obtingudes suggereixen que el receptor de dopamina no esta implicat
en l'efecte antileucéemic observant per dues raons fonamentals: Absencia
d’expressio del DRD4 en LLA-T i no reversié en presencia de dopamina. Per tant,
I'efecte citotoxic es degut a la afectacié d'una altre via de senyalitzaci6 associada a

una altre diana terapeutica.
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4.3.2 Identificacio de dianes alternatives

En els apartats anteriors s’ha conclos que els antagonistes de DRD4 presenten un
efecte antileucemic selectiu en LLA-T que al mateix temps no sembla tenir relacio
amb el DRD4 com a diana antileucemica. Amb l'objectiu doncs d’elucidar la diana
antileucémica implicada en aquest efecte citotoxic, es va seguir una estrategia
bioinformatica. Es va establir una col-laboraci6 cientifica amb I'’empresa Mind The
Byte, una biotech experts en la prediccié de dianes moleculars i disseny dirigit de
farmcs. Utilitzen models de compatibilitat entre diana-lligand, basats en estructura
tridimensional, bidimensional i prediccié basada en eines bioinformatiques per tal
de poder identificar possibles dianes terapeutiques de la manera més refinada

possible.

En la col-laboracié que es va realitzar, es va identificar unallista de possibles dianes.
D’aquesta llista es van seleccionar aquelles coincidents en els tres models (Hurakan,
cabrakan i Ixchel) per cada antagonista de DRD4 (Figura 24 A,B i C). De les dianes
coincidents en els tres models per cada compost, es va generar una llista de les

coincidents en els tres compostos (Figura 24 D).
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Figura 24. Cribratge de les potencials dianes predites per Mind The Byte. Es
representen en forma de diagrama de Venn les dianes predites per a cadascun dels

models (Hurakan, Cabrakan i Ixchel) per L741-742 (A), Nemonapride (B), RBI-257
(C). Diagrama de les dianes coincidents en A,B i C de cada compost (D).

La llista definitiva de dianes seleccionades en els tres compostos pels tres

antagonistes de DRD4 es troba a la Taula 9:

Dianes

Acetilcolinesterasa

Receptor Cannabinoide - I

Cadena lleugera ferritina

[soenzim corticoesteroid 11-beta-deshidrogenasa

Receptor glutamat ionotropic, NMDA1

Receptor glutamat ionotropic, NMDAZ2A

Receptor glutamat ionotropic, NMDA2B

Receptor glutamat ionotropic, NMDA2C
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Receptor glutamat ionotropic, NMDA2D

Receptor glutamat ionotropic, NMDA3A

Receptor glutamat ionotropic, NMDA3B

Receptor hormonal concentrador melanina 1

Proteina tau associada als microtabuls

Proteina musculacié tipus 1

Receptor p-opioide

Canal de potassi tipus 2

Receptor intracel-lular o no-opioide.

Proteina dits de zinc mex-5

Taula 9. Llista de dianes coincidents en I'screening de Mind The Byte. Llistades
les dianes coincidents en els tres models de prediccié pels tres antagonistes de
DRDA4.

D’aquesta llista de dianes refinada, es van descartar aquelles en les que s’havia
descrit que no s’expressaven en el nostre model, sobre les que s’havien realitzats
experiments previs al grup de recerca i s’havia validat la manca d’efectes citotoxics
i aquelles que era molt laboriés trobar eines per la validaci6. Considerant doncs, les
premisses pel descart de les dianes, es van seleccionar com a potencials dianes el
receptor de glutamat, el receptor d’acetilcolinesterasa, el receptor p-opioide i el

receptor ¢ no-opioide.

Una vegada seleccionades les possibles dianes terapeutiques, es va procedir a la
validacio. Es van testar antagonistes selectius de les dianes proposades i es va

estudiar si induien el mateix efecte citotoxic que els antagonistes de DRD4.

Receptor glutamat

El glutamat és un neurotransmissor clau en el sistema nervios central responsable
de la senyalitzacié sinaptica cerebral. Per la correcte funcionalitat del glutamat,
aquest necessita la presencia dels seus receptors que es divideixen en dos grups:
receptors de glutamat metabotropics (mGluRs) els quals pertanyen a la familia de

receptors acoblats a proteines G, i els receptors de glutamat ionotropics (iGluRs)
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que formen canals de ions. En cancer pero, I'expressio del receptor de glutamat s’ha
descritampliament més enlla del CNSiel cervell, en multitud d’organs periferics tals
com pancrees, prostata, estdmac, ovari, aixi com també s’ha destacat la seva

importancia en limfomes i leucémia (Ganor et al. 2009; Stepulak et al. 2014)

Per avaluar el receptor de glutamat com a diana terapeutica, es van testar dos
antagonistes, LY233053 i L701324, els quals tenen efecte inhibidor sobre la majoria
dels receptors de glutamat. Cel-lules de les linies de LLA-T es van tractar 72h a
diferents concentracions dels antagonistes del receptor de glutamat en un rang de
concentracions per establir una corba de toxicitat dosi-resposta i determinar la ECsy.
Dels dos antagonistes avaluats, cap d’ells induia cap efecte citotoxic en les linies
cel-lulars de LLA-T avaluades. La tUnica ECso que es va poder calcular va ser la de
L701324 en CEM que era de 64 uM pero no es representatiu ja que en les altres dues
linies cel-lulars avaluades no hi ha efecte citotoxic (Figura 25). Donat que els dos
antagonistes avaluats actuaven sobre la majoria dels subtipus de receptors de
glutamat, es va descartar que el receptor de glutamat estigués implicat en els efectes

citotoxics induits pels antagonistes de DRD4.
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Figura 25. Els antagonistes del receptor de glutamat no indueixen efecte
citotoxic en les linies cel-lulars de LLA-T. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van
tractar amb concentracions creixents de LY233053 i L701324, i la viabilitat es va
analitzar a les 72h per citometria de flux. Cada grafic mostra la corba dosi-efecte
d’'un antagonista. Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.
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Acetilcolinesterasa

L’acetilcolinesterasa (AChE), és un enzim catalitic essencial per al funcionament
basic dels mamifers. El seu paper principal és la catalisi de I'acetilcolina en lactat i
colina i altres esters de colina que funcionen com a neurotransmissors (Colovic et
al. 2013). La seva funci6é principal és evitar I'acumulacié d’acetilcolina que
desencadenaria en una estimulacié muscular repetida i descontrolada (Lazarevic-

Pastietal. 2017).

Malgrat la funcié canonica del 'acetilcolinesterasa, s’han descrit moltes altres
funcions per aquest enzim entre les quals s’inclou el seu paper en la diferenciacié de
cel-lules mare (Sperling et al. 2008), el creixement cel-lular, senyalitzacié i
reconeixement cel-lular , o també soén importants en el procés d’hematopoesi i
tumorogenesi entre altres (Lazarevic-Pasti et al. 2017; Soreq and Seidman 2001).

El gen que codifica per I'’AChE s’ha vist que freqiientment esta amplificat, mutat o
eliminat en pacients amb leucemia (AML, SMD), aixi doncs s’ha proposat la seva

relacié amb la proliferacié mieloide (Lapidot-Lifson et al. 1989).

Per avaluar l'acetilcolinesterasa com a diana terapeutica es van testar dos inhibidors
especifics: donepezil i neostigmina, ambdods actualment utilitzats en pacients amb
Alzheimer. Cel-lules de les linies cel-lulars de LLA-T es van tractar durant 72h a
concentracions creixents dels inhibidors per establir una corba de toxicitat dosi-
resposta i determinar la ECso. Cap dels dos inhibidors van presentar efecte citotoxic
en les linies cel-lulars de LLA-T. Només en el cas de donepezil es va poder tancar la
corba ECso en RPMI pero a una concentracié molt elevada (ECso: 46pM) (Figura 26).
Aixi doncs, no es va poder mimetitzar I’efecte citotoxic induit pels antagonistes de
DRD4 per tant, es va descartar que l'acetilcolinesterasa fos la diana molecular

responsable de |'efecte antileucemic.
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Figura 26. Els inhibidors de I'acetilcolinesterasa no indueixen efecte citotoxic
en les linies cel-lulars de LLA-T. Cél-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar amb
concentracions creixents de donepezil i neostigmina, i la viabilitat es va analitzar a
les 72h per citometria de flux. Cada grafic mostra la corba dosi-efecte d'un
antagonista. Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

Receptor opioide n
El receptor opioide p (MOR) forma part de la gran familia de receptors acoblats a
proteines G. S6n receptors integrals de membrana ampliament distribuits per tot el

sistema nervios central i periferia. (Spetea et al. 2014).

La importancia de MOR en el cancer esta ampliament estudiada i s’ha relacionat
principalment amb l'afavoriment de 1'angiogenesi, del creixement tumoral i de la
metastasi. En multiples models de cancer tals com estémac, prostata, ganglis i pell
entre d’altres i revisions anteriors ja han destacat el receptor opioide p com a
potencial diana terapeutica en cancer (Lennon, Moss, and Singleton 2012; Singleton

etal. 2015).

En la validaci6 del MOR com a potencial diana terapeutica, es van testar dos
inhibidors especifics: leval-lorfan i alvimopan. Les linies cel-lulars de LLA-T, CEM,
Jurkat i RPMI, es van tractar durant 72h a concentracions creixents de leval-lorphan
i alvimopan per establir una corba dosi-resposta i determinar la ECso per citometria
de flux. En el cas de leval-lorfan, no es va poder tancar la corba dosi-resposta en cap
de les linies cel-lulars utilitzades, els rangs de les ECso en les linies avaluades oscil-la
entre 45 i 126 pM. El tractament amb alvimopan, només es va poder determinar la

ECso en RPMI (88 uM) (Figura 27).
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Aquestes concentracions son extremadament altes com per considerar un efecte

selectiu dels antagonistes sobre el receptor de MOR.
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Figura 27. Els antagonistes del receptor opioide p no indueixen efecte
citotoxic en les linies cel-lulars de LLA-T. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van
tractar amb concentracions creixents de leval-lorfan ialvimopan, i la viabilitat es va
analitzar a les 72h per citometria de flux. Cada grafic mostra la corba dosi-efecte
d’'un antagonista. Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

Receptor no opioide ¢

El receptor sigma consisteix en dos subtipus, 6 1 i 2, que regulen gran varietat de
funcions cel-lulars tals com la senyalitzaci6 a través de calci, la
translocacid/activaci6 de les proteines quinases, la diferenciacié e inflamacid
cel-lular. Sén receptors intracel-lulars amb alta presencia al reticle endoplasmatic.

(Hayashi 2015; Hayashi et al. 2011; Maurice and Su 2009).

En cancer, la presencia dels receptors sima non-opioide s’ha caracteritzat en models
com cancer de mama, estdmac, prostata (Maurice and Su 2009) aixi com també s’ha
determinat que el tractament amb antagonistes especifics del receptor indueixen
un increment de 'apoptosi en les cel-lules tumorals que es veu lleugerament atenuat

en presencia d’agonistes especifics (Spruce et al. 2004).

Per la validacio del receptor no opioide o es va seguir la mateixa estrategia que en
les anteriors dianes avaluades. Es van testar dos antagonistes especifics: NE-100 i
BD-1047. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar durant 72h en un ampli ventall

de concentracions creixents per determinar una corba dosi-resposta. Tal com es pot
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observar en la figura Figura 28A-B, ambdds antagonistes presenten efecte citotoxic

en les tres linies cel-lulars avaluades en un rang que oscil-la entre 511 96 pM.

Es va repetir el mateix procediment d’avaluacié a través d’'una corba dosi-resposta
pero amb el tractament d'un agonista del receptor sigma (PRE-084). En aquest cas,
tal com es pot observar en la Figura 28C, I’efecte citotoxic del agonista es troba en el
mateix rang que el induit pels antagonistes. Les dades de citotoxicitat dels
antagonistes i agonistes no semblava que anessin encaminades a confirmar el
receptor sigma non-opioide com la diana. Malgrat aixo0, es va voler investigar amb
meés profunditat, i es va estudiar I'expressio del receptor no opoide o en CEM. Es van
realitzar els estudis en CEM tnicament per una manca de disponibilitat temporal al
grup de recerca de RPMI i Jurkat. Com s’observa a la Figura 28D, les cel-lules CEM
no presenten expressié del receptor no opioide o. D’aquesta manera, sense
I'expressio del receptor en el nostre model d’estudi, es va descartar el receptor
sigma non-opioide com la diana molecular. L’efecte citotoxic observat pels
antagonistes i agonistes podria ser un efecte off-target ja que les concentracions de

les ECso eren molt elevades.
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Figura 28. El receptor sigma non-opioide no és la diana molecular. Cel-lules
CEM, Jurkat i RPMI es van tractar amb concentracions creixents de NE-100 (A), BD-
1047 (B) i PRE-084 (C) i la viabilitat es va analitzar a les 72h per citometria de
flux.Cada grafic mostra la corba dosi-efecte d’'un antagonista. Cada punt representa
la mitjana d’un triplicat + SEM. D. Cel-lules CEM es van fixar i permeabilitzar i
posteriorment se’n va tenyir el nucli cel-lular (Dapi, panell esquerre) i el receptor

sigma non-opioide (anticos especific, panell dret).

Les dianes moleculars proposades a I'screening de Mind The Byte finalment no van

resultar estar implicades en el mecanisme d’accio6. Per aquest motiu els estudis en

aquesta direcci6 es van aturar.
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4.4. Estudi del mecanisme de mort cel-lular regulada

Els estudis detallats fins ara sobre el mecanisme d’accié no havien conclos en cap
resultat favorable. Aixi doncs, paral-lelament al mecanisme d’accié es va decidir
estudiar diferents mecanismes de mort cel-lular regulada o programada per aixi
assegurar que els antagonistes de DRD4 induien una mort cel-lular programada i no

hi havia implicaci6 de la necrosis com a mort cel-lular patologica.

4.4.1 Apoptosi

Per estudiar si el mecanisme de mort cel-lular programada dels antagonistes de
DRD4 era compatible amb l'apoptosi, es va realitzar en primer lloc un estudi de les
linies cel-lulars de LLA-T amb annexina V, que s’uneix a la fosfatidilserina a la part
exterior de la membrana plasmatica durant I'apoptosi. L’addici6 de 7aad va
permetre, a més, distingir I'apoptosi primerenca de la tardana. Cel-lules Jurkati CEM
es van tractar durant 72h amb L741-742 a 51 10 uM, nemonaprida i RBla 12 i 25
uM. Els estudis en RPMI no van tenyir-se adequadament i no es podien considerar.
Com es pot observar a la

Figura 29A, no es detecta un increment de la tincié d’Annexina V, per tant no hi ha
activacio de I'apoptosi, encara que si hi ha induccié de mort cel-lular mesurada per
la positivitat de la tinci6 7AAD. En la

Figura 29B, es troba recollida la viabilitat cel-lular amb els tractaments a diferents

concentracions dels antagonistes de DRD4.
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Figura 29. Els antagonistes de DRD4 no indueixen I'expressio d'annexina V. A.
Grafics de citometria de flux representatius de céel-lules Jurkat tractades 72h amb
vehicle, L741-742 a 51 10uM, Nemonapride i RBI-257 a 10 i 25 uM. B. Cél-lules CEM
i Jurkat es van tractar 72h amb L741-742 (L741) a 5i 10uM, nemonaprida (Nemo)
i RBI-257 a101i 25 uM i se’n va analitzar la viabilitat cel-lular a través de citometria
de flux. Les barres representen la mitjana + SEM d'un experiment representatiu de
tres realitzats. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,0001.

Conjuntament amb la inducci6 de I'expressié d’annexina V també es va voler avaluar
el paper d’un dels principals efectors de l'apoptosi en les dues vies principals,
l'activacié de les caspases executores 3 i 7. Aquest estudi es va realitzar mitjangant
un kit basat en luminesceéncia que permet determinar el grau d’activacié de caspases
317 (Caspase Glo ® 3/7 Assay, Promega). Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar
durant 6h amb L741-742 a 51 10uM, aixi com també durant 24h amb L741-742 a5
i 10uM, nemonaprida i RBI-257 a 10 i 25 pM.En ambdés experiments es van tractar
també les linies cel-lulars de LLA-T amb etoposid, un activador de caspases utilitzat
com a control positiu. En concordan¢a amb la manca d’expressié d’annexina V, es va
observar que les caspases executores no s’activaven amb el tractament dels
antagonistes a cap dels temps estudiats, contrariament a I'’etoposid que indueix una

gran activacié de caspases als estudis tant de 6h com de 24h (Figura 30).
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Figura 30. Els antagonistes de DRD4 no indueixen una activacié de caspases
efectores a les 6h i 24h. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar amb vehicle,
L741-742 (L741) 5 i 10uM, nemonaprida (Nemo) i RBI-257 (RBI) 10 i 25uM o
etoposid (Eto/Et) a 10 uM. A. 6h de tractament o B. 24h de tractament i es va
analitzar per luminiscéncia I'activacié de caspases mitjancant el kit Caspase Glo ®
3/7 Assay. Es mostren unitats de luminescencia relativa (RLU) respecte el control.
Les barres representen la mitjana + SEM d'un experiment representatiu de dos
realitzats. **p<0,001; ***p<0,0001 (t-test).

Aquests resultats concorden amb els resultats observats préviament amb annexina
V. El tractament dels antagonistes de DRD4 no indueix una tincié positiva
d’annexina V com tampoc implica 'activacio de les caspases executores. Per tant,
sembla que el programa d’apoptosi canonica no esta activat en resposta al

tractament.

Com s’ha explicat anteriorment, un dels detonants de la maquinaria apoptotica és la
permeabilitzaci6 irreversible de la membrana mitocondrial externa. Amb 'objectiu
de poder descartar la implicacié de I'apoptosi com a mecanisme de mort cel-lular
amb el tractament dels antagonistes de DRD4, es va analitzar la implicacié del

compartiment mitocondrial. Els primers estudis es van centrar en analitzar
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I'alteracio en especies reactives d’oxigen mitocondrials (mitROS). Per fer-ho, es va
analitzar per citometria de flux la intensitat de fluorescencia de la sonda especifica
mitROS MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator després de 6h, 24h i
48h de tractament dels antagonistes de DRD4 en linies cel-lulars de LLA-T. El
tractament amb els antagonistes no indueix un increment de mitROS a cap dels
temps observats, contrariament a la rotenona que es va utilitzar com a control
positiu i que indueix un gran increment de les espécies reactives d’oxigen a tots els

temps de tractament (Figura 31).
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Figura 31. Els antagonistes de DRD4 no indueixen una acumulaci6é de mitROS.
Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 6h, 24h i 48h amb control de vehicle (C),
L741-742 a 10 uM (L), nemonaprida a 25 pM (N), RBI-257 a 25 pM (R) o rotenona
0,1 uM (Rt) i es van incubar amb la sonda MitoSOX. Es mostren valors d’intensitat
mitjana de la fluorescencia (MFI) referits al control. Les barres representen la
mitjana * SEM de triplicats d’'un experiment representatiu de dos realitzats.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (t-test).

