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Itaca t'ha donat el bell viatge,
sense ella no hauries sortit.

I sila trobes pobra,

no és que Itaca t'hagi enganyat.
Savi, com bé t'has fet,

sabras el que volen dir les Itaques.

Kavafis - Carles Riba - Lluis Llach






Agraiments

“Preneu seient, companys, parlarem de bellesa.

Uns la busquen en els primers brots de la primavera.
Uns juren haver-la vist en formules matematiques,
surant en I'harmonia de les esferes.”

Jo competeixo - Manel

I hem vist la bellesa. En lisosomes brillant a la foscor de sales de microscopia. En la remor del
citometre quan esperes que passi el primer pou d'un experiment clau. En teories desesperades
que acaben tenint sentit. Aquests tres anys han estat molt intensos i me n’enduc infinites coses
bones. Malgrat les adversitats experimentals, malgrat la precarietat a que ens sotmet el sistema
als investigadors predoctorals i malgrat les vicissituds de tot projecte de recerca: les coses bones
fan que hagi valgut la pena. I qualsevol cosa que escrigui sera del tot insuficient per agrair a
totes les persones que han estat al meu costat durant aquest cami ple d’entrebancs. Pero cal
recon€ixer-les. I em sap greu si m’estenc, pero ja sabeu que la sintesi no es la meva virtut

principal.

En primer lloc a la Ruth (R), por algo sencillo pero importantisimo: haber confiado en mi, en
muchas ocasiones mas que yo mismo. No de la forma impostada con la que algunos jefes

alientan a sus predocs, sino de forma sincera.

També a tots els que han anat passant pel laboratori: a Vicky, por llamarme la atenciéon cuando
era un “canelo”, a Teresa, por ponerle al mal tiempo buena cara (ya sabemos que cloning is
dark and full of terrors) y al inestimable Dr. Torrente, por el show sin tregua que fue trabajar
a tu lado (no puedo evitar sonreir cuando sigo encontrando eppendorfs de “Vola 1”). I a la Laia,

que has d’agafar el relleu, i que de ben segur seras un digna successora.

I a la Merche i a la Natalia, per escoltar les meves paranoies i llencar-me petons pels
passadissos. Per omplir de somriures l'edifici. I als “Fillatos”, el nostre laboratori germa, per
compartir tantes hores a cultius i perque les miseries dels doctorats son més petites quan es
socialitzen. I a 'Alejandro, porque aunque compartimos poco tiempo nunca olvidaré al
argentino pesado que nos pedia magnets. Als nostres veins la Tania, el Guillermo, I'Esther,
la Bea, la Lorena, la Sheila i 'Asier per haver aguantat les nostres estridéncies a les tardes.
Als Campitos: en Joanen, la Patri, les Martes, el Robert, en Ferran, el David, la Ntria, la
Roser i el Marti, perque vam trigar a coneixe’ns, pero el que ha unit TEHA que no ho separi
I’home. Perque, us agradi o no, ens heu adoptat (o més aviat ens hem autoadoptat) i hem
compartit penes i cerveses en una molt bona proporcié. I a ’'Adam, CEK is a darker place
without your smile. I don’t think there is a single person on earth immune to your charm, your
mere presence helped me cope with the thesis. I Marti... es teus coions! Ets & més divo dé

Manaco! Per fer ciencia tan bona i amb tant entusiasme. Perqué gracies a tu he acabat entenent
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els teus grafics que semblen arbres de Nadal. I per ajudar-me tantissim amb els PCA i els
heatmaps. Si fos pels meus coneixements de bioinformatica els hauria fet amb paper
mil-limetrat. Perd sobretot per tots els cafées i tots els sopars dels tres divos. Et trobaré molt a
faltar.

I és obligat agrair a tots els pacients i donants que, de manera altruista i en situacions sovint
molt dificils, han cedit mostres per a la recerca, permetent-nos desenvolupar la nostra feina, i

als metges que ho han fet possible, sobretot al Dr. Jordi Esteve i al Dr. Joan Cid.

També em cal fer un agraiment estrany i poc convencional: als aproximadament 200 ratolins
que han format part dels experiments. La seva contribuci6 ha estat necessaria pero involuntaria,
i ha de ser reconeguda. I posats a fer agraiments poc convencionals, també vull agrair la meva
formaci6 al sistema educatiu pablic, sobretot a I'Escola Costa i Llobera, per haver ajudat a forjar

el meu esperit critic i haver-me donat suport quan més el necessitava.

A les meves titis de Pérez-Galdoés 37, perque hem construit una autentica llar i hem aconseguit el
miracle de viure junts i no barallar-nos en dos anys. Perque Pepe-Duqui-Geltru és una
alineaci6 guanyadora. Pels nostres esmorzars british de diumenge. Encara que seguiu confonent
medul-la dssia i medul-la espinal jo us estimo igual, i saber que us trobaria en arribar a casa

després de dies interminables al laboratori sempre em reconfortava

Ala Dra. Su, la Carmen i la Maria, por haber mantenido vivo el espiritu del master y porque
cada vez que nos vemos es como si el tiempo no hubiera pasado. Y porque es un lujo tener a
gente que entiende tan bien los problemas a los que te enfrentas en una tesis. I a la Raquel, la
salmantina més barcelonina, que sempre volia saber com estaven les meves cel-lules i sempre
estava disponible per una birra d’emergencia. I al Lluis, perque tot i ser borinot i, per tant,
I’enemic, ara sap tot el que ha de saber de la ciencia i ha arribat a entendre la mort cel-lular a
nivells inquietantment profunds. I perqué m’ha escoltat tot i ser un pesat també a nivells

profunds.

A les castelleres i castellers de la Vila de Gracia. Perque en aquesta tesi, com en un castell, si
ara faig l'aleta és perque tinc una gran estructura que em sustenta. Perque he apres molt dels
castells i en una tesi també cal forca, equilibri, valor i seny. Fent pinya amb vosaltres he oblidat
els problemes que m’angoixaven i he compartit moments inoblidables amb la gran familia blava.
Gracies per ser-hi i per, junts, haver aconseguit coses tan brutals. Cada castell de nou
descarregat m’ha donat un xute d’energia per seguir endavant, i una emoci6 que només
nosaltres podem entendre. I amb una menci6 molt especial per a I'Eli, la castellera més
compromesa, per escoltar-me fins i tot quan la seva hérnia-monstre amenacava amb robar-li el

somriure.



A tots els qui m’han acompanyat als viatges durant la tesi, per haver-me permes mantenir
intacta la salut mental. To Savo, ti znas, ti si moj brate! And I'm so glad we still have the chance
to meet from time to time after some many years. To Alice and Mariana, we were the true
Karadordevi¢ royal family by the lake. To the whole Anafi crew to show me the greek paradise in
the middle of my thesis, particularly to the sweet Nikélas, Evyapiote moAv! I a la Marta,
perqué només nosaltres sabem fins a quin punt va molar la nostra aventura autoestopista als
Balcans. A la Judith, perqué estem els dos igual de bojos i perque encara al-lucino d’aquell
viatge d’intrepids inconscients fent couchsurfing a Tanzania i tornant amb tots els organs.
Perquée molem molt. And to Kunta, our brother from another mother, for having such a blast
together in Arusha even if we were not “standing at the top of the Kilimanjaro”. We three were
probably the most remarkable ukulele-reggaeton performers in all eastern Africa. And I swear

those days I even forgot what my thesis was all about. Asante sana, kaka.

I un agraiment técnic i molt especial que no voldria oblidar: a tota la gent que ha contribuit a
desenvolupar el meravellos kit d’activacié de caspases CaspaseGLO. Ells no sabran mai la
profunditat i sinceritat de I'estima que els professo. El moén seria un lloc millor si tots els
experiments fossin de la senzillesa que ells han possibilitat. I evidentment també a la Maria,
I'Elisenda i ’'Anna del servei de microscopia de I'UB, per haver ajudat tant a aquest pobre
ignorant de la microscopia confocal i haver-me permes obtenir aquestes imatges tan precioses
dels lisosomes. I parlant de lisosomes, a tots els investigadors que han estudiat els lisosomes en
cancer abans, sobretot a 'equip de la Dra Jaitteld a Copenhagen, ja que malgrat no coneixe’ns i

malgrat ells no ho sapiguen, el seu precedent d’antihistaminics m’ha salvat la tesi.

També als meus amics de sempre, els Malapafabaca (tot i que segueixo preferint la forma
adaptada malapafuckers), perque encara que estiguem dispersos pel moén i siguem tots tan
diferents seguim trobant moments per reunir-nos. Encara que sigui per fer divendres de
crispetes i pelis dels 80. I perqué devem ser la colla amb més doctorands de 'univers (no sé que

ens posaven al menjar del Costa perque ens tornéssim tan bojos).

I ara que m’acosto al final, a les tres persones que més temps m’han acompanyat al laboratori i
que han fet que aquests tres anys fossin meravellosos: la Mari, ’Amaia (perdd, Dra. Etxabe) i
I’Antonia. En primer lloc per haver-me aguantat fins i tot en els meus pitjors moments, que té
un merit immens. Pero sobretot per tots els moments compartits pels “minions”. Por tus
bromas, Mari. Por tu sentido del humor extraordinario y por ser, y lo digo en serio, la mejor
persona que conozco. Por los momentos Backstreet boys en la poyata. Por preocuparte siempre
tanto y haberme salvado el culo en tantas ocasiones. Por tu sabiduria. Ya sabes que eres mi amor
platonico. Eta Amaia... badakizu. Contigo empez6 todo. Por esa norma no escrita de ir al
surtidor de cerveza los dias que teniamos que salir a las mil. Por los incontables afterworks y las
conversaciones en cultivos. Por nuestro odio compartido a Ting-Chao Chou. Por ser mi heroina
y ayudarme incluso cuando no me lo merecia. Y por haber dejado el liston tan alto. Mila esker,

maitea! I a PAntonia, perqué no hi ha Zipi sense Zape. Perqué entre els dos hem creat uns
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sobrenoms dignes de Nobel. Per totes les tardes al “salxixaman”, com dius tu. Per regalar-me
frases tan excelses com “ets més ruc que un tupi de pixar” o “té el cul com una senalla”. Per
accedir a ser la meva personal shopper (que també s’ha de tenir paciéncia). Per les batucades
carnavalesques triturant femurs i les tardes en que cultius semblava Pacha Ibiza. En definitiva
perque sense tu aquests tres anys haurien passat molt més lents. Moltes gracies! I a I"dltim
membre dels minions, FACSCantolI (carinyosament, la Canto), amb qui tots hem compartit
incomptables hores i hem acabat tractant com si fos una persona (una persona tossuda i amb
mala llet pero entranyable). Amb les tesis en aquest laboratori ens haurien de convalidar el titol
d’enginyer superior de citometria. Hem arribat a conéixer tots els problemes possibles d’'un
citometre i, noies, no en tingueu cap dubte, a I'eterna lluita Scientists VS Machines hem acabat

guanyant nosaltres.

Pero a qui més he de donar les gracies és a la meva familia. Perqué molt abans d’aquesta tesi van
regar la curiositat d’'un nen inquiet i mai no li van tallar les ales. A la meva avia Montserrat,
per prometre ciris a Sant Eudald pels meus experiments, i a 'avia Maria Lluisa per interessar-
se sempre tant pels meus progressos i pels ratolins (encara que parli de mi a desconeguts dient
que soc “el seu nét que mata ratolins a la fundacié” com si pertanyés a una secta satanica). A la
Cris i a 'Albert per ser tan “ardes” i riure’s sempre tant del Pepens i els seus aminoacids. I per
coneixe’m tant bé. I a la meva mare i al Xavi, per haver-me fet costat tots aquests anys. I al
Sergi, no cal estendre’s quan resulta tan facil explicar-ne el perqué: perque ets la meva familia i
has aguantat estoicament la meva tesi. Segur que d’aqui poc ens contracten a tots per fer el

nostre propi Modern Family.

Pero sobretot sobretot a la meva mare i al meu avi “Alfredu”. Probablement no s’explicaria el
meu caracter ni la meva set de coneixement sense la llibertat i estimuls que em van
proporcionar. I ara que culmino la meva tesi no puc deixar de pensar en l'avi i al meu cap
sembla com si f6ssim la mateixa persona vivint vides paral-leles als mateixos espais pero en
diferents temps. Un home extraordinari que, moltes decades abans que jo investigués a
I'Hospital Clinic, ell hi feia de practicant per curar ferits de guerra; que moltes decades abans
que jo publiqués un article sobre leucémia, ell en redactava sobre electricitat. Un home que em
va ensenyar, per sobre de tot, a fer el possible per ser una bona persona i a no deixar d’aprendre
mai, i que va portar 'amor pel coneixement fins les Gltimes conseqiieéncies donant el seu cos al
mateix Hospital Clinic. I me’l puc imaginar perfectament, orgullés de la meva tesi com si fos la

que ell mai no va fer i dedicant-me el seu maxim elogi: ets un home molt ferm.
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Resum

Els antihistaminics s6n un conjunt de farmacs antagonistes del receptor d’histamina 1
(HRH1) ampliament emprats per al tractament de l'al-lergia. Els darrers anys s’ha
investigat la importancia de HRH1 en cancer, i s’han descrit efectes antitumorals d’alguns
antihistaminics. Al present treball s’ha ampliat aquesta recerca a les neoplasies
hematologiques, amb especial interés en leucémia mieloide aguda (LMA), una malaltia
amb recaigudes freqiients i mal pronostic, i on existeix la necessitat de tractaments
innovadors. Aqui, es descriu l'expressi6 en superficie de HRH1 en neoplasies
hematologiques, perod descartant-ne un efecte clau en la leucemogénesi. Es descriuen, aix{
mateix, els efectes antileucemics selectius d’ebastina, terfenadina, loratadina i rupatadina
al rang micromolar baix, validats en experiments en linies cel-lulars i amb mostres
primaries de pacients en experiments ex vivo i in vivo. Aquest grup de farmacs, que hem
anomenat antihistaminics antineoplasics (ANHA), mostren efectes sinergics amb
quimioterapia convencional i posseeixen capacitat d’eliminar cel-lules mare leucemiques
de LMA, considerades responsables de les recaigudes, preservant majoritariament
I’'hematopoesi normal. El mecanisme pel qual els ANHA exerceixen els seus efectes
antileucémics és independent de HRH1, i es produeix mitjancant acumulaci6 a lisosomes i
mitocondris. Aquest tropisme dual inicia un procés de mort cel-lular caracteritzat per un
augment de superoxid mitocondrial, una permeabilitzacié de la membrana lisosomal i una
activacio de caspases. En linia amb aquestes observacions, els ANHA es caracteritzen per
ser farmacs hidrofobics amb estructura cationica i amfifilica, caracteristiques que s’han
relacionat preéviament amb l'acumulacié a aquests organuls. A partir d’aquestes
observacions, es proposa l'is de farmacs lisosomo- i mitocondridtrops com a estrategia
terapéutica per a la LMA i la resta de neoplasies hematologiques, en la qual s’esta

treballant mitjancant quimica medica.
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Abstract

Antihistamines constitute a drug family comprising antagonists of histamine receptor 1
(HRH1), extensively used for the relief of allergic symptoms. Over the last years, the
importance of HRH1 in cancer has been investigated, and antitumoral effects of some
antihistamines have been reported. The present work has expanded this research to
hematological neoplasias, with special interest in acute myeloid leukemia (AML), a disease
characterized by frequent relapse and bad prognosis for which novel treatments are
desperately needed. Herein, we report surface expression of HRH1 in hematological
neoplasias, while ruling out a key role in leukemogenesis. Likewise, we report selective
antileukemic effects induced by ebastine, terfenadine, loratadine and rupatadine at the
low micromolar range, as assessed in cell lines and in patient samples in ex vivo and in vivo
experiments. This group of drugs, hereafter referred to as antineoplasic antihistamines
(ANHA), display synergic effects when combined with conventional chemotherapy and are
active against the AML leukemic stem cell compartment, considered responsible for the
relapses, while mostly sparing healthy hematopoesis. ANHA-mediated antileukemic effects
are HRH1-independent, and rely instead on lysosomal and mitochondrial accumulation.
This dual tropism triggers a cell death process characterized by an increase in
mitochondrial superoxide species, a lysosomal membrane permeabilization and caspase
activation. In line with these findings, ANHAs possess a cationic amphiphilic structure with
overall hydrophobicity, features previously related to accumulation in those organelles.
Considering these observations, the use of lysosomo- and mitochondriotropic drugs is
proposed as a therapeutic strategy in AML and other hematological neoplasias. Drug

optimization to reach clinics is being currently pursued by medicinal chemistry.
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Abreviatures

ADCD: Mort cel-lular dependent d’autofagia

ADME: Absorcio Distribucié Metabolisme i Excrecid

Al'loTPH: Al-lotrasplantament de progenitors hematopoétics

AMPK: Proteina-cinasa activada per AMP

ANHA: Antihistaminic antineoplasic (sigles propies)

ATG: Gen relacionat amb l'autofagia

ATPasa-V: ATPasa vacuolar

AutoTPH: Autotrasplantament de progenitors hematopoeétics

BHE: Barrera hematoencefalica

BME: 3-mercaptoetanol

BSA: Albumina sérica bovina

CAD: Farmac catidonic amfifilic

CDK: Cinasa dependent de ciclina

CFSE: Ester de succinimidil-carboxifluoresceina

CFU: Unitat formadora de colonia

CHRM: Receptor muscarinic d’acetilcolina

CI: index de combinacié

CLEAR: Xarxa d’expressio6 i regulacio lisosomal coordinada

CONGA: Grup de consens sobre els antihistaminics de nova generacio
CRISPR: Repeticions curtes palindromiques agrupades de forma regular
CSC: Cel-lules mare del cancer

Ct: Cicle llindar

DIC: Contrast per interferencia diferencial

DMSO: Dimetilsulfoxid

DOT1L: Histona metiltransferasa semblant al disruptor del silenciament telomeric
DTT: Ditiotreitol

EDQM: Direccié europea de qualitat del medicament i I'assistencia sanitaria
EMA: Agencia europea del medicament

EOBA: Excés sobre I'aditivisme de Bliss

FBS: Sérum bovi fetal

FDA: Administraci6 d’aliments i farmacs dels Estats Units

FLT3: Tirosina cinasa semblant a fms-3

FLT3L: Lligand de FLT3

FSC: Dispersio frontal de la llum
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GFP: Proteina verda fluorescent

GPCR: Receptor acoblat a proteines G

HBSS: Soluci6 salina equilibrada de Hanks

HER2: Receptor del factor de creixement epidermic huma 2
HRH: Receptor d’histamina

HSC: Cel-lules mare hematopoétiques

HTR: Receptor de serotonina

IDH: Isocitrat deshidrogenasa

IL: Interleucina

LC3: Cadena curta 3 de les proteines associades a microtubuls 1A/1B
LCM: Limfoma de ceél-lules del mantell

LDCD: Mort cel-lular dependent de lisosomes

LLA: Leucémia limfoblastica aguda

LMA: Leucémia mieloide aguda

LMC: Leucemia Mieloide Cronica

LMMC: Leucemia mielomonocitica cronica

LMP: Permeabilitzacié de la membrana lisosomal
LogD: Logaritme del coeficient de distribuci6

LogP: Logaritme del coeficient de partici6

LSC: Cél-lules mare leucémiques

LTR: Lysotracker

MFI: Intensitat mitjana de la fluorescencia

mitROS: Espeécies reactives de I'oxigen mitocondrials
mTORC1: Complex 1 de la diana mecanistica de la rapamicina
NCCD: Comite de nomenclatura de la mort cel-lular
NMP: Neoplasia mieloproliferativa

NPM1: Nucleofosmina

OMS: Organitzacié mundial de la salut

PBS: Tampo fosfat sali

PCA: Analisi de components principals

PCD: Mort cel-lular programada

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa

PI3K: fosfatidilinositol 3 cinasa

PLK: Cinasa semblant a Polo

PMSF: Fluorur de fenilmetilsulfoni

RCD: Mort cel-lular regulada
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ROS: Especies reactives de l'oxigen

SCF: Factor de cél-lules mare

SDS: Dodecil sulfat sodic

SEM: Error estandard de la mitjana

SMD: Sindrome mielodisplasica

SSC: Dispersio lateral de la llum

TBS: Sérum sali tamponat amb Tris

TCA: Antidepressiu triciclic

TPO: Trombopoetina

TPSA: Area topologica de la superficie polar
TFEB: Factor de transcripcié EB

ULK1: Cinasa activadora de I'autofagia semblant a Unc-51

VEGF: Factor de creixement de ’endoteli vascular
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1.1 Biologia del cancer

1.1.1 Conceptes universals en la biologia del cancer

El consens cientific actual considera el cancer com el resultat final d’'un procés de
caracteristiques evolutives al llarg del qual una cel-lula adquireix multiples lesions
genétiques i epigenetiques (Flavahan, Gaskell et al. 2017) que li confereixen avantatges
adaptatives i proliferatives (Hahn i Weinberg 2002; Flavahan, Gaskell et al. 2017;
Martincorena, Raine et al. 2017). Si bé resten encara moltes preguntes per respondre
quant als processos de transformacio, sembla clar que es tracta d’'un procés extremament
intricat, format per una successié complexa d’esdeveniments oncogenics en estreta
interaccié amb el context cel-lular, i que desemboquen en el fenotip caracteristic de les

cél-lules tumorals (Puisieux, Pommier et al. 2018).

Ala complexitat dels processos de transformacio6 cal sumar-hi la complexitat aportada per
I’enorme diversitat intra i intertumoral, fet que dificulta en gran mesura establir conceptes
universals sobre la biologia de les cel-lules tumorals. Tanmateix, un celebrat article de
Hanahan i Weinberg I'any 2000 (Hanahan i Weinberg 2000) va suggerir que I'ampli
repertori de genotips tumorals es manifestava en ultima instancia en sis alteracions
fonamentals que guiaven el creixement tumoral (batejades com a hallmarks of cancer):
manteniment de la senyalitzacié proliferativa, evasié dels supressors del creixement,
replicacié il-limitada, resisténcia a la mort cel-lular, inducci6 de 'angiogenesi i activacié de
mecanismes d’invasi6 i metastasi. L’any 2011 i en vista dels progressos en la recerca, els
mateixos autors van ampliar la llista, incloent-hi I'alteracié del metabolisme, I'evasié del
sistema immune, la inestabilitat genomica i la inflamacié pro-tumoral (Hanahan i
Weinberg 2011). Aixi, les cél-lules normals evolucionarien progressivament, adquirint
aquestes caracteristiques en multiples etapes i en general en llargs periodes de temps fins

a esdevenir malignes (Puisieux, Pommier et al. 2018).

1.1.2. Implicacions terapéutiques

Com hem vist, doncs, una gran diversitat de lesions genétiques, de vies de senyalitzacid
alterades, de tipus de tumor o de tipus de cél-lules dins un mateix tumor acaben confluint
en una serie de caracteristiques comunes. Tot plegat pot traslladar-se, també, a les
estratégies terapeutiques contra el cancer: mentre que alguns antitumorals afecten
caracteristiques generals de les cel-lules malignes, d’altres n’afecten lesions moleculars

especifiques.
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En el primer grup s’hi inscriurien la majoria dels quimioterapéutics convencionals, que
inhibeixen la proliferacié cel-lular, pero també farmacs més recents com els inhibidors de
la telomerasa, que afecten la immortalitat replicativa, els inhibidors de VEGF que afecten
I'angiogenesi, els inhibidors de CDKs que incideixen en l'evasid dels supressors del

creixement o els que eviten I'evasio del sistema immune (Hanahan i Weinberg 2011).

Al segon grup hi trobariem una fornada de farmacs desenvolupats les darreres décades
sovint anomenats terapies dirigides, que suposen una de les pedres angulars de la
medicina personalitzada. Per la seva rellevancia cal destacar diversos tractaments
desenvolupats al llarg dels 1980s i 1990s: trastuzumab, un anticos monoclonal dirigit a
HER2, una cinasa sobreexpressada en un percentatge important de tumors mamaris
(McNeil 1998), imatinib, un inhibidor de la proteina de fusié aberrant BCR-ABL observada
en leucémia mieloide cronica (LMC) (Druker, Talpaz et al. 2001) i rituximab, un anticos
anti-CD20 per al tractament de limfomes (Grillo-Lopez, White et al. 1999). Tots tres van
suposar una revoluci6 en el tractament dels seus respectius tipus de tumor, en atacar de
forma més especifica les cél-lules tumorals i permetre la seva administraci6 només a
pacients amb les aberracions que tenien com a diana (Afghahi i Sledge 2015). Avui en dia i
diversos farmacs després hi ha una explosié en el camp de les terapies dirigides i molts
esforcos es concentren en el desenvolupament de farmacs contra un gran nombre

d’alteracions genétiques discretes.

Tot aix0 no obstant, tots dos grups d’antitumorals presenten nombroses limitacions.
Mentre que els primers s6n en general menys especifics i comporten efectes secundaris
més severs, els segons son tan especifics que afecten només una alteracié genética sense
tenir en compte la complexitat genomica i I'arquitectura clonal; en ambdoés casos, es
possibilita que el tumor evadeixi el seu efecte en la seva dinamica evolutiva (Estey, Levine

etal. 2015).

Aixi, cal tenir en compte que en la majoria de tumors trobem mutacions en un gran
nombre de gens (de 10 a més de 100) (Vogelstein, Papadopoulos et al. 2013), que
diferents cél-lules dins el mateix tumor contenen mutacions diferents (Gerlinger, Rowan et
al. 2012) i que no sempre resulta clar quines d’aquestes mutacions s6n realment critiques

(Longo 2014).

En aquesta linia, cada cop sembla més clar que només les terapies de combinacié ens

podran dur a una eradicacié sostinguda dels tumors, atesa la redundancia i diversitat de
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les vies sobre les quals es sustenta el creixement tumoral, dificultant la resisténcia
“darwiniana” freqiientment observada en monoterapies, i en vista de I'experiéncia que, si
bé les terapies dirigides desenvolupades fins al dia d’avui han suposat avencos terapéutics
importantissims, cap d’elles no ha resultat curativa, depenent la curacié de la combinacié

amb altres agents (Longo 2014).

En aquest context, cal seguir treballant en el desenvolupament de nous farmacs en tots els

fronts que la recerca ha obert i incidir en la seva combinacié.

1.1.3. Lisosomes, autofagia i mitocondris en cancer

1.1.3.1. Els lisosomes

Els lisosomes sén organuls intracel-lulars que constitueixen el principal compartiment
digestiu de les cel-lules eucariotes. Descrits per primer cop per 'equip liderat per de Duve
els anys 1950s com a vesicules membranoses que contenien hidrolases (Appelmans,
Wattiaux et al. 1955), el seu paper va ser considerat molts anys el de simple bossa
d’escombraries cel-lular. Dins la biologia cel-lular actual, pero, es consideren organuls
avangats involucrats en multiples processos i reguladors crucials de 'homeostasi cel-lular

(Appelqgvist, Waster et al. 2013).

Els lisosomes es troben practicament en totes les cel-lules eucariotes, llevat dels eritrocits
madurs (Geminard, de Gassart et al. 2002). En els humans solen trobar-se’'n diversos
centenars per cel-lula, tot i que aquest nombre es pot veure drasticament reduit en
situacions de manca de nutrients (Xu i Ren 2015). Presenten heterogeneitat en termes de
mida, morfologia i distribuci6 (Mellman 1989) i estan delimitats per una bicapa
fosfolipidica que conté fins a 25 proteines de membrana lisosomal amb un alt grau de
glicosilacié6 (Lubke, Lobel et al. 2009). A banda, també presenten membranes
intralisosomals, on es produeix la degradacié6 de membranes danyades (Schulze, Kolter et
al. 2009). Una de les caracteristiques més rellevants del lumen lisosomal és la seva
acidesa, amb un pH que oscil-la entre 4,51 5 i que es genera i manté gracies a I'accié de
I’ATPasa vacuolar (ATPasa-V) que bombeja protons cap a dins de I'organul. (Ohkuma,

Moriyama et al. 1982).