D’altra banda, es va estudiar el potencial de la membrana mitocondrial (A¥mit),
implicat en I'apoptosi i en el manteniment de I'homeodstasi mitocondrial, mitjangant
la tinci6 amb rodamina 123. El potencial de membrana permet I'existéncia de la

cadena respiratoria i la generaci6 d’ATP. Sense aquest potencial, seria impossible
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generar la transmissié d’electrons i tampoc la translocaci6 de H+ de l'espai
intramitocondrial. La pérdua del potencial de membrana és un efecte colateral de la
induccié de I’'apoptosi al perdre la funcionalitat del mitocondri. (Baracca etal. 2003).
En els estudis realitzats amb linies cel-lulars de LLA-T tractades amb L741-742, no
es va observar una disminucié de AWuit, Sind que, contrariament a més temps de
tractament el AWnirtaugmentava lleugerament respecte el control amb el tractament
de L741-742 (Figura 32). Aquest augment pot ser degut a 'agregament i quenching
posterior quan s'utilitzen altes dosis o temps llargs de tractaments. La
despolaritzacié de la membrana pot causar un quenching que indueix un augment
transitori de la tincié (Perry et al. 2011). L’augment del potencial de 1a membrana
també s’ha estudiat com a resposta a una baixada de ROS que provoca al seu torn el
tancament dels canals de H* del mitocondri (Song etal. 2017) o bé al tancament dels
canals directament (Zorova et al. 2018). Aixi doncs, considerant aquests precedents,
els resultats sobre 'augment del potencial es probable que sigui el producte d’un

artefacte experimental.
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Figura 32. L741-742 no indueix una perdua del potencial de la membrana
mitocondrial. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 1h, 3h, 6h i 24h
ambcontrol de vehicle (C) o L741-742 a 10 pM (L) i es va analitzar la tincié amb
rodamina-123 per citometria de flux. Les barres representen la mitjana + SEM de
triplicats d’'un experiment representatiu de dos realitzats *p<0,05; **p<0,01;
*%*p<0,001 (t-test).

Aixi doncs, aquest conjunt d’estudis van servir per descartar I'apoptosi com a

mecanisme de mort cel-lular implicada en el tractament dels antagonistes de DRD4.
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Conjuntament amb el descart de la implicaci6 de la maquinaria apoptotica, els
estudis sobre la generacié de especies reactives d’oxigen mitocondrials i ’avaluacid
del potencial de membrana, van permetre descartar una implicaci6 del

compartiment mitocondrial en el mecanisme d’accié dels antagonistes de DRD4.

4.4.2 Mort cel-lular dependent d’autofagia

Descartada I'apoptosi, el cami cap a la identificaci6 de la mort cel-lular programada
es complicava. Malgrat es contemplen una dotzena de tipus de mort cel-lular
diferents (Galluzzi et al. 2018), I'eleccié per a I'estudi de qualsevol d’elles en el
nostre sistema mancava d’evidéncies que ens facilités el procés. Es va decidir tenir
en compte precedents anteriors del grup de recerca. En treballs anteriors, s’havia
determinat la importancia del compartiment autofagic-lisosomal en resposta a
tractaments amb altres compostos (Cornet-Massana en revisid). Aixi doncs, es van
iniciar els estudis del compartiment autofagic i la mort cel-lular dependent

d’autofagia.

Per estudiar la inducci6 de 'autofagia, cel-lules de les linies cel-lulars de LLA-T es
van tractar amb els antagonistes de DRD4 durant 6h, 24h i 48h a diferents
concentracions. Passat el temps de tractament, es va analitzar la presencia
d’autofagosomes i autofagolisosomes com a marcadors especifics de l'autofagia,
mitjancant la tinci6 Cyto-ID. Es va poder determinar, que el tractament amb els
antagonistes de DRD4 induien un augment de la fluorescencia de Cyto-ID en totes
les linies cel-lulars de LLA-T avaluades, per tant un augment del compartiment
autofagic (Figura 33). Aquests experiments representen la primera prova de la

implicacio del compartiment autofagic en el tractament dels antagonistes de DRD4.
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Figura 33. Els antagonistes de DRD4 indueixen un augment del compartiment
autofagic. Cél-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar durant 6h, 24h i 48h amb
vehicle (C), L741-742 (L741)a5i10 pM, nemonapride (Nemo) i RBI-257 (RBI) 10 i
25uM i es va analitzar la intensitat de la fluorescencia mitjana (MFI) de la tincid
especifica CYTO-ID a la poblacié de cel-lules vives com a mesura del volum del
compartiment autofagic. Les barres representen la mitjana + SEM d’'un experiment
representatiu de tres realitzats. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Conjuntament amb la induccié de la autofagia en les linies cel-lulars de LLA-T, es va
voler estudiar si aquest efecte també s’induia en la mostra de PDX de LLA-T. Cél-lules
d’aquesta mostra primaria es van tractar durant 24h amb els antagonistes de DRD4
a diferents concentracions o amb cloroquina com a control positiu de la induccié de
I'autofagia. Passat el temps de tractament es van tenyir amb CYTOID i es van avaluar
els canvis per citometria de flux. El tractament amb els antagonistes de DRD4,
principalment L741-742 i nemonaprida indueixen un augment del compartiment

autofagic també en les cel-lules pseudoprimaries de LLA-T (Figura 34).
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Figura 34. Antagonistes de DRD4 indueixen un augment del compartiment
autofagic en PDX LLA-T. Cel-lules PDX LLA-T es van tractar 24h amb control de
vehicle (C), L741-742 (L741)a 5110 uM, nemonaprida (Nemo) i RBI-257 (RBI) 10 i
25uM o Cloroquina (Cl) a 10 pM i es va analitzar la intensitat de la fluorescencia
mitjana (MFI) de la tinci6 especifica CYTO-ID a la poblacié de cél-lules vives com a
mesura del volum del compartiment autofagic. Les barres representen la mitjana +
SEM d’un experiment representatiu de dos realitzats. **** p < 0,0001 (t-test).

Un dels marcadors més acceptades en I'estudi del compartiment autofagic és la
forma lipidada de la proteina LC3 (LC3-II) . Es tracta de la proteina que es troba de
forma superficial als autofagosomes i que no és eliminada durant el procés de
elongacié de I'autofagosoma. Representa una de les mesures més estandarditzades
per l'estudi de l'autofagia (Y. Feng et al. 2014). Per a confirmar el que s’havia
observat a nivell de Cyto-ID, es va analitzar la quantitat de proteina LC3-II via
western blot. El tractament dels antagonistes induia un augment de la forma de LC3-
II (Figura 35C) molt més elevat que els canvis de la isoforma no lipidada (LC3I)
(Figura 35B), sent L74-1-742 el tractament que més inducci6 de la forma LC3-II

presentava (Figura 35).
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Figura 35.Els antagonistes de DRD4 indueixen un augment del marcador
autofagic LC3B-II en LLA-T. Linies cel-lulars de LLA-T (CEM, Jurkat i RPMI) es van
tractar 72h amb vehicle ( @), L741-742 10uM (L741), nemonaprida 25uM (Nemo) i
RBI-257 (RBI) 25uM i se’n van extreure proteines. Es van realitzar Western Blots
amb anticossos per a LC3 i el control GAPDH. A. Membrana representativa de Jurkat.
B. Quantificacio6 de les bandes LC3-I respecte control C. Quantificacié de les bandes
LC3-II respecte control. Cada punt simbolitza una réeplica experimental diferent.

Els resultats obtinguts de CYTOID a nivell de citometria de flux aixi com els obtinguts
a nivell de proteina per western blot, van permetre determinar que els antagonistes
de DRD4 induien un efecte general sobre I'autofagia pero no les caracteristiques
d’aquest efecte. Aixi doncs, per poder aprofundir més en I’estudi del compartiment
autofagic es va procedir al estudi per microscopia de fluorescencia en viu. Cel-lules
de Jurkat, CEM i RPMI es van tractar durant 24h amb L741-742 i es van tenyir per
CYTOID i es van analitzar els canvis per microscopia de fluorescéncia. Com s’observa
en la figura Figura 36, el tractament amb L741-742 indueix la formacié
d’autofagosomes de forma temps dependent. L’efecte sobre el compartiment
autofagic sembla evident, mentre que els controls no mostren practicament

presencia d’autofagosomes, el tractament amb L741-742 indueix un increment de
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vesicules discretes al llarg del citoplasma. Aquests resultats concorden amb

I'increment de la MFI de CYTOID observat per citometria de flux.

A

Hoechst CYTOID Fusio

L741 24 h Control

L74148h
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Figura 36. El tractament amb L741-742 indueix un augment en el
compartiment autofagic. Cél-lules Jurkat es van tractar amb L741-742 a 5 uM
durant 24h o 48h, es van tenyir amb CYTOID i Hoechst 33342 i es van observar en
viu en un microscopi de fluorescencia. Es mostren camps representatius de cada
condicio. Blau, hoechst33342; verd, CYTOID. Les barres d’escala corresponen a 10
pum (A) o 5 um (B).

La induccié de 'autofagia com s’ha explicat en apartats anteriors, és un procés que
s’activa en resposta a multiples estimuls com I'estres o el déficit de nutrients entre
altres (Klionsky 2007) . Aixi doncs es va voler aprofundir més en els estudis per tal
d’assegurar que aquest augment del compartiment autofagic observat estava
relacionat amb la mort cel-lular, podent aixi considerar una mort cel-lular
dependent d’autofagia. Tal i com dicta la darrera revisio de les nomenclatures de les
morts cel-lulars programades, per tal de validar la mort cel-lular dependent
d’autofagia cal que el procés de mort sigui revertit en presencia d’'un inhibidor

especific de I'autofagia (Galluzzi et al. 2018).
Tenint en compte aquesta consideracio, es va procedir a estudiar la viabilitat
cel-lular amb el tractament dels antagonistes de DRD4 en presencia d’un inhibidor

especific de 'autofagia com és la 3-metiladenina (3MA). Cél-lules CEM, Jurkat es van
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tractar amb vehicle o amb concentracions ascendents de L741-742, nemonaprida i
RBI-257 en absencia o presencia de 3MA 500 uM. Les cel-lules de les linies de LLA-
T esvantractar durant 24h i 72hise’n va analitzar la viabilitat cel-lularila intensitat

de CYTOID respectivament a través de citometria de flux. (Figura 37).
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Figura 37. 3-MA reverteix els efectes citotoxics i sobre el compartiment
autofagic dels antagonistes de DRD4. Cél-lules CEM es van tractar amb control de
vehicle (C), L741-742 (L741/L) a 2,5/ 5 /10uM, nemonaprida (Nemo/N) i RBI-257
(RBI/R)a 10/ 25 / 50uM en abséncia o preséncia de 3MA a 500 uM. Panell superior
representa la viabilitat cel-lular que es va analitzar pasades 72h de tractament i el
panell inferior representa la MFI de CYTOID analitzada a les 24h de tractament.
Ambdoés experiments van ser analitzats per citometria de flux. Les barres
representen la mitjana + SEM de triplicats d’'un experiment representatiu de tres
realitzats. *p<0,05; ** o ##p<0,01; *** 0 ###p<0,001; **** o0 ####p<0,0001 (t-test).

Com recull la Figura 37, la presencia de 3-MA reverteix els efectes citotoxics dels
antagonistes de DRD4. En preséencia de l'inhibidor del compartiment autofagic,
també disminueix la tinci6 de Cyto-ID a les 24h de tractament. El bloqueig de
I'autofagia amb I'inhibidor 3-MA evita I’activaci6 del compartiment autofagic (Tincid

CytolD 24h) i evita l'efecte citotoxic (Viabilitat cel-lular 72h). Aquests estudis es van
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aprofundir avaluant els efecte de 3-MA sobre els antagonistes de DRD4 també a
nivell de microscopia de fluorescéncia en viu. Com s’observa a la Figura 38, el co-
tractament de 3-MA amb els antagonistes de DRD4 reverteix la formacié
d’autofagosomes en Jurkat. Només es va utilitzar la linia cel-lular Jurkat ates que en

la resta no es van poder determinar els efectes de forma tant evident.

Hoechst CYTOID Fusio

Control

3-MA

L741-742

L741-742 + 3-MA
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Figura 38. 3-MA reverteix la formacié d'autofagosomes. Cél-lules Jurkat es van
tractar amb L741-742 5 pM 24h, es van tenyir amb CYTOID i Hoechst 33342 i es van
observar en viu en un microscopi de fluorescéncia. Es mostren camps
representatius de cada condicié. Blau, hoechst33342; verd/blanc, CYTOID. Les
barres d’escala corresponen a 10 um.

Aquest conjunt d’estudis permeten determinar la inducci6 de I’autofagia en resposta
al tractament amb els antagonistes de DRD4 aixi com també sembla que el procés
de mort cel-lular dependent d’autofagia esta implicat en el mecanisme de mort

cel-lular programada.

4.4.2.1 Avaluacio del compartiment lisosomal

Un cop validada la importancia del compartiment autofagic, va resultar d’interes
I'estudi del compartiment lisosomal. El desti final dels autofagosomes es la fusié
amb els lisosomes per la degradaci6 del seu contingut. Per tant doncs, aquest
organul esta estretament relacionat amb l'autofagia i té implicacions també en la

mort cel-lular dependent d’autofagia.

Els primers estudis sobre el compartiment lisosomal es van fer a través de
citometria de flux. Per avaluar els canvis sobre els lisosomes es va fer servir la sonda
LysoTracker Deep Red, igual manera que es va fer per l'avaluacié de I'autofagia,
cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar durant 24h i 48h amb els antagonistes de
DRD4 i passat el temps de tractament es van tenyir amb LysoTracker Deep Red i es
van avaluar els canvis per citometria de flux. En concordanca amb el que s’havia
observat en referéncia als autofagosomes, el tractament amb els antagonistes de
DRD4 induia un increment en la massa del compartiment lisosomal, ja sigui en

nombre o0 en mida dels lisosomes (Figura 39).
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Figura 39. Els antagonistes de DRD4 indueixen un augment de la massa
lisosomal. Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar a 24 o 48h amb control de
vehicle (C), L741-742 (L741/L)a 5110 puM, nemonaprida (N) i RBI-257 (R)a 101 25
uM o cloroquina (Clor/Clr) a 20 uM i es va analitzar la intensitat de fluorescencia
mitjana (MFI) de la tinci6 especifica Lysotracker Deep Red a la poblacio de cel-lules
vives com a mesura de la massa lisosomal. Les barres representen la mitjana + SEM
de triplicats d'un experiment representatiu de 3 realitzats. *p<0,05; **p<0,01;
**p<0,001; ****p<0,0001 (t-test).
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L’avaluacio dels lisosomes a través de citometria de flux, va permetre identificar que
els antagonistes de DRD4 induien un increment sobre el compartiment lisosomal,
pero no permetia caracteritzar la morfologia d’aquest efecte. Aixi doncs,
analogament als estudis realitzats per 'avaluacié del compartiment autofagic, es
van aprofundir els estudis amb microscopia de fluorescencia.. Es van tractar amb

L741-742 cel-lules de Jurkat durant 24h i 48h.
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Figura 40. El tractament amb L741-742 indueix un augment en el
compartiment lisosomal. Cel-lules Jurkat es van tractar amb L741-742 a 5 uM
durant 24h o 48h, es van tenyir amb Lysotracker Deep Red (LTR Deep Red) i Hoechst
33342 ies van observar en viu en un microscopi de fluorescencia. Es mostren camps
representatius de cada condicié. Les barres d’escala corresponen a A. 10 um o B. 5

um.

Com es pot observar en la Figura 40, aquests experiments estaven en concordanga
amb els resultats obtinguts en els estudis via citometria de flux. El tractament amb
els antagonistes de DRD4 indueix un fort increment en la massa lisosomal. Amb
I'addicié de L741-742 s’observa I'aparicié d’'unes zones fluorescents discretes que
no son detectables en les cél-lules tractades amb vehicle. En imatges de més
augment (Figura 40B) queda patent aquesta aparici6 de massa lisosomal amb el

tractament.
El punt d’inici de la maquinaria autofagica és la formaci6 d’autofagosomes, el desti

dels quals es la fusi6 amb els lisosomes per a la degradaci6 del material que

contenen (Yu, Chen, and Tooze 2018). Els estudis realitzats sobre el compartiment
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de reciclatge sembla que hi ha una induccio de la formacié d’autofagosomes aixi com
també del compartiment lisosomal en resposta al tractament dels antagonistes de
DRD4. Considerant que el desti dels autofagosomes és la fusié amb els lisosomes, es
va voler certificar aquesta fusié entre les vesicules generades en resposta al
tractament. Cél-lules Jurkat es van tractar durant 24h i 48h amb L741-742, es van
tenyir conjuntament amb Lysotracker Deep Red i CytolD i es va analitzar en viu per

microscopia de fluorescencia (Figura 41).
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Figura 41. L741-742 indueix un augment del compartiment autofagic i
lisosomal. Cel-lules Jurkat es van tractar amb vehicle de control o L741-742 a 10
UM durant 24h o 48h, es van tenyir amb CYTOID, Lysotracker Deep Red (Lysotracker)
i Hoechst 33342 i es van observar en viu en un microscopi de fluorescencia. Es
mostren camps representatius de cada condici6. Les barres d’escala corresponen a
10 um.

Malgrat no poder assegurar una fusié dels autofagosomes i lisosomes generats en
resposta al tractament, si que es pot determinar que ambdues vesicules es troben
localitzades als mateixos punts del citoplasma cel-lular. Aquesta localitzaci6 es molt

meés evident a les 48h de tractament (Figura 42).
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Figura 42. L741-742 indueix un augment del compartiment autofagic i

lisosomal. Imatges analogues a les de la Figura 41. Les fletxes vermelles marquen
vesicules colocalitzants. Les barres d'escala corresponen a 5pm.

En concordanga amb la dinamica del compartiment de reciclatge explicada en
apartats anteriors, L741-742 indueix un augment de autofagosomes ilisosomes que
a les 48h de tractament es troben localitzats conjuntament al citoplasma cel-lular
suggerint doncs, que els autofagosomes generats en resposta al tractament es

fusionen amb els lisosomes.

4.5. Estudi de la regulacio de I'’expressio genica en resposta al tractament amb
antagonistes de DRD4

Si bé els estudis sobre el compartiment autofagic i lisosomal aportaven informacid
molt valuosa sobre el mecanisme d’accig, inicament era informacio relativa al
procés de mort cel-lular és a dir, informacio sobre el tram final del procés. Malgrat
les afectacions sobre el compartiment de reciclatge son clares, no permeten explicar
el mecanisme d’accid antileucémica dels antagonistes de DRD4 al complet, quina és

la diana que desencadena la mort cel-lular.

El recorregut fins a aquest punt del treball havia estat tortuds i havia aportat

informacio valuosa pero inconnexa. Aixi doncs, amb I'anim de poder agermanar la
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informacio6 obtinguda fins al moment sobre el mecanisme d’accid, i poder connectar
els punts que faltaven, es va decidir dur a terme un estudi de I'expressié genica

(array) en resposta al tractament dels antagonistes de DRD4

L’altima estrategia emprada per ala identificacié del mecanisme d’accid associat al
tractament amb els antagonistes de DRD4 va ser I'estudi de I'expressié genica en
resposta al tractament. L'objectiu era poder determinar canvis substancials en
I'expressido genica que poguessin vincular-se posteriorment a una ruta de
senyalitzaci6 concreta, a una diana molecular o bé a un mecanisme d’accid
independent de diana molecular. En aquest treball es va realitzar I'array d’expressié
Clariom S (Affymetrix). L’eleccio es basava, principalment, en I'extensa cobertura de
tots les gens actualment anotats, que permet detectar I'expressioé de biomarcadors

amb funci6 coneguda.

Aixi doncs, ceél-lules de CEM i RPMI es van tractar a durant 12h i 24h, amb L741-742
a 10 uM i RBI-257 a 25 pM. Es van utilitzar CEM i RPMI ates que son dues linies
cel-lulars amb un nivell maduratiu molt diferent, podent aixi minimitzar les
variacions degudes a la heterogeneitat clonal. Es va prioritzar el tractament a
diferents temps i amb dos antagonistes diferents, abans que el nombre de répliques
per identificar aixi la firma génica comt en ambdoés tractaments i en ambdues linies.
Els resultats d’expressié genica es van analitzar amb el programa Affymetrix
Expression Console Software i amb l'ajuda indispensable de I'empresa Mind The
Byte. Es van estudiar els canvis en 'expressid genica en cada una de les condicions
de tractament. Els canvis incloien aquells gens que es sobre expressaven (fold
change >2) aixi com els que es reprimien ( fold change<-2). Integrant les dades de
gens de les multiples comparacions realitzades entre tractaments i controls, es van
seleccionar només aquells gens que estaven presents en almenys 3 comparatives

diferents: temps de tractament, compost i linia cel-lular (Taula 10).
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Tendencia a sobreexpressio en tractament respecte control

MYC
Funci6 en multiples processos de transformacio leucemica.
LMO1
LIMCH1
CD2 Antigen superficial expressat en cel-lules T
EX0SC5 | Integrant del complex exosoma implicat en la degradacié de RNA
OLMF4 Factor antiapoptotic implicat en el creixement tumoral.

Tendencia a reprimir expressio en tractament respecte control

Fosfoproteina implicada en cAMP

ARPP21
CCGN2 Ciclina G2
MIR568 | Micro RNA 568
Funcié important en multiples processos com neurogéenesi,
ZBTB20
manteniment de '’homeostasi de la glucosa i creixement postnatal.
Protecci6 de 'apoptosi de les cel-lules T en privacio6 de IL2.
TSC22D3
En cel-lules T, inhibici6 de translocacio al nucli de NFKB1.
FASN Sintesi del palmitat partint d’acetil-CoA i malonil-CoA.
Funci6 implicada en ’homeostasi del colesterol.
RNF-145
A altes concentracions d’esterol regula negativament HMGCR
HMGCR | Enzim limitant en la sintesi de colesterol.

Taula 10. Gens amb canvis d'expressio substancials en resposta al tractament.

Es mostren aquells gens 'expressid dels quals estava sobreexpressada o reprimida

en almenys 3 condicions diferents d’avaluacié: Temps de tractament, compost i

linea cel-lular.

En aquest primer cribratge dels resultats, es van identificar gens amb funcions molt

variades. Entre els més freqiients, van suscitar especial interes aquells implicats en

la sintesi d’acids grassos i colesterol. El metabolisme lipidic i la seva relacié amb el

compartiment de reciclatge cel-lular ha estat ampliament estudiada. La regulacid
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d’'un procés i l'altre es pot entendre i explicar en ambdues direccions (Jaishy and

Abel 2016).

Considerant doncs, la relacié descrita entre d’ambdds processos i els resultats
previs sobre la clara afectacié del compartiment de reciclatge, es va decidir estudiar

el metabolisme lipidic en el nostre sistema.

4.6. Estudi del metabolisme lipidic

4.6.1. Estudi de I'expressio genica del metabolisme lipidic amb el tractament
dels antagonistes de DRD4.

El primer pas en aquesta nova direccio6 va ser un nou analisi de l’array. Aquest segon
analisi va ser dut a terme per I'empresa MindTheByte. Es van considerar només els
gens implicats en el metabolisme lipidic. Es van seleccionar els gens que se
sobreexpressaven (fold change > 0) i els que es reprimien (fold change < 0 ). El
criteri de seleccié de gens en aquest cas va ser menys estricte per poder tenir una
visio el maxim d’amplia del metabolisme lipidic en resposta el tractament. Cada gen,
a més, es va relacionar amb les proteines per les quals codifica. Es van realitzar les
mateixes comparatives que en el primer estudi, i es van integrar les dades de totes
elles aconseguint aixi, un patr6 d’expressio de gens involucrats amb el metabolisme
lipidic després del tractament. Els gens seleccionats presents en almenys tres de les
comparatives realitzades, es troben recollit ala Taula 11. Gens amb implicaci6 en el
metabolisme lipidic sobreexpressats o reprimits en resposta al tractament amb
antagonistes de DRD4. Es mostren només aquells gens presents en almenys dues
comparatives realitzades: temps de tractament, compost i linia cel-lular. Els gens

seleccionats s6n també aquells amb el major fold change.

Gens reprimits en tractament respecte control. Fold Change < 0

Nom gen Fold Nombrfe Funcio en el metabolisme lipidic
Change | comparatives
DHCR24 - 3,93 5 Sintesi colesterol
LPCAT1 - 3,16 3 Sintesi fosfolipids
FASN - 3,23 5 Sintesi acids grassos
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MBOAT7 -2,33 2 Re-acilacié fosfolipids
HMGCR - 4,09 5 Sintesi colesterol
HMGCS1 - 4,05 4 Sintesi colesterol
ELOVL6 - 2,89 4 Elongacio6 d’acids grassos
LSS -3,11 4 Sintesi colesterol
ACACA -2,2 2 Sintesi acids grassos

Gens reprimits en tractament respecte control. Fold Change > 0

Nom gen Fold Nombrfe Funcio en el metabolisme lipidic
Change | comparatives
SCAP 2,02 2 Transport de colesterol al aparell de Golgi
ABCA1 6,85 3 Transport del colesterol

RARRES3 223 ) Hidrolisis grups z.;1c11 en fosfzfltldllcohna i
fosfatidiletanolamina

STARD6 2,35 2 Transport d’esterols

ACADVL 2,31 3 Oxidacio acids grassos mitocondrials

Taula 11. Gens amb implicacié en el metabolisme lipidic sobreexpressats o
reprimits en resposta al tractament amb antagonistes de DRD4. Es mostren
només aquells gens presents en almenys dues comparatives realitzades: temps de
tractament, compost i linia cel-lular. Els gens seleccionats s6n també aquells amb el
major fold change

Analitzant els patrons d’expressio genica, es va determinar que el tractament tendia
a reprimir 'expressié de gens implicats en la sintesi d’acids grassos, colesterol i
fosfolipids. Conjuntament amb la repressi6 d’aquesta familia de gens, altres

implicats en el transit del colesterol presentaven sobreexpressio.

4.6.2. Estudi dels lipids neutres amb el tractament dels antagonistes de DRD4.
Amb els analisis bioinformatics dels arrays, es va determinar una repressio de gens
implicats en la sintesi de lipids. Es va decidir estudiar el contingut lipidic total de la
cel-lula i com variava aquest en presencia del tractament. Amb aquest objectiu, es
va emprar la sonda Bodipy 493/503. Una sonda fluorescent que tenyeix
especificament els lipids neutres de la cel-lula, aquesta sonda pot ser emprada per a

la quantificaci6 a nivell de citometria de flux i, també, per ala caracteritzacio de lipid
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droplets per microscopia (Qiu and Simon 2016). Per poder determinar de forma
quantitativa aquest efecte sobre els lipids, cel-lules CEM, Jurat i RPMI es van tractar
amb L741-742 durant 24h o 48h i posteriorment es van tenyir amb la sonda Bodipy
493/503. En els estudis del metabolisme lipidic només es va utilitzar
preferencialment el compost L741-742 ates que era el que millor perfil preclinic
presentava. El tractament amb L741-742, la posterior tincié amb Bodipy 493/503 i
'analisi per citometria de flux, va comportar un augment dels lipids neutres totals

de la cel-lula en resposta al tractament a tots els temps avaluats (Figura 43).

24h Tractament 48h Tractament

175+
150
125
100

MFI Bodipy 493/503
respecte control
MFI Bodipy 493/503
respecte control

c c c c c c
L741-742 L741-742 L741-742 L741-742 L741-742 L741-742
CEM Jurkat RPMI CEM Jurkat RPMI

Figura 43.L741-742 indueix un augment dels lipids neutres a nivell cel-lular.
Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 24h o 48h amb control de vehicle (C) o
L741-742a 1-2,5-5-10 - 25 uM i es va analitzar la intensitat de fluorescencia
mitjana (MFI) de la tincio especifica Bodipy 493/503 a la poblacié de cel-lules vives.
Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats de tres experiments
independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

A priori, aquest augment dels lipids totals amb el tractament no encaixava amb la
hipotesi que s’havia formulat basada en el bloqueig de la sintesi de lipids. Una
possible explicacié d’aquests resultats, podria ser la regulacié negativa dels gens

implicats com a conseqiiéncia d'una alta presencia de lipids.

Aquest 'estudi a través de citometria de flux ens va permetre obtenir les primeres
evidencies de la implicaci6 del metabolisme lipidic en el mecanisme d’accié dels
antagonistes de DRD4. Pero, la citometria de flux, només permet la quantificar i no

permet la caracteritzaci6 d’aquests efectes sobre els lipids. Per caracteritzar més
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profundament aquest augment, es va estudiar a nivell de microscopia. Els estudis
per microscopia en viu es van realitzar inicament amb la linia cel-lular Jurkat atesa
la complexitat d’optimitzacid dels protocols i la manca de temps per dur a terme els
estudis. Com es recull a la Figura 44, el tractament amb L741-742 indueix un
augment del contingut lipidic a 24h amb la formacié de vesicules lipidiques que es
mostren com a punts intensos compatibles amb lipid droplets. Contrariament a les
cel-lules tractades amb control de vehicle en les que la tinci6 lipidica és molt més
difosa al llarg del citoplasma. L’augment del contingut lipidic amb el tractament de
L741-742 es déna principalment a les 24h, ja que passades 48h les vesicules no sén

tant evidents i la tinci6 és més difosa semblant aixi al patré de les céel-lules control.

Hoechst Bodipy 493/503 Fusio

L741-742 24h Control

L741-742 48h
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Hoechst Bodipy 493/503 Fusio

Control
24h

L741-742

L741-742
48h

Figura 44. L741-742 indueix un augment del contingut lipidic total de la
cel-lula. Es van tractar cel-lules Jurkat amb L741-742 a 10 pM, es van tenyir amb
Bodipy 493/503 i Hoechst33342 i es van observar en viu en un microscopi de
fluorescencia. Es mostren camps representatius de cada condici6. Les barres de les
imatges del panell superior corresponen a 10 um i les del panell inferior a 5 pm.

Aixi doncs, aquesta primera part d’estudis del contingut de lipid netures, semblava
indicar que el tractament amb L741-742 induia un augment del contingut lipidic
amb una morfologia de punts vesicules discretes al llarg del citoplasma. A més la
clara aparicio6 ales 24h i desaparicid ales 48h, suggeria la possible implicacié d’altra
magquinaria cel-lular. En nombrosos estudis s’ha validat que la preséncia de grans
quantitats de lipids tals com TAG, colesterol o fosfolipids poden induir lipotoxicitat
i pot conduir la cel-lula cap a la mort cel-lular programada (Magtanong, Ko, and
Dixon 2016; Schaffer 2016). Com a mecanisme citoprotector de la lipotoxicitat, la
cel-lula emmagatzema aquests excés de lipids citoplasmatics en forma de lipid
droplets, com a reservori energetic que pot ser util en episodis d’estres cel-lular

acompanyats de fluxos d’autofagia elevats (Nguyen and Olzmann 2017).
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En estudis previs d’aquest treball s’ha demostrat un augment clar del compartiment
autofagic i lisosomal i s’ha constatat també la co-localitzaci6 d’autofagosomes i
lisosomes a les 48h de tractament. També s’ha determinat 'aparicié de vesicules
lipidiques a les 24h i la seva desaparicio a les 48h de tractament. Aixi doncs, es va
voler estudiar si la inducci6 del compartiment de reciclatge cel-lular estava
relacionada amb I'aparicié i desaparici6 de vesicules lipidiques. Es va avaluar
conjuntament el patré de lipids cel-lulars amb el compartiment lisosomal. Cel-lules
Jurkat es van tractar a 24h i 48h amb L741-742, es van tenyir conjuntament amb
Lysotracker Deep Red i Bodipy 493/503 i es va avaluar per microscopia de

fluorescencia en viu.

Tal com es recull a la Figura 45, el tractament amb L741-742 a les 24h indueix un
augment en la formacié de vesicules lipidiques i del compartiment lisosomal.
Ambdues vesicules es troben en zones diferents del citoplasma. A les 48h de
tractament, I'laugment de la massa lisosomal és molt més evident, al mateix temps
que ja no hi ha presencia de les vesicules lipidiques. Amb aquests estudis, no es van
obtenir resultats concloents, caldria optimitzaci6 dels temps d’avaluacié per poder
determinar amb més exactitud si la desaparicié de les vesicules lipidiques és per

digestio lisosomal.
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Hoecsht Bodipy 493/503 Lysotracker Fusio
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Figura 45. El tractament amb L741-742 indueix un increment de la massa
lisosomal aixi com de vesicules lipidiques. Es van tractar cél-lules Jurkat amb
L741-742 a 10 pM, es van tenyir amb Bodipy 493/503, Lysotracker Deep Red i
Hoechst33342 i es van observar en viu en un microscopi de fluorescéencia. Es
mostren camps representatius de cada condici6. Les barres de les imatges equivalen
a10 pm.

L’acumulacié de lipids semblava ser una caracteristica important de la desregulacid
del metabolisme induida pel tractament amb L741-742. Es va voler determinar la
importancia d’aquest augment i, si 'afavoriment en facilitava la precipitaci6 de la
ceél-lula cap a la mort cel-lular. Es van seguir dues estrategies, bloquejar el

catabolisme lipidic i bloquejar I'oxidaci6 d’acids grassos mitocondrial.

- Bloqueig del catabolisme lipidic
Per abordar la relacié entre 'acumulacié de lipids i la mort cel-lular, es va atacar
primerament la via catabolica del metabolisme lipidic. El bloqueig de la lipolisi com

via catabolica del metabolisme lipidic s’ha descrit anteriorment que pot afavorir la
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lipotoxicitat, i la inhibicié farmacologica d’aquesta via amb el compost DEUP indueix
I'acumulacié de lipid droplets en el citoplasma (Rambold, Cohen, and Lippincott-

schwartz 2016).

El primer estudi que es va realitzar va ser I'avaluacié dels canvis en els lipids totals
en resposta al tractament amb DEUP. Cel-lules Jurkat es van tractar durant 24h o
48h amb DEUP a 5i 10 puM. Passat el temps de tractament es van tenyir amb Bodipy
493/503 i es va analitzar per citometria de flux. Tal com es mostra en la Figura 46,
el tractament amb DEUP augmentava el contingut lipidic total de les cel-lules com

era esperable atesa la seva funci6 biologica inhibidora de la lipolisi.

150 24h tractament : 48h tractament

N : *x *x
: = =
S 5
9o :
& £ 100 .. ..
¥ 8 :
2e
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r?®
=
0 :
c Deup Deup c Deup Deup
5uM 10 M 5uM 10 pM

Figura 46. DEUP indueix un augment dels lipids neutres cel-lulars. Cél-lules
Jurkat es van tractar 24h o 48h amb control de vehicle (C) o DEUPa5i 10 uMiesva
analitzar la intensitat de fluoresceéncia mitjana (MFI) de la tincid especifica Bodipy
493 /503 ala poblacié de cel-lules vives. Les barres representen la mitjana + SEM de
triplicats de dos experiments independents. *p<0,05; **p<0,01.

Aquest augment dels lipids neutres amb el tractament de DEUP aportava informacio
a nivell quantitatiu, pero no es podia caracteritzar. Aixi doncs, es van analitzar els
canvis per microscopia de fluorescencia. Cél-lules Jurkat es van tractar durant 24h
amb DEUP a 51 10 puM. Passat el temps de tractament es van tenyir amb Bodipy
493 /503 i es van analitzar els canvis per microscopia de fluorescencia en viu.

El tractament de DEUP, tal com s’observa en la Figura 47, indueix un augment dels
lipids totals de la cél-lula. S'observa la formaci6 de punts discrets compatibles amb

lipid droplets d’igual manera que passava amb el tractament de L741-742.
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Hoechst Bodipy 493/503 Fusio

Figura 47. DEUP indueix un augment del contingut lipidic total de la cél-lula.