La principal funci6 dels lisosomes és la degradacié de macromolécules i organuls, funcid
que a la cel-lula desenvolupen principalment dos actors; el sistema ubiquitina-proteasoma,
que s’encarrega de la degradacid de proteines intracel-lulars de vida curta i els lisosomes,

que degraden tot tipus de macromolécules d’origen intracel-lular segrestades per
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autofagia o d’origen extracel-lular que li arriben a través de processos d’endocitosi i

fagocitosi (Appelqvist, Waster et al. 2013; Xu i Ren 2015).

Aquesta degradacio6 es duu a terme gracies a 'accié coordinada de la seixantena d’enzims
hidrolitics que resideixen al lumen de l'organul, principalment lipases, nucleases,
glicosidases, i proteases (Kolter i Sandhoff 2005). Dins aquest grup d’hidrolases lisosomals
destaquen les catepsines, una familia de proteases de serina, cisteina o aspartic que es
troben en abundancia dins 'organul (Rossi, Deveraux et al. 2004). En linies generals
aquestes hidrolases presenten una activitat optima a pH acid com el que s’observa als
lisosomes, tot i que algunes d’elles retenen activitat si s’alliberen al citosol. Els catabdlits
resultants de la degradaci6 de macromolécules son reutilitzats per la cél-lula després del

transport per diferents vies cap al citoplasma (Lloyd 1996).

La biogénesi de lisosomes es troba regulada per una xarxa génica especifica anomenada
xarxa d’expressié i regulaci6 lisosomal coordinada (CLEAR per les seves sigles angleses),
de la qual formen part nombrosos gens que codifiquen sobretot proteines lisosomals i que
contenen una seqiiencia GTCACGTGAC a la qual s’uneix el factor de transcripcié EB (TFEB)
(Sardiello, Palmieri et al. 2009), que es considera el regulador mestre que permet adaptar
la funcid lisosomal a les necessitats cel-lulars de degradacié (Palmieri, Impey et al. 2011).
Quan la cel-lula té disponibilitat de nutrients, un regulador crucial de 1’homeostasi
cel-lular, el complex mTORC1, es troba activat i manté TFEB a la membrana lisosomal. Per
contra, davant l'escassetat de nutrients, mTORC1 s’inhibeix i permet a TFEB entrar al nucli
i activar la transcripcié de gens lisosomals i autofagics (Shimobayashi i Hall 2014). A nivell
fisic, els lisosomes sorgeixen a partir de la maduracié d’endosomes tardans que provenen
de 'aparell de Golgi i de fet endosomes i lisosomes constitueixen un continu en el qual
resulta dificil establir frontera (Appelqvist, Waster et al. 2013). Cada cop més, s’estén la
noci6 que els lisosomes actuen com el node central de senyalitzacié que recull informacié
sobre l'estat de disponibilitat de nutrients i la transmet a les principals xarxes que regulen

el metabolisme cel-lular (Settembre, Fraldi et al. 2013; Hamalisto i Jaattela 2016).

1.1.3.2. L’autofagia

L’autofagia és un procés cel-lular a través del qual components citoplasmatics, proteines
mal plegades o organuls sencers son lliurats als lisosomes per a la seva degradaci6 i
posterior reciclatge. Des que els anys 60 de Duve encunyés el terme (De Duve i Wattiaux
1966) multiples investigacions han constatat que es tracta d'un procés conservat

evolutivament en eucariotes que resulta fonamental per a I'homeostasi cel-lular i amb
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fortes connexions amb el cancer, les malalties degeneratives o l'envelliment (Klionsky

2007; Nencioni, Cea et al. 2013).

En cél-lules de mamifer es distingeixen tres tipus d’autofagia; 'autofagia mitjangada per
xaperones, en la qual proteines amb certs motius de reconeixement sén transportades als
lisosomes (Dice, Terlecky et al. 1990), la microautofagia, en la qual hi ha una captacié
directa per part del lisosoma de petites quantitats de material citoplasmatic (Li, Li et al.
2012) i la macroautofagia (en endavant, simplement autofagia), que és la principal forma
d’autofagia i que implica la inclusi6 del material a degradar en vesicules amb doble
membrana (Klionsky i Emr 2000). Aquest procés és complex i consta de multiples etapes,
en les quals els gens relacionats amb autofagia (ATG per les sigles angleses) juguen un

paper crucial (Levy, Towers et al. 2017).
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Figura 1. Esquema general del compartiment autofagic i endolisosomal
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Fagofor

Un dels primers esdeveniments del procés autofagic és 'assemblatge dels components del
complex ULK1 i la formaci6é del fagofor, una membrana que neix a partir de material
membrands provinent de reticle endoplasmatic, aparell de Golgi i mitocondris (Tooze i
Yoshimori 2010). Un cop format, aquest complex promou l'assemblatge del complex PI3K,

que activa efectors downstream que permeten la nucleacié de la membrana, envoltant el
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material citoplasmatic a retirar (Lamb, Yoshimori et al. 2013). A continuacid, el complex
Atg12-Atg5-Atgl6L recluta LC3 afavorint I'elongaci6é i tancament de la membrana del
fagofor, que en aquest punt passa a denominar-se autofagosoma. LC3, distribuit per la
membrana, pateix un procés de lipidacié durant el qual se li uneix fosfatidiletanolamina.
La forma lipidada de LC3 (LC3-II) constitueix un dels marcadors d’autofagosoma més
ampliament acceptats, i s'usa extensament com a mesura de l'activitat autofagica
(Klionsky, Abdelmohsen et al. 2016). Un cop l'autofagosoma s’ha format i és madur, aquest
es fusiona o bé directament amb lisosomes donant lloc a autolisosomes o bé amb
endosomes tardans donant lloc a amfisomes que posteriorment es fusionaran amb
lisosomes. La fusié amb els lisosomes permetra la degradacié del contingut segrestat i el
seu posterior reciclatge. Per a que es produeixi aquesta fusié sén necessaries una correcta

funci6 lisosomal i un pH prou acid (Yamamoto, Tagawa et al. 1998).

L’autofagia es troba controlada per un conjunt d’elements senyalitzadors altament
regulats que permeten que es produeixi permanentment de manera basal i que s’indueixi
davant certs estimuls d’estrés fisiologic, sobretot la manca de nutrients, la hipdxia, I'estreés
oxidatiu i el dany mitocondrial (Mizushima i Komatsu 2011). Es important no oblidar,
pero, que la majoria de la maquinaria autofagica és pliotropica, i els mecanismes de
senyalitzacio es troben interconnectats en gran mesura amb altres xarxes de senyalitzacio
com les d’ubiquitinitzacid, mort cel-lular, fagocitosi o cicle cel-lular (Lindqvist, Simon et al.
2015). Si bé com hem dit la regulacié és complexa, dos reguladors mestres s’han apuntat
com a especialment rellevants: el complex mTORC1 (que com hem vist també és regulador

de la funci6 lisosomal) i AMPK (Mihaylova i Shaw 2011; Efeyan, Zoncu et al. 2013).

Alguns dels processos on s’ha destacat la importancia de 'autofagia sén la diferenciacié
cel-lular i el manteniment de cél-lules mare. Entre d’altres, 'autofagia selectiva d’organuls
permet una rapida remodelacié de la composicid cel-lular, contribuint al procés de
diferenciaci6 (Riffelmacher i Simon 2017). Pel que fa a les cél-lules mare, s’ha descrit el
paper citoprotector de l'autofagia, que contribuiria al manteniment de les cel-lules
quiescents a llarg termini mitjancant una eliminacié d’organuls danyats i una proteccid
davant les especies reactives d’oxigen (ROS). De fet, diversos gens relacionats amb
'autofagia s’han identificat d’entre els més rellevants en signatures geniques de stemness
(Cheung i Rando 2013) i en cél-lules mare hematopoetiques (HSC) s’ha observat un alt
nivell d’autofagia basal, que decau a mida que els progenitors es comprometen a llinatges

concrets (Warr, Binnewies et al. 2013). En aquesta linia, ratolins amb delecions en gens
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vitals per a 'autofagia mostren multiples defectes en el manteniment de les HSC, amb

fenotips fins i tot letals embrionaris (Riffelmacher i Simon 2017).

La desregulaci6 de 'autofagia pot portar, aixi mateix, a la mort cel-lular, aspecte que sera
discutit en més profunditat en pagines posteriors (apartat 1.3). Un esquema de la

dinamica del compartiment endolisosomal i autofagic es pot trobar a la Figura 1.

1.1.3.3. Lisosomes i cancer

Les cel-lules transformades es caracteritzen per una necessitat continua de produccié de
nova biomassa, i en aquest sentit els lisosomes juguen un paper fonamental en el
subministrament de precursors i 'adaptacié a I’estrés nutricional. En consonancia amb
aquesta nocio, s’han observat multiples alteracions lisosomals en cél-lules transformades
que apunten en general a una hiperactivitat de I'organul. Diverses de les caracteristiques
fonamentals del cancer préviament esmentades, a més, s’han descrit com a causa o
conseqliencia de la disfunci6é lisosomal (Hamalisto i Jaattela 2016; Davidson i Vander
Heiden 2017). Un dels canvis més destacats que s’han relacionat amb la transformacio és
el de I'increment del volum i pH lisosomal, de I'activitat de les seves proteases, i de la
secreci6 d’aquestes, i molts estudis s’han centrat en les catepsines i el seu possible paper
pro-neoplasic (Kirkegaard i Jaattela 2009; Kallunki, Olsen et al. 2013; Piao i Amaravadi
2016). També s’han observat alteracions en la distribucié dels lisosomes: d'una
localitzacié eminentment perinuclear a un augment dels lisosomes en zones més properes
a la membrana, que s’ha descrit que tindrien funcions especials en I'adhesié, I'exocitosi, la

invasio, la metastasi i la senyalitzacié (Hamalisto i Jaattela 2016) .

Estudis més especifics de transformacié han observat diferents alteracions lisosomals en
funcié de les mutacions emprades com a model de transformaci6. Aixi, mentre que
mutacions en KRAS, MYC i TEAD1 augmenten la biogénesi de lisosomes i les seves
corresponents hidrolases, la inactivacié6 de p53 duu a una disminuci6 en l'activacié de
catepsines (Kroemer i Jaattela 2005). Les alteracions lisosomals també s’han relacionat
amb la resisténcia a quimioterapia (Zhitomirsky i Assaraf 2016), el reciclatge de receptors
relacionats amb la proliferaci6 (Goh i Sorkin 2013) o la inflamaci6 pro-tumoral

(Kobayashi, Tanaka et al. 2013) entre d’altres.

D’altra banda, la intensa activitat lisosomal també comporta una major fragilitat de la seva
membrana, caracteristica que fa els lisosomes més vulnerables a la seva disrupcié

mitjancant certs farmacs. Aquesta inestabilitat de membrana s’ha proposat que seria
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deguda a un augment de la biogenesi d’organuls que excediria el ritme de sintesi
d’esfingolipids, juntament amb l'acumulacié de ROS que solem observar en cél-lules
transformades. Aixi, les cél-lules serien més propenses a I'alliberament de catepsines que
activen una via de mort cel-lular que sera discutida amb més profunditat més endavant

(Fehrenbacher, Gyrd-Hansen et al. 2004; Davidson i Vander Heiden 2017).

Tot aquest reguitzell d’estudis que subratllen la importancia dels lisosomes en cancer, han
despertat un interes en aquest organul com a diana, tant d’elements que el componen com
de la funci6 lisosomal en global, sumant-se a una nova corrent de terapies dirigides a
organuls concrets (Sakhrani i Padh 2013). Les multiples propostes terapeutiques, que
abracen des de la inhibici6 de catepsines fins a 'augment del pH lisosomal han estat
recentment resumides per Davidson i Vander Heiden (Davidson i Vander Heiden 2017) i,
si bé resulten prometedores, encara presenten molts reptes, atesa la manca de
coneixement profund sobre la funcid lisosomal en cancer i fins i tot del funcionament de

farmacs que afecten els lisosomes com la cloroquina i els seus derivats.

1.1.3.4. Autofagia i cancer

La relaci6 de l'autofagia amb el cancer ha estat estudiada extensament, observant-se
efectes diferents segons el tipus de tumor, I'estadi o les caracteristiques genetiques
(Eisenberg-Lerner, Bialik et al. 2009) pero mostrant en general un paper bipolar; d'una
banda actua com a supressor tumoral prevenint 'aparicié del cancer o I'evolucié de
lesions pre-malignes i de l'altra afavoreix la supervivencia i proliferacié tumoral un cop el

cancer s’ha establert (Singh, Vats et al. 2018).

Aquests papers contraposats i en aparenca paradoxals no soén, pero, contradictoris. Abans
de I'aparici6 del tumor, 'autofagia eliminaria proteines i organuls danyats i contribuiria a
mantenir uns baixos nivells de ROS, limitant la inestabilitat genomica i, en conseqiiéncia,
protegint de l'aparici6 de tumors. En aquesta linia, s’ha observat com defectes en
I'autofagia en diferents models animals comporten un augment de la inestabilitat
genomica i de la tumorigenesi (Kung, Budina et al. 2011). D’altra banda, un cop establert
el cancer, l'autofagia contribuiria a mantenir els alts requeriments metabolics de les
cél-lules transformades, i fer front a I'estres causat per farmacs, manca de nutrients o
hipoxia (Kung, Budina et al. 2011) tal com corroborarien els multiples estudis en que la
inhibici6 farmacologica de 1'autofagia ha permes una disminuci6 de la proliferaci6é tumoral

(Levy, Towers et al. 2017). L’autofagia s’ha relacionat, aixi mateix amb la resistencia a
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quimioterapia en diversos tipus de tumor, i la seva inhibicié té en general un efecte

sensibilitzador (Sui, Chen et al. 2013).

La relacié amb les cel-lules mare del cancer (CSC) ha estat també objecte d’estudi, i s’ha
descrit un efecte essencial de I'autofagia en CSCs de pancrees, mama i glioblastoma. A més,
s’ha descrit que les CSCs presenten nivells més alts d’autofagia (observacié que d’altra
banda també és certa per a moltes cél-lules mare sanes) i s’ha hipotetitzat que 1'autofagia
contribuiria a la supervivencia en els ninxols hipoxics on resideixen les CSCs (Vitale, Manic

etal. 2015).

Totes aquestes observacions han despertat un interes creixent en la modulacié de
I'autofagia com a estrategia terapéutica en cancer, majoritariament basant-se en la seva
inhibicié en diferents punts del procés com a monoterapia o com a estrategia de
quimiosensibilitzacié (Levy, Towers et al. 2017). Contrariament, basant-se en el fet que la
majoria d’agents quimioterapeutics indueixen autofagia i que un excés d’aquesta també
duu a la mort cel-lular, també s’ha proposat I'is d'inductors d’autofagia com a terapia
(Singh, Vats et al. 2018). Alguns detractors dels inhibidors d’autofagia, com Kroemer i els
seus col-laboradors, han destacat que no afecten una diana especifica i que redueixen la
resposta T antitumoral (Ma, Galluzzi et al. 2013) i que, per tant, es tractaria d’'una

estrategia poc util a I'hora de fer front al cancer (Levy, Towers et al. 2017).

1.1.3.5. Mitocondris i cancer

El mitocondri ha estat durant décades un organul ampliament estudiat en relaci6 al
cancer. Com a centre metabolic i energétic de la cel-lula, la seva regulaci6 és clau en molts
processos protumorals com la proliferacio i la resistencia a I'apoptosi. No és estrany doncs,
que s’hagin observat multiples diferéncies entre els mitocondris de cel-lules sanes i els
mitocondris de cél-lules tumorals, entre d’altres en termes de mida, nombre, morfologia,
taxa de renovacid, perfils lipidics de les membranes o potencials de membrana (Modica-
Napolitano i Weissig 2015). Molt destacables son, aixi mateix, les alteracions metabdliques
observades en mitocondris de cel-lules tumorals, particularment el conegut com a efecte
Warburg, que consisteix en una preponderancia de la glucolisi per sobre del cicle de Krebs

en preséncia d’oxigen (Warburg 1956; Velez, Hail et al. 2013).

Per a aquest treball resulta d’especial rellevancia la formacié mitocondrial d’espécies
reactives d’oxigen (mitROS), sorgides a partir de la interaccié6 amb l'oxigen molecular

d’electrons escapats de la cadena transportadora d’electrons mitocondrial donant lloc a
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superoxid (0z), que pot ser convertit a perdxid d’hidrogen (H:0:) mitjancant les
superoxid dismutases mitocondrials. Les mitROS, que representen la majoria de ROS
cel-lulars, juguen diversos papers en la fisiologia normal de la cél-lula, sobretot relacionats
amb la resposta a estres i la proliferacié (Irwin, Rivera-Del Valle et al. 2013). Quant al seu
rol en cél-lules tumorals, les mitROS poden ser favorables o desfavorables per a la seva
homeostasi en funcio principalment de la quantitat i de la taxa de generacié. Aixi, d'una
banda les mitROS a nivells moderats poden activar vies proliferatives i afavorir la
inestabilitat genomica, actuant com a promotores de la tumorogenesi i la progressio
tumoral. D’altra banda, un excés de ROS pot induir dany oxidatiu irreversible i finalment la
mort cel-lular, majoritariament a través de I'activacié de ’apoptosi (Irwin, Rivera-Del Valle
et al. 2013; Sabharwal i Schumacker 2014). En estreta relaci6 amb aquestes observacions,
s’han constatat alteracions en l'estat oxidatiu de les cel-lules del cancer, que mostren una
tendéncia a la sobreproducci6 de mitROS. Aquestes alteracions fan les cél-lules més
vulnerables a increments addicionals de ROS i, per tant, a farmacs que n’indueixin la

produccié (Sabharwal i Schumacker 2014; Modica-Napolitano i Weissig 2015).

En base a totes aquestes diferéncies, s’han proposat tractaments especifics que se’n
puguin aprofitar per atenyer efectes selectius en cel-lules tumorals. En serien exemples
inhibidors de la fosforilacid oxidativa, reguladors de ROS o inductors de I'apoptosi
intrinseca (Modica-Napolitano i Weissig 2015). Malgrat s’han iniciat assaigs clinics amb
aquests tractaments, cap d’ells ha demostrat els estandards d’eficacia i selectivitat

necessaris per a la seva aprovacio.
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1.2 Neoplasies hematologiques

Les neoplasies hematologiques constitueixen un grup divers de malalties oncologiques de
la sang, la medul-la ossia i el sistema limfatic que inclouen leucémies, limfomes, malalties
mieloproliferatives i mielodisplasiques i mielomes, entre d’altres. La classificacié
d’aquestes malalties ha estat recentment actualitzada per l'organitzacié mundial de la
salut (OMS) (Arber, Orazi et al. 2016) i, per l'interes en aquest treball, només es tractaran

un nombre reduit d’aquestes malalties, posant I'accent en la leucémia mieloide aguda.

1.2.1. Neoplasies mieloides

1.2.1.1. Leucémia mieloide aguda

La leucémia mieloide aguda (LMA) és una neoplasia hematologica caracteritzada per
I'expansi6 clonal de precursors mieloides transformats anomenats blasts que s’acumulen a
la sang, la medul-la dssia i a d’altres teixits resultant en una hematopoesi ineficient i una
greu disfuncié medul-lar. Aquests blasts presenten un fenotip immadur determinat per un
bloqueig de la diferenciacio i una gran capacitat proliferativa. La LMA és la leucemia aguda
més comuna en adults, amb una incidéencia anual de 3-5/100.000 a Europa. La incidéncia
mostra un increment gradual a partir dels 40 anys i una edat mitjana al diagnostic de 65
(Deschler i Lubbert 2006), per bé que també hi ha casos pediatrics, especialment al llarg
del primer any de vida. Es considera una malaltia rara, permetent que alguns dels nous
medicaments desenvolupats per a la LMA rebin la designacid de farmacs orfes per part de
I'agencia europea del medicament (EMA) i 'administracié d’aliments i farmacs dels Estats
Units (FDA), facilitant-ne I'entrada en assaigs clinics i escurcant-ne les etapes regulatories

(Stein i Tallman 2016).

A nivell bioldgic, la LMA és una malaltia heterogénia, complexa i dinamica, caracteritzada
per multiples mutacions somatiques iniciadores, la coexisténcia de clons que competeixen
i una evolucio al llarg del temps (Dohner, Estey et al. 2017). Fins al 86% dels casos, de fet,
mostren més d'una alteraci6 iniciadora (Papaemmanuil, Gerstung et al. 2016). Pel que fa a
la citogeneética, s’han identificat diverses alteracions cromosomiques recurrents en LMA,
algunes de les quals defineixen subtipus de la malaltia com t(8;21) o inv(16), si bé la
meitat de les LMAs presenten un cariotip normal (Welch, Ley et al. 2012). Els avencos en
les tecniques de seqiienciacié han permeés la identificaci6 de molts gens freqiientment
mutats en LMA i que inclouen gens supressors de tumors, relacionats amb senyalitzacid,
de factors de transcripcié mieloide o relacionats amb la modificacié de la cromatina entre

d’altres. Algunes d’aquestes mutacions aporten informacié rellevant per al diagnostic i el
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pronostic, com les mutacions en FLT3, NPM1, CEBPA, TET2, DNMT3A o IDH1 (Welch, Ley et
al. 2012).

El procés leucemogénic, com la malaltia mateixa, és altament complex, i en disposem d’'un
coneixement molt limitat. A dia d’avui, només els gens de fusi6 de MLL, un regulador de la
transcripcid genica, s’han demostrat capacgos d’iniciar la leucemogénesi humana in vivo, en
ser la seva expressio suficient per a transformar progenitors hematopoétics humans en
cél-lules de LMA (Barabe, Kennedy et al. 2007; Buechele, Breese et al. 2015).
Concretament, 'oncogen de fusi6 MLL-AF9 indueix la transformacié leucémica sense
necessitar la col-laboracié de cap altra mutacié (Barabe, Gil et al. 2017), recapitulant
fidelment aspectes claus de la malaltia, incloent la capacitat regeneradora in vivo i el
fenotip. El fet que aquesta alteracid sigui I'inica coneguda amb capacitat transformadora
propia només remarca la complexitat del procés i la importancia de la cooperaci6 entre

diferents alteracions.

Cel'lules mare leucéemiques

Com hem explicat, la LMA és una malaltia altament heterogénia, i ho és a molts nivells: hi
ha una gran heterogeneitat mutacional entre pacients, una adquisici6 de mutacions
seqliencials en un mateix pacient, una diversitat en la capacitat proliferativa i el fenotip,
una jerarquitzacié funcional i una gran diversitat en els patrons globals d’expressié génica
(Paguirigan, Smith et al. 2015; Thomas i Majeti 2017). Tota aquesta heterogeneitat resulta
fonamental per entendre la resposta de la LMA al tractament, sobretot les recaigudes, i
s’han proposat diversos models per explicar-la. El model més acceptat avui en dia es basa
en l'existéncia de les anomenades cél-lules mare leucémiques (LSC per les sigles angleses),
proposades als anys 90 (Lapidot, Sirard et al. 1994; Bonnet i Dick 1997) i definides
funcionalment com a cel-lules capaces d’iniciar la malaltia en ser trasplantades a animals
immunodeficients i reproduir-ne les caracteristiques i el fenotip (Thomas i Majeti 2017).
Aixi, el conjunt heterogeni de cél-lules de LMA estaria organitzat de manera jerarquica, i
sols un subgrup de cél-lules més primitives seria responsable del manteniment de la

malaltia i les seves recaigudes.

Durant anys s’ha presentat aquesta jerarquia com una caricatura del sistema
hematopoétic sa, pero diversos estudis han subratllat que la biologia de la LMA és molt
més dinamica i plastica, que es tracta d’'una estructura jerarquica molt més inestable que
pateix molts canvis al llarg del desenvolupament de la malaltia (Pollyea i Jordan 2017) i

que es troba subjecte a processos d’evolucié darwiniana. D’aquesta manera, les LSCs

42



canviarien al llarg del temps adquirint noves alteracions genetiques i es produirien canvis

de predominancia de subclons segons la seva major adaptacié (Campbell, Cabrera et al.

1996; Takebe i Ivy 2010; Meacham and Morrison 2013; Grove i Vassiliou 2014) (Figura 2).

També, cel-lules de LMA per sota de les LSCs en la jerarquia podrien adquirir alteracions

que els conferissin caracteristiques de LSCs. Un dels pioners en aplicar el darwinisme a la

LMA, Mel Greaves, ha fet bona la frase més célebre de Dobzhansky, i I'ha readaptat al

cancer: Nothing in cancer makes sense except in the light of evolution (Greaves 2015).
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Figura 2. Model jerarquic de la LMA aplicant consideracions d’evolucié darwiniana.

Diferents colors representen diferents clons,

els llamps representen alteracions

genetiques i les fletxes de les cel-lules sobre elles mateixes representen cél-lules mare amb
capacitat d’autorenovacio, que donen lloc a una progenie jerarquitzada.
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Altres nocions assentades durant molts anys, com que les LSCs s6n quiescents, resistents a
quimioterapia i altament infreqlients també han estat matisades, mostrant més diversitat
de la que es creia (Pollyea i Jordan 2017) i alguns han proposat que les LSCs tindrien una
certa plasticitat fenotipica (Sarry, Murphy et al. 2011; Magee, Piskounova et al. 2012).
Sigui com vulgui, I'existencia de cel-lules capaces de regenerar la malaltia en la seva
complexitat després de tractaments intensius és molt rellevant per a la terapia: si es vol
eradicar la LMA, no n’hi ha prou amb eliminar la majoria de les cél-lules sin6 que cal
dissenyar terapies capaces d’eliminar les LSCs al més aviat possible, preferentment abans
de I'is de quimioterapia, en ser el moment en queé la poblacié de LSC és més vulnerable
atesa la seva menor freqiiencia i complexitat (Pollyea i Jordan 2017). Cal atendre’s també a
la propia diversitat de LSCs derivada de 'evolucié darwiniana, que pot fer que subclons
poc preponderants al diagnostic resisteixin els tractaments i produeixin recaigudes
(Valent, Bonnet et al. 2012). Tal i com ho han descrit recentment Pollyea i Jordan, si la LMA
és un foc, la quimioterapia n’apaga les flames, mentre que la terapia dirigida a les LSCs

n’extingeix les brases (Pollyea i Jordan 2017).

Tractament de la LMA

La terapia actual ha romas practicament inalterada des de fa decades, i si bé s’han
observat petites millores en la supervivéncia, aquestes sén degudes a una millora dels
trasplantaments de progenitors hematopoétics, a una optimitzacié de la quimioterapia i a
un millor suport hospitalari, més que no a I'aparicié de tractaments innovadors (Dombret i
Gardin 2016). Aquells pacients que sén candidats a rebre tractament quimioterapeutic
intensiu son tractats en primer lloc amb una terapia d’inducci6 “7+3” (7 dies de citarabina
i 3 d’'una antraciclina), que produeix una remissié completa en un 60-80% dels pacients
menors de 60 anys i un 40-60% dels majors de 60 (Doéhner, Weisdorf et al. 2015).
Posteriorment, s’aplica una terapia de consolidacié amb quimioterapia intensiva basada
en citarabina seguida, quan és possible, d'un auto- o al-lotrasplantament de progenitors
hematopoétics (autoTPH, al-loTPH), opcié també aplicada als pacients quimiorefractaris
(Dohner, Estey et al. 2017). Els pacients que no tolerarien la quimioterapia intensiva,
especialment aquells d’edats més avangades, reben sols tractament de suport o
tractaments de baixa intensitat com dosis baixes de citarabina, observant-se un modest
percentatge de remissions que repercuteixen en una curta supervivéncia mitjana (Dohner,
Estey et al. 2017). Encara que en global un percentatge important de pacients assoleix una
remissié completa, la majoria té un periode curt de remissio, i recau als tres anys
posteriors al diagnostic. La supervivencia després de les recaigudes és molt baixa, i és el

principal factor que explica el mal pronostic de la malaltia; la supervivencia mitjana als 5
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anys és del 40-50% en pacients joves i de menys del 10% en pacients d’edats avangades

(Dohner, Estey et al. 2010; Grove i Vassiliou 2014; Stein i Tallman 2016).

La majoria de nous agents que s’han avaluat els darrers 40 anys per a la LMA han acabat,
en paraules de Stein i Tallman, a la paperera de la historia (Stein i Tallman 2016), palesant
I'enorme dificultat que suposa el desenvolupament de farmacs en aquesta neoplasia.
Nogensmenys, el progressiu increment del coneixement de la malaltia ha permés seguir
amb el disseny d’estrategies innovadores que intenten millorar-ne el tractament. D'una
banda s’han avaluat els darrers anys noves formulacions de quimioterapia citotoxica, com
la formulacié de citarabina i daunorubicina en liposomes CPX-351, aprovada recentment
per la FDA (Talati i Lancet 2018) o la guadecitabina, un derivat de la decitabina que ha de
permetre superar alguns dels problemes associats als agents hipometilants actuals
(Roboz, Kantarjian et al. 2018). D’altra banda, hi ha hagut un gran interés per les terapies
dirigides en LMA, atesos els descobriments fets les dltimes décades al voltant de les
alteracions genetiques en LMA i la seva biologia. Aixi, s’han desenvolupat diferents
inhibidors de tirosina cinases aberrants en LMA, sobretot FLT3, com midostaurina,
quizartinib, crenolanib o gilterinib, alguns dels quals actualment en assaigs clinics de fase
[1I. També els enzims metabolics IDH1 i IDHZ2, mutats en alguns pacients de LMA, han estat
atacats amb inhibidors de les seves formes mutants, amb resultats esperancadors en
assaigs clinics que han culminat amb la recent aprovacié per la FDA d’enasidenib, un
inhibidor d’IDHZ mutant (Kayser i Levis 2018). S’han desenvolupat aixi mateix agents que,
sense afectar el producte directe d’'una alteraci6 genetica, n’afecten mediadors moleculars
essencials alterats o desregulats. En serien exemples els inhibidors de DOT1L, de BCL-2,
d’histona desacetilases o de PLKs (Stein i Tallman 2016). Tot aquest grup de terapies tan
prometedores han topat, perd, amb multiples problematiques derivades de la complexitat
i el dinamisme de la LMA; la coexistencia de clons i subclons amb diferents lesions
genétiques i la manca de relacié entre la capacitat d’empeltament d’'un clon i la seva
contribucio a les recaigudes dificulta I'efectivitat d’'una sola terapia dirigida (Estey, Levine
et al. 2015). En canvi, la seva combinacié amb altres agents s’ha demostrat molt més

prometedora (Kayser i Levis 2018).

Una altra estrategia per a la recerca de nous farmacs que esta emergint en moltes
malalties, també en la LMA, és el reposicionament de farmacs, que consisteix en aplicar
medicaments o tractaments ja aprovats o abandonats per a una patologia a una altra
(Andresen i Gjertsen 2017). Es tracta d’'una estratégia que possibilita la identificacié de

farmacs potencials dels quals es coneix la seguretat i propietats farmacologiques, i que per
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tant permeten estalviar-se un tram important del desenvolupament regulatori, revertint
en uns temps més curts per arribar al pacient i uns menors costos economics, i suposant
un avantatge respecte al desenvolupament de novo (Boguski, Mandl et al. 2009). D’altra
banda, presenta també diverses limitacions, sobretot la poca capacitat d’optimitzacio6 per a
la nova malaltia: qualsevol canvi en la molécula caldra ser avaluat en fase I, perdent-se els
avantatges principals de l'estrategia. A tall d’exemple, al grup on s’ha desenvolupat el
present treball s’ha proposat el reposicionament per a LMA d’apomorfina, un inhibidor de
receptors de serotonina actualment indicat per al Parkinson (Etxabe, Lara-Castillo et al.
2017), que es troba a les portes d’'un assaig clinic de fase Il en LMA només 6 anys després

de I'inici del desenvolupament.

1.2.1.2. Sindromes mielodisplasiques i leucémia mielomonocitica cronica

Les sindromes mielodisplasiques (SMD) i la leucémia mielomonocitica cronica (LMMC(C)
engloben un conjunt heterogeni de patologies sanguinies caracteritzades per una
hematopoesi ineficient, una morfologia displasica en un o més llinatges hematopoetics i

una freqiient progressié a LMA (Jaiswal i Ebert 2014).

Les SMDs presenten una incidéncia que augmenta amb I'edat, en especial a partir dels 70
anys (Unnikrishnan, Papaemmanuil et al. 2017), i produeix un grau més o menys
important de citopenia, una condicid sine qua non per al diagnostic (Zini 2017). S’han
identificat un bon nombre de mutacions i alteracions citogenétiques presents en la
malaltia relacionades amb I'’empalmament de RNA, modificacions epigenétiques, regulacié
de la cromatina i senyalitzaci6 cel-lular (Papaemmanuil, Gerstung et al. 2013; Haferlach,
Nagata et al. 2014). La complexitat i heterogeneitat de la malaltia en fan dificil la
classificacid, que es basa sobretot en el grau de displasia i el percentatge de blastos, i
també en la preseéncia de sideroblasts en anell. A més, dins les SMD s’hi inclou un subtipus
basat en una alteracié genética: les SMD amb delecions a 5q, una aberracié cromosomica
que confereix unes caracteristiques clinico-biologiques propies (Arber, Orazi et al. 2016).
L’alta heterogeneitat de la malaltia es tradueix també en heterogeneitat quant als
tractaments: mentre que alguns pacients no requereixen tractament o sols terapia de
suport, els pacients d’alt risc reben agents hipometilants com azacitidina o decitabina,
conjuntament quant és possible amb quimioterapia intensiva semblant a la de la LMA.
Molts pacients, pero, no responen als tractaments, resultant en un molt mal pronostic,
mentre que la majoria dels que responen pateixen recaigudes al llarg dels dos anys
segilients (Prébet, Gore et al. 2011). En les SMD amb 5q(-), en linia amb la resta de

diferencies biologiques, el tractament és diferent i es basa en la lenalidomida. D’altra
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banda, l'al-loTPH és I'iinica opcié potencialment curativa, perd esta associada a una alta

morbimortalitat (Sperling, Gibson et al. 2017).

La LMMC, si bé es troba estretament relacionada amb les SMDs, presenta també
caracteristiques propies de les neoplasies mieloproliferatives (NMP), i en concordanga
esta classificada per 'OMS com a SMD/NMP (Arber, Orazi et al. 2016) . Es diferencia de les
SMD per presentar una hematopoesi clonal que desemboca en una proliferacié monocitica
descontrolada, motiu pel qual el diagnostic es fa sobretot a partir de 'observaci6 de
monocitosi persistent en sang (Moyo i Savona 2017). A nivell molecular, s’han identificat
tres gens molt recurrentment mutats (ASXL1, TETZ i SRSF2), aixi com d’altres implicats en
I'empalmament de RNA, modificacions epigenétiques o vies de senyalitzacié de citocines.
En general, les cel-lules de LMMC presenten un nombre baix de mutacions somatiques si
es compara amb altres cancers, una relativa homogeneitat molecular que fa que encara no
es pugui explicar I'heterogeneitat clinica (Ball, List et al. 2016). La classificacié de les
LMMCs feta per 'OMS es basa en el percentatge de blasts, establint-se tres nivells de
menys a més (LMMC-0, 1 i 2), tot i que sovint també es distingeixen les LMMCs segons
siguin predominantment displasiques o proliferatives (Moyo i Savona 2017). El
tractament s’inicia només davant I'aparicié de simptomes, i les estrategies terapeutiques
son forca similars a les de les SMD, amb I'is de terapia de suport, citarabina i agents
hipometilants entre d’altres. També com en les SMD, la resposta a aquests tractaments és
molt variable, hi ha un alt percentatge de recaigudes i I'inica opcié curativa és 1'al-loTPH

(Moyo i Savona 2017).

En el 30% dels casos, els pacients de SMD i LMMC progressen a LMA, anomenada LMA
secundaria (LMAs), caracteritzada per una mala resposta a tractaments i un pitjor
pronostic, i que mostra unes caracteristiques biologiques també propies (Dohner, Estey et

al. 2010; Niscola, Tendas et al. 2014; Sperling, Gibson et al. 2017).

1.2.1.3. Leucémia Mieloide Cronica

La leucemia mieloide crénica (LMC) és una neoplasia mieloide caracteritzada per la
leucocitosi i el seu curs en tres fases. Presenta una fase cronica inicial, que pot durar anys,
en qué hi ha una expansié del compartiment mieloide, perd mantenint la capacitat de
diferenciaci6. A continuaci6 la malaltia presenta una fase accelerada, en qué apareixen
cél-lules mieloides més immadures i finalment la fase blastica, quan les cel-lules
immadures comencen a predominar, convertint-se en una malaltia agressiva i refractaria

(Soverini, Mancini et al. 2018). En CML, a diferéncia de la majoria de neoplasies
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hematologiques, una sola alteracié genetica concreta es considera responsable de la
iniciacié en la immensa majoria de pacients: la translocacié t(9;22)(q34;q11), que dona
lloc a I'anomenat cromosoma Philadelphia, i que provoca I'aparicié de la proteina de fusié
BCR-ABL1, una cinasa molt important en la patogénesi de la malaltia (Chereda i Melo
2015). La progressio de la fase crénica a la blastica es produiria per un augment de la
inestabilitat genética que duria a l'acumulaci6 de defectes adicionals al cromosoma
Philadelphia, incrementant la resisténcia a farmacs (Soverini, Mancini et al. 2018).
Precisament gracies al coneixement de la base molecular de la malaltia es va poder
dissenyar un inhibidor de BCR-ABL1, imatinib, que ha millorat drasticament la

supervivencia convertint la CML en una malaltia de bon pronostic (Saikia 2018).

1.2.2. Neoplasies limfoides

1.2.2.1. Leucémia limfoblastica aguda

La leucémia limfoblastica aguda (LLA) és un tipus de leucémia caracteritzat per la
proliferacié descontrolada de precursors limfoides transformats que s’acumulen a la
medul-la 0ssia, a la sang, i a d’altres teixits. La seva incidencia té un pic molt alt entre els 2 i
els 5 anys (el 80% dels pacients son pediatrics), i un altre pic a partir dels 50 anys, amb un
75% dels casos de llinatge B i el 25% restant de llinatge T (Inaba, Greaves et al. 2013;
Terwilliger i Abdul-Hay 2017). Com en la majoria de neoplasies hematoldgiques, les
cél-lules tumorals mostren una gran diversitat d’aberracions cromosomiques que activen
oncogens (com MYC), que activen tirosina-cinases (com ABL-1) o que causen una
disrupcié en gens reguladors del desenvolupament limfoide i I'hematopoesi normal (com
RUNX1 o ETV6). En LLA-T, a més, son especialment rellevants les alteracions en gens dels
receptors de cél-lules T (TCR) i en NOTCHI1 (Chiaretti i FoA 2009). Totes aquestes
alteracions so6n similars en leucémia pediatrica i adulta, i sén el determinant principal per
a l'estratificacid i el pronostic de la malaltia, especialment en LLA-B (Malouf i Ottersbach
2018). Malgrat avencos en l'optimitzacié dels tractaments i el suport hospitalari, el
tractament consisteix encara en quimioterapia basada en vincristina, corticosteroides i
una antraciclina, amb I'al-loTPH com a opci6 per als pacients aptes. Aixo ha permes assolir
taxes de curacio del 90% en els casos pediatrics, mentre que en pacients adults només un
30-40% dels pacients aconsegueix remissions a llarg termini, constituint encara una

malaltia de mal pronostic en adults (Terwilliger i Abdul-Hay 2017).

1.2.2.2. Limfoma de Burkitt i de cel-lules del mantell
El limfoma de Burkitt és un limfoma B no-Hodgkin altament agressiu que es considera el

tumor huma de creixement més rapid. La malaltia es troba associada al virus d’Epstein-
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Barr i presenta translocacions cromosomiques ((t(8;14)(q24;q932) en la majoria dels
pacients) que activen 'oncogen c-Myc (Boerma, Siebert et al. 2009). La incidéncia és més
alta en pacients immunosuprimits o amb VIH i, malgrat la quimioterapia intensiva ha
permés una gran millora en les taxes de curacid en casos pediatrics, el pronostic en

pacients d’edat avang¢ada encara és dolent (Molyneux, Rochford et al. 2012).

El limfoma de cél-lules del mantell (LCM) és una forma rara i agressiva de limfoma B no-
Hodgkin que afecta sobretot persones d’edat avancada i que mostra en general una rapida
progressié i un mal pronostic. A nivell genetic es caracteritza per la translocacié
t(11;14)(q13;932) i la sobreexpressié de la ciclina D1, que probablement faciliten la
transformaci6 de cel-lules pre-B a través d’'una desregulaci6 del cicle cel-lular (Campo i
Rule 2015). A nivell molecular i de comportament clinic, es distingeixen dos grups
principals: la LCM classica, amb IGHV no mutat i expressié de SOX11, i el tipus no nodal,
amb un comportament més indolent i caracteritzat per cel-lules amb mutacions a IGHV i
negatives per a SOX11 (Royo, Navarro et al. 2012; Quintanilla-Martinez 2017). Avui en dia
el tractament amb citarabina i rituximab seguit normalment per un autoTPH és
I'estandard per als pacients més joves, mentre que per als pacients no aptes per a
tractaments intensius se solen emprar altres tractaments d’intensitat menor. Malgrat

avencos, pero, la LCM segueix sent una malaltia altament incurable (Campo i Rule 2015).

1.2.2.3. Mieloma multiple i leucémia de cél-lules plasmatiques

El mieloma muiltiple és una neoplasia de ceél-lules B caracteritzada per 'acumulaci6 de
cél-lules plasmatiques clonals a la medul-la 0ssia, que suposa el 13% de les neoplasies
hematologiques i que afecta sobretot pacients d’edat avangada (Jovanovic, Roche-
Lestienne et al. 2018). Les cel-lules neoplasiques presenten una extensiva hipermutacid
somatica de gens d’IgG, una absencia d’expressi6é d’'IgM i alteracions freqiients en la via de
la ciclina D/retinoblastoma (Bergsagel, Kuehl et al. 2005; Kuehl i Bergsagel 2012). La
darrera década s’ha observat un augment del temps de supervivencia a la malaltia,
sobretot per l'adveniment de nous farmacs com els inhibidors del proteasoma i les
millores en els trasplantaments, perd en la majoria dels casos segueix sent una malaltia

incurable (Rollig, Knop etal. 2015).
La leucéemia de cél-lules plasmatiques (LCP) presenta moltes similituds amb el mieloma

multiple, en ser també una neoplasia de cel-lules plasmatiques, pero representa una

entitat propia. Rara i molt agressiva, es tracta d’'una malaltia amb molt mal pronostic que
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sol presentar translocacions cromosomiques que impliquen alteracions en la cadena

pesada de la immunoglobulina (IgH) (Mina, D'Agostino et al. 2017).

1.2.3. Lisosomes, autofagia i mitocondris en neoplasies hematologiques

La importancia dels lisosomes, l'autofagia i els mitocondris en algunes neoplasies
hematologiques ha despertat, com en la resta de cancers, un interés creixent els darrers
anys. Pel que fa als lisosomes, I’estudi més complet de la seva rellevancia s’ha efectuat en
LMA, on s’ha observat que les cél-lules leucémiques presenten lisosomes més grans que els
seus equivalents sans, que la poblacid més primitiva sobreexpressa gens de biogénesi
lisosomal i que la disrupci6 dels lisosomes mitjancant mefloquina condueix a una mort de
les cel-lules leucémiques pero no de les sanes (Sukhai, Prabha et al. 2013) . De manera
similar, en LMC, la disrupci6 lisosomal per Leu-LeuOMe provoca la mort de cel-lules tant
sensibles com resistents a imatinib causada per I'alliberament de catepsina B al citoplasma
(Puissant, Dufies et al. 2010). En neoplasies de llinatge B s’ha descrit com alguns
anticossos contra CD38 i CD20 produeixen una mort de cel-lules malignes dependent de

lisosomes (Alduaij, Ivanov et al. 2011; Jiang, Acharya et al. 2016).

Quant a l'autofagia, s’ha descrit que permet el manteniment de les LSCs de LMA i LMC
(Helgason, Mukhopadhyay et al. 2013; Sumitomo, Koya et al. 2016), que disminueix
I'activitat de farmacs com daunorubicina, imatinib o doxorubicina, i que la seva inhibicié
restaura la quimiosensibilitat (Nencioni, Cea et al. 2013). En vistes a la millora dels
tractaments actuals, s’han proposat terapies basades en la modulacid de 'autofagia, i
alguns estudis preclinics han apuntat a l'efecte favorable de combinar inhibidors
d’autofagia amb quimioterapia en limfoma, CML, i LMA (Amaravadi, Yu et al. 2007;
Bellodi, Lidonnici et al. 2009; Torgersen, Engedal et al. 2013; Palmeira dos Santos, Pereira
et al. 2014). D’altra banda, també s’han observat efectes citotoxics després de la induccid
d’autofagia provocada per la inhibici6 de mTORC1/2 en LMA, T-ALL i limfoma (Yazbeck,
Buglio et al. 2008; Evangelisti, Ricci et al. 2011; Willems, Chapuis et al. 2012). Diversos
assaigs clinics es troben en marxa, i els propers anys s’espera obtenir més dades sobre la

validesa clinica de I'estrategia.

Respecte als mitocondris i de manera similar a la majoria de cancers, s’han descrit
diverses alteracions en neoplasies hematologiques. D’'una banda, s’ha observat que les
cél-lules leuemiques tenen una major massa mitocondrial, taxes més altes de fosforilacid
oxidativa i depenen de l'oxidacié d’acids grassos per a la superviveéncia (Samudio,

Harmancey et al. 2010; Skrtic, Sriskanthadevan et al. 2011). A més, s’han descrit en
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leucemies mutacions relacionades amb proteines mitocondrials com IDH1 i IDHZ (Carew,
Zhou et al. 2003; Medeiros, Fathi et al. 2017). També pel que fa a la produccié de ROS, les
cél-lules leucémiques presenten nivells basals més elevats (Quillet-Mary, Jaffrezou et al.
1997; Carew, Zhou et al. 2003; Er, Tsai et al. 2007; Silva, Girio et al. 2011; Irwin, Rivera-Del
Valle et al. 2013). En LMA, s’ha proposat explotar la vulnerabilitat oxidativa de les cel-lules
leucemiques, especialment les LSCs, amb inductors de mitROS o altres elements
relacionats amb l'estat oxidatiu (Irwin, Rivera-Del Valle et al. 2013; Zhang, Fang et al.
2014; Sriskanthadevan, Jeyaraju et al. 2015; Farge, Saland et al. 2017). Alguns compostos
que afecten especificament els mitocondris, com l'avocatina B, han mostrat potencial

preclinic en LMA, en part mitjancat per la formacié de mitROS (Lee, Angka et al. 2015).
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1.3 Mort cel-lular

1.3.1. Conceptes generals

Les primeres observacions de mort cel-lular de qué es té constancia van ser efectuades
per Vogt estudiant la metamorfosi de capgrossos de totil (Alytes obstetricans) 'any 1842,
tan sols tres anys després de I'aparici6 del concepte mateix de cél-lula proposat a la teoria
cel-lular de Schwann (Clarke i Clarke 2012; Maghsoudi, Zakeri et al. 2012). No va ser fins a
un segle després que una influent revisio recollint totes les observacions de mort cel-lular
en vertebrats fetes fins al moment realitzada per Glucksmann (Glucksmann 1951) va
comencar a apuntar a la importancia de la mort cel-lular durant el desenvolupament. Des
de llavors, s’ha estudiat amb profusi6 la mort cel-lular en practicament tots els contextos
imaginables, i diversos paradigmes han intentat classificar i explicar els seus mecanismes.
La propia definicié de mort cel-lular és menys trivial del que a priori podria semblar, i
malgrat la complexitat del concepte avui en dia sol considerar-se una cel-lula morta quan
exhibeix una permeabilitzaci6 irreversible de la membrana plasmatica o bé presenta una
fragmentacié completa (Galluzzi, Bravo-San Pedro et al. 2015). Pel que fa a la classificacié
dels tipus de mort cel-lular, actualment, s’acceptal! una primera distincié general entre
mort cel-lular accidental i regulada (ACD i RCD respectivament per les seves sigles

angleses) (Galluzzi, Vitale et al. 2018).

La mort cel-lular accidental inclou aquells casos en que es produeix una descomposicid
estructural de la cel-lula de manera instantania i descontrolada després de 'exposicié a
estimuls extrems de naturalesa fisica (com ara altes temperatures o forces osmotiques),
quimica (com ara variacions extremes de pH o exposici6 a detergents potents) o mecanica
(com ara forces de cisalla). Contrariament, en la mort cel-lular regulada s’hi inscriurien les
situacions en que la mort es troba mitjancada per una certa maquinaria molecular, que pot
ser modulada genéticament i farmacologicament. Aquesta, es pot donar com a part de
programes fisiologics (mort cel-lular programada, PCD) o ser activada davant el fracas de
respostes adaptatives a pertorbacions intra i extracel-lulars (Galluzzi, Vitale et al. 2018).
Fins fa pocs anys, la classificacié de la mort cel-lular es realitzava majoritariament en base
a morfotips, distingint-se la mort cel-lular de tipus I (morfotip apoptotic), de tipus II
(morfotip autofagic) i de tipus III (morfotip necrotic). Avui en dia, si bé la morfologia de la
mort cel-lular ens pot aportar informacié valuosa, sabem que els aspectes morfologics i

funcionals de la mort cel-lular no estan necessariament relacionats (Galluzzi, Bravo-San

1 La mort cel-lular és un camp envoltat de polémica, més encara en tot allo respectiu a la
classificaci6. Per aquest motiu, en aquest treball s’acceptaran i usaran les recomanacions
del Comité de Nomenclatura de la Mort Cel-lular, recentment actualitzades (Galluzzi, Vitale
etal. 2018).
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Pedro et al. 2015). També en relaci6 amb anteriors classificacions de mort cel-lular, es
considerava la mort que es manifestava en morfotips necrotics com a inflamatoria a nivell
sistemic, mentre que el morfotip apoptotic es considerava fisiologicament més inocu, en
ser reconeguts i retirats els cossos apoptotics per part de fagocits (Kloditz, Chen et al.
2016). Si bé en part aquestes consideracions segueixen sent valides, avui sabem que no
sempre l'apoptosi és silent, ni tots els tipus de mort cel-lular que mostren morfologia

necrotica comporten les mateixes conseqiiencies fisiologiques (Green, Oguin et al. 2016).

1.3.2. Tipus de mort cel-lular

La mort cel-lular programada és un procés ubic que es dona en tots els eucariotes
multicel-lulars i que resulta indispensable per al desenvolupament i 'homedstasi tissular
(Kreuzaler i Watson 2012). Durant molts anys es va emprar el terme com a sindnim
d’apoptosi, pero avui en dia es coneixen multiples formes de PCD i altres RCD que mostren
gran plasticitat en 'execucié de la mort (Kroemer, Galluzzi et al. 2009) i I'evasié de les
quals suposa una caracteristica fonamental de les cel-lules tumorals (Hanahan i Weinberg
2011). Per a aquest treball resulten d’especial interes I'apoptosi, i la mort dependent de
lisosomes (LDCD) i dependent d’autofagia (ADCD). La Taula 1 inclou les caracteristiques

d’aquestes i de la resta de vies de mort cel-lular regulada actualment reconegudes.

1.3.2.1 Apoptosi

L’apoptosi és, sens dubte, el tipus de mort cel-lular més estudiat. Des de la seva definicid
en base a trets morfologics fa més de 40 anys (Kerr, Wyllie et al. 1972), se n’ha investigat a
fons la maquinaria molecular i totes les seves implicacions. Es tracta d’'un programa de
mort cel-lular sofisticat que serveix als organismes multicel-lulars per a eliminar cel-lules
danyades o senescents, amb multiples implicacions patofisiologiques i una contribucié

cabdal als programes de desenvolupament (Hengartner 2000).

Es distingeixen dues vies principals d’apoptosi; l'extrinseca i la intrinseca. La via
extrinseca s’inicia a la membrana plasmatica mitjancant l'activacié de la familia de
receptors Death o bé de receptors de dependencia. L’activacié comporta la formacié del
complex multiproteic DISC a la part intracel-lular del receptor, que opera com a
plataforma moduladora de la caspasa 8. Aquesta caspasa, al seu torn, activa les caspases 3

i 7, entre d’altres executors de la mort cel-lular (Galluzzi, Vitale et al. 2018).
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Tipus de mort Desencadenants principals Efectors principals Morfotip

Apoptosi Estres replicatiu, ROS, dany a Bcl-2, BAX, XIAP, Apoptotic

intrinseca DNA caspases etc.

Apoptosi Diverses pertorbacions FAS, caspasa 8 etc. Apoptotic

extrinseca extracel-lulars

Necrosi Estres oxidatiu, sobrecarrega CYPD Necrotic

derivada de Ca2+

MPT

Ferroptosi Peroxidacié lipidica GPX4 Necrotic

Necroptosi Pertorbacions intra i RIPKs Necrotic
extracel-lulars diverses

Piroptosi Invasié de patogens Caspases Morfotip

inflamatories, propi
gasdermines

Parthanatos Hiperactivacié de PARP-1 en AIF, MIF Apoptotic
reposta a multiples estimuls

Mort entotica Alteracions en 'adhesié entre ROCK1/2 Autofagic
cél-lules

Mort NETotica ROS, invasi6é microbiana NADPH oxidases Necrotic

Mort Infecci6 viral, quimioterapia, Multiples Autofagic

immunogeénica radioterapia

ADCD Diversos tipus d’estrés Maquinaria autofagica Autofagic
fisiologic

LDCD ROS, farmacs lisosomotropics Catepsines Divers

Taula 1. Caracteristiques dels tipus de mort cel-lular acceptats per Comité de
Nomenclatura de la Mort Cel-lular 2018. MPT: Transici6 de permeabilitat de la
membrana mitocondrial. ADCD: Mort cel-lular dependent d’autofagia. LDCD: mort cel-lular
dependent de lisosomes.