Es van tractar cel-lules Jurkat durant 24h amb vehicle de control o DEUP a 5 uM, es
van tenyir amb Bodipy 493/503 i Hoechst33342 i es van observar en viu en un

Control

DEUP 5 uM

microscopi de fluorescéncia. Es mostren camps representatius de cada condici6. Les
barres de les imatges corresponen a 10 pm.

A nivell lipidic s’havia determinat que DEUP induia una acumulaci6 de lipids i la
formaci6 de vesicules. Una resposta al tractament molt semblant a la de L741-742.
Partint de la premissa que els efectes sobre el metabolisme lipidic induits per DEUP
i L741-742 s6n semblants, es va voler estudiar la implicacié amb la mort cel-lular.
L’objectiu era determinar si una acumulacié de lipids amb el tractament conjunt de
DEUP i L741-742 induia un efecte sinergic sobre la viabilitat cel-lular. El primer
aspecte avaluat va la determinacio6 de 'efecte citotoxic de DEUP en Jurkat. Com es

mostra a la Figura 48, DEUP presenta un EC50 de 53 pM.

150
DEUP
EC50 = 53uM

100

# cel-lules respecte control

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

log [DEUP] (M)

145



Figura 48.DEUP presenta efectes citotoxics en Jurkat a més de 50 pM. Cél-lules
Jurkat es van tractar amb concentracions creixents de DEUP, i la viabilitat es va
analitzar ales 72h per citometria de flux. La grafica mostra la corba dosi-efecte. Cada
punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

Considerant la EC50 de DEUP, cél-lules CEM, Jurkat es van tractar amb L741-742 a
2,5-5-10uM,DEUPa1-5-10 uMiles combinacions d’ambdds tractaments durant
72h. Passat el temps de tractament es va avaluar la viabilitat cel-lular per citometria
de flux i es van determinar els efectes singerics dels dos compostos avaluats (Figura

49).

Jurkat 5. CEM

L741-742 2,5uM
-m- L741-742 5uM
—— L741-742 10 uM

EOBA(%)
8oy
1 1

[DEUP] (uM) 10

[DESUP] (MM)

Figura 49. L741-742 presenta efecte sinergic amb DEUP. Cél-lules CEM i Jurkat
es van tractar 72h i es van avaluar els efectes citotoxics al combinar DEUP (1;5;10
uM) amb L741-742 (2,5; 5; 10 uM). Es representen els EOBA representatius d'un
experiment de dos realitzats.

Com esrecull ala Figura 49, existeix un efecte sinergic entre DEUP i L741-742 sobre
la viabilitat cel-lular. Aquesta sinergia concorda amb els efectes cel-lulars que
ambdos compostos indueixen. Aquests estudis suggereixen que, aquesta
acumulacié d’estructures lipidiques en resposta a dos tractaments, poden estar
induint una lipotoxicitat i un estres cel-lular que precipita la cél-lula cap a la mort

cel-lular dependent d’autofagia (Figura 50).
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Figura 50. DEUP i L741-742 presenten efecte sinérgic sobre la viabilitat
cel-lular. Grafic representatiu del sinergisme entre DEUP i L741-742 detallat a la
(Figura 49). Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats d’'un experiment
representatiu de dos realitzats. *p<0,05; ***p<0,001.

- Bloqueig de I'oxidacié d’acids grassos mitocondrials:
En el metabolisme lipidic, 'oxidacié d’acids grassos es déna principalment en el
mitocondri. La inhibici6é farmacologica de I'oxidacié mitocondrial, amb compostos
com etomoxir s’ha correlacionat amb un augment dels acids grassos a la cel-lula en
forma de lipid droplet que accelera la precipitacio a la mort cel-lular programada

(Cabodevilla etal. 2013; Y. Li, Zong, and Ding 2017).

Com a forma alternativa a I'laugment dels lipids, es va inhibir 'oxidacié mitocondrial
dels acids grassos. L'objectiu de 'estudi de I'oxidaci6 d’acids grassos mitocondrials,
era determinar si I'acumulacié de lipids induia com a conseqiiéncia final la mort
cel-lular, de forma semblant als estudis realitzats amb DEUP.

El primer estudi que es va realitzar va ser la determinacid dels canvis en el contingut
lipidic total amb la inhibici6 de la oxidacié mitocondrial amb etomoxir. Cel-lules
Jurkat es van tractar durant 24h i 48h amb etomoxir a 5i 10 uM. Passat el temps de
tractament es va tenyir amb Bodipy 493/503 i es van analitzar els canvis per
citometria de flux.

Tal com s’observa en la Figura 51, el tractament amb etomoxir no incrementa el
contingut lipidic de la cél-lula. El que sembla indicar que malgrat un bloqueig en

'oxidacié d’acids grassos mitocondrial, els lipids totals de la cel-lula no augmenten.
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Figura 51. El tractament amb etomoxir no incrementa el contingut lipidic total
cel-lular. Cel-lules Jurkat es van tractar 24h o 48h amb control de vehicle (C) o ETO
a51i10 uM i es va analitzar la intensitat de fluorescéncia mitjana (MFI) de la tincid
especifica Bodipy 493/503 ala poblaci6 de cel-lules vives. Les barres representen la
mitjana + SEM de triplicats de dos experiments independents.

Amb la inhibicié de I'oxidacio lipidica mitocondrial, no es van detectar canvis en el
contingut lipidic total. Aquests resultats semblaven indicar que la 3-oxidacié no era
un procés significatiu en el nostre sistema, que compost etomoxir no funcionava en
el nostre sistema o bé ambdues situacions. Amb la manca d’augment del contingut
lipidic en resposta al tractament amb etomoxir, els estudis sinergics sobre la
viabilitat cel-lular amb L741-742 no eren rellevants, ates que ambdds compostos no

indueixen la mateixa resposta sobre el metabolisme lipidic en el nostre sistema.

4.6.3. Estudi dels fosfolipids amb el tractament dels antagonistes de DRD4
Ates l'augment en els lipids cel-lulars en general i l'aparici6 d’estructures
subcel-lulars lipidiques discretes en resposta al tractament, es va decidir estudiar

els possibles canvis en el contingut de fosfolipids en resposta al tractament.

Aixi doncs, es va decidir estudiar el paper dels fosfolipids especificament. Es va
utilitzar la tinci6 B-Bodipy C12 500/510 una sonda amb estructura de fosfolipid que
porta acoblat un fluorofor, que s’intercala en les membranes lipidiques permanent
aixi fer un seguiment dels canvis morfologics o quantitatius dels fosfolipids. La
primera aproximacié per l'estudi dels fosfolipids es va fer via citometria de flux.
Cel:lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar amb L741-742 durant 24h o 48h.
L’addicio6 de la sonda es va realitzar en el mateix moment que el tractament amb

L741-742 ila incubaci6 va ser equivalent al temps de tractament de cada condicio.
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Passat el temps indicat, es va analitzar per citometria de flux i com s’observa en la
Figura 52, L741-742 redueix el contingut total de fosfolipids a la cel-lula. La reduccid

es equivalent en ambdoés temps avaluats.
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Figura 52. L741-742 indueix una disminuciéo dels fosfolipids cel-lulars.
Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 24h o 48h amb control de vehicle (C) o
L741-742a1-2,5-5-10- 25 uM i es va analitzar la intensitat de fluorescencia
mitjana (MFI) de la tincié especifica f-Bodipy C12 500/510 C12 a la poblacié de

cel-lules vives. Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats de tres
experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

La reduccié quantitativa dels fosfolipids en resposta al tractament va ser un resultat
inesperat. En apartats anteriors s’havia pogut determinar un augment dels lipids
neutres en resposta al tractament, i la formacié de vesicules lipidiques amb el
requeriment fosfolipidic conseqtient. Aixi doncs, aquesta reduccio via citometria de
flux, no es podia explicar. Amb l'objectiu de poder entendre millor els resultats
obtinguts via citometria de flux, es van aprofundir els estudis via microscopia de
fluorescencia per a poder determinar morfologicament la localitzacié dels

fosfolipids i determinar si es produia una remodelacio i les seves caracteristiques.. .

Per poder avaluar si en la reduccié de fosfolipids hi tenia també implicacié el
compartiment de reciclatge, es van avaluar també els canvis en els lisosomes amb la
tincié Lysotracker Deep Red. Cel-lules Jurkat es van tractar durant 24h o 48h amb

L741-742,1a sonda [3-Bodipy C12 500/510 que es va afegir al mateix moment que
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L741-742. Passat el temps de tractament es van tenyir amb Lysotracker Deep Red i

es va analitzar per microscopia de fluorescencia.

Hoecsht B-Bodipy C12 Lysotracker Fusio

L741-742 24h Control

L741-742 48h

Figura 53.L741-742 indueix la formacié de vesicules del fosfolipids cel-lulars.
Es van tractar cel-lules Jurkat amb L741-742 a 10 uM, es van tenyir amb S-Bodipy
C12 500/510 C12, Lysotracker Deep Red i Hoechst33342 i es van observar en viu en
un microscopi de fluorescencia. Es mostren camps representatius de cada condicio.
Blau, hoechst33342; Blanc/Verd, bodipy S-Bodipy C12 500/510; Blanc/Vermell,
lysotracker deep red. Les barres de les imatges equivalen a 10 pm.

Com es mostra en la Figura 53, el tractament amb L741-742 indueix la formacio6 de
vesicules fosfolipidiques tant a 24h com a 48h. Les vesicules generades a més tenen
un patré de morfologia i disposici6 cel-lular molt semblant al dels lisosomes. La
possible co-localitzacié entre les vesicules fosfolipidiques i els lisosomes es va
estudiar amb més profunditat. Tal com es mostra en la Figura 54, existeix una clara
co-localitzaci6 de les acumulacions de fosfolipids en forma de vesicules en els

lisosomes.
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Hoechst B-Bodipy C12 Lysotracker Fusio
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Figura 54. L741-742 indueix la generacio de vesicules de fosfolipids que co-
localitzen amb els lisosomes. Imatges analogues a les de la Figura 53. Les fletxes
vermelles mostren vesicules colocalitzants. Les barres d’escala corresponen a 5 pm.

4.6.4. Estudi de la fosfolipidosi amb el tractament dels antagonistes de DRD4

La formacio de vesicules de fosfolipids i la co-localitzacié d’aquestes amb els
lisosomes va suscitar la possible implicacié de la fosfolipidosi en el conjunt de des-
regulacions del metabolisme lipidic. La fosfolipidosi també explicaria I'augment dels
lipids neutres en forma de lipid droplets ja que com s’ha explicat anteriorment,
provoca una desregulacio del metabolisme lipidic en general induint la sintesi de

lipids neutres i colesterol (Lowe et al. 2012; Sawada, Takami, and Asahi 2005)

Una de les caracteristiques que defineixen la fosfolipidosi és 'acumulacié aberrant
de fosfolipids en els lisosomes formant cossos lamel-lars. Considerant aquesta
caracteristica basica del procés, els resultats obtinguts fins al moment semblaven
encaixar amb la definicié de fosfolipidosi. Per validar la implicacié de la fosfolipidosi
en el nostre sistema es va utilitzar la tincié HCS LipidTOX Green Phospholipidosis, es

tracta d'una sonda que detecta especificament la fosfolipidosi.
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Els primers estudis sobre la fosfolipidosi es van dur a terme via citometria de flux.
Cel-lules CEM, Jurkati RPMI es van tractar durant 1h, 2h, 3h, 6h, 24hi48h amb L741-
742 posteriorment es van tenyir amb HCS LipidTOX Green Phospholipidosis i es van
avaluar els canvis via citometria de flux. En I'estudi de la fosfolipidosi, es va realitzar
experiments amb cinetiques molt curtes ates que la induccié de la fosfolipidosi en
resposta al tractament, s’ha descrit que és un esdeveniment molt primerenc
(Kodavanti and Mehendale 1990; Xia et al. 2000). Tal com s’observa en la Figura 55,
I'inducci6 de la fosfolipidosi es déna a les primeres 6h de tractament, sent les 3h el
punt de maxima inducci6. A les 24h i 48h ja no hi ha induccié del procés. Aquests
resultats representen la primera evidencia de que la induccié de la fosfolipidosi és

dels primers esdeveniments que es donen amb el tractament de L741-742.
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Figura 55.L741-742 indueix la fosfolipidosi a les primeres 6h de tractament..
Cel-lules CEM, Jurkat i RPMI es van tractar 1h, 2h, 3h, 6h, 24h o0 48h amb control de
vehicle (C) o L741-742 a 2,5 -5 - 10 - 25 pM i es va analitzar la intensitat de
fluorescencia mitjana (MFI) de la tinci6 especifica HCS LipidTOX green
phospholipidosis a la poblaci6 de cel-lules vives. Les barres representen la mitjana +
SEM de triplicats de tres experiments independents. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*¥:%p<0,0001.
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Un cop s’havia determinat que hi havia induccié de la fosfolipidosi, es va voler
caracteritzar via microscopia de fluorescencia. Cel-lules Jurkat es van tractar amb
L741-742 a 3h, 6h i 24h, es van tenyir amb HCS LipidTOX Green Phospholipidosis i es

va avaluar via microscopia de fluorescencia (Figura 56).

LipidTOX
fosfolipidosi

Hoechst Fusid

Control

L741-742
3h tractament

L741-742

6h tractament

L741-742
24h tractament
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Figura 56.L741-742 indueix la fosfolipidosi via microscopia de fluorescencia.
Cel-lules Jurkat amb L741-742 a 10 pM, es van tenyir amb HCS LipidTOX green
phospholipidosis i Hoechst33342 i es van observar en viu en un microscopi de
fluorescencia. Es mostren camps representatius de cada condici6. Les barres de les
imatges equivalen a 10 pm.

Les imatges per microscopia de fluorescéncia van permetre certificar la induccié de
la fosfolipidosi a temps curts de tractament, 3h i 6h, i I'abséncia a temps més llargs

com 24h.

Una de les caracteristiques que defineix la fosfolipidosi es la reversibilitat dels
efectes en absencia de 1'agent inductor. Apart de la discontinuacié del tractament,
també s’ha descrit que agents amb caracteristiques fisiques antioxidants sén
capacos de revertir la fosfolipidosi. Un exemple clar d’agent antioxidant és
" a-tocoferol que ha demostrat la seva capacitat inhibitoria sobre la fosfolipidosi in
vitro i in vivo (Agoston et al. 2003; Scuntaro et al. 1996). Cél-lules Jurkat, CEM i RPMI
es van tractar amb L741-742 a 2,5 /5 / 10 pM amb preséncia o absencia de I’ a-
tocoferol a 500 i 1000 pM durant 72h. La viabilitat cel-lular es va determinar per
citometria de flux. Com es recull a la Figura 57, la presencia de a-tocoferol reverteix
en gran mesura l'efecte citotoxic de L741-742 sobre les linies cel-lulars de LLA-T.
Aquesta reversio de la viabilitat cel-lular sembla suggerir que la inducci6 de la
fosfolipidosi és un procés clau induit en resposta al tractament que provoca una

desregulacio lipidica general i acaba precipitant la cel-lula a la mort cel-lular.
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Figura 57. a -tocoferol reverteix l'efecte citotoxic de L741-742. Cel-lules CEM,
Jurkat i RPMI es van tractar durat 72h amb L741-742 a 2,5 -5 - 10 uM, en absencia
o presencia de a-tocoferol (toco) a 500 i 1000uM. La viabilitat de les cel-lules va ser
analitzada per citometria de flux. Les barres representen la mitjana + SEM de
triplicats d’'un experiment representatiu de tres realitzats en cada linia cel-lular. * o
#p<0,05; ** 0 ##p<0,01; *** o0 ###p<0,001; **** o #### p<0,0001(t-test).

Conjuntament amb la reversié de la mort cel-lular induida per L741-742, es va
estudiar el paper de 'a -tocoferol en referencia a la inducci6 de la fosfolipidosi.
Cel-lules CEM i Jurkat es van tractar durant 3h amb L741-742 en presencia o
absencia de l'a -tocoferol i posteriorment es va tenyir amb HCS LipidTOX Green
Phospholipidosis i es van avaluar els canvis per citometria de flux. Com es recull en
la Figura 58, l'a -tocoferol no es capag de revertir la inducci6 de la fosfolipidosi,
malgrat es detecti una tendencia cap ala reversio. Caldra realitzar més experiments
amb temps de tractaments optimitzats per determinar si es possible aquesta
reversio de la inducci6 de la fosfolipidosi. Possiblement, la no-reversié de la tincid
per la fosfolipidosi sigui deguda a una menor sensibilitat tecnica en comparacio6 als

experiments de citotoxicitat.
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Figura 58. a-tocoferol no- reverteix la induccié de la fosfolipidosi. . Cél-lules
Jurkat es van tractar durat 3h amb L741-742 a 2,5 /5 / 10 puM, en absencia o
presencia de a-tocoferol (toco) a 500 i 1000uM. La induccié de la fosfolipidosi es va
determinar per citometria de flux amb la tinci6 HCS LipidTOX Green
Phospholipidosis. Les barres representen la mitjana *+ SEM de triplicats d’'un
experiment representatiu de dos realitzats en cada linia cel-lular. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

4.7.Cinetica dels efectes de L741-742 sobre els diferents compartiments

cel-lulars.
Ha quedat constatada en apartats anteriors la induccié de I'autofagia i 'augment del

compartiment lisosomal amb el tractament dels antagonistes de DRD4. També s’ha
provat que L741-742 indueix un augment del contingut lipidic total cel-lular, una
reduccid dels fosfolipids totals amb una acumulacié dels mateixos als lisosomes i
una induccio de la fosfolipidosi. Per tal de poder determinar el mecanisme d’accio,
resulta fonamental comprendre quin és l'esdeveniment determinant en la mort

induida per L741-742 i per extrapolaci6 els antagonistes de DRD4.
A partir de les dades obtingudes als darrers apartats, es va realitzar una cinetica dels

efectes sobre els diferents compartiments cel-lulars en la linia cel-lular de LLA-T

Jurkat.
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Com es mostra a la Figura 59, el primer esdeveniment observable és la inducci6 de
la fosfolipidosi, que s’observa ja la primera hora de tractament, augmenta fins a les
6h i posteriorment es perd la induccié. Posteriorment a la induccié de la
fosfolipidosi, quan aquesta ja no és tant evident, a les 24h, es produeixen efectes
sobre el contingut lipidic i el compartiment de reciclatge. A les 24h els fosfolipids
comencen a disminuir i aquesta reduccié es manté fins a les 48h. Al mateix temps,
els lipids neutres augmenten també fins a les 48h de tractament. En resposta a
aquesta desregulacio del metabolisme lipidic i com a conseqiiencia també de la
fosfolipidosi, el compartiment de reciclatge cel-lular incrementa la seva activitat. La
induccié de I'autofagia es dona ja a les 6h i va en augment a mesura que passa el
temps assolint el seu maxim a les 24h. El compartiment lisosomal, en consonancia,

pateix un augment detectable a les 24h que segueix la dinamica fins a les 48h.
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Figura 59. Cinetica d'esdeveniments observats després del tractament amb
L741-742. Es van tractar cel-lules Jurkat amb L741-742 a 10 uM i es van analitzar
en diferents punts experimentals el compartiment autofagic (intensitat de CYTO-ID
respecte el control, verd), el compartiment lisosomal (intensitat de LysoTracker
respecte control, vermell), el contingut lipidic total (intensitat de Bodipy 493/503
respecte control, blau), el contingut fosfolipidic cel-lular (intensitat de 3-Bodipy C12
500/510 respecte control, negre) i la induccio de la fosofolipidosi (intensitat de HCS
LipidTOX Phospholipidosis Green respecte control, taronja). Cada punt representa
la mitjana de triplicats de dos experiments independents, i no es mostren barres
d’error perque impedirien la correcta visualitzacio de la cinetica. L’eix de les X no es
troba a escala amb els temps indicats.