La via intrinseca, en canvi s’origina al mitocondri en resposta a diversos estimuls com ara
excés de ROS, dany al DNA, estrés fisiologic de tot tipus, o disrupci6é del citoesquelet
(Brumatti, Salmanidis et al. 2010). Mecanisticament, el pas critic és la permeabilitzaci6
irreversible de la membrana mitocondrial externa (MOMP per les sigles angleses), que es
troba controlada per proteines de la familia de Bcl-2 (Tait i Green 2010). Subseqiientment,
s’alliberen al citosol proteines apoptogéniques normalment residents al mitocondri,

sobretot citocrom c i SMAC (Tait i Green 2013). Aquests elements precipiten la formacid
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d’'un complex conegut com a apoptosoma que activa la caspasa 9, que al seu torn activa les
caspases executores 3 i 7 (Groth-Pedersen i Jaattela 2013; Galluzzi, Vitale et al. 2018). Si
bé aquestes caspases precipiten el procés de mort i desmantellament de la cel-lula, cada
cop més evidencies suggereixen que no sén essencials (Galluzzi, Bravo-San Pedro et al.
2015). Avui en dia es coneixen un gran nombre de proteines implicades en el procés i en la
seva regulacid i les dues vies d’apoptosi es troben connectades a través de la proteina Bid
(Groth-Pedersen i Jaattela 2013). Com s’ha exposat en pagines anteriors, les cél-lules
tumorals es caracteritzen per evadir I'apoptosi, i per aquesta raé és de gran interes en el
camp de l'oncologia la recerca de procediments per resensibilitzar les cel-lules a la mort
apoptotica o cercar formes alternatives per matar-les com les que s’exposen tot seguit

(Kreuzaler i Watson 2012; Groth-Pedersen i Jaattela 2013).

1.3.2.1 Mort cel-lular dependent d’autofagia

Com s’ha exposat amb anterioritat, I'autofagia actua en general com a mecanisme de
supervivencia i adaptacié a I'estres. No és estrany, doncs, que s’hagi descrit un augment
d’autofagia en moltes cel-lules en procés de mort (Shen, Kepp et al. 2012). Aquesta
observacié va dur a la definicié als anys 1980s d’un nou tipus de mort cel-lular, que es va
anomenar mort programada tipus Il i que estava basada sobretot en l'observaci6é de
nombrosos autolisosomes i caracteristiques que no encaixaven amb l'apoptosi ni la
necrosi (Clarke i Puyal 2012). De seguida, pero, van sorgir dubtes sobre el paper de
'autofagia en la mort cel-lular i sobre si es tracta sols d'un mecanisme que 'acompanya o
també d'un mecanisme que l'executa mitjancant l'autodigestié total de la cél-lula i
constitueix per tant una via propia (Fulda i Kogel 2015). En les ultimes recomanacions del
Comite de Nomenclatura de la Mort Cel-lular (NCCD per les sigles angleses) només
s’'accepta el terme mort cel-lular dependent d’autofagia quan la maquinaria autofagica
precipita la mort cel-lular (i per tant aquesta pot ser atenuada per inhibidors de
'autofagia) i no quan 'aparell autofagic simplement acompanya la mort cel-lular o modula
altres vies com la ferroptosi, I'apoptosi o la necroptosi (Galluzzi, Vitale et al. 2018). Malgrat
aquestes recomanacions, la ADCD és probablement el més polemic dels tipus de mort
cel-lular i alguns cientifics dins el camp han advocat per la seva desaparicid, en considerar
que no existeixen evidencies que I'autofagia sigui un mecanisme de mort per ell mateix, i
esgrimint la inespecificitat dels inhibidors d’autofagia i els multiples papers de les

proteines implicades en el procés (Shen, Kepp et al. 2012).

Altres cientifics, per contra, no comparteixen aquests arguments, i recalquen les

evidencies que recolzen I'existencia de la ADCD (Clarke i Puyal 2012). L’arrel del problema
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es troba, probablement, en el poc coneixement que tenim sobre els determinants
moleculars responsables d'implicar 'autofagia en la mort cel-lular (Fulda i Kogel 2015).
Sigui com vulgui i seguint els requeriments del Comite NCCD, diversos antitumorals s’ha
descrit que produirien una mort dependent d’autofagia, com ara obatoclax (un inhibidor
de Mcl-1) o temozolomida (un agent alquilant), i aquesta mort s’ha proposat com a
mecanisme de reserva per evadir la resisténcia a apoptosi i sensibilitzar les cél-lules

tumorals a la quimioterapia (Fulda i Kogel 2015).

1.3.2.2 Mort cel'lular dependent de lisosomes

Durant anys es va observar que en moltes cel-lules en procés de mort es produia una
ruptura dels lisosomes, pero es considerava un efecte secundari accidental de la mort
(Edinger i Thompson 2004). L’escenari va canviar quan van comeng¢ar a apareixer
evidencies que la permeabilitzacié de la membrana lisosomal (LMP per les sigles angleses)
podria ser el motor que orquestrava una via de mort cel-lular alternativa a les
anteriorment descrites (Ferri i Kroemer 2001). La LMP comporta un alliberament
d’hidrolases lisosomals al citoplasma, de les quals les catepsines B, D i L semblen les més
importants, en linia amb el fet que a pH citoplasmatic retenen activitat proteolitica (Turk,
Bieth et al. 1995; Kreuzaler i Watson 2012). Al citosol, aquestes catepsines actuarien com
a proteases executores, amb un ampli ventall de dianes, algunes compartides amb les

caspases. La relaci6 entre LMP i apoptosi ha estat esquematitzada a la Figura 3.

Pel que fa a I'inici del procés, els desencadenants de la LMP sén diversos. En alguns casos
es produeix després d'una permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa, en
relacié amb I'apoptosi, mentre que en molts altres casos la seqiiéncia és inversa. La LMP
també pot ser desencadenada per ROS, per TNF o per molecules lisosomotropes, entre
d’altres, tot i que no sempre es coneix bé el mecanisme pel qual es permeabilitza la
membrana (revisié de Groth-Pedersen i Jaattela 2013). Al seu torn, LMP indueix un
augment de ROS que pot afectar la funcié mitocondrial i I'homeostasi cel-lular en general,
comportant en alguns casos l'activacié de caspases i un morfotip apoptotic, i en d’altres
casos executant la mort cel-lular per altres vies. La mort cel-lular relacionada amb LMP és
diferent segons el grau de permeabilitzacié. Quan es produeix una ruptura massiva del
lisosoma s’alliberen tots els seus continguts al citosol, iniciant una cascada d’hidrolisi del
contingut cel-lular i una acidificacié de la cel-lula que acaben en una mort rapida més
semblant a la mort accidental que a la regulada (Serrano-Puebla i Boya 2018). Per contra,
quan es produeix una permeabilitzacié parcial i progressiva, s’inicia una via de mort més

regulada i amb la implicacié de maquinaria molecular especifica.
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Com s’ha exposat amb anterioritat, les cél-lules tumorals en general presenten una major
sensibilitat a les alteracions de la membrana lisosomal, i per tant una major vulnerabilitat
a LMP i a la mort dependent de lisosomes (Groth-Pedersen i Jaattela 2013). Aixi, si bé hi
havia fins fa pocs anys una idea general que aquesta ruta era impracticable com a
estratégia terapéutica atesa la ubigqiiitat dels lisosomes, darrerament sembla clar que els

canvis lisosomals en cél-lules tumorals permeten explorar-la.

o
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Desencadenants
LMP
Q
) Bid
& o Catepsines o =

Catepsines
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Lisosoma \

LMP

/

8
Caspases Catepsines

Apoptosi Mort depenent de
lisosomes

Figura 3. Implicacions sobre la mort cel-lular de la permeabilitzacié de la
membrana lisosomal. Adaptat de Serrano-Puebla i Boya 2018.
1.3.3. Plasticitat i causes dltimes de les vies de mort cel-lular
Malgrat la tendéncia general a classificar i compartimentalitzar les diferents vies de mort
cel-lular, cada cop es posa més émfasi en la interconnexi6 entre els diferents moduls de
senyalitzacié involucrats en la RCD. De fet, a mida que el coneixement sobre la mort
cel-lular en totes les seves formes augmenta, es van descobrint més elements de

convergencia entre vies, i més casos en que un tipus de mort cel-lular en modula un altre.

Un dels casos en qué s’ha caracteritzat més a fons aquesta interconnexié és entre
I'autofagia i 'apoptosi. Ambdoés processos depenen d’'una complexa xarxa de proteines,
una part de la qual és compartida (Mukhopadhyay, Panda et al. 2014). L’element més
rellevant conegut és, probablement Bcl-2, un regulador clau de tots dos processos que
interacciona d’'una banda amb Beclina-1 (important en autofagia) i de I'altra amb Bax/Bak
(important en apoptosi). A banda de Bcl-2, altres proteines tradicionalment apoptotiques
com PUMA o XIAP s’ha descrit que modulen l'autofagia, mentre que algunes proteines

tradicionalment autofagiques com ATG3 o Beclina-1 s’ha descrit que regulen I'apoptosi
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intrinseca (Marino, Niso-Santano et al. 2014; Mukhopadhyay, Panda et al. 2014). Aix0 es
relaciona amb l'observaci6 que sovint un augment d’autofagia i una activacié de I'apoptosi
es donen en la mateixa cel-lula, majoritariament de manera seqiiencial i amb l'autofagia
precedint I'apoptosi, tot i que també s’ha observat a I'inrevés. Per explicar-ho, s’ha exposat
que l'estrés a nivells subletals estimula I'autofagia, perdo quan aquest estrés supera un cert
llindar de duracié o d’'intensitat s’activa I'apoptosi. Aquesta observaci6 també explicaria
que molts estimuls que condueixen a la mort cel-lular també estimulin I'autofagia (Marino,

Niso-Santano et al. 2014).

La mort cel-lular dependent de lisosomes també es troba en part entrellacada amb
I'apoptosi i altres tipus de RCD. Aixi, la permeabilitzacié de la membrana lisosomal pot
observar-se com a efecte col-lateral de l'activacié d’altres programes de RCD (Groth-
Pedersen i Jaattela 2013; Serrano-Puebla i Boya 2018), mentre que en altres casos la LMP
modula altres vies. Concretament, com ja s’ha comentat, les catepsines alliberades al
citosol poden estimular el programa apoptotic en diferents etapes (Droga-Mazovec, Bojic
et al. 2008), en part a través de 'activacié de la caspasa 3, de la qual es disposa de diverses

evidencies in vivo i in vitro (Hishita, Tada-Oikawa et al. 2001).
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Figura 4. Alteracions causants de mort cel-lular. Adaptat de Galuzzi 2015

Si durant molts anys la recerca s’ha centrat en executors especifics de vies de mort
concretes, avui en dia creixen les veus que afirmen que aquests executors acceleren o
gestionen la mort de la cél-lula, més que no determinar-la causalment i que en serien per
tant sols manifestacions bioquimiques. Darrere de tots els mecanismes relacionats amb la
mort cel-lular i com a causa dltima hi trobariem, segons autors com Guido Kroemer, crisis

bioenergetiques i d’homeostasi redox (Galluzzi, Bravo-San Pedro et al. 2015)(Figura 4).
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D’una banda la davallada de nivells d’ATP aboliria I'activitat dels enzims ATP-dependents i
de l'altra un desequilibri redox inactivaria diversos enzims i inflingiria dany oxidatiu a
organuls i membranes (Brookes, Yoon et al. 2004). Al principi la resposta adaptativa
intentaria fer front als desequilibris, perd s’arribaria a un punt de no-retorn en que
s’executarien els mecanismes de mort cel-lular. Ens podriem trobar doncs, davant de
causes de mort cel-lular molt més homogeénies i poc caracteritzades del que previament es
creia (Vanden Berghe, Vanlangenakker et al. 2010), i amb dificultats afegides per a la
recerca, com la complexitat d’inhibir-les farmacologicament (Galluzzi, Bravo-San Pedro et
al. 2015). Malgrat tot, el coneixement sobre les causes ultimes de la mort cel-lular segueix

sent molt incomplet i queda molta recerca per endavant.
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1.4. Antihistaminics

1.4.1 Farmacologia general dels antihistaminics

Els antihistaminics constitueixen un grup de farmacs divers a nivell estructural i
farmacologic que actuen inhibint els efectes de la histamina sobre el receptor d’histamina
H1 (HRH1). Sén principalment emprats per a I'alleujament dels simptomes al-lergics de tot
tipus provocats per 'alliberament d’histamina, tot i que alguns també es poden aplicar a la
urticaria idiopatica cronica, I'insomni, el vertigen o el cinetisme (Carson, Lee et al. 2010). A
excepcio de I'acrivastina, la cetirizina, la levocetirizina, la desloratadina i la fexofenadina,
els antihistamimics presenten un metabolisme hepatic mitjancat pel sistema citocrom

p450 (Simons i Simons 2002).

Tradicionalment els antihistaminics s’havien classificat en sis grups quimics (Taula 2).
Tanmateix, segons els seus efectes sobre el sistema nervids central, que s’han anat
disminuint en successives millores farmacologiques, els antihistaminics es divideixen en
els grups de primera generaci6 i de segona generacio, una classificacié de caire funcional
que impera en I'actualitat. Les tltimes décades s’ha proposat I'is del terme antihistaminics
de tercera generacid, que inclou els metabolits actius de diversos antihistaminics de
segona generacié (levocetirizina, fexofenadina, norastemizole o desloratadina entre
d’altres), si bé aquesta nomenclatura és polémica, i el Grup de Consens Sobre els
Antihistaminics de Nova Generacié (CONGA per les seves sigles angleses) la desaconsella

(Holgate, Canonica et al. 2003).

1.4.1.1. Antihistaminics de primera generaci6

Els antihistaminics de primera generacid, desenvolupats entre les decades dels 1940 i
1980, es caracteritzen per actuar sobre els receptors HRH1 tant periferics com centrals,
atesa la seva capacitat de creuar la barrera hematoencefalica (BHE)(Panula, Chazot et al.
2015). Aixi mateix, també destaquen per la seva potent activitat inhibitoria dels receptors
muscarinics, i en menor mesura, serotonergics i adrenérgics. Aquestes propietats
expliquen els seus efectes secundaris sobre el sistema nerviés central, principalment
sedaci6, somnoléncia i disminucié del processament cognitiu (Carson, Lee et al. 2010).
Precisament els efectes secundaris indesitjats van ser el principal revulsiu per al

descobriment de tota una nova generacio d’antihistaminics que els evitessin.

1.4.1.2. Antihistaminics de segona generaci6
Durant la década dels 1980s van ser aprovats per la FDA terfenadina i astemizole, els

primers antihistaminics de segona generacid, que no mostraven els efectes secundaris dels
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seus antecessors i en mantenien l'activitat antihistaminica. Si bé aquests dos farmacs van
ser posteriorment retirats del mercat per efectes cardiotoxics relacionats amb el bloqueig
de canals de potassi (Salata, Jurkiewicz et al. 1995; Simons i Simons 2011), van obrir cami
als antihistaminics d’'is més comu avui en dia. Aquest grup d’antihistaminics es
caracteritza per una menor afinitat per als receptors muscarinics, serotonergics i
adrenergics, i una major selectivitat envers els receptors HRH1 periférics respecte als
centrals, donada sobretot per una menor capacitat per creuar la BHE. Aquestes propietats
permeten uns efectes secundaris sobre el sistema nervidés central molt limitats (Simons
2004), fet que va suposar un gran pas endavant en la seva seguretat i en I'extensié del seu
us. Els avengos en la seguretat, a més, van anar acompanyats d’'increments en la vida
mitjana dels farmacs, permetent 'administracié de sols una o dues dosis diaries, en
comptes de les multiples dosis diaries que requerien els antihistaminics de primera

generacio (Blaiss 2004).

Paral-lelament al desenvolupament clinic d’aquests farmacs, s’ha avangat en el
coneixement sobre la farmacologia molecular dels antihistaminics, i s’ha determinat que la
seva accié sobre HRH1 és d’agonisme invers i no d’antagonisme (Bakker, Wieland et al.
2000), és a dir, que no només impedeixen I'efecte de la histamina sobre HRH1 siné que a

més inhibeixen I'activitat constitutiva del receptor.

Grup quimic Grup funcional

Primera generacio Segona generacio

Alquilamines Bromfeniramina Acrivastina
Clorfeniramina
Dimetindé
Feniramina

Triprolidina

Piperazines Buclizina Cetirizina
Ciclizina Levocetirizina
Hidroxizina
Mebhidrolina
Meclizina

Oxatomida

Piperidines Azatadina Astemizole

Ciproheptadina Bilastina

Difenilpiralina Desloratadina
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Ketotifén Ebastina
Fexofenadina
Levocabastina
Loratadina
Mizolastina
Norastemizole
Olopatadina
Rupatadina
Terfenadina
Eletirizina
Etanolamines Carbinoxamina
Clemastina
Difenhidramina
Dimenhidrinat
Doxilamina
Feniltoloxamina
Etilendiamines Antazolina
Pirilamina
Tripelennamina
Fenotiazines Mequitazina
Metdilazina
Prometazina
Trimeprazina
Altres Doxepina Azelastina
Emedastina
Epinastina

Taula 2 . Llistat d’antihistaminics segons classificacié quimica i funcional. En cursiva
els antihistaminics considerats per alguns autors com de tercera generacio.

1.4.1.3. Estudis de I'ts d’antihistaminics i cancer

Diversos estudis epidemioldgics han analitzat la relacié entre 1'ds d’antihistaminics i el risc

de desenvolupar cancer, la majoria dels quals no han trobat cap associaci6 rellevant

(Cianchi, Vinci et al. 2008). Sigui com vulgui, els resultats globals s6n complexos i sovint

contradictoris i resulta complicat extreure’n conclusions (Faustino-Rocha, Ferreira et al.

2017).
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Pel que fa al potencial dels antihistaminics com a antitumorals, s’han realitzat un bon

nombre d’estudis, alguns dels quals es troben resumits a la Taula 3. Una abassegadora

majoria dels estudis preclinics publicats observen una disminucié del creixement tumoral

o una induccié d’apoptosi en cancers de tot tipus, sobretot amb I'is de terfenadina,

loratadina, ciproheptadina i astemizole. D’especial interés per aquest treball resulta

remarcar el fet que diversos estudis han trobat efectes molt diferents d’antihistaminics

estructuralment similars. Aixi, tant en LMC com en cancer de pulmo6 s’han observat efectes

antitumorals potents amb loratadina i terfenadina que no es produien amb fexofenadina, i

s’han proposat mecanismes d’accié6 antitumoral independents de HRH1 (Aichberger,

Mayerhofer et al. 2006; Ellegaard, Dehlendorff et al. 2016).

Cancer Farmac Accio Referencia
Carcinoma de colon | Loratadina Sensibilitzacié a | Soule, Simone et al. 2010
radioterapia
Carcinoma de | Terfenadina Inhibici6 de la | Wang, Chen etal. 2014
prostata proliferacid,
induccié d’apoptosi
Carcinoma ductal | Astemizole Inhibicié de la | Garcia-Quiroz, Garcia-
invasiu proliferacié Becerra etal. 2012
Melanoma Terfenadina, Inducci6 d’apoptosi | Jangi, Diaz-Perez et al.
astemizole, 2006
difenhidramina,
triprolidina
Leucemia Terfenadina, Induccié d’apoptosi | Hadzijusufovic, Peter et
mastocitica loratadina al. 2010
Adenocarcinoma de | Meclizina Disminucid del | Lin, Ho et al. 2007
colon numero de cel-lules
Cancer de mama Clorfeniramina Disminucid del | Medina, Garcia de Veas
numero de cel-lules | etal. 1995
Melanoma Terfenadina Induccié d’apoptosi | Nicolau-Galmes,
i autofagia Asumendi etal. 2011
Limfoma de cel-lules | Ciproheptadina Induccié d’apoptosi, | Paoluzzi, Scotto et al.
del mantell sinergisme amb | 2009
bortezomib
Limfoma T Desloratadina, Induccié apoptosi Dobbeling, Waeckerle-
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clemastina Men et al. 2013

Melanoma Loratadina, Promoci6 del | Brandes, Warrington et
astemizole creixement tumoral | al. 1994

Carcinoma Ciproheptadina Remissi6 en dos | Feng, Fengetal. 2012

hepatocel-lular pacients

Cancer de pulmo6 de | 14 Només els | Ellegaard, Dehlendorff et

ceél-lula no petita antihistaminics antihistaminics al. 2016

cationics amfifilics

indueixen mort

cel-lular
Leucemia Mieloide | Loratadina, Fexofenadina sense | Aichberger, Mayerhofer
Cronica (LMC) fexofenadina, efecte. etal. 2006

terfenadina Loratadina i

terfenadina

inhibicié del

creixement

Taula 3. Estudis realitzats amb antihistaminics en cancer. Adaptat de Faustino-Rocha,
Ferreira etal. 2017

1.4.2. La histamina i els receptors d’histamina

1.4.2.1 La histamina

La histamina és una amina biogénica enddgena ubiqua al cos huma que va ser descrita en
un ésser viu per primer cop 'any 1910, quan Dale i Laidlow la van aillar del fong parasit
Claviceps purpurea i en van descriure els primers efectes fisiologics (Dale i Laidlaw 1910).
Aquesta, es sintetitza i s’emmagatzema en granuls en basofils i mastocits i la seva sintesi
es produeix a partir de la descarboxilacié de I'aminoacid L-histidina mitjancada per
I'enzim histidina descarboxilasa (HDC, Figura 5)(Parsons i Ganellin 2006). El catabolisme
es produeix a través de dues vies enzimatiques: la via de la histamina-N-metiltransferasa
(HNMT) i la via de la diamina-oxidasa (DAO), cadascuna de les quals resulta de més

rellevancia en determinats teixits o contextos fisiologics (Maintz i Novak 2007).

Histidina J/\l

descarboxilasa

L-histidina Histamina

Figura 5. Sintesi de la histamina
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La histamina actua com a mediador pliotropic i es troba involucrada en multiples
processos fisiologics 1 patofisiologics. A grans trets, es pot descriure com a
neurotransmissor al sistema nerviés i com a mediador local a l'intesti, 1a pell i el sistema
immune. Dins el seu ampli rang d’accions podem destacar la inflamacid, la contraccid
muscular, la dilataci6 de capil-lars, la quimiotaxi, la secrecié d’acid gastric i la

neurotransmissié (Panula, Chazot et al. 2015).

1.4.2.2. Els receptors d’histamina

Aquesta pletora d’accions mediades per histamina es produeixen a través dels receptors
d’histamina (HR), dels quals avui en dia en coneixem 4 (HRH1-4). Aquests receptors
formen part de la familia de receptors acoblats a proteines G (GPCR), caracteritzats pels
seus set dominis transmembrana i la seva senyalitzaci6 a través de proteines G

heterotrimeriques.

L’especificitat de la resposta a histamina ve donada per l'accié6 sobre els diferents
receptors i les diferents subunitats de proteines G implicades. A aixo hi contribueix el fet
que les concentracions locals relatives d’histamina requerides per a l'activacio dels
receptors varia segons el subtipus, tenint els receptors HRH1 i HRH2 una afinitat més

baixa que HRH3 i HRH4.

Com a GPCRs, els HRHs es troben en un equilibri dinamic entre la conformacié activa i
inactiva del receptor. La histamina actua com a agonista afavorint la conformacid activa,
mentre que els antagonistes dels diversos receptors actuen impedint l'accié de la
histamina, i els agonistes inversos afavorint la conformacié inactiva en contextos
d’activitat constitutiva, que s’ha descrit en tots 4 HRHs (Leurs, Hoffmann et al. 2002; van
Rijn, Chazot et al. 2006; Bongers, Krueger et al. 2007; Smit, Vischer et al. 2007; Bakker,
Jongejan et al. 2008). També rellevant per a la seva activitat resulta el fet que els HRHs,
com la majoria de GPCRs, es troben a la membrana formant homooligomers i
heterooligdmers (Fukushima, Asano et al. 1997; Hancock, Esbenshade et al. 2003; Leurs,
Vischer et al. 2011).

HRH1

Les primeres evidéncies de I'existencia d’aquest receptor van venir amb la caracteritzacid
farmacologica mitjangcant antagonistes 'any 1937 (Staub i Bovet 1937), tot i que no va ser
clonat fins el 1991 (Yamashita, Fukui et al. 1991). Es tracta del receptor d’histamina més

ubic, ja que es troba distribuit ampliament al cos en teixit vascular i muscular, en
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condrocits, hepatocits, cel-lules endotelials, cel-lules dendritiques, monocits, neutrofils,
limfocits Bs i Ts, sistema nervids i cervell (Togias 2003; Panula, Chazot et al. 2015). Cal
remarcar que l'expressié del receptor al cos huma s’ha estudiat per molts metodes
diferents, i cal prendre’s les dades d’expressi6 amb cautela. A través de HRH1 la histamina
duu a terme gran part de les seves accions, com ara la neurotransmissid, la
broncoconstriccid, la permeabilitat vascular i les respostes al-lergiques (Panula, Chazot et
al. 2015). Les accions dels seus antagonistes i agonistes inversos han estat anteriorment
tractats. També el seu paper en el sistema immune ha estat extensament estudiat; HRH1
bloqueja la immunitat humoral i estimula la cel-lular a nivell de limfocits B, mentre que en
cél-lules Th1l estimula la producci6 d’interfer6 gamma i en cel-lules dendritiques
incrementa la capacitat presentadora d’antigen (Jutel, Watanabe et al. 2001; Jutel, Akdis et

al. 2009).

Pel que fa a la seva senyalitzaci, HRH1 és un receptor acoblat a proteina Gq/11 (Gutowski,
Smrcka et al. 1991; Leopoldt, Harteneck et al. 1997; Moniri, Covington-Strachan et al.
2004), tot i que en alguns sistemes també s’ha observat senyalitzacié per Gi/Go (Seifert,
Hageluken et al. 1994; Wang i Kotlikoff 2000). Aixi doncs, produeix els seus efectes
principalment mitjangant una activacié de la fosfolipasa C, que activa al seu torn la
proteina cinasa C (PKC) i desencadena en ultima instancia un alliberament d’ions de calci

de compartiments d’emmagatzematge intracel-lulars.

HRH2

La identificaci6 d’aquest receptor també va ser inicialment farmacologica, després
d’observar que antagonistes de HRH1 no eren capagos bloquejar alguns dels efectes de la
histamina (Black, Duncan et al. 1972). Malgrat la seva expressié és molt alta en estémac i
cervell, es tracta d'un receptor ubic que també s’expressa en musculatura llisa, condrocits,
cél-lules endotelials i epitelials, neutrofils, eosinofils, mondcits, macrofags, cél-lules
dendritiques i limfocits T i B (Jutel, Akdis et al. 2009). La seva acci6 principal és
I'estimulaci6 de la secrecié d’acid gastric, motiu pel qual antagonistes d’aquest receptor
tals com cimetidina i ranitidina s'usen ampliament contra el reflux gastro-esofagic. La seva
accid es produeix principalment a través d’'una activacié d’adenilat ciclasa mitjancada per

subunitats Gs.

HRH3
L’adveniment del receptor HRH3 a la recerca sobre els receptors d’histamina I'any 1983

(Arrang, Garbarg et al. 1983) va posar de relleu la importancia de la histamina com a
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neurotransmissor, una funcié que fins llavors havia estat subestimada. En concordanca
amb el seu paper en la neurotransmissio, es troba expressat principalment en neurones
(neurones histaminergiques), i en menor mesura en monocits, cel-lules dendritiques i
eosinofils (Jutel, Akdis et al. 2009). Actua principalment com a receptor presinaptic, i té un
paper rellevant en la regulaci6 de I'alliberament de la dopamina, la serotonina, la
noradrenalina i I'acetilcolina (Nieto-Alamilla, Marquez-Gomez et al. 2016). Per aquest
motiu, les darreres décades s’ha suscitat interés en el desenvolupament d’antagonistes de
HRH3 per al tractament de diverses malalties del sistema nervids central. Avui en dia,
només pitolisant, un agonista invers de HRH3, ha arribat a la practica clinica com a
tractament per a la narcolépsia. HRH3 és un GPCR acoblat a proteina Gi/Go que provoca

una disminucio en els nivells de cAMP (Bongers, Krueger et al. 2007).

HRH4

L"altim receptor en afegir-se a la familia dels receptors d’histamina va arribar a principis
del 2000 quan sis grups independents en van anunciar el clonatge (Nakamura, Itadani et
al. 2000; Oda, Morikawa et al. 2000; Liu, Ma et al. 2001; Morse, Behan et al. 2001; Nguyen,
Shapiro et al. 2001; Zhu, Michalovich et al. 2001; O'Reilly, Alpert et al. 2002). HRH4 es
troba altament expressat en teixit hematopoétic, sobretot en eosinofils, neutrofils, basofils,
cél-lules dendritiques i mastocits, amb una expressio residual en altres teixits (Jutel, Akdis
et al. 2009). HRH4 és el centre d’'una intensa recerca i ja se n’han descrit diverses funcions,
la majoria de les quals relacionades amb processos inflamatoris (Zampeli i Tiligada 2009).
Encara queda molta recerca per endavant, pero, per tenir una imatge clara de la seva
funcié fisiologica i cercar-ne aplicacions, si bé alguns antagonistes del receptor ja han
demostrat efectes antipruriginosos en assaigs clinics (Panula, Chazot et al. 2015;
Thurmond, Venable et al. 2017). HRH4, com HRH3, pertany a la classe de GPCRs acoblats a
Gi/Go, tot i que encara resten molts aspectes de la seva senyalitzacié per elucidar

(Nijmeijer, de Graaf et al. 2012).

1.4.2.3. Histamina, receptors d’histamina i cancer

Al llarg dels anys 50 i 60, un seguit d’estudis liderats per Kahlson i Rosengren van
constatar que la sintesi d’histamina es trobava elevada en contextos cel-lulars de
proliferacié rapida, com ara en '’embaras, la germinacié de llavors o la implantacié de
tumors en rates (Kahlson, Rosengren et al. 1958; Kahlson i Rosengren 1959; Kahlson i
Rosengren 1963; Kahlson, Rosengren et al. 1963; Ahlstrom, Johnston et al. 1966; von

Haartmann, Kahlson et al. 1966). Totes aquestes observacions van dur a la formulaci6 del
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que s’anomena hipotesi de Kahlson, segons la qual la histamina seria un mediador

important del creixement cel-lular.

Malgrat la hipodtesi ha arribat ja al mig segle de vida, encara avui suscita polémica. Estudis
realitzats les ultimes décades han observat un augment de la sintesi d’histamina en tot
tipus de tumor incloent melanoma (Hegyesi, Somlai et al. 2001), carcinoma de pulmoé de
cél-lules petites (Graff, Frungieri et al. 2002), carcinoma mamari (Garcia-Caballero,
Neugebauer et al. 1994), cancer d’endometri (Chanda i Ganguly 1995), carcinoma
colorectal (Garcia-Caballero, Neugebauer et al. 1988) o leucémia limfoblastica aguda
(Malaviya i Uckun 2000). Nogensmenys, la implicacié directa de la histamina sobre el
creixement tumoral encara no compta amb cap evidéncia (Rivera, Cricco et al. 2000;

Cianchi, Vinci et al. 2008).

De fet, paradoxalment, també s’han descrit efectes antitumorals d’histamina in vivo,
(Thoren, Aurelius et al. 2011). El cas més paradigmatic seria precisament la LMA, malaltia
en queé s’ha aprovat I'is d’hidroclorur d’histamina en combinacié amb interleucina-2 com
a terapia de manteniment, basant-se en el seu potencial per evitar la immunosupressié
produida per cél-lules mieloides immadures (Brune, Hansson et al. 1996; Thoren, Romero
et al. 2009; Yang i Perry 2011; Hallner, Aurelius et al. 2015; Cuapio, Post et al. 2016;
Bernson, Hallner et al. 2017).

Tot aquest cos d’evidencies dibuixa un escenari confus, sobretot degut als efectes sovint
contradictoris que s’ha observat que exerceix la histamina en el creixement tumoral a
través dels seus receptors, que comparteixen agonista perd no conseqiiéncies

fisiologiques.

Diversos estudis han aprofundit, també, en el paper de cadascun dels receptors en
diferents tipus de tumor. En teixit mamari s’ha observat expressiéo dels 4 receptors
d’histamina en lesions tant benignes com malignes, tot i que amb regulacions diferents, i
s’ha associat HRH3 i HRH4 a la progressié tumoral (Cricco, Davio et al. 1994; Lemos, Davio
et al. 1995; Rivera, Cricco et al. 2000; Medina, Croci et al. 2008). En melanoma, també s’ha
descrit I'expressié dels quatre receptors d’histamina (Hegyesi, Somlai et al. 2001; Massari,
Nicoud et al. 2017), i s’ha destacat la rellevancia de HRH2 i HRH4 per a la proliferacid
mitjancada per histamina (Ucar 1991; Pos, Safrany et al. 2005; Tomita, Nakamura et al.
2005; Massari, Nicoud et al. 2017). Aquests dos receptors, fins i tot, s’han proposat com a

diana terapéutica. En carcinomes de colon s’ha detectat 'expressié dels receptors HRH1,
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HRH2 i HRH4, pero sent I'expressi6 de HRH1 i 4 més baixa en tumors que en mucosa
coldnica normal (Cianchi, Cortesini et al. 2005; Boer, Helinger et al. 2008). En definitiva,
tots els receptors d’histamina coneguts han estat estudiats en alguns tumors, i si bé en la
majoria de casos s’ha observat una expressié clara, la seva rellevancia per a la progressid

tumoral dista d’estar aclarida.
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1.5. Propietats fisicoquimiques i distribuci6 subcel-lular de farmacs

1.5.1. Propietats fisicoquimiques en farmacologia

Durant el desenvolupament de nous farmacs resulta fonamental considerar no només la
seva poténcia contra una diana concreta, sin6 també les seves propietats farmacologiques
referents a 'absorcio, distribucio, metabolisme i excrecié (anomenades propietats ADME),
dos requeriments que sovint remen en direccions oposades pero que han de ser
compaginats (Gleeson, Hersey et al. 2011). Les propietats ADME s6n sovint sondejades a
les primeres fases del desenvolupament en base a les caracteristiques fisicoquimiques dels
compostos, amb qué estan estretament relacionades. En aquest sentit, un seminal article
de Lipinski va establir les bases d’aquesta relaci6 introduint la que es va anomenar Regla
del 5 de Lipinski (Lipinski, Lombardo et al. 2001), i que destacava la importancia del pes

molecular, la hidrofobicitat, i el nimero de donadors i acceptors d’enllagos d’hidrogen.

Per al desenvolupament de farmacs orals cal trobar un dificil equilibri en qué la molécula
sigui prou polar per ser soluble en el sistema digestiu, perd no massa polar, per poder
creuar membranes. Un dels parametres més rellevants per determinar la idoneitat de les
molécules és el logP, un coeficient de partici6 que informa de la hidrofobicitat de la
molecula, i que es calcula experimentalment a partir de la concentraci6 de molécula
resident en un medi altament hidrofob (octanol) i altament hidrofil (aigua) després de
barrejar les tres substancies (Equacié 1). En molts casos, els valors que s’empren de logP
son calculs predictius fets a partir de valors experimentals coneguts d’altres molécules,
anomenant-se logP calculat o cLogP (Leo, Hansch et al. 1971). Sigui empiric o calculat,
valors més alts de logP denoten una major hidrofobicitat, i la Regla del 5 de Lipinski
suggereix que per a molécules amb bon ADME s’hauria de complir que logP<5, ja que
valors més alts dificulten la solubilitat dels compostos (Lipinski, Lombardo et al. 2001). Un
dels problemes habituals en els logP calculats és que s’assumeix la neutralitat de la
molécula. Quan una molecula es troba carregada presenta, pero, molts canvis en la
polaritat, provocant discrepancies entre logP calculat i experimental. Per corregir aquesta
problematica es va desenvolupar un altre coeficient anomenat de distribucié (logD,
Equacié 1), que permet a més expressar la hidrofobicitat en funci6 del pH (Manners,

Payling et al. 1988).

__[molecula]octanot D [molécula neutraloctanot
[molécula]Hzo PH

- [molécula neutraly,o+[molecula carregadaly,o

Equacié 1. Coeficients de partici6 (P) i de distribuci6 (D).
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1.5.2. Distribuci6 subcel-lular de farmacs

L’eficacia clinica de les molécules petites és el resultat final de la interaccié de diversos
processos farmacocinetics i farmacodinamics, i esta influida per la seva distribucié en
teixits i a nivell subcel-lular (Vater, Mockl et al. 2017). L’accié6 farmacologica de molts
compostos, de fet, es dona dins la cél-lula i per tant és important con€ixer els parametres i
mecanismes que en determinen l'entrada i la distribucié als diferents organuls, que
representen espais fisiologics distints (Scott, Ghosh et al. 2017). Els dos mecanismes
principals d’entrada i acumulacié a la cél-lula sén el transport mitjangat per proteines i la
difusié lipoidal passiva, si bé hi ha opinions discordants sobre la importancia relativa de
cadascun dels mecanismes (Smith, Artursson et al. 2014). En general, es considera que la
difusi6 lipoidal passiva és més important en aquelles molécules amb logD74 positiu i baixa
capacitat per formar enllagos d’hidrogen (determinat per una baixa area topologica de la

superficie polar o TPSA)(Cruciani, Crivori et al. 2000).

Un cop dins la cel-lula, la distribucié subcel-lular es troba sobretot determinada per les
caracteristiques eléctriques i de pH dels diferents compartiments (resumits a la Taula 4) ,
aixi com en alguns casos per la unid a elements moleculars especifics. S’ha descrit
I'acumulacié especifica de farmacs al citosol, al nucli, als mitocondris, al reticle
endoplasmatic, a 'aparell de Golgi i al compartiment endolisosomal, i aquesta acumulacio6
s’ha relacionat amb les caracteristiques fisicoquimiques dels farmacs. Especialment
estudiada ha estat la relacié d’aquestes caracteristiques amb I'acumulacié endolisosomal,
basada principalment en el diferencial de pH, i mitocondrial, basada principalment en el

seu potencial de membrana (Scott, Ghosh et al. 2017).

Compartiment pH | A¥ (mV)
Citosol 7,2 | -40

Nucli 4-5 | -15
Matriu mitocondrial 8 -170

Espai intermembrands mitocondrial | 6,8 | 0

Lisosomes 4-5 +19

Taula 4. Potencials de membrana i valors de pH tipics dels diferents compartiments
subcel-lulars en cél-lules de mamifer. A¥ : potencial de membrana. Dades extretes de
diverses fonts (Mazzanti, Bustamante et al. 2001; Casey, Grinstein et al. 2010; Scott, Ghosh
etal. 2017).
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D'una banda el mecanisme més comu d’acumulacié endolisosomal és l'anomenat
“atrapament idnic” (esquematitzat a la Figura 6), fonamentat en la ionitzaci6é al pH acid
d’aquest compartiment de bases febles i l1a negligible permeabilitat dels compostos un cop
carregats que fa que entrin a I'organul pero no puguin sortir-ne (Scott, Ghosh et al. 2017).
D’altra banda també s’ha documentat 'acumulacié en mitocondris de compostos cationics
donada pel potencial de membrana negatiu de I'organul, coneixement que s’ha explotat
per al disseny de farmacs amb dianes mitocondrials (Chernyak, Antonenko et al. 2013).
Per conjuminar totes aquestes observacions en un sol model, s’ha proposat que els efectes
del diferencial subcel-lular de pH predominarien en la distribucié de farmacs amb pKas
intermedis, mentre que els efectes del potencial de membrana serien determinants en
bases amb pK, més gran de 9-10 i acids amb pK, més baix de 4-5 (Chernyak, Antonenko et
al. 2013).

Pel que fa a parametres fisicoquimics generals, s’ha observat que els farmacs que
s’acumulen tant a mitocondris com a lisosomes tenen més tendéncia a incomplir la regla
del 5 de Lipinski, sobretot pel que fa al logP; concretament, un 85% dels farmacs aprovats
per la FDA segueixen la regla, mentre que dels farmacs que s’ha descrit que s’acumulen a
lisosomes i mitocondris només serien el 66% (Zheng, Tsai et al. 2011). Encara un altre
estudi, realitzat amb la linia cel-lular de LMA HL-60 i un reduit grup farmacs d’acumulacio
lisosomal o mitocondrial ha proposat que el factor més determinant no seria el logP en si
siné la seva variaci6 en funcio6 del pH, en observar-se logPs més independents de pH en els
farmacs d’acumulacié mitocondrial i el contrari en els d’acumulacié lisosomal (Duvvuri,

Gong et al. 2004).

4 N
Plasma Citosol Lisosoma
pH 7,4 pH 7,2 pH 4-5
~~
R-NH+— CR-NH+

I

R-N ——= RN

l Atrapament ionic y

Figura 6. Mecanisme d’atrapament ionic. Les fletxes horitzonals representen difusié
passiva i les verticals equilibris acid-base
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Aquesta distribucié subcel-lular pot afavorir I'accié dels farmacs que es trobin concentrats
als organuls on tenen la diana, perd en moltes ocasions s’associa a una disminucié de la
seva efectivitat, com és el cas de diversos agents antitumorals que sén bases febles i
tendeixen a acumular-se en lisosomes (per exemple doxorubicina i daunorubicina)
(Duvvuri, Gong et al. 2004). D’altra banda, s’ha plantejat I'is en cancer de farmacs
d’acumulacié mitocondrial, en base a l'observaci6 que quan es produeix aquesta
acumulacio desencadena una davallada de nivells d’ATP, sovint seguida de mort cel-lular.
A més, les cél-lules transformades tindrien un potencial de membrana negatiu més potent,

afavorint els efectes diferencials (Modica-Napolitano i Weissig 2015).

1.5.3. Lisosomotropisme, mitocondriotropisme i compostos cationics amfifilics

El concepte de lisosomotropisme va ser encunyat per 'equip del mateix De Duve els anys
70 per descriure els compostos que eren captats pels lisosomes, presentant
concentracions molt elevades al compartiment endolisosomal, i que s’havia observat que
provocaven diverses alteracions a nivell cel-lular i sistémic (de Duve, de Barsy et al. 1974).
Concretament, des dels anys 40 s’havia descrit que alguns farmacs induien una acumulacid
de fosfolipids en teixits (fosfolipidosi) que a nivell cel-lular es manifestava en una
extensiva vacuolitzaci6 del citoplasma i I'aparicié de multiples cossos lamel-lars. Gracies al
coneixement adquirit les decades segiients sobre els lisosomes es van poder reinterpretar
les observacions com a manifestacions del lisosomotropisme, que d’'una banda generava
una resposta adaptativa de la cél-lula i de 'altra impedia el catabolisme de fosfolipids (de
Duve, de Barsy et al. 1974; Kazmi, Hensley et al. 2013). Avui sabem, a més, que els vactols
observats als estudis morfologics sorgeixen de la coalescéncia d’organuls i vesicules

principalment del compartiment endolisosomal (Goldman, Funk et al. 2009).

D’entre els compostos lisosomotrops avui reconeguts, es distingeixen els de classe I,
compostos hidrofils com I'amoni o I'etilamina, en general ben tolerats per les cél-lules, i els
de classe II, hidrofobs, que en general indueixen la mort cel-lular a concentracions
micromolars (Kuzu, Toprak et al. 2017). En endavant, ens referirem sols als compostos
lisosomotrops de classe 11, molt més estudiats i rellevants per al present treball. Pel que fa
als mecanismes d’entrada al lisosoma, si bé se n’han descrit diversos, el que es considera
més rellevant i I'inic capag¢ d’explicar graus elevats d’acumulacié és 'entrada per difusié

passiva, que a més encaixa en el model de I'atrapament idnic (Goldman, Funk et al. 2009).

La majoria de compostos lisosomotrops posseeixen una estructura amfifilica, formada per

un cap hidrofob i una estructura lateral amb una amina protonable que actua de base feble

73



(pKa>6-7)(Kazmi, Hensley et al. 2013; Seo, Jha et al. 2014). Per aquest motiu, aquests
farmacs s’han anomenat farmacs catidonics amfifilics (CAD per les sigles angleses), i
constitueixen un grup heterogeni format sobretot per antimalarics, antiarritmics,
antidepressius, antipsicotics i antihistaminics (Kazmi, Hensley et al. 2013). L’estructura
fisicoquimica és per tant un element fonamental, i estudis d’estructura-activitat han
determinat que el lisosomotropisme augmenta amb el volum del cap hidrofob i amb
I'amfifilicitat (Logan, Kong et al. 2014). L’estructura dels CADs determina que puguin
creuar membranes amb facilitat i protonar-se en medi acid, com exigeix I'atrapament
ionic; en definitiva, ser més permeables a pH fisiologic i menys a pH acid i acumular-se
primer al citosol en tenir un pH lleugerament més acid del fisiologic i posteriorment en
organuls acids (Seo, Jha et al. 2014). A més, aquesta estructura els permet intercalar-se a la
membrana lisosomal, afectant enzims fonamentals per al metabolisme d’esfingolipids com
I'esfingomielinasa acida, facilitant la permeabilitzacié de la membrana i provocant d’altres

conseqliencies cel-lulars (Kornhuber, Tripal et al. 2010).

L’acumulacié de CADs repercuteix, com s’ha exposat amb anterioritat, en un increment
temporal del pH, si bé no sempre, i amb una entrada d’aigua per pressié osmotica, que
juntament amb la intercalacié a la membrana contribueixen en gran mesura a 'aparenca
vacuolar (Logan, Kong et al. 2014; Seo, Jha et al. 2014). Tot plegat, dificulta, a més, I'accid

normal de I'organul i la seva fusi6 amb autofagosomes (Logan, Kong et al. 2014).

Una ingent quantitat de treballs han estudiat el paper i acumulaci6 dels CADs als
lisosomes, pero molts menys esfor¢os s’han dedicat al seu patr6 global de distribucié
subcel-lular, en part per culpa de la manca de técniques adients. Recentment, pero,
I'obtencié gracies a eines de la quimica click d’'un CAD fluorescent derivat d’antidepressius
(azidobupramina), ha permeés conéixer-ne molt més. Concretament s’ha observat que la
dinamica de distribucié subcel-lular és dependent del temps i de la concentracié de CAD.
Temporalment, el primer punt d’acumulacié és el compartiment mitocondrial, que els
autors expliquen principalment per la protonacié6 dependent de voltatge a l'espai
intermembrandés. Aquesta acumulaci6 es produeix en menys de 40 minuts pero es perd en
el temps a baixes concentracions (1 uM) o es manté estable a concentracions més altes
(5uM). En canvi, I'acumulacié al compartiment endolisosomal es produeix entre els 40
minuts i les 24 h i segueix creixent fins a assolir un pic a les 48h, superant en molt
I'acumulacié inicial a mitocondris, tant a baixes com a altes concentracions. El
compartiment autofagosomal, per la seva banda, només presenta acumulacions modestes

a altes concentracions i temps llargs (Vater, Mockl et al. 2017). Si bé l'extrapolacid
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d’aquestes observacions a d’altres CADs i diferents tipus de cel-lules no té per qué ser

directa, si que suposen un precedent d’'interes quant a la dinamica dels CADs.

Un altre fet que aquests descobriments palesen és la poca atencid que en general ha rebut
el mitocondriotropisme en comparacié6 al lisosomotropisme; aquest segon més
espectacular i facil de detectar, i la compatibilitat de 'acumulacié simultania de compostos

a diferents organuls.

El mitocondriotropisme, contrariament al concepte de lisosomotropisme, no implica una
acumulaci6 exacerbada de compostos al mitocondri, sin6 més aviat un accés a aquest
(Horobin, Trapp et al. 2007; Grancara, Zonta et al. 2015). Diversos estudis han mostrat la
tendencia mitocondriotropa de compostos hidrofobics amb carregues positives
deslocalitzades o de CADs (Horobin, Trapp et al. 2007), en linia amb les troballes
recentment descrites per a l'azidobupramina. La preséncia d'aquests agents
mitocondriotrops a l'organul duu en general a un augment de ROS, que pot succeir per
diversos mecanismes (Grancara, Zonta et al. 2015) i que té profundes implicacions per a

I'’homeostasi mitocondrial.

1.5.4. Propietats fisicoquimiques dels antihistaminics

Com s’ha tractat en anteriors apartats, els antihistaminics s6n un grup divers de farmacs
amb propietats fisicoquimiques també diverses. Fins i tot entre antihistaminics de segona
generacié estructuralment similars s’observen notables diferéncies, sobretot a nivell
d’hidrofobicitat, que en determinen en bona part les diferéncies en les propietats ADME.
Aixi, per exemple, cetirizina, fexofenadina i acrivastina mostren majoritariament una
excrecid renal o biliar directa, mentre que la majoria dels altres mostren un metabolisme
hepatic que n’augmenta la polaritat facilitant-ne 1'excrecié (Simons i Simons 2002).
Aquestes diferencies son també rellevants quant al volum de distribucié (Vp), el parametre
que mesura la distribucié relativa dels farmacs entre el plasma i els teixits, amb valors més
alts indicant un major accés als teixits i valors més baixos indicant un major contenci6 al
plasma. Els antihistaminics més hidrofils presenten valors més baixos de Vp, mentre que
d’altres com loratadina mostren valors excepcionalment alts, que n’expliquen les
concentracions també excepcionalment baixes observades en plasma (Ellegaard,

Dehlendorff et al. 2016).
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Alguns autors han advocat per afavorir I'is dels antihistaminics de baix volum de
distribucié com la cetirizina, ja que a banda d’estalviar el metabolisme hepatic mostra una
baixa penetracié al cor o el cervell, disminuint la possibilitat d’efectes secundaris en
aquests organs (Tillement 2000). Els parametres més rellevants es troben recollits a la

Taula 5.

MW CLOgP lOgD7,4 pKa (acid) pKa (basic) HBA HBD TPSA R5 VD
Acrivastina* 348 1,7 -0,11 3,68 8,63 4 1 53,43 Si 0,64
Carebastina* 500 3,6 2,38 N/D N/D 1 5 66,8 Si 2,3
Cetirizina* 389 0,9 -1,45 3,6 7,79 5 1 53,01 Si 0,4
Clemastina 344 49 2,66 N/D 9,55 2 0 12,47  Si 3,8
Ciproheptadina 287 4,3 4,27 N/D 8,05 1 0 3,24 Si N/D
Desloratadina 311 4,0 0,84 N/D 9,73 2 1 24,9 Si 49
Ebastina 470 7,0 5,95 16,45 8,43 3 0 29,54 No >100
Fexofenadina* 502 2,9 1,23 4,04 9,01 5 3 81 No 5,6
Ketotifén 309 3,4 0,44 12,3 7,15 2 0 20,31 Si 56
Loratadina 383 4,6 3,9 N/D 4,33 2 0 42,43  Si 120
Rupatadina 416 54 4,19 N/D 7,19 3 0 29,02 No 143
Terfenadina 472 6,5 3,6 13,2 9,02 3 2 43,7 No 2,5

Taula 5. Propietats fisicoquimiques i farmacologiques dels antihistaminics més
rellevants per a aquest treball. En cursiva, metabolits d’altres
antihistaminics.*compostos zwitterionics; en negreta, CADs; MW: pes molecular en Da;
logD7.4: logD a pH 7,4; HBA: nimero d’acceptors d’enllagos d’hidrogen; HBD: nimero de
donadors d’enllacos d’hidrogen; TPSA: area topologica de la superficie polar en Az R5:
compliment de la regla del 5 de Lipinski; Vp: volum de distribucié en L/kg. Totes les dades
excepte el logD i Vp s’han extret de la base de dades Drugbank (www.drugbank.ca), i s’han
considerat els valors de logP calculats per Chemaxon, ateses les poques dades
experimentals disponibles. Els valors de logD;4+ s’han obtingut de la base de dades
ChEMBL, i els de Vp de diverses revisions (Tillement 2000; Torneke, Ingvast-Larsson et al.
2003; del Cuvillo, Mullol et al. 2006).
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2. Objectius
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La LMA és, malgrat els avencos, una malaltia de mal pronostic, i existeix la necessitat
clinica de noves terapies capaces de millorar els tractaments actuals. Per abordar el
problema amb noves solucions, abans de l'inici d’aquesta tesi doctoral es va realitzar un
cribratge in silico cercant farmacs que revertissin una signatura genica relacionada amb la
transformacio, com a estratégia per afectar mecanismes generals de supervivéncia de les
cél-lules tumorals. A través d’aquest cribratge es va identificar un antihistaminic i es va
validar el seu efecte en linies cel-lulars de LMA. En base a aquestes observacions es va
construir la hipotesi que els antihistaminics podrien esdevenir tractaments potencials per
a la LMA i que el receptor HRH1, associat a la seva acci6 antihistaminica, podria ser

rellevant per a les cel-lules leucémiques.
L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat determinar la rellevancia per a la LMA
del receptor HRH1 i l'accié dels seus antagonistes. Per a la consecuci6 de l'objectiu

principal es van proposar els seglients objectius especifics:

1. Estudi de I'expressié del receptor HRH1 en LMA i de la seva rellevancia

patofisiologica.

2. Estudi preclinic del potencial dels antihistaminics per a la LMA

3. Estudi dels mecanismes d’acci6 dels antihistaminics associats a la seva acci6

antileucemica.
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3.1. Materials

3.1.1 Linies i cultius cel-lulars

Totes les cel-lules humanes emprades en el present treball van ser cultivades a 37°C i al
5% de CO; en medi suplementat amb 5-10% de serum fetal bovi (FBS) (Biowest), 2 mM de
L-glutamina (Gibco) i 1mM d’aminoacids no essencials de MEM (Biowest). Les linies
cel-lulars de neoplasies hematologiques (HL-60, KG-1, MonoMac-1, THP-1, Jurkat, RPMI-
8402, CEM-CCRF, K562, Ramos, HBL-2, GRANTA-519, L-363, MDS-L, U-266, JJN-3 i
RPMIB226), es van cultivar en medi RPMI1641 (Biowest). Les linies cel-lulars HEK-293 i
HS-5 es van cultivar en medi DMEM (Biowest). La informacié principal d’aquestes linies es

troba recollida a la Taula 6.