157



4.8. Estudi preclinic dels antagonistes de DRD4 en LMA

En apartats anteriors s’ha estudiat el perfil antileucemic selectiu dels antagonistes
de DRD4 en LLA-T. També s’ha avaluat la desregulacié del metabolisme lipidic i la
implicacio del compartiment de reciclatge cel-lular com a responsables del

mecanisme d’accio dels antagonistes de DRDA4.

Paral-lelament als estudis en LLA-T, es va voler certificar sil’efecte antileucemic dels
antagonistes de DRD4 era especific de la LLA-T o bé podria utilitzar-se en totes les
neoplasies hematologiques, atés que el metabolisme lipidic sembla estar afectat en
molts tipus de cancer (Long et al. 2018; F. Zhang and Du 2012). Al grup de recerca
es disposava de linies cel-lulars de LMA i es va decidir estudiar el potencial
antileucéemic dels antagonistes de DRD4 en aquest model. A més a més,
anteriorment ja s’havia determinat la citotoxicitat d’aquests compostos de forma
preliminar quan es va descartar DRD4 com. A diana molecular dels antagonistes

estudiats en el projecte.

4.8.1. Estudi de la citotoxicitat en linies cel-lulars de LMA

El primer estudi que es va realitzar va ser la caracteritzacio de 'efecte antileucemic
dels antagonistes de DRD4 en linies cel-lulars de LMA. Per fer-ho, es van emprar 4
linies cel-lulars de LMA de caracteristiques diverses: HL-60, una linia amb
maduracio (FAB-M2), KG-1, unalinia poc diferenciada (FABM1) i MonoMac-1i THP-
1, dues linies de leucemia monocitica (FAB M5) que expressen el gen de fusio6 MLL-
AFO9. Cel-lules de les 4 linies cel-lulars es van tractar 72h per determinar el rang
d’accié mitjangantlarealitzacid de corbes de citotoxicitat dosi-resposta i determinar
aixi la ECso dels compostos. Com es recull a la Figura 60, els antagonistes de DRD4
presenten efecte antileucemic en les linies cel-lulars de LMA. La linia més sensible
és MonoMac-1 seguida de KG1. Els efectes presentats tenen un rang molt ampli,
oscil-len entre 7 -73 pM. En general, malgrat presentar efecte citotoxic, aquest es
dona en un rang micromolar més alt que el LLA-T. El rang d’acci6 pero, es troba dins

del ventall de seguretat de les cel-lules sanes, és a dir, hi ha un efecte diferencial.
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Figura 60. Els antagonistes de DRD4 tenen efecte antileucemic en LMA.
Cél-lules MonoMac-1, HL-60, KG-1 i THP-1 es van tractar amb concentracions
creixents de L741-742, nemonaprida i RBI-257, i la viabilitat es va analitzar a les
72h. Cada grafic mostra la corba dosi-efecte d’'un antagonista, i les ECso es troben
recollides a la taula inferior. Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

Ates que una de les caracteristiques fonamentals de les cel-lules de LMA és el
bloqueig de la diferenciacié i que la induccié de la diferenciaci6é terminal mieloide
ha estat proposada com a estrategia per a I'erradicacid de cel-lules leucemiques, es
van analitzar els efectes dels antagonistes de DRD4 sobre I'expressié de marcadors
de diferenciaci6 mieloide (CD11b i CD14) per citometria de flux de 72h de
tractamentia concentracions on no es produis un excés de mort cel-lular. L741-742,
nemonaprida i RBI-257 en general van mostrar una inducci6 dels dos marcadors
mieloides en les dues linies cel-lulars avaluades i en general de manera dosi

depenent (Figura 61).
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Figura 61. Els antagonistes de DRD4 indueixen la diferenciacié de linies
cel-lulars de LMA. Cel-lules HL-60 i MonoMac-1 es van tractar 72h amb L741-742
(L741a5i10 uM), nemonaprida (Nemo a 10 i 25 uM) i RBI-257 (RBI a 10 i 25 pM)
iI'expressié en superficie dels marcadors de diferenciacié mieloide CD11b, CD14 es
van analitzar per citometria de flux. Les barres mostren la mitjana d’un triplicat *
SEM del percentatge de cel-lules positives per a cada marcador respecte al control
tractat amb vehicle. Experiment representatiu de dos realitzats. *p<0,05; **p<0,01;
***¥p<0,001; ****p<0,0001.

En estreta relacié amb la diferenciacid, es va estudiar en linies cel-lulars de LMA
'efecte dels antagonistes de DRD4 sobre el cicle cel-lular per citometria de flux a les
24h de tractament. En aquest experiment no es va fer servir la linia cel-lular THP-1

per una manca de disponibilitat.

Com s’observa en la Figura 62, els antagonistes de DRD4 no indueixen canvis

representatius en el cicle cel-lular.
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Figura 62. Els antagonistes de DRD4 indueixen canvis en el cicle cel-lular en
LMA. Es van tractar MonoMac-1, HL-60, KG-1 i THP-1 amb L741-742 a 20 uM,
nemonaprida i RBI-257 a 25 uM i es va analitzar per citometria de flux. A. Les barres
representen el percentatge de cel-lules en cada fase respecte al control + SEM de
triplicats d’'un experiment realitzat. B. Imatges representatives de citometria de
cel-lules MonoMac-1 control i tractades amb L741-742, nemonaprida i RBI-257.
Fases del cicle determinades per Dean-Jett-Fox. Blau, GO/1; Groc, S; verd, G2/M
*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

Per analitzar si els antagonistes de DRD4 afectaven la capacitat d’autorenovacio i
diferenciacid a llarg termini, es van realitzar estudis de clonogeneicitat a 10 dies
amb linies cel-lulars de LMA. Com s’observa a la Figura 63, els tres antagonistes van

produir una disminuci6 drastica de la capacitat de formacié de colonies.
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Figura 63. Els antagonistes de DRD4 redueixen la capacitat clonogenica de
linies cel-lulars de LMA. Cél-lules MonoMac-1, HL-60 i THP-1 es van tractar 18h
amb L741-742 a 10 uM, nemonaprida a 25 uM (Nemo) i RBI-257 a 25 uM (RBI) i es
van cultivar amb metilcel-lulosa 10 dies. Passat aquest temps es van comptar les
CFUs en base a morfologia i cel-lularitat. Cada simbol representa una linia cel-lular,
i es mostren duplicats. ***p<0,001 en t-test aparellats.

4.8.2. Estudi preclinic en mostres primaries de LMA

Havent validat i caracteritzat I'efecte dels antagonistes de DRD4 en linies cel-lulars,
es va prosseguir amb els estudis preclinics analitzant el seu efecte sobre les cel-lules
leucemiques de pacients de LMA. El tractament amb L741-742 presenta efectes
citotoxics de forma dosi dependent. També queda patent, amb els estudis de
formacié de CFUs, que els antagonistes de DRD4 s6n capacgos d’eliminar la poblacié

meés primitiva amb capacitat d’autorenovacio (Figura 64).
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Figura 64. Els antagonistes de DRD4 mostren efectes antileucémics ex vivo en
LMA. A. Es van tractar 3 mostres de LMA amb control de vehicle (Control) o L741-
742 (L741)a10i50 pMila viabilitat dels blasts es va analitzar al cap de 3 dies. Cada
simbol representa una mostra i cada punt una mesura experimental (triplicats).
B. Es va analitzar la capacitat clonogenica de una mostra de LMA després de 18h de
tractament L741-742 (51 10 uM), nemonapride i RBI-257 (10 i 25 uM) i posterior
cultiu de 15 dies en medi semisolid. Passat aquest temps es van comptar les colonies
en base a la morfologia i cel-lularitat. Les barres representen la mitjana + SEM de
duplicats. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

4.8.3. Estudi del mecanisme d’accié dels antagonistes de DRD4 en LMA

Un cop efectuats els estudis preclinics amb els antagonistes de DRD4, es va voler

estudiar el mecanisme d’accié antileucemica en aquest model de neoplasia
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hematologica. En aquest apartat, els estudis no s’han pogut profunditzar molt per
una limitaci6 temporal.

Respecte el mecanisme d’accid, el primer que es va avaluar va ser el compartiment
de reciclatge. Es van estudiar els canvis del compartiment autofagic amb la sonda
CYTO-ID per citometria de flux. Cel-lules MonoMac-1, HL-60 i THP-1 es van tractar
durant 24h amb L741-742, nemonapride, RBI-257 i se’n va avaluar els canvis com
s’ha explicat en apartats anteriors. D'igual manera que passava en LLA-T, els
antagonistes de DRD4 també indueixen una activacié considerable del

compartiment autofagic en LMA (Figura 65).
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Figura 65. Els antagonistes de DRD4 indueixen un augment del compartiment
autofagic en LMA. Cel-lules MonoMac-1, HL-60 i THP-1 es van tractar 24h amb
control de vehicle (C), L741-742a 5,101 25 pM, nemonaprida i RBI-257 a 10, 251 50
UM i es va analitzar la intensitat de fluorescencia mitjana (MFI) de la tinci6 especifica
CYTO-ID a la poblaci6 de cel-lules vives com a mesura del compartiment autofagic.
Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats d’'un experiment realitzat.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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En aquest primer experiment es demostra que els antagonistes de DRD4 indueixen
una acumulaci6 del compartiment autofagic també en LMA. La linia cel-lular que
presenta menys efectes sobre l'activacié de l'autofagia és HL-60, la mateixa, que

presentava els rangs d’acci6 dels antagonistes més elevats.

Com en els estudis en LLA-T , aquesta acumulacié de vesicules autofagiques, va
portar a l'estudi del compartiment lisosomal que es va realitzar amb la sonda
Lysotracker Deep Red. Cél-lules MonoMac-1 i THP-1 es van tractar durant 24h amb
L741-742, nemonaprida, RBI-257 i se’'n van avaluar els canvis per citometria de flux
com s’ha explicat en apartats anteriors. Només es van realitzar els estudis en dues

linies cel-lulars per manca de temps.

Com s’observa en la Figura 66, el tractament amb els antagonistes de DRD4 indueix
un augment lleu del compartiment lisosomal. El exemple més clar sembla ser el
tractament amb L741-742 en la linia cel-lular THP-1. Els resultats obtinguts en
aquests estudis no son concloents ates que en la resta d’antagonistes no presenten
un augment del compartiment lisosomal. Caldra optimitzar el temps de tractament

i dur a terme més experiments per concloure I'afectacié d’aquest compartiment.
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Figura 66. Els antagonistes de DRD4 indueixen un augment lleu del
compartiment lisosomal en LMA. Cel-lules MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 24h
amb control de vehicle (C), L741-742 a 5,10 i 25 uM, nemonaprida i RBI-257 a 10,
25150 pM i es va analitzar la intensitat de fluorescéncia mitjana (MFI) de la tincid
especifica Lysotracker Deep Red a la poblaci6 de cel-lules vives com a mesura del
compartiment lisosomal. Les barres representen la mitjana + SEM de triplicats d'un
experiment realitzat. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.
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Les dades obtingudes en estudis els realitzats en LMA amb els antagonistes de
DRD4, suggereixen que aquests compostos tenen un efecte diferencial en LMA que
es troba dins del rang de seguretat per les cel-lules sanes i, a més a més, el procés

d’induccié de mort és similar al induit en LLA-T.
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5. Discussio
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Al llarg de la present tesi s’ha realitzat I'estudi preclinic dels antagonistes de
receptors de dopamina en leucemia, utilitzant la LLA-T com a model basic i s’ha
demostrat que tenen un efecte antileucémic selectiu amb interés terapeutic.
Aquests efectes antileucemics es va descartar que tinguessin relacié amb el receptor
de dopamina. En canvi, s’han pogut relacionar amb una disrupcié de '’homeostasi
lipidica, iniciada per la inducci6 de la fosfolipidosi, com a primer esdeveniment, i la
desregulacio conseqiient dels diversos tipus de lipids. Existeixen molts precedents
en la literatura en multiples tipus de tumor diferents sobre l'afectaci6 del
metabolisme lipidic i la precipitacié a la mort cel-lular regulada (Beloribi-djefa,
Vasseur, and Guillaumond 2016; Galluzzi et al. 2013; Omabe, Ezeani, and Omabe
2015; Rohrig and Schulze 2016; Santos and Schulze 2012; Yi et al. 2018). Malgrat la

literatura sigui tant extensa, els precedents en LLA-T s6n molt més escassos.

En la present tesi doctoral s’han observat els efectes antileucemics selectius de
L741-742, nemonaprida i RBI-257 en linies cel-lulars de LLA-T al rang micromolar
baix. L’activitat antileucémica a més, s’ha mostrat sinergica amb vincristina, un
quimioterapéutic utilitzat tradicionalment a l’esquema de tractament basic
d’aquesta malaltia. Els efectes citotoxics s’han observat igualment en una mostra
PDX de LLA-T en el mateix rang d’acci6 observat en linies cel-lulars de LLA-T, i s’ha
constatat l'efecte selectiu, en no observar-se efectes citotoxics significatius en
cel-lules sanes. En els estudis in vivo, a nivell de nombre total de cél-lules
leucemiques del PDX LLA-T, s’ha observat una reduccié amb el tractament amb
L741-742, contrariament als estudis amb mostres primaries sanes, on no s’observen
canvis en la hematopoesi sana. En estudiar els mecanismes antileucemics, s’ha
descartat la relacié amb el receptor de dopamina tipus 4, i s’ha relacionat I'efecte
antileucéemic amb la inducci6 de la fosfolipidosi i la desregulacié conseqiient de
I'homeostasi lipidica. Quant a la fosfolipidosi, s’ha observat una induccio6 del procés
i s’ha constatat I'accié sobre el compartiment lisosomal. La desregulacié dels
fosfolipids porta associada alteracions en els patrons de lipids totals que es
manifesta amb un augment dels lipid droplets. Aquests efectes van acompanyats
d’'un augment del compartiment autofagic, que precipita la cél-lula ala mort cel-lular
dependent d’autofagia, sense la participacié significativa de la maquinaria

apoptotica. Aquest treball suposa doncs la base per la optimitzacié del tractament
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amb els compostos esmentats i el seu futur en clinica, al mateix temps demostra la
implicacio dels lipids en els processos leucemics i obre un nou camp terapeutic amb

el potencial Us en totes les leucémies.

Perfil preclinic dels antagonistes de DRD4 en leucemia

La leucemia limfoblastica aguda T és, malgrat els avencos, una malaltia de mal
pronostic en adults. Fins fa relativament poc, el coneixement sobre les bases
géniques de la malaltia eren limitats. Amb les millores en les técniques
citogenetiques iles técniques basades en I’expressio genica, s’ha pogut caracteritzar
I’enorme complexitat genetica de la LLA-T . Els estudis sobre I’expressié genica han
redefinit la caracteritzaci6 molecular dels grups de LLA-T i, més important, han
permes la identificaci6 de noves entitats com les ETP (Coustan-Smith et al. 2009),
integrats en la darrera revisié de la OMS (Terwilliger 2017). Aquest coneixement,
no s’ha traduit en canvis rellevants als tractaments, que han patit poques
modificacions i es segueixen basant principalment en quimioterapia intensiva
(Terwilliger 2017). En aquest sentit, cal també recalcar que el tractament de la LLA-
T i LLA-B és similar malgrat l'origen de llinatge és diferent i tenir un comportament
biologic divers. Per capgirar les dramatiques estadistiques actuals calen
tractaments innovadors que, en combinaciéo amb els actuals, permetin rescatar

pacients quimiorefractaris i evitar les recaigudes.

En aquest context, la recerca preclinica ha focalitzat els esforcos en la millor
comprensio dels mecanismes biologics de la LLA-T, amb I’anim d’identificar rutes
de senyalitzacié o lesions genetiques susceptibles de convertir-se en dianes
terapeutiques (Belver and Ferrando 2016). Molts d’aquests treballs han culminat
amb la identificacié de moduladors especifics de vies de senyalitzacié importants en
la biologia de LLA-T com PI3K/AKT/mTOR (Roti and Stegmaier 2014). Malgrat els
avencos pero, calen validacions a nivell d’assajos clinics per coneixer la viabilitat
d’aquests compostos. El paper de NOTCH1 també ha estat ampliament estudiat amb
laidentificacio de terapies dirigides (Paganin and Ferrando 2011). Per ultim, també
és important recalcar els avencos en el camp dels CAR-T com a possible terapia en
LLA (Hucks and Rheingold 2019; Pehlivan, Duncan, and Lee 2018). Més enlla de les

terapies dirigides i les terapies basades en el reconeixement molecular de proteines
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d’interes, pero, s’ha comencat a explorar I'atac d’elements més estructurals com s6n

els fosfolipids, la dinamica dels quals es troba alterada en cancer (Alves et al. 2016).