Linia cel-lular | Patologia Procedeéncia Referencia
Gallagher, Collins et al. 1979;
HL-60 DSMZ Dalton, Ahearn et al. 1988
KG-1 DSMZ Koeffler i Golde 1978
MonoMac-1 LMA DSMZ Steube, Teepe et al. 1997
THP-1 DSMZ Tsuchiya, Kobayashi et al. 1982
C Cornet-Masana, Moreno-
HL-60 Ara-CR Produccié propia Martinez et al. 2016
CCHMC .
MDSL SMD (Dr Starczynowski) Rhyasen, Wunderlich et al. 2014
K562 LMC Lozzio i Lozzio 1975
Limfoma de IDIBAPS L
Ramos (RA1) Burkitt (Dra. Colomer) Benjamin, Magrath et al. 1982
HBL-2 LCM Abe, Nozawa et al. 1988
GRANTA-519 IDIBAPS (Dr. Subero) Jadayel, Lukas et al. 1997
Jurkat Weiss, Wiskocil et al. 1984
IMIM
RPMI-8402 LLA-T (Dra. Bigas) Huang CC 1974
CCRF-CEM Foley, Lazarus et al. 1965
L-363 LCp Hospital 12 de Diehl 1978
JJN-3 Octubre Jackson, Lowe et al. 1989
RPMI8226 (Dr. Martinez-Lopez) Matsuoka Y 1967
Mieloma M
U266 Nilsson, Bennich et al. 1970
Epiteli de
HEK293T rony6 ATCC DuBridge, Tang et al. 1987
embrionari
HS-5 Estroma ATCC Roecklein i Torok-Storb 1995
de MO

Taula 6. Informaci6 de les linies cel-lulars. LMA, leucémia mieloide aguda; LMC, leucemia
mieloide cronica; LCM, limfoma de cel-lules del mantell; LLA-T, leucémia limfoblastica
aguda T; LCP, leucemia de cél-lules plasmatiques; Mieloma M, mieloma maultiple; MO,
medul-la dssia. IDIBAPS: Institut d’'Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer; IMIM:
Institut Hospital del Mar d’Investigacions Mediques; CCHMC: Cincinnati Children’s Hospital
Medical Center; DSMZ, col-leccié alemanya de microorganismes i cultius cel-lulars.
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3.1.2 Mostres primaries
Les mostres de pacients de LMA, SMD, LMMC, LMC i LLA-B 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-GTiP (C.0002922). El diagnostic i
classificacio6 es va realitzar seguint els criteris de I'OMS (Arber, Orazi et al. 2016). 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 Declaraci6é de Hélsinki. Les
caracteristiques dels pacients es troben resumides als annexos I i II. La mostra de LLA-T va
ser generosament cedida pel grup del Dr. Felipe Présper (CIMA, Universidad de Navarra), i
es tracta d'una mostra de pacient amplificada in vivo en trasplantaments seqiiencials en
ratolins, que constitueix un model propi (Vilas-Zornoza, Agirre et al. 2012). Les mostres de
sang de cordd umbilical i les capes leucocitaries de donants sans van ser obtingudes del
Banc de Sang i Teixits, amb l'aprovacié del comite étic de I'Hospital universitari Vall

d’Hebron.

La sang periférica, sang de cordd umbilical, sang de medul-la 0ssia, o concentrats
leucocitaris provinents de leucaféresis terapéutiques van ser barrejats amb PBS, i es van
aillar les cél-lules mononucleades (MNC) per centrifugacié en gradient de Ficoll (Ficoll-
Paque, GE Healthcare). En les mostres de sang de cordé umbilical, es va dur a terme una
depleci6 de llinatge en columna mitjancada per anticossos emprant el Lineage cell
Depletion kit (Miltenyi Biotec) i els estudis es van realitzar amb la fracci6é negativa (Lin-),

enriquida en la poblaci6 primitiva.

Per al cultiu de cel-lules de mostres primaries de LMA i LMMC es va emprar el medi IMDM
(Biowest) suplementat amb el 3% de FBS, 2mM L-glutamina (Gibco), 1mM aminoacids no
essencials de MEM (Biowest), 100 U/mL penicil-lina (Biowest), 100pg/mL estreptomicina
(Biowest), 1mM piruvat sodic (Gibco), 20% de BIT9500 (Stem Cell Technologies), 5ng/ml
IL-3 (PeproTech) i 5x105 M 2-mercaptoetanol (BME, Sigma-Aldrich). Per al cultiu de
cél-lules de mostres primaries de LLA-T i LLA-B es va emprar el medi IMDM suplementat
amb 2 mM L-glutamina, ImM aminoacids no essencials de MEM, 100 U/mL penicil-lina
(Biowest), 100pg/mL estreptomicina (Biowest), 50 ng/ml IL-2 (PeproTech), 20 ng/ml IL-
3, 20 ng/ml IL-7 (PeproTech), 50 ng/ml SCF (PeproTech), 20 ng/ml FLT3L (PeproTech) i
5x10-5 M BME. Per al cultiu de cél-lules de mostres de sang de cordd umbilical es va
emprar el medi IMDM suplementat amb 1% de BSA (Sigma-Aldrich), 1mM aminoacids no
essencials de MEM (Biowest), 1mM piruvat sodic (Gibco), 100 U/mL penicil-lina
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(Biowest), 100ug/mL estreptomicina (Biowest), 20 ng/ml TPO (PeproTech), 100ng/ml
FLT3L (PeproTech), 100ng/ml SCF (PeproTech) i 5x10-5 M BME (Sigma-Aldrich).

3.1.3 Compostos

Tots els compostos emprats al present estudi es van resuspendre en H,0 (Thermo Fischer
Scientific), DMSO (Sigma-Aldrich) o etanol (VWR), seguint les instruccions del proveidor, i
es van conservar a -80°C a una concentraci6 d’entre 51 100 mM segons les caracteristiques

de solubilitat de cada compost (Taula 7).

Nom Abr. | Proc. Accid Refereéncia Num. CAS Solv.

Histamina Mitsuhashi i
(dihidroclorur) H, Ha Toc Ag. HRH1-4 Payan 1992 >6-92-8 Hz0

Cohen,
Hamilton et
Ac, al. 1985;
Acti SCBT Ant. HRH1 Balker,
Wieland et al.
2000

Acrivastina 87848-99-5 | DMSO

Hartmann,
Magnussen et
al. 1981;

Clemastina cl, Dorsch,
(fumarat) Clema SCBT Ant. HRH1 Reimann et al.
1982; Nair i
Schwartz
1983

14976-57-9 Hz0

Snowman i
Snyder 1990;
Toc Ant. HRH1 Bakker, 83881-52-1 H,0
Wieland et al.

2000

Cetirizina Ce,
(dihidroclorur) | Ceti

Tokunaga,
SCBT Ant. HRH1 Takeda et al. 969-33-5 H-0
2007

Ciproheptadina | Cy,
(hidroclorur) | Cypro

Ketotifen Ke, Martin i
(fumarat) | Keto | SCBT | ANCHRHL | porer1g7g | 34580-14-8 | 10

Bernstein,
Schoenwetter
etal. 1997;
Fexofenadina | Fe, | copp | ppe ypyp | SIMOBST ) 459449 40.6 | DMSO
(hidroclorur) | Fexo ' Simons 1997;
Bakker,
Wieland et al.

2000
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Loratadina

Lo,
Lora

Toc

Ant. HRH1

Ahn i Barnett
1986;
Kreutner,
Chapman et
al. 1987;
Bakker,
Wieland et al.
2000

79794-75-5

DMSO

Rupatadina
(fumarat)

Ru,
Rupa

SCBT

Ant. HRH1

Merlos, Giral
etal. 1997

182349-12-8

DMSO

Terfenadina

Te,
Terfe

Toc

Ant. HRH1

Huther,
Renftle et al.
1977;
Woodward i
Munro 1982;
Bakker,
Wieland et al.
2000

50679-08-8

DMSO

Ebastina

Eb,
Ebas

SCBT

Ant. HRH1

Roberts 1996;
Bakker,
Wieland et al.
2000

90729-43-4

DMSO

Ranitidina
(hidroclorur)

Ra

Toc

Ant. HRH2

Bradshaw,
Brittain et al.
1979; Peden,
Saunders et

al. 1979; Smit,

Leurs et al.

1996

66357-59-3

H:0

Cimetidina

Ci

SCBT

Ant. HRH2

Brimblecomb
e, Duncan et
al. 1975; Smit,
Leurs et al.
1996

51481-61-9

DMSO

Famotidina

Fa

SCBT

Ant. HRH2

Takagi,
Takeda et al.
1982

76824-35-6

DMSO

JNJ-5207852
(dihidroclorur)

]2

Toc

Ant. HRH3

Barbier,
Berridge et al.
2004; Le,
Gruner et al.
2008

398473-34-2

H20

JNJ-7777120

JO

Sell

Ant. HRH4

Jablonowski,
Grice et al.
2003;
Thurmond,
Desai et al.
2004

459168-41-3

DMSO

JNJ-10191584
(maleat)

J4

SA

Ant. HRH4

Terzioglu, van
Rijn et al.
2004)

869497-75-6

DMSO
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Citosina B-D-

arabinofura- | Ara-C SA Antileucemic Matsuoka Y 147-94-4 H-0
.. 1967
-nosid
. . Wessler,
Ac(e;giﬁlr‘)“a ACh | SCBT Agl'{pR?\’;[" Kirkpatrick et |  60-31-1 H.0
al. 1999
Gwilt,
Arrowsmith
etal. 1991;
Dofetiida | Dofe | SA | Blog.hERG | CUMeIet | 115256116 | DMSO
Finlayson,
Pennington et
al. 2001
Traebert,
Lumefantrina | Lume SA Blog. hERG Dumotier et | 82186-77-4 | DMSO
al. 2004)
Buckley,
Metoctramina Bonner etal.
) Meth | SCBT | Ant. CHRM2 | 1989; Dorje, | 104807-46-7 | H:0
(hidrat)
Wess et al.
1991
Hammer,
Berrie et al.
Pirenzepina . 1980; e
(dihidroclorur) Pire SCBT | Ant.CHRM1 Daeffler, 29868-97-1 H-0
Schmidlin et
al. 1999
. s Bolden,
Biperidén | po | gepr | ANEPANT | o cocketal, | 1235-82-1 | Ha0
(clorur) CHRM
1992
[pratropi Ant. pan- Hirose, Aoki oL
(bromur) | Pra | Toc CHRM etal. 2001 | 22204246 | H0
Serotonina Feniuk,
. SHT SA Ag. HTR Humphrey et 153-98-0 H:0
(hidroclorur)
al. 1985
5- carboxamido Feniuk,
triptamina 5CT Toc Ag. HTR1 Humphrey et | 74885-09-9 H0
(maleat) al. 1985
Glennon,
NAN-190 NAN- 1 o p Ant. HTR1A | Naimanetal. | 115338-32-4 | H30
(hidrobromur) | 190
1988
Arborelius,
S()-UH-301 1 UH- | gopp | Ane HTR1A | Hooketal | 127126-22-1| Hz0
(hidroclorur) | 301
1994
Acid 2- Martin,
. C OHOA SA Act. SMS Liebisch etal. | 56472-29-8 | DMSO
hidroxioleic
2013
Agoston, Orsi
etal. 2003;
a-tocoferol Toco SA Capt.ad,OI.‘ROS Marenchino, | 10191-41-0 | EtOH
lipidic
Alpstag et al.
2004
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Minochai

Etoposid VP-16 | SCBT Inh. Topoll Long 1984 33419-42-0 | DMSO
Bowman,
Bafilomicina Baf Toc Inh. V-ATPasa | Siebersetal. | 88899-55-2 | DMSO
1988
LY294002 Soule HD
(hidroclorur) LY SA Inh. PI3K 1973 934389-88-5 | DMSO
Brown,
Rapamicina Rapa SA Inh. mTOR Albersetal. | 53123-88-9 | DMSO
1994
de Duve, de
Barsy et al.
1974;
. . \ Djehiche,
Cloroquina Chl Enzo | Lisosomotrop 54-05-7 H0
Segalen et al.
1996; Suzuki,
Nakagawa et
al. 2002
Cherednichen
Rotenona Rote Toc Inh. CTEM | ko, Zima et al. 83-79-4 DMSO
2004
Pimetixe . Ant. HRH1, Engelhardt el
(maleat) Pime | SCBT Ant. HTR 1975 13187-06-9 | DMSO
Nordoxepina Hameroff,
. P Nor SCBT TCA Cork et al. 2887-91-4 | DMSO
(hidroclorur)
1982
Pizotifén . Ant. 5-HT2A, Speight i 11,
(malat) Pizo SCBT 5-HT2C Avery 1972 5189-11-7 | DMSO
Newman,
3-CPMT CPMT | Toc Inh. DRI Allen et al. 14008-79-8 | DMSO
1994
Compostos
. - Chem - - - DMSO
cribratge

Taula 7. Relaci6 de compostos emprats. Solv., solvent; SCBT, Santa Cruz Biotechnology;
SA, Sigma-Aldrich; Toc, Tocris; Enzo, Enzo Life Sciences; Chem, Chembridge; Sell,
Selleckchem. Ag, agonista; Ant, antagonista o agonista invers; Inh, inhibidor; Bloq.,
bloquejador, Act, activador. CHRM, receptor muscarinic d’acetilcolina; SMS, esfingomielina
sintasa; CTEM, cadena transportadora d’electrons mitocondrial; TCA, antidepressiu
triciclic; DRI, inhibidor de la recaptacié de dopamina.
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3.1.4. Anticossos acoblats a fluorofor
Els anticossos acoblats a fluorofor emprats per a citometria de flux es troben recollits a la

Taula 8.

Anticos Clon Proveidor Fluorocrom
CD2 RPA-2.10 BD FITC
CD3 HIT3a BD APC
CD4 RPA-T4 BD FITC
CD8 HIT8a BD PE

CD11b/Mac-1| ICRF44 BD PE
CD11c B-ly6 BD APC
CD13 WM15 BD PE
CD13 WM15 |AB D serotec Alexa647
CD14 M5E2 BD FITC
CD15 HI98 BD APC
CD19 SJ25C1 BD FITC
CD33 WM53 | AB D serotec Alexa 488
CD33 HIM3-4 BD FITC, PE
CD34 581 BD APC,PE
CD38 HIT2 BD FITC, PE
CD41a HIP8 BD FITC
CD45 HI30 BD FITC, PE, APC, V450
CD56 B159 BD PE

Taula 8. Informacio dels anticossos de marcadors humans

3.2. Métodes

3.2.1. Generalitats i estadistica

Tots els experiments de citometria de flux de la present tesi s’han realitzat amb el
citometre FACSCantoll (Becton Dickinson) i els resultats han estat analitzats en tots els
casos amb el software Flow]o (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 tincié per corregir

els spillover de fluorescéncia entre ells. Els tests estadistics s’han realitzat amb el
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programa GraphPad Prism® 6.01 (GraphPad software). Per als experiments en linies
cel-lulars s’ha assumit distribucié gaussiana i s’han realitzat proves t de Student no
aparellades bilaterals amb un nivell de confianca del 95%. En algun cas (experiments de
proliferacid) s’han realitzat tests ANOVA de mesures repetides de dos factors. Per a la
comparaci6 de grups en mostres primaries no es va assumir distribuci6é gaussiana i es van
realitzar tests no parameétrics de Mann-Whitney no aparellats bilaterals amb un nivell de
confianca del 95%. Totes les barres d’error mostrades als grafics de barres d’aquest treball
corresponen a l'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,
representant per tant la certesa relativa sobre aquell valor. S’han considerat
estadisticament significatius valors de p<0,05, i s’ha emprat la segiient nomenclatura de

significacio: *o # p<0.05; ** o ## p<0.01; *** o ### p<0.001; **** o #### p<0.0001.

3.2.2. Comptatge cel-lular i viabilitat

El comptatge de cel-lules vives per a la preparaci6 d’experiments es va efectuar en un
hemocitometre (cambra de Neubauer, VWR) amb tincié de blau tripan (Sigma-Aldrich) per
a la discriminacié de viabilitat. En els experiments de citometria de flux, els analisis es van
realitzar dins la poblaci6 de cel-lules vives identificades com a negatives per a 7-AAD
(eBioscience) i amb un patré correcte de tincié positiva per Hoechst33342 (Sigma-
Aldrich), per detectar particules amb nucli i descartar les cél-lules fusionades. Aixi mateix,
es va comprovar el perfil de FSC-SSC. En alguns casos i per motius de solapament amb

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

3.2.3. Analisis d’expressi6 de proteines en superficie

3.2.3.1 Analisi d’expressio de HRH1 en superficie

Per a I'analisi de I'expressi6 del receptor HRH1 a la membrana per citometria de flux es
varen realitzar sobre les cél-lules tres tincions seqiiencials: 1. Anticos de conill anti-HRH1
huma (ABIN1530769, Antibodies Online) 2. Anticos secundari P-phycoerythrin goat anti-
rabbit IgG (H+L) (Life technologies) i 3. Marcadors especifics de poblacions i marcadors de
viabilitat, amb rentats després de cada tincié6 amb el tamp6 PEF (PBS 1x + 0,5mM EDTA +
3 % FBS). Després de I'adquisicié citometrica de les cel-lules, es va analitzar dins les
cél-lules vives segons el cas el percentatge de cel-lules que expressaven HRH1 i segons el
cas la mitjana d’intensitat de la fluorescéncia (MFI). En les mostres primaries es va
realitzar I'analisi dins de diverses poblacions, discriminades en base a tincié per CD3,

CD13, CD19, CD34 o CD45 entre d’altres. Per a la seleccié de blasts en mostres primaries

92



de neoplasies hematologiques es van realitzar blast gates, que permeten la identificacié en

base a CD45dim j SSCint (Lacombe, Durrieu et al. 1997).

3.2.3.2. Analisi de diferenciaciéo mieloide

Per analitzar els efectes sobre la diferenciacié de cel-lules leucemiques, es va analitzar
I'expressio en superficie dels marcadors de diferenciacié terminal mieloide CD11b, CD11c
i CD14. Es van cultivar 2x105 cél-lules/mL i es van tractar amb els compostos a la
concentraci6 indicada durant 72h. Les cél-lules es van tenyir amb anticossos especifics per
als suara mencionats marcadors i amb marcadors de viabilitat, i es van adquirir per
citometria de flux. Es va analitzar el percentatge de cél-lules amb expressi6 dels marcadors

dins la poblacié de cél-lules vives.

3.2.4. Microscopia de fluorescéncia

3.2.4.1. Analisi de I'expressio de HRH1 per microscopia de fluorescéncia

Per analitzar el patré d’expressi6 en membrana de HRH1 es va realitzar un assaig
d'immunofluorescéncia. Amb aquest objectiu, un total de 3x105 cel-lules van ser adherides
a cobreobjectes previament tractats 2 hores a 37°C amb 50 pg/ml poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich). Les cél-lules van ser aleshores fixades amb formaldehid (FA) al 2% (Sigma-
Aldrich) i rentades amb serum sali tamponat amb Tris (TBS), i es van bloquejar amb
10pg/ml y-globulina (Sigma-Aldrich) diluit en tamp6 TNB (1 M Tris- HCI pH 7,4, 0,15 M
NaCl, 2% BSA). Posteriorment, es van tenyir amb I'anticos del receptor HRH1
(ABIN1530769, Antibodies Online), que es va incubar 30 minuts a temperatura ambient.
Es va emprar un anticds secundari Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Life
Technologies) i es va realitzar la tincié de nuclis amb Hoechst33342. Per al muntatge es va
usar Mowiol 4-88 (VWR) amb el quencher Dabco (1,4-diazabicyclo-2.2.2-octane) (Sigma-
Aldrich). Les imatges es van adquirir amb un microscopi de fluorescencia Olympus IX51
amb un objectiu Plan 60x amb obertura numerica 1,3 i es van analitzar amb el software

Fiji (Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012).

3.2.4.2. Analisi del compartiment lisosomal mitjancant LysoTracker

Per a I'estudi microscopic 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. Aixd permet que aquestes sondes
creuin membranes amb facilitat i es localitzin amb alta selectivitat a organuls acids en
cél-lules vives. Per a l'analisi microscopic, es van tractar 200.000 cel-lules de linies

cel-lulars de LMA per condicié amb els compostos indicats a 18h o 48h, es van rentar amb
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medi complet i es van incubar 1h amb 100 nM LysoTracker Deep Red i Hoechst33342 a
37°C. Es va realitzar un segon rentat amb medi i es van adherir a cobreobjectes
compartimentats de 8 pous p-Slide (Ibidi) previament tractats amb 50 pg/ml poli-L-lisina
abans de l'observaci6é microscopica. Les cel-lules es van observar en viu, i al llarg de tots
els passos es van mantenir les condicions optimes per a la viabilitat de les cel-lules,
incloent el manteniment a la cambra microscopica de 37°C i CO2 5%. Es va emprar un
microscopi confocal Zeiss LSM880 amb un objectiu plan apocromatic 63x amb obertura

numerica 1,4.

3.2.4.3. Analisi de la fragmentacié nuclear
Per estudiar els canvis morfologics als nucli relacionats amb la mort cel-lular, es va

estudiar la tinci6 amb Hoechst44432 als mateixos experiments que a I'apartat 3.2.4.2.

3.2.4.4. Analisi de la permeabilitzacié de la membrana lisosomal mitjancant la
deteccié de galectina-1

Per analitzar si es produia en certes condicions una permeabilitzaci6 de la membrana
lisosomal, es van tractar 100.000 cél-lules per condicié amb els compostos indicats als
temps indicats i es van adherir a cobreobjectes préviament tractats amb poli-L-lisina, com
s’ha descrit a I'apartat 3.2.4.1. Es van fixar les cel-lules amb 100% metanol fred (5’), es van
rentar amb PBS i es van permeabilitzar amb el detergent Triton-X100 al 0,2% (10°). Es va
realitzar un bloqueig amb 10pg/ml y-globulina diluit en tampé TNB i es va incubar la
preparacié amb un anticds per a la galectina-1 (ab25138, Abcam) 18h a 4°C. Es va emprar
un anticos secundari Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Life Technologies) i es va
realitzar la tincié de nuclis amb Hoechst33342. Per al muntatge es va usar Mowiol 4-88
(VWR) amb el quencher Dabco (1,4-diazabiciclo-2.2.2-octa) (Sigma-Aldrich). Les imatges
es van adquirir amb un microscopi confocal Zeiss LSM880 amb un objectiu plan
apocromatic 63x amb obertura numerica 1,4 i es van analitzar amb el software Fiji
(Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012). Es va analitzar el percentatge de cel-lules amb

punts de galectina, comptant-ne un minim de 20 per condicio.

3.2.5. Analisi de I'’expressio de gens per PCR semi-quantitativa

Per analitzar 'expressié de gens a nivell de RNA, 'RNA total de cel-lules en les condicions
d’interés es va aillar fent as del Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek) seguint les
indicacions del proveidor i es va retrotranscriure a cDNA mitjancant el gScript ¢cDNA

Synthesis Kit (Quanta Biosciences), que usa encebadors hexamers a I'atzar.
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A partir d’aquest cDNA, es van realitzar PCRs semi-quantitatives amb Power SYBR Green
PCR mastermix (Applied Biosystems) i encebadors dissenyats per a la deteccid dels gens
corresponents, seguint les indicacions del proveidor. La reaccié es va dur a terme al
termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) i es va valorar
I'expressié de gens només quan s’observaven perfils de melting curve correctes i Cts<35.

Els encebadors emprats es troben recollits a la Taula 9

Per a l'analisi dels resultats, realitzat amb el software propi de Step One Plus Real-Time
PCR System, es van extreure els cicles llindar (treshold cycle, Ct) i es van sostreure els
valors del gen de referéncia GUSB (f-glucoronidasa) als obtinguts amb la resta
d’encebadors (ACt). A continuacio, es van sostreure els Cts de la condici6 control als de les

altres condicions (AACt) i es va calcular el fold change com a FC=2- 2Ac,

Gen amplificat Seqiiéncia Sentit

GUSB AAACGATTGCAGGGTTTCAC | Forward
(B-glucoronidasa) | cAGTCATGAAATCGGCAAAA | Reverse
ATGCACGCCTACTACCCAG | Forward

HDC
CAGTCCATGACGTTCATCTCC |Reverse
HRH1 ATTTTGTTGCATCCCCTCAG | Forward
CACACTGAACCCCCTCATCT | Reverse
HRH2 CCATCCTGCATGACACCAAA | Forward
TCTCCGCTTCCCAGGTTTT Reverse
HRH3 TCGTGCTCATCAGCTACGAC | Forward
AAGCCGTGATGAGGAAGTAC | Reverse
HRH4 GGCTCACTACTGACTATCTG | Forward

CCTTCATCCTTCCAAGACTC | Reverse
BIRCS CACCGCATCTCTACATTCAAGA | Forward
(survivina) | A AGTCTGGCTCGTTCTCAGTG | Reverse

Taula 9. Llistat d’encebadors emprats per a PCR semi-quantitativa
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3.2.6. Clonatge i transduccid de construccions

3.2.6.1. Clonatge al plasmid intermediari pJET1.2

Per al posterior clonatge en altres plasmids, es va introduir al vector pJET1.2 (Fermentas)
HRH1 silvestre amplificat per PCR a partir de DNA genomic de la linia cel-lular HL-60. Els
encebadors emprats per a l'amplificaci6 (Taula 10) contenien overhangs que van permetre
flanquejar el gen HRH1 amb dianes de reconeixement de Xbal i la introducci6 del tag V5 a

I'extrem C-terminal. El resultat es va seqiienciar per Sanger.

5'Xbal - HRH1 GGGTCTAGAATGAGCCTCCCCAATTCC
GGGTCTAGATTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGA-

3' Xbal-V5- HRH1 -TAGGCTTACCGGAGCGAATATGCAG

Taula 10. Encebadors emprats per a I'amplificaci6 de HRH1, introduccié de V5 i
flanqueig amb dianes de Xbal

3.2.6.2. Mutageénesi dirigida

Per obtenir isoformes constitutivament actives de HRH1 es van introduir mutacions
puntuals mitjangant mutagénesi dirigida amb oligonucleotids solapants amb els
encebadors mostrats a la Taula 11 partint de la construccié pJET1.2-HRH1-V5. L’exit de la

mutagénesi es va comprovar per seqiienciacié Sanger.

5’HRH1 1420K | GCCAAACAGTTGGGTTTTAAAATGGCAGCCTTCATC
3’ HRH1 1420K | CGGTTTGTCAACCCAAAATTTTACCGTCGGAAGTAG
5’HRH1 1420S | GCCAAACAGTTGGGTTTTAGTATGGCAGCCTTCATC

3’ HRH1 1420S | CGGTTTGTCAACCCAAAATCATACCGTCGGAAGTAG

Taula 11. Relaci6 d’encebadors emprats per a la mutagenesi dirigida amb
oligonucleotids solapants. En negreta es mostra el cod6 on s’introdueix la mutacio.

3.2.6.3. Clonatge al vector lentiviral pULTRA

Amb l'objectiu d’expressar les formes de HRH1 clonades en cél-lules mieloides es va fer Us
del vector lentiviral de tercera generaci6 pULTRA (Figura 7), que permet I'expressid
bicistronica del gen d’interés i eGFP. El clonatge es va realitzar a partir de les
construccions previes en pJET1.2 de les formes tant mutants com silvestre de HRH1 amb
el tag V5, que es van transferir al plasmid pULTRA mitjancant la digesti6 amb Xbal. En
trobar-se l'insert flanquejat per la mateixa diana de restriccio, va ser necessari comprovar
que s’havia introduit a pULTRA en el sentit adequat, comprovacié que es va efectuar per

sequienciacié Sanger.
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T3_promoter Hiv-1_5_LTR

W13 _reverse_primer truncHIv-1_3_LTR
M13_pUC_rev_primer HIV-1_psi_pack
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pBRIZZ_origin Mol (@200}

Eagl (320)

RRE
ORF frame 1 ORF frame 2
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o
Pacl (1993)

pUltra
3327 bp

ArmpR_promater
f1_origin
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M13_plC_fwd_primer
W13 _forward20_primer
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EBY_rev_primer HM1 5 LTR
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Figura 7. Mapa del plasmid lentiviral pULTRA. Plasmid obtingut pel laboratori de
Malcolm Moore (Addgene; no. 24129).

3.2.6.4. Clonatge al plasmid d’expressio transitoria pEF1

Per a experiments de cotransfeccié amb vectors reporters es va clonar HRH1 i les seves
dues formes mutants a pEF1/V5-HisA (ThermoFisher), un plasmid per a l'expressid
transitoria en cel-lules de mamifer. Aquest clonatge es va efectuar de la mateixa manera

que s’ha exposat per a pULTRA.

3.2.6.5. Clonatge de shRNAs al plasmid pLKO.1

En aquest estudi s’ha intentat el silenciament del gen HRH1 mitjancant short hairpin RNA.
A més, com a control es va emprar un shRNA contra el gen eGFP (préviament clonat per la
Dra. Amaia Etxabe). Els encebadors especifics es van adquirir al RNA interference

consortium (https://www.broadinstitute.org/rnai/trc, Taula 12)

HRH1 shRNA 1 5' pLKO-TCR HRH1 clon TCRN0000009062
HRH1 shRNA 2 5' pLKO-TCR HRH1 clon TCRNO000009065
eGFP shRNA 5' pLKO-TCR eGFP clon TCRN0000072193

Taula 12. Encebadors especifics dels shRNA.
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Aquestes seqiiéncies degudament anellades es van insertar al vector pLKO.1-TCR
(Addgene, Figura 8) seguint les instruccions del proveidor i el resultat es va seqiienciar

per Sanger per comprovar-ne la identitat.

shRNA
Construct

| cppr

'é} B0- hPGK

RRE
f PuroR

pLKO.1 puro $ s
LlL with shRNA construct |

7,091 bp

\._\'\_.‘

A\

b ! F1 ori
p&iv

AmpR

Figura 8. Mapa del plasmid pLKO.1. Plasmid obtingut pel laboratori de David Root
(Addgene; nim de plasmid 10878). El plasmid original té una seqiiéncia de 1,9 kb que
s’allibera després de tallar amb els enzims de restriccido Agel i EcoRI. Els encebadors de
shRNA reemplacen la seqliéncia sobrera.

3.2.6.6. Construccions en pLentiCRISPR.v2

Per aconseguir una disminucié més drastica en I'expressi6 de HRH1 es van adquirir
construccions basades en el plasmid pLentiCRISPR.vZ amb guies de RNA per al tall
mitjancant el sistema CRISPR (sgRNA) especifiques per al gen HRH1. Concretament es van
adquirir a GenScript dues construccions amb guies diferents (ATCTGAGTCCGTTCGAGAGA
i GTACGGCATACAGCACCAGC).

3.2.6.7. Transduccio de vectors lentivirals en cél-lules leucéemiques
7x104 cel-lules HEK293T/mL es van transfectar amb els plasmids d’interés i amb els

plasmids complementaris necessaris per a la generaci6 de virus lentivirals de tercera
generacié (Dull, Zufferey et al. 1998)(Taula 13). La transfecci6 es va realitzar per
liposomes amb el kit JetPei DNA transfection reagent (Polyplus transfection) seguint les
instruccions del proveidor i emprant la proporcié recomanada de plasmids (6:4:4:3

plasmid d’interes : pMDLg/pRRE : pRSV-Rev : pMD2.G).
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Nom Procedéncia Element codificat

pMDLg/pRRE Addgene; nim 12251 Lab. Trono gag, pol
pRSV-Rev Addgene; nim 12253 Lab. Trono Rev
pMD2.G Addgene; nim 12259 Lab. Trono VSV-g (env)

Taula 13. Relaci6 de plasmids complementaris necessaris per a la generaci6 de
lentivirus de tercera generacio.

Es van infectar 5x105 cél-lules mieloides/mL amb el sobrenedant lentiviral filtrat a les 48h
i 72h post-transfeccié. La infeccié es va ajudar amb una centrifugacié en preséncia de 4
ug/ml de bromur d’hexadimetrina (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 1,5h. La detecci6 de
cél-lules transduides es va realitzar en el cas de pULTRA per la preséncia de cel-lules GFP+
per citometria de flux, i en el cas de pLKO.1 i pLentiCRISPR.v2 mitjancant la seleccié amb

puromicina (Sigma-Aldrich).

3.2.6.8. Analisi de la senyalitzacié de HRH1 amb vectors reporters

Per analitzar l'activitat senyalitzadora de les formes silvestre i mutants clonades, es van
emprar vectors reporters basats en luciferasa dependents d’elements de resposta a serum
(SRE) i factor nuclear de cel-lules T activades (NFAT-RE), els dos elements de resposta
majoritaris dels GPCRs acoblats a Gag com HRH1 (Cheng, Garvin et al. 2010). Aquests
vectors reporters (pGL4.33[uc2P/SRE/Hygro] i pGL4.30[uc2P/NFAT-RE/Hygro],
Promega) expressen el gen de luciferasa luc2 (Firefly) de manera condicional a
I'estimulaci6 dels elements de resposta. Es van transfectar 7x104 cel-lules HEK293T/mL
pel sistema jetPei amb vector pGL4 amb element de resposta, les diferents construccions
pEF.1-HRH1 i un plasmid control amb expressié constitutiva del gen de luciferasa Rluc
(Renilla) (pRL-SV40, Addgene) a una proporcié 2:2:1. 48h post-transfeccié es van lisar les
cél-lules i es va analitzar la luminiscencia generada per les dues luciferases seguint les
recomanacions del proveidor, i es va normalitzar la luminiscencia de Firefly respecte la de

Renilla.

3.2.7. Estudis de supervivéncia i proliferacio

3.2.7.1. Citotoxicitat

Per a l'estudi de I'efecte citotoxic dels compostos en linies cel-lulars, es van sembrar en
plaques de 96 pous 2x105 cel-lules/mL (experiments de 72h), 3,5x105 cel-lules/mL
(experiments de 48h) o 5x105 cél-lules/mL (experiments de 24h) i es van tractar a la

concentraci6 indicada de compostos. Al cap del temps adient, es va analitzar la viabilitat
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per comptatge volumeétric tal i com es descriu a I'apartat 3.2.2. En el cas de les mostres
primaries, el procediment va ser similar, sembrant-se pero entre 5-10x105 cél-lules/mL i
distingint les diferents poblacions mitjancant anticossos per a marcadors de diferents
llinatges. Per a la selecci6 de blasts en mostres primaries de neoplasies hematologiques es
van realitzar blast gates, que permeten la identificacié en base a CD45dim j SSCint (Lacombe,
Durrieu et al. 1997). Es van emprar sempre controls de vehicle afegint volums equivalents

de solvent (generalment 1:500).

3.2.7.2. Calcul de concentracions efectives mitjanes (ECso)

El calcul de les ECso (concentracié 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 a 'apartat
3.2.7.1. Els valors d’ECsp es van obtenir mitjancant el software GraphPad Prism (Variable

slope-four parameters).

3.2.7.3. Sinergisme

Per analitzar l'efecte citotoxic de la combinacié de compostos (cotractament) es va
mesurar l'efecte citotoxic de les diferents condicions (veure l'apartat 3.2.7.1) i es va
estudiar la naturalesa de la combinacié mitjancant el calcul dels EOBA (Excess over Bliss
Additivism) (Berenbaum 1981; Roecklein i Torok-Storb 1995) i 'Index de Combinacié (CI,
Combination Index) (Chou i Talalay 1984) obtingut mitjancant el software CompuSyn
(ComboSyn Incorporated).

3.2.7.4. Co-cultiu amb cél-lules d’estroma

Cel-lules de la linia cel-lular estromal HS-5, (2x10> cél-lules/mL), es van tenyir 30 minuts
amb 2,5 uM de la sonda CFSE (Thermo Fischer Scientific) per a la posterior separacié de
poblacions i es van cultivar 24h. Passat aquest temps d’adhesi6 a la placa, es van afegir
cél-lules de linies cel-lulars mieloides en contacte directe (2x105 cel-lules/mL), es van
aplicar els tractaments corresponents i es va analitzar per citometria de flux la viabilitat

cel-lular a les 48h de les cél-lules de LMA (identificades com a CFSE negatives).

3.2.7.5. Assaig de proliferacié amb CFSE

Per a I'analisi de la proliferacié cel-lular de linies cel-lulars, es va emprar el colorant vital
CFSE (CellTrace™ CFSE Cell Proliferation kit, Thermo Fisher), que tenyeix la membrana

cel-lular i la intensitat mitjana del qual baixa a mida que les cél-lules es divideixen i la
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tincio es reparteix en la progenie. Un total de 3x105 cel-lules/mL per condici6 es van tenyir
amb CFSE 2,5 uM 30’ a 37°C i posteriorment es van rentar, resuspendre en medi complet i
sembrar en plaques de 24 pous. Es van afegir els compostos indicats a les concentracions
corresponents i als dies 1, 3, 5 i 7 es va retirar la meitat del medi, es va analitzar la tincid
per CFSE per citometria de flux i es va afegir el mateix volum de medi complet que havia

estat sostret.

3.2.7.6. Analisi del cicle cel-lular

Per estudiar els canvis en el cicle cel-lular induits per certs estimuls, es van cultivar
cél-lules en medi sense FBS durant 24h per aconseguir-ne la sincronitzacié. Les cél-lules
sincronitzades es van tractar 24 h amb els diferents estimuls. Posteriorment, van ser
rentades amb tamp6 fosfat sali (PBS) + 0,5 mM EDTA i fixades amb etanol al 70% fred
durant 18h. Transcorregut aquest temps, es van rentar i tenyir amb Hoechst33342 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 i Jett 1974)
després de descartar doblets. Les cel-lules en fase subGO i superG2/M es van descartar de

I'analisi, i es va recalcular el 100% com la suma de GO/G1,S i G2/M.

3.2.7.7. Analisi 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 antihistaminics. Aquests experiments s’han
realitzat seguint el procediment descrit a I'apartat 3.2.7.1., tractant amb combinacions de
compostos simultania (histamina, acetilcolina, UH301, NAN190, 3MA, Z-VAD-FMK) o
pretractant les cel-lules durant 1h (a-tocoferol, ASM recombinant de Bacillus Cereus). En el
cas de '’ASM recombinant, a més, el pretractament es va realitzar en medi complet amb
HEPES 20mM a pH 5,2 per aconseguir les condicions acides a les quals I'enzim té funcio

lisosomal.

3.2.8. Estudis de mort cel-lular i apoptosi

3.2.8.1. Tinci6 amb annexina V

Per estudiar una de les caracteristiques associades a la mort cel-lular per apoptosi, la
translocaci6 de fosfatidilserina a la cara exterior de la membrana plasmatica, es va emprar
la tincié amb annexina V acoblada a fluorofor (Annexin V-PE apoptosis detection kit, BD),
que es conjuga amb la fosfatidilserina. Es van tractar 3,5x105 cel-lules de linies cel-lulars

de LMA/mL amb els compostos a les concentracions indicades i es van tenyir amb
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annexina V seguint les indicacions del proveidor. Es va afegir, també, la sonda vital 7AAD, i

es van analitzar les tincions per citometria de flux.

3.2.8.2. Analisi de I'activacio de caspases efectores
Per analitzar I'activacié de caspases efectores es va emprar el kit basat en luminiscéncia

CaspaseGlo® 3/7 Assay (Promega). Es van sembrar 4 x 105 cél-lules/mL en plaques de 96
pous adients per a assaigs de luminiscencia (Thermo Fisher) i es van tractar 6, 12 o 24h
amb els compostos indicats (50 pL volum final). Es van afegir 50 pL de CaspaseGlo® 3/7
Assay Substrate reconstituit i es va incubar la barreja 30’ a temperatura ambient. Es va
analitzar la luminiscéncia mitjancant un aparell Synergy HT Multi-Detection Microplate

Reader (BioTek) seguint les indicacions del fabricant.

3.2.9. Estudis d’afectacié mitocondrial i lisosomal

3.2.9.1. Analisi del compartiment lisosomal mitjancant LysoTracker

Per a I'analisi del compartiment lisosomal per citometria de flux, es van tractar cél-lules de
linies cel-lulars de LMA en les condicions indicades als temps indicats, es van rentar amb
HBSS, es van incubar amb 50 nM LysoTracker DeepRed (Thermo Fisher) i Hoechst33342
30’ a 37°C. Les cel-lules es van rentar amb HBSS i es van adquirir per citometria de flux. Es

va analitzar la fluorescencia del canal APC dins la poblacié de cél-lules vives.

3.2.9.2. Analisi del compartiment autofagic mitjancant CYTO-ID

Per a I'analisi del compartiment autofagic per citometria de flux es van tractar cél-lules de
linies cel-lulars de LMA en les condicions indicades als temps indicats, es van rentar amb
PBS i es van incubar 30’ a 37°C amb PBS amb 5% FBS, Hoechst 33342, 7-AAD i CYTO-ID
green fluorescent dye (CYTO-ID ® Autophagy detection kit, Enzo Life Sciences) a una
dilucié 1:4000. La sonda CYTO-ID s’acumula a pre-autofagosomes, autofagosomes i
autolisosomes, perd no als lisosomes, permetent una tinci6 especifica de wvactols
autofagics. Passat aquest temps les cel-lules es van rentar amb PBS i es van adquirir per
citometria de flux, analitzant-se la fluorescéncia del canal FITC dins la poblacié de cél-lules

vives.

3.2.9.3. Analisi d’espécies reactives d’oxigen mitocondrials mitjancant MitoSOX

Per a la deteccié d’espécies reactives d’oxigen mitocondrials (mitROS), es van tractar linies
cel-lulars de LMA amb els compostos a la concentracié indicada als temps indicats i es va
determinar el nivell de superoxids mitocondrials mitjangant el MitoSOX Red Mitochondrial

Superoxide Indicator (Thermo Fischer Scientific). Concretament, les cél-lules es van rentar
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en Hanks Balanced Salt Solution (HBSS), es van incubar amb HBSS+MitoSOX 5
uM+Hoechst-44432 10’ a 37°C i es van rentar de nou amb HBSS abans de ser adquirides

per citometria de flux (canal PE).

3.2.9.4. Analisi 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
fluorescéncia del qual es desactiva de manera proporcional a la perdua del potencial de
membrana mitocondrial. Es van sembrar cél-lules de linies cel-lulars de LMA i es van
tractar amb els compostos indicats 24 o 48h. Passat aquest temps, es va realitzar un rentat
amb PBS i es van tenyir les cél-lules amb rodamina-123 (10uM, Thermo Fisher) 20’ a 37°C.
Es va realitzar un altre rentat amb PBS i se’n va analitzar la fluorescéncia per citometria de

flux (canal FITC).

3.2.10. Assaigs de clonogenicitat

Per a 'estudi de la capacitat d’autorenovacié es van realitzar assaigs de clonogenicitat. Un
total de 1.000 cel-lules de linies cel-lulars de LMA, 1.000 cél-lules lin- de sang de cordd
umbilical o 50.000 cel-lules de mostres primaries de LMA o LMMC es van tractar a la
concentraci6 indicada en el medi corresponent durant 18h. Passat aquest temps, es van
barrejar amb 1 mL de MethoCult H4435 Enriched (Stem Cell Technologies) i es van
sembrar per duplicat en plaques de 24 pous. Les unitats formadores de colonia (CFU) es
van comptar en base a la seva morfologia i cel-lularitat a dia 7 (linies cel-lulars) o dia 14

(mostres primaries de LMA, mostres cordd umbilical).

3.2.11. Estudis in vivo

Tota la recerca amb implicacié6 d’animals d’experimentacié descrita en aquest estudi s’ha
realitzat d’acord amb els procediments aprovats pel corresponent Comité Etic
d’Experimentacié6 Animal (CEEA) de la Universitat de Barcelona, i en compliment d’alld
establert al Reial Decret 53/2013, pel qual s’estableixen les normes basiques aplicables

per a la proteccié dels animals utilitzats en experimentacio i altres finalitats cientifiques.

Per als estudis in vivo s’ha treballat amb ratolins immunodeficients NOD-
scid ILZRgammamu!!  (NOD.Cg-Prkdcscid]12rgmivil/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 eficiéncia (Agliano, Martin-Padura et al.

2008; Sarry, Murphy et al. 2011).
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Els animals es van mantenir en condicions estérils, 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
mieloablacionar amb l'administracié intraperitoneal de 30 mg/kg de busulfan (Sigma-

Aldrich) 24 h abans de la injeccié de cel-lules.

3.2.11.1. Xenotrasplantament amb linies cel-lulars

Es van injectar per via intravenosa 106 cél-lules de la linia cel-lular MonoMac-1 o 3x106
cél-lules de la linia cel-lular KG-1 resuspeses en solucio fisiologica (0,9% NacCl, Sigma-
Aldrich) i es van deixar una setmana sense tractar per permetre 'empelt de les cél-lules
humanes. Passat aquest temps es van administrar dues setmanes en dies alternatius
rupatadina o ebastina 8mg/kg pes per via intraperitoneal. Atesa la baixa solubilitat dels
compostos, es va preparar un estoc en DMSO, que es va diluir 1:10 en serum sali instants
abans de les injeccions. Als ratolins control se’ls va injectar DMSO diluit 1:10 en sérum sali.
El volum total injectat va ser de 10 pl per gram de ratoli. Passades les dues setmanes es
van sacrificar els ratolins per dislocacié cervical i se’'n van extreure tibies i femurs. Les
cél-lules del moll d’aquests ossos es van obtenir per molta en tampé PBS + 0,5 mM EDTA +
0,5% BSA, i les poblacions presents es van analitzar per citometria de flux, identificant les
cél-lules leucemiques mitjancant anticossos de CD45 huma i considerant 'empelt com el
percentatge de cel-lules hCD45+ d’entre totes les cél-lules vives del moll . Per sota del 0,1%
de cel-lules humanes, es va considerar que no s’havia produit empelt i es van descartar els

experiments.

3.2.11.2. Xenotrasplantament amb mostres primaries de leucémia mieloide aguda

Cel-lules mononucleades provinents de leucoaferesis terapeutiques de pacients de LMA es
van deplecionar de cél-lules CD3+ mitjangcant CD3 MicroBeads (Miltenyi Biotec), es van
tractar 18h amb els compostos indicats i es van injectar intravenosament a ratolins
mieloablacionats 24h abans. Es van injectar entre 7 i 19x106 cel-lules per ratoli, segons la
mostra emprada. Els ratolins es van sacrificar per dislocacié cervical al cap de 8-10
setmanes i se’'n van extreure tibies, fémurs, crestes iliaques i melsa. Les cél-lules del moll
d’aquests 0ssos es van obtenir per molta i les de melsa per disgregacié mecanica en tampd

PBS + 0,5 mM EDTA + 0,5% BSA, i les poblacions presents es van analitzar per citometria
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de flux, identificant les cel-lules leucémiques mitjancant anticossos de CD45 huma i
considerant I'empelt com el percentatge de cél-lules hCD45+ d’entre totes les cél-lules
vives del moll . Per sota del 0,1% de cel-lules humanes, es va considerar que no s’havia
produit empelt i es van descartar els experiments. Per als trasplantaments secundaris, es
van injectar en ratolins mieloablacionats nimeros equivalents de ceél-lules humanes
provinents d’experiments primaris (400.000 cél-lules humanes) i es va analitzar I'empelt

com s’ha descrit préviament.

3.2.11.3. Xenotrasplantament amb mostres de cord6 umbilical de donant sa

Cel-lules mononucleades de sang de cordé umbilical lin- (com s’ha descrit a 'apartat 3.1.2)
es van tractar 18h amb els compostos indicats i es van injectar intravenosament a ratolins
mieloablacionats 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 dislocacié cervical al cap de 8-10
setmanes i se’'n van extreure tibies, fémurs, crestes iliaques i melsa. Les cél-lules del moll
d’aquests 0ssos es van obtenir per molta i les de melsa per disgregacié mecanica en tampd
PBS + 0,5 mM EDTA + 0,5% BSA, i 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 cel-lules
vives del moll. Les diferents poblacions (CD3+, CD13+, CD19+, CD34+) es van estudiar dins
la poblacié de cel-lules vives empeltades. Per als trasplantaments secundaris, es van
injectar en ratolins mieloablacionats ndmeros equivalents de cél-lules humanes
provinents d’experiments primaris (0,43-3,2 x106 cél-lules per ratoli) i es va analitzar

I’empelt com s’ha descrit previament.

3.2.12. Western blot

Es van tractar 10x106 cel-lules de linies cel-lulars de LMA o 25-50x10¢ cel-lules de mostres
primaries de LMA (provinents de leucoaféresis terapéutiques, contingut en blasts proper
al 100%) per condici6 durant 18h en medi complet amb els compostos indicats.
Subseqilientment, es van lisar amb el tamp6é RIPA suplementat amb inhibidors de
proteases i fosfatases (1ImM benzamidina, ImM DTT, 1 pg/ml leupeptina, 1pg/ml
aprotinina, 1ImM 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 electroforesi en gel de

poliacrilamida en preséncia d’agents desnaturalitzants i reductors (SDS i f3-
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mercaptoetanol) i es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa de 0,2 pm (BIO-
RAD). Per a la immunodeteccio, es van emprar els anticossos primaris llistats a la Taula 14,
i anticossos secundaris IRDye ®800 CW i IRDye® 680 CW (LI-COR) seguint les indicacions
del sistema d'immunodeteccié Odyssey (LI-COR). Les imatges es van obtenir mitjan¢ant I
Odyssey Infrared Imaging System® (LI-COR). Es va fer servir GAPDH com a referéencia, i les

bandes es van quantificar mitjancant el software Fiji.

Anticos | Clon Casa comercial

LC3 | #2775 | Cell Signaling Technology

GAPDH | 6C5 |Thermo Fischer Scientific

Taula 14. Llistat d’anticossos emprats per a Western Blot.

3.2.13. Analisis bioinformatics

3.2.13.1. Connectivity Maps

Per al cribratge in silico mitjangant Connectivity Maps (Lamb, Crawford et al. 2006) es va
emprar la serie GSE57194 (GSM1376945, GSM1376946, GSM1376951 i GSM1376952)
dipositada al repositori GEO per obtenir una firma genica associada a esdeveniments
primerencs de transformacié mitjancada per MLL-AF9 en cél-lules primaries sanes CD34+.
Es van utilitzar els algorismes del programa DChip (Harvard School of Public Health,
Boston, EEUU) per a la normalitzacié dels arxius originals (.cel) (Schuurkes, Van Nueten et
al. 1985; Ireland i Tyers 1987). Després de l'analisi de les mostres normalitzades al
programa GenePattern (Broad Institute Cancer Program), es van seleccionar les sondes
amb una expressié diferencial d’almenys 2 magnituds i un valor estadistic de p<0.005.
Aquestes sondes es van sotmetre posteriorment a un cribratge in silico a través de la
plataforma Connectivity Maps (Broad Institute Cancer Program; Monachon, Burkard et al.

1972; Millan, Maiofiss et al. 2002).
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3.2.13.2. Heatmaps
Per a I'elaboracié del heatmap representant la citotoxicitat dels antihistaminics en linies

cel-lulars es va emprar el software R (versiéo 3.4.4), representant valors de viabilitat
(colors més foscos indicant menor percentatge de cel-lules vives i per tant major efectes

citotoxics).

3.2.13.3. Clustering i analisi de components principals
Per a l'analisi estadistic de l'agrupacié de farmacs segons les seves propietats

fisicoquimiques, es van seleccionar 9 propietats (cLogP ALOGPS, TPSA, logD, logS, carrega
fisiologica, nimero de donadors d’enllagos d’hidrogen, niimero d’acceptors d’enllagos
d’hidrogen, cLogP Chemaxon, nimero d’atoms de nitrogen i d’oxigen). Amb aquests
parametres i mitjancant el software R (versié 3.4.4) es va realitzar un clustering jerarquic
usant el meétode d’aglomeraci6 completa a la matriu de distancia calculada amb la
distancia manhattan. Les mateixes variables es van aplicar a un analisi de components

principals (PCA).
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4. Resultats
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4.1. Resultats preliminars

Com a primer pas per a cercar compostos candidats per a la LMA es va realitzar un
cribratge in silico amb 1'objectiu d’identificar molecules amb capacitat de revertir una
signatura génica associada a la transformacié leucémica. Ates que les Uiniques alteracions
descrites a dia d’avui amb capacitat d’iniciar la LMA in vivo per si mateixes son els gens de
fusié en MLL, es va obtenir una signatura geénica associada a la transformacié per MLL-
AF9, a partir de perfils publics d’expressid génica tres dies després de transduir cel-lules
de cordé umbilical CD34+ (Abdul-Nabi, Yassin et al. 2010). Un cop obtinguda aquesta
signatura, es van cercar candidats que la revertissin a Connectivity Maps (Lamb, Crawford
et al. 2006) un repositori que recull canvis d’expressié genica induits per compostos
bioactius aprovats per a I'is en humans per la FDA, possibilitant una estrategia de
reposicionament de farmacs. Es van atorgar puntuacions als farmacs (de -1 a 1) segons
induissin canvis més semblants a MLL-AF9 (baixes puntuacions) o més antagonics (altes
puntuacions). Dels 1309 compostos inicials disponibles al repositori, 121 van obtenir una
puntuacio6 >0,5 en la linia de LMA HL-60, 45 dels quals a concentracié igual o menor de 10
uM. Els compostos resultants formaven part de grups farmacologics diversos, que es van
agrupar segons els codis de l'anatomical therapeutic chemical classification system (codis
ATC), observant-se un enriquiment en farmacs per al sistema nervios, cardiovascular i
respiratori, i també antiparasitaris i antiinfectius (Figura 9A). Alguns dels hits obtinguts,
pertanyents a grups especialment enriquits, havien estat previament identificats com a
antileucemics en base a altres metodes de cribratge, com ara I'antiparasitari emetine
(Cornet-Masana, Moreno-Martinez et al. 2016) o 'antagonista de receptors de dopamina
tioridazina (Sachlos, Risueno et al. 2012). La present tesi doctoral arrenca amb I'estudi
d’un dels grups enriquits, el de farmacs del sistema respiratori, que no s’havia observat en
altres cribratges previs al grup de recerca i que estava composat principalment
d’antihistaminics; d’entre els 45 farmacs identificats, 4 tenien activitat antihistaminica, ja
sigui com a acci6 principal o secundaria (terfenadina, ketotifén, dimenhidrinat i pimozida).
Per validar aquests resultats, es van tractar cel-lules de la linia cel-lular HL-60 amb
terfenadina i ketotifén a 10 uM durant 72h, i se’n va analitzar la viabilitat per citometria de
flux, observant-se una mort del 100% amb el tractament amb terfenadina i cap efecte
significatiu amb ketotifén (Figura 9B). Els espectaculars efectes de terfenadina van
permetre validar-lo com a candidat i prosseguir amb I'estudi dels antihistaminics com a

potencials farmacs per al tractament de la LMA
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Figura 9. Agrupacié dels compostos seleccionats al cribratge en funcié dels codis
ATC i validaci6 primaria. A. Representacio6 dels hits segons familia farmacologica. Cada
rodona representa un dels 45 hits i diferents colors corresponen a diferents grups de
primer nivell ATC. B. Viabilitat cel-lular de cel-lules HL-60 després del tractament durant
72h amb vehicle (Cont), terfenadina 10 pM (terfe) o ketotiféen 10 uM (keto). Les barres
representen la mitjana del nimero de cél-lules vives d’un triplicat respecte al control. Les
barres d’error representen el SEM.
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4.2. Estudi del receptor HRH1 en neoplasies hematologiques

Un cop validat I'efecte citotoxic en LMA d'un antihistaminic, la terfenadina, i en paral-lel a
I'estudi dels seus efectes, va resultar d’'interes I'estudi de la diana principal descrita per a
aquests farmacs: el receptor d’histamina 1 o HRH1. Atés que es disposava de les eines per
a l'estudi d’altres neoplasies hematologiques i tenint en compte les similituds entre les
diferents malalties que composen aquest grup de neoplasies, es va ampliar I'estudi de la

LMA a d’altres patologies.

4.2.1. Expressio de HRH1 en linies cel-lulars de neoplasies hematologiques

Com a primer pas, es va realitzar un estudi de I'expressié en superficie de HRH1, en
tractar-se d’'un receptor de membrana. Per citometria de flux es va determinar el
percentatge de cel-lules que expressaven HRH1 en linies de LMA, LMC, SMD, LLA-T, LCM,
limfoma de Burkitt, mieloma multiple i LCP. Els percentatges d’expressi6 variaven molt en
funcié de la linia, amb totes les linies mieloides exceptuant la de SMD expressant
percentatges importants de HRH1 i les linies de neoplasies limfoides a excepcié de la linia

de LCM mostrant nivells molt baixos.