A nivell metabolic, al llarg dels anys els gliucids han rebut molta més atencio i
conseqiientment, han estat ampliament estudiats en cancer (Fadaka et al. 2017; Hay
2016). Contrariament als lipids, els quals la seva recerca en el context tumoral és
molt més limitada. Part d’aquestes diferéncies resideix en el fet que el descobriment
del metabolisme lipidic el context tumoral és més recent que el metabolisme de
glicids (Medes, Thomas, and Weinhouse 1953; Warburg, Wind, and Negelein 1927).
La recerca dels lipids en el context tumoral malgrat ha estat explorada, durant anys
s’ha considerat que no podria ser traslladable a la clinica, davant la concepci6 que
seria impossible un efecte antitumoral selectiu, al constituir rutes imprescindibles
per la supervivencia de les cel-lules sanes. En altres paraules, per poder traslladar
la recerca en el metabolisme lipidic a la clinica, cal la identificacié de una finestra
terapeutica, que permeti assegurar un efecte tumoral selectiu. Un exemple en aquest
sentit, és la recerca sobre les alteracions fosfolipidiques en cancer. No s’havia
intentat traslladar a la clinica considerant les premisses anteriors (Escriba 2017),
pero la caracteritzacié d’alteracions especifiques en les membranes de les cel-lules
tumorals i les primeres descripcions d’interaccions amb moléecules petites, ha

permes al camp agafar I'embranzida necessaria (Peetla and Labhasetwar 2009).

Abans d’entrar en consideracions sobre els mecanismes, cal discutir l'efectivitat
mateixa dels farmacs estudiats. Com hem detallat anteriorment, el receptor de
dopamina ha estat vinculat amb els processos tumorals i les cél-lules mare del
cancer (Sachlos etal. 2012). A la literatura, hi ha molts precedents d’antagonistes de
receptors de dopamina que han demostrat un potencial antitumoral (Roney and
Park 2018; X. Wang et al. 2019; Weissenrieder et al. 2019). En el present treball, es
van testar moduladors de tots els subtipus de receptor de dopamina i inicament els
antagonistes de DRD4 presentaven efecte antileucémic. Es important recordar, que
no tots els antagonistes de DRD4 testats presentaven efecte antileucemic,
sonepiprazole és també antagonista especific de DRD4 i no indueix citotoxicitat.
Dels antagonistes de DRD4 que presentaven efecte antileucémic, L741-742 contava

amb precedents bibliografics en els que s’havia demostrat el seu potencial en
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glioblastoma (Dolma et al. 2016). Malgrat observen un rol determinant de DRD4 en

aquest tumor, el tractament amb L741-742 també podria ser DRD4 independent.

En aquest context, en el present treball s’ha constat 'expressid dels receptors de
dopamina en LMA, SMD i LMMC. Conjuntament amb I’expressié en LMA també s’ha
validat el potencial citotoxic dels antagonistes de DRD4. Els resultats no permeten
descartar la implicaci6 de DRD4 en el procés de transformacié leucémica, la
realitzacio de knock downs permetra determinar la funci6é d’aquest receptor en la
patogenesi de la LMA. Pero, tenint en compte els estudis realitzats en LLA-T, seria
esperable que els antagonistes de DRD4 avaluats en el present treball, indueixin un
efecte antileucémic a través del mateix mecanisme independent de DRD4 en LMA,

SMD, LMMC i probablement en glioblastoma.

Apropant l'experimentacié6 amb linies cel-lulars a elements més realistes dels
tractaments, s’han demostrat efectes sinergics amb vincristina i que els efectes
citotoxics son revertits en presencia d’estroma. Actualment, les pautes de
tractament de la LLA-T, es troben estipulades en diferents fases, i en cadascuna es
realitza tractament combinat de diferents compostos. Amb les terapies combinades
es pretén atacar a diferents nivells de la malaltia. Es a dir atacar les cél-lules per
diferents rutes de senyalitzacié per minimitzar el risc de fracas i eradicar amb
eficacia la malaltia. El tractament combinat permet potencialment disminuir les
dosis de la quimioterapia i augmentar-ne conseqlientment la seguretat. Aixi doncs,
resulta de gran interes que els nostres farmacs presentin un efecte citotoxic sinergic
amb vincristina. Per analitzar el sinergisme es va utilitzar el model sobre
I'additivisme de Bliss, EOBA (Berenbaum 1981), i s’ha constatat que els tres
antagonistes de DRD4 mostren tendéncia al sinergisme, sent L741-742 el compost

amb millors resultats.

En contraposicié als efectes sinergics amb vincristina, la reversio dels efectes
citotoxics en presencia d’estroma, és un aspecte del perfil preclinic que caldria
millorar amb futurs refinaments de nous compostos amb les caracteristiques
precliniques optimitzades. La resistencia a tractaments mitjancada pel

microambient medul-lar és un fenomen comu a molts tractaments antuleucemics,
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que en rebaixa l'eficacia i s’ha estudiat, entre d’altres, mitjancant el co-cultiu amb
estroma (Meads, Hazlehurst, and Dalton 2008; Veiga et al. 2006). Efectivament, el
fet de que es reverteixi I'efecte citotoxic en presencia d’estroma posa de manifest
que no estem inhibint la senyalitzaci6 de la supervivéncia que proporciona
I'estroma a les cel-lules leucemiques. Pero, al mateix temps, també ens obre un camp
de possibilitats per combinar els antagonistes de DRD4 amb molecules que estiguin

dirigides especificament al estroma.

Tots aquests efectes es mantenen als experiments duts a terme amb la mostra PDX
LLA-T, en que s’observa una citotoxicitat en els mateix rang que en les linies
cel-lulars de LLA-T al mateix temps que es troba dins del rang de seguretat on no es
produeixen efectes significatius en cel-lules sanes. Mimetitzar els efectes citotoxics
en la mostra PDX resulta de gran interes, ates que avui en dia es consideren un dels
models més fidels en oncologia per la identificacié6 de nous compostos (Williams
2018). En el futur, també seria interessant realitzar experiments de sinergisme amb
vincristina aixi com avaluar els efectes en preséncia d’estroma amb aquest model de
mostra pseudoprimaria. Les dificultats en el cultiu cel-lular de la mostra PDX LLA-T,
son el motiu principal de que no s’hagi pogut analitzar amb profunditat les
caracteristiques precliniques d’aquest model. La baixa incidencia de la malaltia ens
ha dificultat també 'obtenci6 de mostres primaries. De fet, es va disposar d’'una altre

mostra PDX pero que no es va poder amplificar en ratolins.

Els experiments amb ratolins NSG mieloblacionats ens aporten una evidencia de
gran rellevancia: L741-742 redueix el nombre total de cel-lules leucémiques del PDX
LLA-T pero permet la regeneracio de 'hematopoesi normal. Aquests experiments,
permeten afirmar per una banda l'efecte de L741-742 sobres les cel-lules mare
leucemiques del PDX, al reduir en nombre les cél-lules leucemiques totals en el ratoli
amb el tractament. Per altra banda ens permeten afirmar que els efectes de L741-
742 soén selectius envers les cel-lules leucémiques de LLA-T, preservant
I'hematopoesi sana i permetent la potencial administracié de dosis en que la
leucemia es vegi afectada sense efectes secundaris. D’entre els antagonistes de
DRD4 testats, L741-742 és el que millor perfil presentava, d’aqui que la majoria dels

esfor¢os s’hagin invertit en la seva millor caracteritzacio. Per la terapia de la LLA-T,
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els antagonistes de DRD4, especialment L741-742 com a millor candidat, es podria
dir que son dels primers tractaments especifics per les cel-lules mare leucemiques

de LLA-T sense afectacid de les cel-lules mare hematopoetiques.

Com a darrer analisi de I'efectivitat dels antagonistes de DRD4, els estudis in vivo
per injeccid intraperitoneal amb els compostos amb linies cel-lulars han mostrat
efectes molt lleus. Els antagonistes de DRD4 presenten una estructura altament
hidrobobica. Aquesta hidrofobicitat, a més, contribueix el seu alt volum de
distribucié, que suposa una distribucié preferent als teixits (Chan et al. 2018;
Rodgers and Rowland 2006), amb baixissimes concentracions en plasma. L’alta
hidrobocitat dels compostos ha afegit un repte addicional, ja que ens ha obligat a la
injeccid intraperitoneal d’estoc en DMSO diluit en sali, que no tenim el coneixement
de si assoleix les concentracions rellevants a teixit. Aixi doncs, considerant aquesta
incertesa, pot ser que la injeccio intraperitoneal dels farmacs diluits no assoleixi una
bona distribucié al no estar dissolts en un solvent fisiologic, es produeixen efectes
adversos relatius al vehicle. Els antagonistes de DRD4, conjuntament amb els
problemes derivats de la seva estructura, probablement presentin també un rapid
metabolisme, que implica la degradacié a compostos més polars, i per tant, menys
efectius segons el nostre model. En aquest context, cal seguir amb el
desenvolupament de nous compostos, la modificacié per quimica medica o optar per
estrategies de vehiculitzaci6 de farmacs (drug delivery). En aquesta ultima
estrategia es podria aprofitar per dirigir els compostos a les cel-lules leucemiques,

és a dir, generar el tropisme adequat per a I'afectacio selectiva.

Mecanismes d’accié responsable de I'efecte terapeutic dels antagonistes de
DRD4

Quant als mecanismes i contrariament al que es va postular inicialment, s’ha
descartat qualsevol efecte a través del receptor de dopamina tipus 4: actuen de
manera independent a DRD4. Aquesta independéncia s’ha fonamentat en aquest
treball en dues vies d’evidencia principals i) els antagonistes de DRD4 sén
igualment efectius en cel-lules amb expressio indetectable DRD4 en superficie (LLA-
T) i en cel-lules amb alts nivells de DRD4 (LMA). Resulta inversemblant que els

antagonistes de DRD4 puguin induir la mort cel-lular a través de DRD4 en cel-lules
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que no l'expressen. ii) altes concentracions de dopamina sén incapaces de revertir
els efectes antileucemics dels antagonistes de DRD4, contrariament al que seria
esperable si aquests actuessin mitjan¢ant la seva uni6 i/o senyalitzacio6 a través de

DRD4.

La necessitat de coneixer la diana terapéutica s’explica per la potencial optimitzacid
del tractament. Coneixer la via metabolica afectada permet la identificaci6 de
reguladors upstream i downstream de la diana i per tant optimitzar els resultats al
afectar per més punts la via metabolica responsable de I'efecte antitumoral. En la
prediccié de dianes, existeixen multiples estrategies entre les quals destaquen els
models in silico, els screenings funcionals o bé els arrays d’expressi6. Amb la
col-laboracio6 cientifica amb Mind The Byte, es va realitzar un cerca in silico de la
diana i seguint linies de raonament similar a les seguides per descartar el paper de
DRD4, s’han descartat com a diana els receptors de glutamat, el receptor opioide y,
receptor no opioide o i I'acetilcolinesterasa, malgrat totes elles hagin estat descrites
per la seva importancia en models de tumor solid (Lazarevic-Pasti et al. 2017;
Maurice and Su 2009; Singleton et al. 2015; Stepulak et al. 2014). L'evidéencia
principal ha estat la manca d’efectes citotoxics del tractament amb altes
concentracions d’inhibidors o antagonistes selectius de les dianes. A excepci6 del
receptor no opioide o, sobre el qual es va certificar, a més, la seva absencia en el
nostre model. Si bé als estudis de prediccié d’'unié diana-lligand realitzats per Mind
The Byte es va predir la unio dels antagonistes de DRD4 a aquestes dianes, el fet que
antagonistes especifics no tinguin grans efectes antileucemics va fer cessar tota
investigaci6 en aquesta direcci6. El motiu principal de no poder mimetitzar els
efectes dels antagonistes de DRD4 amb les dianes seleccionades per Mind The Byte
és probablement que el efecte antileucémic no depen d'una unié especifica diana-
lligand. Com es desglossara més endavant les propietats fisiscoquimiques dels
compostos sén potencialment els responsables d’iniciar una desregulaci6 lipidica

cel-lular que precipita a la mort cel-lular dependent d’autofagia.
Arribats a aquest punt, s’havien descartat la diana més logica aixi com les diverses

dianes potencials predites per Mind the byte, i com a Ultima estrategia, es va decidir

dur a terme un estudi de l'expressio génica. Malgrat el modelatge in silico permet
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predir la molecula reconeguda i modulada pel compost, estudiar I'expressio genica
permet discernir la senyalitzaci6 subcel-lular afectada pel tractament. En I'array dut
a terme, es va poder estudiar els canvis en resposta al tractament de dos
antagonistes de DRD4 diferents ( L741-742), en dues linies cel-lulars en estadis
maduratius molt diferents (CEM i RPMI) i en dos temps de tractaments (12 i 24h).
Dels resultats obtinguts a l'array, el més rellevant biologicament per la seva
implicacio en la biologia de LLA-T, és la manca d’efectes sobre la ruta de
senyalitzaci6 de NOTCH1, la ruta més estudiada com a potencial diana terapeutica
per aquesta malaltia (Cullion et al. 2009; Palomero and Ferrando 2009), atés que en
meés de lameitat dels pacients de LLA-T s’hi ha descritalteracions (Weng etal. 2004).
Tampoc es van identificar alteracions en el cicle cel-lular, malgrat aquests resultats
s’ajustaven més amb els experiments previs realitzats sobre el cicle cel-lular. De
'estudi de I'expressié genica, va resultar interessant el metabolisme lipidic i malgrat
no s’ha pogut constatar una diana terapeutica, probablement per la seva
inexisténcia, ens ha permes identificar la ruta de senyalitzaci6 afectada en resposta

al tractament amb els antagonistes de DRD4.

Els CADs sén compostos amb caracteristiques cationiques amfifiliques, d’aqui les
sigles en angles. Es caracteritzen per posseir a la seva estructura una cadena lateral
hidrofilica, una amina protonable i una regié hidrofobica generalment constituida
per un anell aromatic (Ploemen et al. 2004). Els CADs i els seus efectes cel-lulars en
el context de cel-lula sana han estat estudiats en multiples ocasions. Un dels efectes
descrits i d’especial rellevancia per aquest treball és la induccié de la fosfolipidosi
(Kodavanti and Mehendale 1990; Muehlbacher et al. 2012; Reasor, Hastings, and
Ulrich 2006). Respecte la fosfolipidosi i la seva induccio, especialment rellevant és
el fet que encara manquen estudis per caracteritzar a fons aquesta induccio, i poder
demostrar definitivament que formacié dels cossos lamel-lars com a hallmark del
procés. En aquest sentit, alguns dels precedents en la literatura recalquen que la
millor manera de demostrar la fosfolipidosi és via microscopia electronica (Lowe et
al. 2012; Sawada, Takami, and Asahi 2005). Atesa la rellevancia de la fosfolipidosi
en el model proposat, en el futur, caldra realitzar aquesta validaci6 via microscopia

electronica.
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Considerant les caracteristiques estructurals (Figura 67), els tres antagonistes de
DRD4 amb efecte antileucemic, es pot concloure que L741-742, nemonaprida i RBI-
257 presenten estructura de CAD. Contrariament a sonepiprazole, antagonista

especific del DRD4 pero que no indueix efecte antileucemic en LLA-T

L741-742 Nemonaprida
a5
N
o-N

RBI-257 Sonepiprazole
(J°
#

Figura 67. Estructura quimica dels antagonistes de DRD4 estudiats. Els
requadres taronges indiquen els atoms facilment ionitzables.

La induccié de la fosfolipidosi amb el tractament de CADs, no es basa en cap
reconeixement molecular, ni tampoc amb la presencia d’'una diana especifica. La
prediccid de la capacitat de certs compostos d'induir la fosfolipidosi es basa en les
propietats cationiques amfifiliques dels compostos inductors (Reasor, Hastings, and
Ulrich 2006). Les molecules de les mides en els que ens movem, s’assumeix que es
produeix una difusio passiva a través de les membranes de molecules suficientment
hidrofobiques i no carregades, mentre que s’observa impermeabilitat a molecules
polarsi/o carregades (N.]. Yang and Hinner 2015). L’estructura fisicoquimica és per
tant un element fonamental que determina que els CADs puguin creuar membranes
amb facilitat i protonar-se en medi acid, el mecanisme anomenat d’atrapament ionic
(Kuzu et al. 2017). La fragilitat de les membranes fosfolipidiques en el context
tumoral (Alves et al. 2016) i la vulnerabilitat lisosomal (Hamalisté and Jaittela
2016) son dos elements basics que permetin I'efecte diferencial dels compostos
inductors de la fosfolipidosi en cancer. Per predir si un compost és inductor de la

fosfolipidosi cal tenir en consideracié dues caracteristiques fisicoquimiques
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fonamentals, el pKa que informa de la capacitat de dissociacié i el ClogP com a
mesura de la hidrofobicitat de la molecula (Ploemen et al. 2004). Segons aquest
model, cal que les caracteristiques fisicoquimiques del compost compleixin les bases

de la Figura 68.

Model induccié de la fosfolipidosi

pKa > 8
ClogP > 1

pKa2 + ClogP? > 90

Figura 68. Bases del model de predicciéo de la induccié de la fosfolipidosi.
Caracteristiques fisiscoquimiques que cal que compleixin els CADs per la induccid
de la fosfolipidosi (Ploemen et al. 2004).

Analitzant les propietats fisicoquimies de L741-742, nemonaprida, RBI-257 i
sonepiprazole com a control negatiu, (Figura 69) es pot concloure que els tres
antagonistes de DRD4 avaluats en el present treball amb efecte antileucemic s6n

inductors de la fosfolipidosi, mentre que sonepiprazole no compleix els requisits

estructurals.
Propietats fisicoquimiques Propietats fisicoquimiques Propietats fisicoquimiques
L741-742 nemonaprida RBI-257
pKa > 8,4 pKa > 13,69 pKa > 8,95
ClogP > 5,61 ClogP > 3,83 ClogP > 5,68
pKa2 + ClogP? > 102,03 pKa2 + ClogP2 > 201,99 pKa2 + ClogP? > 112,36

Propietats fisicoquimiques
sonepiprazole

pKa > 7,25
ClogP > 2,28
pKa2+ ClogP? > 57,75

Figura 69. Els antagonistes de DRD4 son CADs inductors de la fosfolipidosi.
L741-742, nemonaprida i RBI-257 compleixen les caracteristiques del model
(Ploemen et al. 2004) mentre que sonepiprazole no. Els valors en vermell indiquen
el no compliment de les caracteristiques.

Malgrat les membranes fosfolipidiques estiguin constituides pels mateixos elements
en cel-lules sanes i tumorals, cal matisar i tenir en consideracié que i) les membranes
fosfolipidiques de les céel-lules tumorals poden presentar un increment en el

colesterol i ser en conseqiiéncia molt més permeables, ii) les membranes tumorals
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han perdut la asimetria tipica de les bicapes lipidiques al mateix temps que es
produeix un augment de la carrega negativa de la membrana extracel-lular que
comporta la baixada del pH a la proximitat de les cel-lules tumorals (generalment
pel bombeig de cations monovalents al exterior per contrarestar les carregues
negatives dels fosfolipids de la membrana) (Alves et al. 2016; Bernardes and Asenio

2018).

En linia amb les consideracions anteriors, els CADs i la induccié de la fosfolipidosi
pot ser més rellevant el context tumoral que en céel-lules sanes. En altres treballs,
s’han destacat certs compostos inductors de modificacions en la conformacié
lipidica. Malgrat els resultats obtinguts depenen ampliament del compost utilitzat,
existeixen evidencies d’interaccions dels compostos amb els fosfolipids que alteren
la disposiciéo de la membrana, el potencial de la membrana o bé poden causar
trencaments de les cadenes dels fosfolipids estructurals, constituint aixi una
potencial estratégia terapeutica en cancer atesa la naturalesa de les membranes
fosfolipidiques en el context tumoral. Quimioterapeutics convencionals (S. Feng,
Gong, and Chew 2002; Preetha, Huilgol, and Banerjee 2006, 2007), antipsicotics
(Agasosler et al. 2001; Hidalgo et al. 2004), antibiotics (Berquand et al. 2005;
Grancelli et al. 2019), antifungics (Corvis et al. 2006), i d’altres compostos amb
estructura quimica concreta, han estat estudiats per les seves interaccions amb els
lipids constituents de les membranes. Els efectes sobre la membrana plasmatica
depenen enormement de l'estructura dels compostos (Peetla and Labhasetwar
2009). En aquest context, els estudis amb leucémia sén escassos, pero s’ha suggerit
que els efectes secundaris neurologics induits pel metotrexat, poden ser causa de la
interaccid del farmac amb la bicapa lipidica (Maheswari 2001). Conjuntament amb
els fosfolipids, els lisosomes com a organul acid preferentment afectat per la
fosfolipidosi, s’ha descrit que és molt més vulnerable en el context tumoral que en
cel-lula sana, en concordanca amb les nostres dades d’alta selectivitat dels
antagonistes de DRD4 en leucemia. (Kirkegaard and Jaattela 2009; Kroemer and

Jastteld 2005)

Els antagonistes de DRD4, presenten un altre impediment vinculat a la seva

estructura, com és la manca d’efecte antileucemic en experiments in vivo. Al no ser
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un compost soluble en aigua, no s’ha pogut realitzar les administracions orals,
elegint-se la injeccio intraperitoneal dels compostos com alternativa. Atesa ’elevada
hidrofobicitat de les estructures dels antagonistes de DRD4, sembla que aquesta
seria responsable de l’elevat volum de distribuci6 als teixits amb molt baixes
concentracions en plasma (Chan et al. 2018; Rodgers and Rowland 2006). El rapid
metabolisme dels compostos porta associadala incertesa de si realment s’esta duent
a terme |'efecte dels antagonistes de DRD4. Considerat I’elevada importancia de
I'estructura i del manteniment d’aquesta per a dur a terme I'efecte antileucemic
segons el nostre model, caldra considerar altres estrategies com la vehiculitzacié
dels farmacs. Un exemple de gran rellevancia en el camp de LLA-T, és la vincristina
administrada en liposomes, que s’ha relacionat amb una millora en els efectes
citotoxics acompanyada d’'una reducci6 en el percentatge de farmac lliure en el
plasma i per tant una millora en l'eficacia amb una toxicitat acceptable (Pathak,

Hess, and Weiss 2014).

Durant anys, els compostos inductors de la fosfolipidosi s’han associat repetides
vegades amb efectes secundaris al fetge, ronyo o aparell respiratori (Kodavanti and
Mehendale 1990; Lullmann, Lullmann-Rauch, and Wassermann 1975; Mason and
Crystal 1973). Conseqiientment la fosfolipidosi, ha esdevingut un element
important a considerar i evitar durant el procés de desenvolupament de nous
compostos (Anderson 2006). El problema principal és la generaci6 de cossos
lamel-lars preferentment en els macrofags i també resulta susceptible el teixit
limfoide (Nonoyama and Fukuda 2008). Considerant que els antagonistes de DRD4
son compostos inductors de la fosfolipidosi, sembla que aquest procés afecta de
forma diferencial a les céel-lules leucémiques que a les sanes. Atés que en els estudis
sobre I'’hematopoesi sana, no s’ha observat cap efecte en el llinatge limfoide ni
mieloide. Aixi doncs, potser caldria tenir en consideracio el context cel-lular on es
pretén l'accié dels compostos inductors de la fosfolipidosi, com a element

determinant per al descart o no en la cerca de nous compostos.
Respecte la fosfolipidosi, L741-742 com agent inductor del procés que s’ha validat

experimentalment, altera el patro fosfolipidic de les cel-lules leucémiques. Aquesta

alteracié es manifesta amb una vesicularitzacio dels fosfolipids i la co-localitzacié
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d’aquestes vesicules amb els lisosomes. L’acumulacio dels fosfolipids als lisosomes
és una caracteristiques que defineixen la fosfolipidosi. En aquest sentit, a 'inici
d’aquesta tesi doctoral es va considerar el receptor de dopamina com a potencial
diana terapeutica pels precedents en els que s’havia validat la seva rellevancia en
LMA i cancer de mama. En aquest treball es va validar amb 1'is de tioridazina com
antagonista dels receptors de dopamina (Sachlos et al. 2012). D’entre els compostos
inductors de la fosfolipidosi, tioridazina va ser identificat com un d’ells (Lullmann-
Rauch 1974), el que compromet la rellevancia real del receptor de dopamina i la

seva implicacié com a diana terapeutica.

La inducci6 de la fosfolipidosi porta associades un reguitzell de desregulacions en el
metabolisme lipidic que, segons el nostre model, actuant de forma conjunta acaben
precipitant la cel-lula cap a la mort cel-lular dependent d’autofagia. La fosfolipidosi
representa el primer esdeveniment cel-lular en resposta al tractament, al poder-se
identificar a la primera hora de tractament amb L741-742. Quant aquest primer
esdeveniment es veu revertit en presencia d’agents antioxidants com I’ a-tocoferol
descrits per les seves capacitats inhibitories sobre la fosfolipidosi, (Agoston et al.
2003; Scuntaro et al. 1996), la citotoxicitat de L741-742 i mort cel-lular també es
veu fortament revertida. El que suggereix que la induccié de la fosfolipidosi és
crucial per a I'activacié d’un seguit de desregulacions que finalment es tradueixen
en una mort cel-lular. Malgrat la presencia del I’ a-tocoferol reverteix la mort
cel-lular, no s’ha pogut validar una reversio de la induccié de la fosfolipidosi. Aquest
es podria explicar per la gran quantitat de papers cel-lulars que dur a terme I’ a-
tocoferol (C. S. Yang, Suh, and Tony Kong 2012). Cal també considerar que la
reversié de la viabilitat cel-lular en preséncia de I’ a-tocoferol es dona a unes
concentracions d’aquest de 500 o 1000 puM, una reversio que el context fisiologic no
podria donar-se atés que la concentraci6 maxima de vitamina E en sang es troba

aproximadament al voltant de 39 uM.

El metabolisme lipidic es veu alterat davant de la induccié de la fosfolipidosi. Estudis
precedents han determinat canvis substancials en 'expressié genica associada al
tractament amb CADs inductors de la fosfolipidosi. En aquests estudis s’ha

determinat un conjunt de gens marcadors inductors de la fosfolipidosi, entre ells
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destaquen la sintesi colesterol, degradacié fosfolipids, transport d’acids grassos i
proteolisi entre d’altres (Sawada, Takami, and Asahi 2005). Altres treballs també
han subratllat un increment en la sintesi de lipids neutres (Matsuzawa and Hostetler
1980). Conjuntament amb els lipids neutres i els estudis de les desregulacions
d’aquest en resposta al tractament, romanen estudis importants en relaci6 amb la
fosfolipidosi aixi com amb les multiples desregulacions cel-lular associades. En
aquest sentit, un exemple clar és el colesterol, la sintesi i metabolisme s’ha vinculat
amb la fosfolipidosi (Lowe et al. 2012; Matsuzawa and Hostetler 1980; Sawada,
Takami, and Asahi 2005). En el futur, caldra realitzar estudis sobre les possibles
alteracions d’aquest en resposta al tractament amb L741-742 i la resta de
compostos. Les conseqliencies cel-lulars de la fosfolipidosi, també abasten la
inhibicio6 de les fosfolipases lisosomals i el transport enzimatic lisosomal (Lowe et
al. 2012). En els nostres estudis, utilitzant un analeg de fosfolipid marcat amb un
fluorocrom, s’ha pogut determinar una reduccié dels fosfolipids en resposta al
tractament. Aquesta reducci6 es podria explicar per la formacié d’agregats
fosfolipidics i perdua de la conformacié o bé, per una acumulacié dels fosfolipids a
l'interior del lumen lisosomal on, per condicions de pH i acidesa, la sonda d’analeg

de fosfolipids perdi la seva conformacio.

Respecte els lipids neutres, els estudis en aquest treball han pogut identificar-ne una
acumulacid. S’ha detectat un augment del contingut de lipids neutres i 'aparici6 de
vesicules lipidiques compatibles amb lipids droplets. Aquestes alteracions en el
lipids neutres poden explicar-se per multiples vies: un augment de la sintesi, una
inhibici6 de la degradacio, un impediment de la normal digestié del compartiment
lisosomal per un mal funcionament d’aquest o bé, una combinaci6 dels tres elements
anteriors. L’augment en la sintesi d’acids grassos ha estat ampliament descrita en el
context tumoral (Medes, Thomas, and Weinhouse 1953) aixi com també I'aparicid
de lipid droplet (Apffel and Baker 1963), malgrat fos una possibilitat plausible els
estudis han suggerit que no era el que passava. L'impediment de la digestio
lisosomal i la conseqiient acumulacié d’estructures podria ser conseqiiéncia de la
disfuncié dels lisosomes causada per la fosfolipidosi. Els estudis sobre el
compartiment lisosomal i els fosfolipids conjuntament, han molt reveladors, al

permetre’'ns identificar que a nivell subcel-lular, les vesicules de fosfolipids en

182



resposta al tractament es troben co-localitzant amb els lisosomes. Aquesta possible
acumulacié de fosfolipids als lisosomes conduiria a una perdua del normal
funcionament d’aquest organul i conseqiientment una acumulacié d’estructures
citoplasmatiques pendents de digerir. La relacié entre la inducci6 de la fosfolipidosi
i 'augment del compartiment autofagic ha estat previament observada (Buratta et

al. 2015).

Certificat I'augment dels lipids neutres, s’ha constatat la importancia d’aquest al
observar-se un efecte sinergic de L741-742 amb un inhibidor de la lipolisi . S’ha
pogut certificar que aquest augment no es degut a un mal funcionament de I’oxidacié
mitoncondrial. En els primer cas, amb I'tis de DEUP com inhibidor principal de la
lipolisi, es va determinar un efecte sinergic amb els efectes de L741-742 sobre la
viabilitat cel-lular. Aquests resultats son indicadors de la importancia de
I'acumulacié de lipids i les conseqtiéncies citotoxiques que indueixen en el nostre
sistema. Respecte 'oxidaci6 mitoncondrial, amb el bloqueig d’aquesta via amb 1'us
d’etomoxir, no es van poder constatar canvis en el contingut lipidic. Aquests
resultats suggereixen que l'oxidacié d’acids grassos mitocondrials no sembla ser
rellevant en el nostre model o bé, que etomoxir com inhibidor de la via catabolica
mitocondrial, no funciona en el nostre sistema, d’igual manera que s’ha descrit en
d’altres tumors com glioblastoma (Cabodevilla et al. 2013) o bé en leucémia

(Samudio, Taegtmeyer, and Andreeff 2010).

En aquest sentit, aquest experiments representen una branca important del nostre
model. La capacitat sinérgica sobre la viabilitat cel-lular atribuida a 'acumulacié de
lipids, posa de manifest la importancia de mantenir la correcte homeostasi lipidica
aixi com la fragilitat del sistema lipidic tumoral. Les desregulacions sobre el
metabolisme lipidic amb el tractament de L741-742 s’inicien amb la fosfolipidosi, la
segueixen les alteracions en el contingut de lipids neutres i probablement colesterol,
al mateix temps que s’afecta el normal funcionament dels lisosomes. Respecte el
colesterol, en LLA-T, cél-lules leucemiques resistents a farmacs presenten un alt
grau de colesterol ala seva membrana externa (May et al. 1988) . En altres leucemies
com per exemple la LMA, també s’han descrit a una elevada preséncia que protegeix

les cel-lules leucemiques dels efectes dels quimioterapeutics (Banker et al. 2004).

183



Aquest conjunt d’elements, que per separat s’han descrit les afectacions cel-lulars
que presenten, considerant també possibles efectes sobre el trafic normal d’acids

grassos, sobrepassen la cel-lulaila condueixen a la mort cel-lular programada.

Amb el tractament amb els antagonistes de DRD4, s’ha demostrat que el
compartiment autofagic es veu incrementat en resposta al tractament. Aquest
increment en el compartiment es manté un cop s’ha activat, presentant afectacions
semblants des de 'activacio a les 6h fins a temps més tardans. Aquest augment de
I'autofagia en el nostre sistema, pot ser atribuible, d’'una banda a la disfunci6 dels
lisosomes que sol portar a la inhibicié de la fusié entre autofagosomes i lisosomes
impedint que el material capturat per I'autofagia sigui lliurat als segons per la seva
degradacié (Kuzu etal. 2017; Logan et al. 2014; Ostenfeld et al. 2008). D’altra banda,
I'augment del material per digerir com a conseqiiencia de l'aparicié d’agregats
fosfolipidics en resposta a la fosfolipidosi podria induir en ultima instancia un
augment de l'autofagia (Buratta et al. 2015). Aquesta afectacié de I'autofagia pero,
amés, en el nostre model, juga un paper clau en la mort cel-lular, ates que els estudis
realitzats sobre la mort cel-lular programada, apunten que es produeix una mort
cel-lular dependent d’autofagia. La mort cel-lular dependent d’autofagia ha estat
objecte de moltissima controversia en la comunitat cientifica (Clarke and Puyal
2012; Shen, Kepp, and Kroemer 2012). El comite sobre la nomenclatura de la mort
cel-lular va estipular que es consideraria mort cel-lular dependent d’autofagia
només en aquelles situacions on la mort cel-lular induida fos reverida en preséncia
d’un inhibidor especific de I'autofagia (Galluzzi et al. 2018). En aquest sentit, per tal
de validar la implicaci6 en el procés de mort cel-lular es va utilitzar 3-MA com
inhibidor de I'autofagia (Seglen and Gordon 1982), i els estudis realitzats demostren
que en presencia d’aquest inhibidor es reverteix tant la mort cel-lular com
I'augment del compartiment autofagic, reduint-se I'aparici6 d’autofagosomes. En
aquests estudis s’ha pogut determinar una reduccié en l'aparicié d’autofagosomes
en presencia de 3MA. Estudis precedents han demostrat que la inhibici6 de
I'autofagia amb 3MA redueix la formaci6 de cossos lamel-lars (Hariri et al. 2000) i
per tant, en el nostre sistema, aquest fet aniria en concordanca amb el fet que en

presencia de 3MA es reverteix la mort cel-lular.
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En termes de mort cel-lular programada, és important recalcar la manca
d’implicacié de la maquinaria apoptotica. Al mateix temps que es descarta aquest
tipus de mort cel-lular programada, també es pot desvincular els mitocondris com
organul afectat en el tractament dels antagonistes de DRD4. Els mitocondris han
estat ampliament descrits per les seves afectacions en cel-lules tumorals en termes
de mida, morfologia, membranes, activitat (Modica-Napolitano and Weissig 2015) i
sobretot per la sobreproduccié de mitROS, que s’ha relacionat amb I'activacié de
vies proliferatives i la inestabilitat genomica (Irwin, Valle, and Chandra 2013;
Sabharwal and Schumacker 2014). Malgrat aquests precedents sobre les
alteracions mitocondrials en cancer, en els nostres experiments s’ha demostrat que

aquest organul no tindria afectacié per part dels antagonistes de DRD4.

En base als precedents d’altres grups de recerca i les observacions realitzades
durant el treball experiment del present estudi, es proposta l'efecte selectiu
antileucemic dels antagonistes de DRD4 seguint el seglient model Figura 70. Els
compostos atesa la seva estructura de CAD i la seva mida, entren per difusi6 passiva
i indueixen la fosfolipidosi. Aquesta induccio de la fosfolipidosi genera els agregats
fosfolipidics en forma probablement cossos lamel-lars a l'interior dels lisosomes.
Aquesta concentracio de fosfolipids als lisosomes n’augmenta la massa al mateix
temps que n’altera el correcte funcionament. En resposta al mal funcionament
lisosomal aixi com també, de manera secundaria, als agregats fosfolipidics i aparicié
de lipid droplets, el compartiment autofagic augmenta la seva activitat precipitant la
cél-lula finalment a la mort cel-lular dependent d’autofagia. Atés que és un
mecanisme absent de dianes moleculars i reconeixements especifics, podria ser
emprat en moltes neoplasies hematologiques més, com aixi indiquen els resultats
preliminars en LMA. La vulnerabilitat dels lisosomes en cancer i la fragilitat de les
membranes fosfolipidiques en cancer permeten explicar 'efecte antileucemic
selectiu. A més, cal considerar que en el cas de la LMA, la fragilitat del compartiment
lisosomal ha estat ampliament descrit (Ono, Kim, and Han 2003; Sukhai et al. 2013),

una caracteristica que juga a favor del model proposat.
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Figura 70. Model proposat per a l'efecte dels antagonistes de DRD4. En taronja
es mostren les eines emprades per a l'estudi de diferents esdeveniments.
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Al llarg de tot aquest estudi hem descrit per primer cop els efectes selectius
antileucémics d'un grup d’antagonistes de DRD4 en LLA-T, mitjancant els efectes
sobre una diana no molecular i no convencional. Aquest perfil preclinic també s’ha
validat de forma preliminar en LMA i altres neoplasies mieloides. Aquests estudis
han suposat la descripcié de la fosfolipidosi en LLA-T i les subseqlients alteracions
del metabolisme lipidic i compartiment endolisososmal, descrivint aixi un
mecanisme biologic rellevant en la transformacié leucemica. Atesa la naturalesa del
mecanisme d’accid, els antagonistes de DRD4, amb optimitzacions factibles per a la
clinica, podrien ser considerats com un potencial tractament per a un espectre ampli
de pacients. Aquestes troballes a més obren la porta a nous tractaments i conviden
areflexionar sobre nous tipus de dianes independents del reconeixement molecular
especific. La manca significativa d’afectacio de les cel-lules sanes, representa un
valor afegit d’aquests compostos per iniciar les optimitzacions necessaries i validar-

ne la idoneitat per a la futura aplicacié en clinica.
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6. Conclusions
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En base a tot allo exposat a les pagines precedents, es poden extreure tres grans

conclusions d’aquesta tesi doctoral:

1. Un subgrup de compostos antagonistes especifics del receptor DRD4, L741-
742, nemonaprida i RBI-247 tenen activitat antileucémica selectiva tant en
LLA-T com LMA, sense afectar la viabilitat i/o funcionalitat de les cel-lules

hematopoetiques sanes.

2. Els efectes antileucemics dels antagonistes de DRD4 no es produeixen a
través del receptor de dopamina DRD4 sin6 que depenen de la inducci6 de la
fosfolipidosi, la subseqiient disrupcié de I'homeostasi lipidica i afectacio del
compartiment de endo-lisosomal de reciclatge desencadenant la mort

cel-lular dependent d’autofagia sense activacié de 'apoptosi.
3. Les caracteristiques fisicoquimiques dels compostos permeten la seva

acumulacié als lisosomes i la induccié de la fosfolipidosi, responsable de

'efecte terapeutic en les cel-lules leucemiques.
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Annex I. Taula de pacients de SMD, LMMC i LMA avaluada I'’expressio

receptor de dopamina

Classificacio de pacients de SMD i LMMC inclosos als estudis. Classificacié feta

segons (Arber etal. 2019) irisc segons el sistema IPSS-R. Abreviatures: Gén., genere;

F, femeni; M, masculi; LMMC, leucémia mielomonocitica cronica; SMD-EB1: SMD
amb excés de blasts 1; SMD-EB2, SMD amb excés de blasts 2; SMD-DU, SMD amb
displasia unilinia; SMD-DM, SMD amb displasia multilinia; SMD-DM-SA: SMD amb

displasia multilinia i sideroblasts en anell; SMD-SA: SMD amb sideroblasts en anell;

SMD del (5q): SMD amb deleci6 5q aillada; IPSS-R: sistema revisat de puntuacio6 de

pronostic (Revised international prognostic scoring system); MO, medul-la 0ssia;

N/A: informacio6 no disponible.

Classificacio
Codi . _ % Blasts
Edat | Gen. | segons WHO Cariotip [PSS-R °
mostra en SP
2016
MDS #1 76 M LMMC-1 46, XY[20] N/A 1
MDS #5 | 83 M SMD-EB-1 47, XY,+8[3]/46,XY[28] Alt 7
MDS #6 46 F SMD-DM 46, XX[20] Baix 2
MDS #9 70 F SMD-DM 46, XX[20] Intermedi 4
45, X,-
MDS ER. Y,del(1)(p13p32),der(1
#10 74 M SMD-EB-2 1)t(Y:11)(q11;q13)[8]/ Molt alt 12
46,XY[12]
MDS 46,
412 73 F MDS del (5q) XX,del(5)(q22q33)[15] Baix 2
/46,XX[5]
MDS 46,
wa | 72| M LMMC-0 XY, del(5)(q31933)[6] N/A 0
MDS N/A (normal FISH
51 M SMD-DM 5p15.2,5q31, 7931 & N/A 2
#15
20q12)
1\;]1)65 59 F LMMC-0 46, XX[20] N/A 2
1\:]1)75 79 M LMMC-2 46, XX[20] N/A 13
1;“2)5’ 52 M LMMC-1 46, XY[20] N/A 4
MDS .
473 71 F MDS del (5q) 46 XX, -11,+mar [20] Intermedi 3
MDS 46,
474 29 F MDS del (5q) | XX,del(5)(q12q32)[11] - -
/46,XX[9]
1\4;[]2)65 81 F SMD-DM 46, XX[10] Baix 0
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46,

Mo | 59 MDS del (5q) | XX.del(5)(q13q33)[4]/ | Baix 2
46,XX[15]
MDS .
478 65 SMD-DM-SA 46, XY[20] Molt baix 2
MDS 47, XX,
420 86 SMD-DM +8[10]/48,idem,+mar][ Alt 3
2]/46,XX[7]
MDS .
430 65 SMD-DM-SA 46, XY[20] Molt baix 2
MDS 46,
431 71 MDS del (5q) XY,del(5)(q14934)[8]/ Baix 7
46,XY[22]
MDS 46,
437 78 MDS del (5q) XY,del(5)(q139q33)[12] | Molt baix 2
/46,XY[8]
MDS
433 77 SMD-EB-2 Complex Molt alt >5%
MDS .
434 67 SMD-DM 46, XY[20] Baix 4
1\;3],)55 78 SMD-SA 46, XX[20] Molt baix 0
MDS
436 60 LMMC-1 N/A N/A 0
1\;3],)75 60 SMD-DM 46, XX[20] Molt baix 1
MDS .
438 91 SMD-EB-1 45, X,-Y[14]/46,XY[6] Intermedi 7
1\;3],)95 70 LMMC-1 46, XX[20] N/A 1
43, XY,-
5,der(13;14)(q10;q10),
MDS add(15)(p10),add(16)(
440 67 SMD-EB-2 024, Molt alt 15
17,add(17)(p13),-
18,+mar[cp14]
MDS
441 71 LMMC-0 46, XX[20] N/A 0
1\;4])35 83 SMD-DM 46, XY[20] Molt baix 1
MDS 26/08/2015: 46, .
#49 67 SMD-EB1 | yy qel(5)(q11q31)[15] | B3 8
l\;lls)s 75 SMD-DM 47,XY,+21[5]/46,XY[15 Baix 2,5
46,
MDS i XX,del(5)(q22q35),del( .
#52 78 SMD-DM 11)(q13.1q23.3)[17] /4 Baix 35
6,XX[3]
1\;?35 56 SMD-DM 46, XY[20] Baix 2
I;;HSD; 79 SMD-EB-1 46, XY[21] Intermedi 5
MDS 46,
80 MDS del (5q) XX,del(5)(q13)[11]/4¢6, Baix 4
#60
XX[9]
MDS 46,
468 94 MDS del (5q) XX,del(5)(q13933)[9]/ | Moltbaix 1
46,XX[24]
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MDS#73 76 M CMML-0 46, XY[20] Molt baix 1,5
1;;[7]): 80 M SMD-DM 46, XY[20] Baix 0
MDS .

476 83 F SMD-DM del(5q) Baix <5

MDS 46,

478 73 F SMD-DM XX,add(9)(p24),16gh+c Baix <2

[7]/46,XX,16gh+c[7]

MDS#80 67 F LMMC-2 46, XX[20] Intermedi 13
SMD-DU-SA

MDS 79 F amb N/A Baix 1
#93 .
trombocitosi

46,
MDS#95 66 M LMMC-0 XY,t(4;16)(q21;q24)[3] N/A 0
/47,s1,+8[17]

MDS .

498 63 F MDS del (5q) del(5q) add(7) Baix 1
MD%#IO 70 M LMMC-1 46, XY[20] N/A N/A
MD%#M 80 M LMMC-1 46, XY[20] N/A N/A
MD§#11 56 M LMMC-1 47, XY,+8[14]/46,XY[3] N/A N/A

MDS 46,

#119 53 F SMD-EB1 XX,del(5)(q14q33)[7]/ | Intermedi 7,8

46,XX[13]

MDSZ#IZ N/A F LMMC-1 47, XX,+21[13] N/A N/A
#1\&41251 68 F MDS-MLD 46, XX[20] Molt baix 0
MDS .

#1372 72 M MDS-MLD 46, XY[20] Molt baix <2

MDS .

#134 45 M MDS-MLD 46, XY[20] Baix 1

MDS 46, XX, del(5)(q13q33), .

#138 68 F MDS-MLD del(11)(q13923) Baix 1

MDS

#140 69 F MDS-RS-SLD (-7) N/A N/A

MDS .

#145 83 M MLD 45,X,-Y[18]/46,XY[2] Baix 3

MDS 46, XX .

#149 64 F MDS del (5q) del(5)(q15433)[20] Baix 1,6

MDS

#151 53 F SMD-EB2 N/A Alt 12

MDS 79 F SMD-EB-1 46, XX[20] Intermedi 6

#154 ’

MDS

69 M LMMC-1 46, XY[20] N/A N/A

#161

MDS 46,

#1672 54 M SMD-EB2 XY,t(16,17)(q24;022) Molt alt 12

MDS .

4166 73 M MDS-MLD 46, XY [2] Baix 2

MDS 46,

#170 58 M MDS-SLD XY,inv(2)(p23q13),del( Baix 1

5)(q13q32)

MDS .

#176 70 F MDS-MLD 46, XX[20] Molt baix 1
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46,

a3 | F MDS-MLD | XX,add(9)(p24),16gh+c |  Baix <2
[7]/46,XX,16gh+c[7]
;’11%2 62 | M MDS-MLD | 45, X, (-Y)[10]/46,XY[1] | Molt baix 1
MDS .
84 | F MDS-MLD 46, XX[14] Molt baix 2,1
#187
MDS .
e | B0 | M MDS-MLD 46, XY[20] Baix 0
MDS .
poe | 72 | M MDS-MLD 46, XY[20] Molt baix <2
MDS
o> | N/A | Male LMMC N/A N/A N/A
MDS 46, XX,del(5)(q22q31- .
#7210 59 F MDS del (5q) 32)[5]/46,XX[15] Baix 2
46, XX,-5,-
MDS 14,+marl,+mar2[16]/4
w211 | > | F SMD-DM 5,XX,del(5)(q13933).- Alt 1
6[2]/46,XX[8]
MDS | 66 | M LMMC-0 46, XY[20] N/A 4
#212 :
MDS
oo | 83 | F SMD-EB-1 del(7) (q22431) Molt alt 5
MDS .
oy | 30 | F SMD-DM 46, XX[20] Molt baix 2
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Annex II. Taula de pacients de LMA
Relacié de pacients de LMA inclosos als estudis de citotoxicitat. Classificacio feta segons el criteri de 'OMS del 2016. (REF) i risc segons
les recomanacions de 2017 (REF). Abreviatures: Gen: genere; Leuc: comptatge de leucocits (x10°/L); %BSP: percentatge de blasts en

sang periferica; %BMO: percentatge de blasts en medul-la 0ssia; QR: quimiorefractorietat; SP: sang periferica.

#LMA | Mostra | Gen. | Edat : Leuc. | %BSP | %BMO Cariotip Alteracions | Risc | QR
Subtipus OMS
moleculars
AML amb
. 46,XY,inv(3)(q21q26.2)[8]/46,XY .
3)(q21.3q26. DNMT3A
1 Sp M| ez |MVB)42l3q 1.77 18 61 [20] " | Advers | No
2); GATAZ, IDH1
MECOM
AML amb Cap
2 SP M 62 | o eunxy | SL16 49 81 6,XY,del(7) [19]/46,XY[1] detectada | Advers | No
LMA amb canvis 42'“&2;1)[31)(1[3[282)(2233}')@11(57) (422
3 SP F 90 lacié amb 338 92 77 ' T TP53mut | Ad N
z‘i:()zciiogr;a 16,add(17)(p13),-18,-19,-20,-21,- i vers | o
P 22,-22,+1(?),+mar[cp18]
LMA amb canvis
4 SP M 63 enrelacié amb 2.69 43 30 N/A TP53mut Advers | Si
mielodisplasia
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Repositioning of Bromocriptine for treatment of acute myeloid leukemia
Journal of Translational Medicine. 2016 Sep 7;14;261.doi: 10.1186/s12967-016-1007-5.

Lara-Castillo MC, Cornet-Masana JM, Etxabe A, Bantus-Mulet A, Nomdedeu M,
Torrente MA, Diaz-Beya M, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

BACKGROUND: Treatment for acute myeloid leukemia (AML) has not significantly changed
in the last decades and new therapeutic approaches are needed to achieve prolonged
survival rates. Leukemia stem cells (LSC) are responsible for the initiation and maintenance
of AML due to their stem-cell properties. Differentiation therapies aim to abrogate the self-
renewal capacity and diminish blast lifespan.

METHODS: An in silico screening was designed to search for FDA-approved small molecules
that potentially induce differentiation of AML cells. Bromocriptine was identified and
validated in an in vitro screening. Bromocriptine is an approved drug originally indicated
for Parkinson’s disease, acromegaly, hyperprolactinemia and galactorrhoea, and recently
repositioned for diabetes mellitus.

RESULTS: Treatment with bromocriptine reduced cell viability of AML cells by activation of
the apoptosis program and induction of myeloid differentiation. Moreover, the LSC-
enriched primitive AML cell fraction was more sensitive to
the presence of bromocriptine. In fact, bromocriptine decreased the clonogenic capacity of
AML cells. Interestingly, a negligible effect is observed in healthy blood cells and
hematopoietic stem/progenitor cells.

CONCLUSIONS: Our results support the use of bromocriptine as an anti-AML drug in a
repositioning setting and the further clinical validation of this preclinical study.

Lara-Castillo et al. J TransI Med (2016) 14:261

DOI 10.1186/512967-016-1007-5 . JOU rn.a! of
Translational Medicine
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Inhibition of serotonin receptor type 1 in acyte myeloid leukemia impairs
leukemia stem cell functionality: a promising novel therapeutic target

Leukemia. 2017 Nov;31(11):2238-2302. d0i:10.1038/leu.2017.52. Epub 2017 Feb 14.

Etxabe A, Lara-Castillo MC, Cornet-Masana JM, Bantus-Mulet A, Nomdedeu M,
Torrente MA, Pratcorona M, Diaz-Beya M, Esteve ], Risuefio RM

Abstract:

Acute myeloid leukemia (AML) is a clinically and molecularly heterogeneous
neoplasia with poor outcome, organized as a hierarchy initiated and maintained by
a sub-population with differentiation and self-renewal capacities called leukemia
stem cells (LSCs). Although currently used chemotherapy is capable of initially
reducing the tumor burden producing a complete remission, most patients will
ultimately relapse and will succumb to their disease. As such, new therapeutic
strategies are needed. AML cells differentially expressed serotonin receptor type 1
(HTR1) compared with healthy blood cells and the most primitive hematopoietic
fraction; in fact, HTR1B expression on AML patient samples correlated with clinical
outcome. Inhibition of HTR1s activated the apoptosis program, induced
differentiation and reduced the clonogenic capacity, while minimal effect was
observed on healthy blood cells. In vivo regeneration capacity of primary AML
samples was disrupted upon inhibition of HTR1. The self-renewal capacity
remaining in AML cells upon in vivo treatment was severely reduced as
demonstrated by serial transplantation. Thus, treatment with HTR1 antagonists
showed antileukemia effect, especially anti-LSC activity while sparing healthy blood
cells. Our results highlight the importance of HTR1 in leukemogenesis and LSC
survival and identify this receptor family as a new target for therapy in AML with
prognostic value.

Leukemia (2017) 31, 2288-2302
© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. All rights reserved 0887-6924/17

www.nature.com/leu
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Serotonin receptor type B constitutes a therapeutic tarfet for MDS and CMML

Scientific Reports. 2018 Sep;13(8)13883. doi:10.1038/s41598-018-32306-4

Banus-Mulet A, Etxabe A, Cornet-Masana JM, Torrente MA, Lara-Castillo MC,
Palomo L, Nomdedeu M, Solé F, Diaz-Beya M, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

Myelodysplastic syndromes (MDS) and chronic myelomonocytic leukemia (CMML)
are chronic myeloid clonal neoplasms. To date, the only potentially curative therapy
for these disorders remains allogeneic hematopoietic progenitor cell
transplantation (HCT), although patient eligibility is limited due to high
morbimortality associated with this procedure coupled with advanced age of most
patients. Dopamine receptors (DRs) and serotonin receptors type 1 (HTR1s) were
identified as cancer stem cell therapeutic targets in acute myeloid leukemia. Given
their close pathophysiologic relationship, expression of HTR1ls and DRs was
interrogated in MDS and CMML. Both receptors were differentially expressed in
patient samples compared to healthy donors. Treatment with HTR1B antagonists
reduced cell viability. HTR1 antagonists showed a synergistic cytotoxic effect with
currently approved hypomethylating agents in AML cells. Our results suggest that
HTR1B constitutes a novel therapeutic target for MDS and CMML. Due to its
druggability, the clinical development of new regimens based on this target is

promising.
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Dual lysosomal-mitochondrial targeting by antihistamines to eradicate
leukemic cells.

En revisio

Cornet-Masana JM, Banus-Mulet A, Carbg, Josep M, Torrente MA, Guijarro F, Cuesta
L, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

Despite great efforts to identify druggable molecular targets for hematological
neoplasias, there remains an unmet need for more effective therapies. We screened
FDA-approved drugs that may revert an early transformation gene signature and
identified a group of antihistamines (termed ANHAs) with distinct physicochemical
properties associated with their cationic-amphiphilic nature, that selectively killed
leukemic cells. ANHAs behaved as antileukemic agents against primary myeloid and
lymphoblastic leukemia samples ex vivo, sparing healthy cells. Moreover, ANHAs
severely impaired leukemic stem cell functionality in vivo. ANHAS’ cytotoxicity
relied on simultaneous mitochondrial and lysosomal disruption and induction of
autophagy and apoptosis. The pharmacological effect was exerted based on their
physico-chemical properties that permitted the passive targeting of both organelles,
without the involvement of active molecular recognition. Thus, dual targeting of
lysosomes and mitochondria has emerged as a new promising therapeutic approach

for eradication of leukemia
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