A
Linea % HRH1+ Neoplasia Llinatge
Jurkat 0 LLA-T T
RP MI-8402 0 LLA-T T
MDS -L 0 SMD Mieloide
RP MI-8226 0 Mieloma multiple |g
L-363 0 LCP B
CCRF-CEM | 1 LLA-T T
JJN3 | 2 LCP B
RAMOS Limfoma de Burkitt |B
HL-60 LMA Mieloide
LMC Mieloide
LCM B
LMA Mieloide
LMA Mieloide
LMA Mieloide
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Figura 10. Expressio en superficie de HRH1 en linies cel-lulars de neoplasies
hematologiques. A. Resum del percentatge de cel-lules HRH1-positives en cada linia i
dades de les linies. B. Expressié de HRH1 en linies de llinatge mieloide (groc), limfoide B
(blau) i limfoide T (verd). Cada punt correspon a una linia cel-lular i les barres horitzontals
representen la mitjana.

Per sondejar la possible implicaci6 del receptor en la resistencia a farmacs, es va comparar
el percentatge de cél-lules positives per a HRH1 en la linia cel-lular HL-60 i en una linia
derivada resistent al quimioterapéutic citarabina (Cornet-Masana, Moreno-Martinez et al.
2016). Com es pot observar a la Figura 11, les cél-lules resistents mostren un percentatge
significativament més gran de receptor en membrana, si bé es tracta d'una diferéncia

modesta.
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Figura 11. Un linia HL-60 resistent a citarabina mostra una expressiéo de HRH1 més
alta que HL-60 parental. Expressiéo de HRH1 en superficie determinada per citometria de
flux en HL-60 i una linia derivada resistent a citarabina (HL-60-R). Les barres representen
la mitjana del percentatge de cél-lules positives per HRH1 de triplicats i les barres d’error
el SEM. *P<0.05.

A banda de l'estudi per citometria de flux, es va realitzar un estudi per
immunofluorescencia en linies cel-lulars de LMA, per observar la localitzaci6 i el patré
d’expressié del receptor. En ambdues linies analitzades es va observar un patré de
distribucié de HRH1 en tota la membrana cel-lular, amb la preséncia de punts discrets amb
major concentracié de receptor, indicant la possible preséncia de clusters de receptors

(Figura 12).
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Figura 12. HRH1 s’expressa a la superficie de linies cel-lulars de LMA. Cel-lules HL-60
i KG-1 es van fixar i tenyir amb Hoechst33342 (blau) i HRH1 (verd), i es van adquirir les
imatges amb un microscopi de fluorescencia Olympus IX51 a 600 augments. Es mostren
imatges representatives de camps amplis (esquerra) i amplificacions de zones marcades
amb requadres vermells (tres panells drets).

4.2.2. Expressio de HRH1 en cel-lules hematopoeétiques sanes i neoplasiques

En vista de l'alta expressi6 de HRH1 en linies cel-lulars mieloides, es va procedir a
analitzar-ne l'expressié en cél-lules hematopoétiques sanes i neoplasiques. Com a pas
previ es va realitzar una cerca a la base de dades Bloodspot
(www.servers.bink.ku.dk/bloodspot), que agrupa i permet la visualitzacié6 de dades
publiques d’expressi6 genica en cél-lules hematopoétiques sanes (GSE42519) i de LMA
(GSE13159, GSE15434 , GSE61804 , GSE14468 , TCGA). D'una banda, es van analitzar els
nivells d’expressié a nivell transcripcionals en cél-lules sanes i neoplasiques, observant-se
un patroé de distribucié de I'expressio6 forca semblant en pacients amb diferents alteracions
i diversitat en les cel-lules hematopoetiques sanes, sense constatar-se cap tret destacat
(Figura 13A). Aquestes dades contrasten amb les obtingudes en linies cel-lulars, on si que
es veien diferéncies entre llinatges i estat de maduracid. D’altra banda, es van extreure
dades de supervivéncia en pacients de LMA amb expressié de HRH1 per sobre i per sota
de la mitjana, sense observar-se diferéncies significatives (Figura 13B). Per validar
aquesta observacio, es va realitzar el mateix procediment a la plataforma Leukemia Gene
Atlas (www.leukemia-gene-atlas.org/LGAtlas) amb dades d’una altra série (GSE12417),
obtenint resultats similars (Figura 13C). A més, sondejos superficials en altres plataformes
i modificant I'agrupaci6 segons expressié van mostrar la mateixa informaci6. Aixi, en base
a dades de tercers, no sembla que l'expressio a nivell transcripcional de HRH1 tingui
relacié amb la supervivencia en LMA, i no presenta diferéncies destacables entre subgrups
distints de la patologia. Aquests estudis, perd, no tenen en compte cap altra variable i

tenen un significat relatiu, tot i resultar informatius a tall de resultats preliminars.
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Figura 13. HRH1 s’expressa similarment en diversos tipus de subconjunts
neoplasics i no esta relacionat amb la supervivencia. A. Es van obtenir a Bloodspot
dades d’expressié a nivell transcripcional de HRH1 en cel-lules sanes hematopoétiques en
diferents estadis de desenvolupament i de diversos subtipus de neoplasies
hematologiques, majoritariament LMA. Es van extreure dades de supervivéncia de
pacients amb expressié per sobre i per sota de la mitjana de HRH1, i es van construir
grafics de Kaplan-Meier a B. Bloodspot i C. Leukemia Gene Atlas. D. Taula amb les dades
dels pacients inclosos als analisis. FAB: classificacié French-American-English.

Quant a I'expressid a nivell de proteina en superficie, es va estudiar la preséncia de HRH1
en un ampli ventall de tipus cel-lulars per citometria de flux. Per a I'estudi en cél-lules
sanes, es van aillar MNCs de capes leucocitaries de donants sans i es va analitzar
I'expressi6o de HRH1 en cel-lules hematopoétiques nucleades (CD45+) i plaquetes (CD45-
/CD41a+). De la mateixa manera, es va determinar l'expressié del receptor en les
subpoblacions hematopoetiques CD11c+, CD14+, CD15+ i CD33+ (diversos tipus
mieloides), CD19+ (limfocits B), CD3+ (limfocits T) i CD2+/CD56+ (cel-lules NK). Els
resultats van variar drasticament segons els tipus cel-lulars estudiats, amb una expressié
nul-la en limfocits T, baixa en plaquetes, limfocits B i cél-lules NK, i en general alta en
cél-lules de llinatge mieloide (Figura 14A). A banda de I'expressio en cél-lules de capes
leucocitaries representades, l'analisi de ceél-lules lin- CD34+ de sang de dos cordons
umbilicals va constatar expressié en superficie en <1% de cel-lules. Aquests resultats
mostren similituds amb els obtinguts en linies cel-lulars neoplasiques; en ambdds casos
I'expressi6 de HRH1 era majoritaria en llinatge mieloide, minoritaria en llinatge B i

inexistent en llinatge T.

Per a I'estudi de cél-lules de mostres primaries de neoplasies mieloides es va analitzar el
percentatge de cel-lules que expressaven HRH1 en poblacions blastiques seleccionades en
base a I'expressio de CD45 i el perfil de SSC per citometria de flux (Lacombe, Durrieu et al.
1997)(dades obtingudes en col-laboracié amb tots els membres del laboratori, en especial
Antonia Banus). Tant les mostres de LMC com de LMMC presenten un percentatge
d’expressio alt i homogeni, mentre que en el cas de les SMD i les LMA I'expressi6 és molt
heterogenia, amb un rang del 0 al 100% d’expressié (Figura 14A). Per intentar
disseccionar aquesta heterogeneitat, es van agrupar les mostres de LMA i SMD segons
diferents parametres. Atés el baix nombre de mostres i la manca de dades cliniques
associades a algunes d’elles es va decidir agrupar les SMDs segons el subtipus de malaltia
establert per 'OMS i el risc associat (Greenberg, Tuechler et al. 2012; Arber, Orazi et al.
2016) i les LMAs Gnicament segons el grup de risc (Dohner, Estey et al. 2017). Pel que fa a
les SMDs, i amb la prudencia que el nombre baix de mostres exigeix, s’observa

heterogeneitat en I'expressi6 dins dels subgrups, si bé les SMDs amb displasia multilinia i
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sideroblasts en anell mostren un percentatge més baix que la resta de grups, i les SMDs
amb excés de blasts-1 un percentatge més alt de la mitjana (Figura 14D). Quant al risc, no
s’observa cap patré concret amb les mostres estudiades. En el cas de les LMA, s’observa un
percentatge significativament més alt d’expressid en les mostres dels pacients de risc baix,
respecte als de risc intermedi i alt, si bé el baix nimero de mostres n'impedeix extreure
conclusions prou solides (Figura 14C). En vista que les cél-lules mieloides sanes ja
expressen HRH1, la seva preséncia en neoplasies mieloides podria ser sols una
manifestacid del seu llinatge d’origen, que tindria tendéncia a perdre’s en cél-lules amb un
bloqueig de la diferenciacié6 més important. Aixd explicaria els alts i homogenis nivells en
CML i CMML, molt semblants als de les cél-lules CD14+ sanes, i els nivells heterogenis en
SMD i LMA, patologies que contenen casos amb diferents estats de diferenciacid. La relacio
entre una diferenciaci6 pobra i el risc alt podrien, a la llum d’aquesta hipotesi, explicar la
disminucié de HRH1 amb I'increment del risc que s’ha observat. Es tracta, pero de simples

conjectures que seran discutides més endavant.
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Figura 14. Expressio de HRH1 en superficie en cél-lules hematopoeétiques sanes i
neoplasiques. L'expressi6 de HRH1 es va analitzar a la superficie cel-lular mitjancant
citometria de flux. Es mostra el percentatge de cél-lules HRH1 positives en cada grup. Les
caixes i els bigotis han estat creats seguint el métode de Tukey, amb la barra central
representant la mediana. A. L’expressié de HRH1 es va analitzar en subgrups de cel-lules
sanes (gris) per triplicat en cél-lules d’entre 1 i 4 capes leucocitaries. L'expressio de HRH1
en neoplasies hematologiques (taronja-vermell) es va obtenir per duplicat o triplicat en
mostres de leucémia mielomonocitica cronica (LMMC, n=18), leucémia mieloide cronica
(LMC, n=4), sindromes mielodisplasiques (SMD, n=45) i leucémia mieloide aguda (LMA,
n=40). B. Dades d’expressi6 de HRH1 en LMA agrupades segons el risc tal i com 'estableix
I'OMS: baix (verd, n=5), intermedi (taronja, n=16) i alt (vermell, n=14). C. Dades
d’expressi6 de HRH1 en SMD agrupades segons els grups de risc establerts per I'OMS: molt
baix (n=9), baix (n=19), intermedi (n=5), alt (n=4), molt alt (n=5). També s’ha afegit per a
la comparativa el grup de LMA amb canvis en relacié6 amb mielodisplasia (LMA CRM, n=5).
D. Dades d’expressié de HRH1 en SMD agrupades segons els subtipus establerts per 'OMS:
SMD amb displasia multilinia i sideroblasts en anell (DM-SA, n=5), SMD amb displasia
unilinia i sideroblasts en anell (DU-SA, n=3), SMD amb delecié a 5q aillada (del(5q), n=11),
SMD amb displasia multilinia (DM, n=15), SMD amb excés de blasts-1 (EB-1, n=6), SMD
amb excés de blasts-2 (EB-2, n=5). *p<0,05 en tests de Mann Whitney.

4.2.3. Implicaciéo de HRH1 en LMA

Un cop constatat que, malgrat I'heterogeneitat, les cel-lules de LMA de molts pacients
expressen percentatges importants de HRH1, es va proposar determinar la importancia
d’aquest receptor per a la malaltia mitjancant experiments de perdua i guany de funcié en

linies cel-lulars.

Per a la regulacié positiva, les linies de LMA HL-60 i MonoMac-1 es van transduir amb la
forma silvestre de HRH1 i amb dues isoformes mutades constitutivament actives (1420K,
1420S)(Bakker, Jongejan et al. 2008). Per citometria de flux es va observar un alt
percentatge de cél-lules transduides (eGFP+) pero aquesta expressio ectopica no va anar
acompanyada d'un augment del receptor a la membrana, en observar-se nivells molt
similars en cel-lules eGFP+ i eGFP- (Figura 15A). En paral-lel, es va comprovar l'activitat
senyalitzadora de les formes silvestre i mutants mitjancant la seva cotransfeccié en
cél-lules HEK293T (que no expressen HRH1 a la superficie) amb vectors reporters basats
en luciferasa dependents d’elements de resposta a serum (SRE, senyalitzaci6 MAPK-ERK) i
factor nuclear de cel-lules T activades (NFAT-RE), els dos elements de resposta majoritaris
dels GPCRs acoblats a Gaqg com HRH1(Cheng, Garvin et al. 2010). En aquest experiment es
va observar expressio de HRH1 en membrana amb les tres construccions, i com la forma
silvestre induia un augment en la senyalitzacié en ambdds elements de resposta. Les
formes constitutivament actives, a més, induien un augment extra, més acusat en el cas de
la mutacié 1420S (Figura 15B). Aquests resultats validen la capacitat de les formes
clonades de causar un increment de la senyalitzaci6 a través de HRH1, malgrat la deteccid

de la sobreexpressio del receptor no ha estat possible en linies de LMA, per l'accié de
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mecanismes de compensacid, per problemes de transport o per d’altres motius que
escapen de la nostra comprensid. En qualsevol cas, I'estudi del paper de la senyalitzacio

per HRH1 seguint aquesta estratégia no ha estat possible, en no haver detectat la proteina

transduida.
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Figura 15. Les formes de HRH1 clonades indueixen senyalitzacio, pero no
aconsegueixen una sobreexpressio en linies de LMA. A. Cél-lules HL-60 i MonoMac-1
es van transduir mitjangant lentivirus amb el vector policistronic pULTRA buit o amb
diverses isoformes de HRH1. El percentatge de transduccié (nimeros en verd) es va
analitzar per eGFP, i I'expressi6 de HRH1 es va analitzar dins de les poblacions eGFP+
(transduides, blau) i eGFP- (no transduides, vermell). En gris es representa en control de
tinci6 amb anticds secundari. B. Cél-lules 293T es van cotransfectar amb diferents
construccions pEF-HRH1 o vector buit i amb vectors reporters basats en luciferasa
dependents de NFAT (esquerra) o element de resposta a serum (SRE, dreta). L'activitat
luciferasa es representa com a ratio entre luminiscencia de firefly/renilla analitzades per
triplicat. WT, HRH1 silvestre; K, HRH1 amb mutacié [420K; S, HRH1 amb mutaci6 1420S.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

D’altra banda, es va emprendre una estrategia de regulacié negativa mitjancant shRNA o
short hairpin RNA, RNAs d’interferéencia que permeten silenciar un gen d’interés formant
un llag complementari a la seva seqiiencia de mRNA. Aixi, es van generar dues
construccions amb seqiiencies de shRNA especifiques per al silenciament de HRH1 i dues
de control, que es van transduir i seleccionar en HL-60 i MonoMac-1. De nou, malgrat
I'obtencid de cel-lules transduides amb la construccid, no es va observar una disminuci6
en 'expressio de HRH1 en superficie (Figura 16). Davant la fallida d’aquesta estrategia, es
va optar per la regulacié negativa mitjangant eines basades en CRISPR, un sistema que
permet 'edici6 genomica i un nivell de silenciament elevat. En aquest cas, en cap de les
multiples ocasions en que es va realitzar la transduccié de dues construccions de CRISPR
comercials especifiques per al silenciament de HRH1 es va aconseguir la supervivencia de
les cel-lules després dels cicles de selecci, sense que s’hagi pogut determinar si aquesta

mort s’explica per la letalitat del silenciament del gen o per problematiques relacionades

amb el procés de transduccio.
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Figura 16. Expressiéo de HRH1 en linies transduides amb shRNAs. L’expressi6 de
HRH1 en superficie es va analitzar en linies cel-lulars transduides i seleccionades amb
diversos shRNA. Les barres mostren la mitjana de la intensitat de fluorescéncia (MFI) de
HRH1 detectada per citometria de flux i les barres d’error el SEM. *p<0,05 en t-test.

Es constata el fracas total de totes les estratégies implementades per als estudis de guany i

perdua de funcid, per motius desconeguts. Aquests estudis hauran de ser, doncs, 'objectiu

de futura recerca per tal de determinar la rellevancia de la senyalitzacié per HRH1 en LMA.
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4.2.4. Implicacio de la histamina en LMA
Després de l'estudi del receptor HRH1, es va ampliar el focus a la histamina, els seus
receptors i el seu metabolisme, per esbrinar si podrien estar implicats en algun aspecte de

la patofisiologia de la LMA.

En primer lloc, es va analitzar per PCR semiquantitativa I'expressié dels receptors HRH1-
4 i de HDC, I'enzim responsable de la sintesi d’histamina, en quatre linies cel-lulars i una
mostra primaria de LMA. Com mostra la Figura 17A, el receptor HRH1 s’expressava en
totes les linies mieloides, en consonancia amb les dades previament obtingudes per
citometria de flux. El receptor HRH2 mostra una expressié detectable en totes les mostres
estudiades excepte en la linia THP-1, mentre que HRH3 i HRH4 no es van poder detectar,
suggerint que la seva expressio és practicament nul-la en les mostres estudiades. Quant a
HDC, només en la mostra primaria estudiada i la linia KG-1 es van poder detectar
transcrits. En vista de I'heterogeneitat en les linies de LMA, el producte de la PCR
semiquantitativa es va correr en un gel d’agarosa i es va poder validar que, efectivament,
KG-1 és I'tinica linia que n’expressa nivells detectables (Figura 17B). Per analitzar si els
antihistaminics estaven afectant aquest enzim i, en conseqiiencia, la sintesi d’histamina, es
va analitzar I'expressié de HDC després de 24 h de tractament de ceél-lules KG-1. Per a la
nostra sorpresa, tres dels antihistaminics estudiats van induir una disminucié dramatica
de I'expressié de HDC, mentre que el restant, ebastina, en va induir un increment notable i
significatiu (Figura 17C). Aquest aspecte roman, encara, orfe d’explicaci6 per part del grup

de recerca.

No sembla, doncs, que la sintesi d’histamina sigui un procés universal en LMA, en no
expressar-se I'inic enzim capac¢ de sintetitzar-la en 3 de les 4 linies cel-lulars analitzades.
Aixi les coses, es va abandonar I'estudi de la sintesi per les mateixes cél-lules i es va
analitzar I'efecte del subministrament d’histamina exogena en linies cel-lulars. Després de
48h de tractament amb altes quantitats d’histamina es va observar un lleuger perd
significatiu augment de nimero de cel-lules en KG-1, i cap canvi rellevant en les altres dues
linies. Seria interessant, llavors, analitzar els possibles efectes a més llarg termini i sobre la

proliferacid, analisis que seran efectuats en futurs projectes.
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Figura 17. Expressio de gens relacionats amb histamina en LMA. A. Es van realitzar
PCRs semiquantitatives a partir de cDNA de les linies cel-lulars HL-60, KG-1, MonoMac-1,
THP-1 i una mostra primaria amb encebadors especifics per als gens HRH1, HRH2, HRH3,
HRH4 i HDC. En base a I'amplificacié observada en dos experiments independents es van
establir nivells d’expressi6 de menor (+) a major (+++). ND: no detectat. B. El producte de
I'amplificacié amb el gen HDC i el control GUSB en linies cel-lulars es va correr en un gel
d’agarosa. MW: marcador de pes molecular. C. Es van tractar cél-lules KG-1 24h amb
vehicle, loratadina 10 pM (Lo), rupatadina 10 uM (Ru), ebastina 5 uM (Eb) o terfenadina 5
UM (Te) i se'n va extreure mRNA i convertir a cDNA. Es va realitzar una PCR
semiquantitativa amb encebadors especifics per a HDC i GUSB. Les barres mostren el
nivell d’expressié de HDC respecte al control després de normalitzar per al gen constitutiu
GUSB en triplicats de dos experiments independents. D. Cel-lules de les linies HL-60, KG-1
0 MonoMac-1 (MM) van ser tractades amb vehicle (control, gris) o amb histamina 200uM
(vermell) i se’'n va analitzar la viabilitat a les 48h. Les barres mostren la mitjana de
nimero de cél-lules vives respecte al control en triplicats de quatre experiments
independents. Totes les barres d’error representen el SEM **p<0,01; ****p<0,0001.

Finalment, per sondejar la possible existencia de mutacions en gens importants del
sistema de senyalitzacié per histamina en pacients de LMA, es va consultar la base de
dades del projecte TCGA-LAML, que forma part del The Cancer Genome Atlas
(www.cancergenome.nih.org) i que conté dades de mutacions de 144 pacients de LMA. En
aquesta cohort, es van detectar mutacions en HRH1, HRH2, HDC, HNMT i DAO en tan sols
1/144 pacients en cadascun dels gens (Taula 15), suggerint que no es tracta d’'un conjunt
de gens freqlientment mutats i que, si bé podrien jugar algun paper en la patofisiologia de

la LMA, aquest no es produiria a través de mutacions que n’alteressin la funcio.

123



Gen Funcio Citobanda | #pacients mut Consegqiiencia
HRH1 Receptor 3p25.3 1 Error de sentit E282K
HRH2 Receptor 5q35.2 1 5'UTR
HRH3 Receptor 20q13.33 0 -

HRH4 Receptor 18q11.2 0 -

HDC Sintesi 5q21.2 1 Intré
HNMT | Catabolisme 2922.1 1 Intré

DAO | Catabolisme | 12qg24.11 1 Error de sentit W320L

Taula 15. Mutacions en gens del sistema de senyalitzaci6 per histamina en la cohort
de pacients de TCGA-LAML. #pacients mut mostra el nimero total de pacients amb
alguna mutaci6 d’entre els 144 de queé es disposa dades.

Al llarg d’aquest conjunt d’experiments hem observat com HRH1 s’expressa en cel-lules
mieloides tant sanes com neoplasiques, amb uns alts nivells d’expressi6 relacionats amb
risc favorable en LMA, mentre que les cél-lules limfoides tant sanes com de linies
neoplasiques no I'expressen. A nivell de mRNA, s’ha detectat també I'expressié de HRH2
en la majoria de linies i de HDC tan sols en una, i s’ha observat com el subministrament
exogen d’histamina no produeix efectes destacats a curt termini. L’estudi de la implicacid
del sistema histaminérgic en LMA es troba encara a les beceroles, en no haver estat
possibles els estudis de guany i pérdua de funcié, que hauran d’aportar informacié valuosa
en el futur, pero si que s’ha descartat un paper fonamental al fenotip de la transformacié

de LMA.
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4.3. Estudi preclinic del potencial dels antihistaminics per a neoplasies
hematologiques

4.3.1. Estudi preclinic en linies cel-lulars de LMA

Després d’identificar els antihistaminics com a farmacs potencialment antileucémics,
haver validat I'efecte antileucemic de terfenadina en una linia cel-lular de LMA i haver
observat l'expressi6 de HRH1 en linies cel-lulars de LMA, es van analitzar els efectes
citotoxics de diversos moduladors dels receptors d’histamina. Per fer-ho, es van emprar 4
linies cel-lulars de LMA de caracteristiques diverses: HL-60, una linia amb maduracié (FAB
M2), KG-1, una linia poc diferenciada (FAB M1) i MonoMac-1 i THP-1, dues linies de
leucéemia monocitica (FAB M5) que expressen el gen de fusi6 MLL-AF9. Cél-lules
d’aquestes linies es van tractar 72h amb diversos compostos a una concentracio final de
10 puM, una concentracio6 tipica als cribratges per al descobriment de hits (Hughes, Rees et
al. 2011). Per estudiar els efectes a diferents punts del sistema histaminérgic, es va
utilitzar histamina com a agonista endogen de tots els receptors HRH, i un ampli repertori
d’antagonistes o agonistes inversos de receptors d’histamina especifics dels subtipus
HRH1 (acrivastina, clemastina, -cetirizina, ciproheptadina, Kketotifén, fexofenadina,
loratadina, rupatadina, terfenadina i ebastina, antihistaminics), HRH2 (ranitidina,
cimetidina i famotidina), HRH3 (JN]J-5207852) i HRH4 (JNJ-777120 i JNJ-10191584). La
selecci6 d’antihistaminics a testar va tenir en compte I'estrategia de resposicionament de

farmacs, i es van prioritzar antihistaminics de segona generaci6 aprovats per la FDA.

Com recull la Figura 18, els resultats en totes quatre linies van ser similars; ni la histamina
ni cap dels antagonistes o agonistes inversos dels receptors HRH2, HRH3 i HRH4 van
mostrar efectes citotoxics rellevants. Per contra, 4 dels 10 antihistaminics estudiats van
induir efectes citotoxics potents. D’'una banda, aquests resultats encaixen amb anteriors
observacions que I'inic receptor d’histamina detectat a totes quatre linies cel-lulars és
HRH1. De T'altra, resulta sorprenent la drastica diferencia d’accié entre antihistaminics
(antagonistes de HRH1), que ens va portar a separar-los en dos grups, que vam batejar
com a antihistaminics antineoplasics (ANHA, incloent terfenadina, ebastina, loratadina i
rupatadina) i antihistaminics no-antineoplasics (no-ANHA, incloent la resta). Aquests dos
grups no es solapaven amb cap classificacié evident: ni per families quimiques, ni per
classificacions funcionals de primera i segona generacid. Especialment insolites van
resultar les discrepancies entre els efectes de farmacs enormement similars com

terfenadina i fexofenadina, discrepancies que no van ser explicades fins més endavant.

125



HL-60 Antagonistes

S
£ 150 o — 5 150, KG-1 .
S * £ Antagonistes
—_ A * o =
: g \ £ Ag
= % ©
3100. KK ol PR TN 3 TEINTL £ 1004 I-m B TG
o sokok Kk o * * PRt
2 g -
- 1%}
] 2
= € s | [HEBEBEEN--- s
2 =
E 8
3 E
E: 5 ol
b @ H Ac Cl Ce Cy Ke Fe Lo Ru Te Eb Ra Ci Fa ]2 JO J4

H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4
150+ MM Antagonistes 150. THP-1 Antagonistes
i ok gy THFE *x
*
Ag Ag I ok
1004z g e [P
ok 5 1004z .-+ -0 .00 - - - A 2

%
=}
M

sod || -

(=
T

#cel-lules vives respecte al control
#cel-lules vives respecte al control

@ H Ac Cl Ce Cy Ke Fe Lo RuTe Eb Ra Ci Fa J2 JO J4

"0 H Ac _Cl Ce Cy Ke Fe Lo Ru Te Eb Ra Ci Fa J2 JO J4
H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4

Figura 18. Un subgrup d’agonistes inversos de HRH1 mostren efectes antileucémics
en linies cel-lulars de LMA. Cel-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 (MM) i THP-1 es van
tractar 72 h amb lligands dels receptors d’histamina a 10 pM, i se’'n va mesurar la viabilitat
per citometria. Agonista: histamina (H, groc). Antagonistes o agonistes inversos de HRH1
(blau): acrivastina (Ac), clemastina (Cl), cetirizina (Ce), ciproheptadina (Cy), ketotifén
(Ke), fexofenadina (Fe), loratadina (Lo), rupatadina (Ru), terfenadina (Te), ebastina (Eb).
Antagonistes o agonistes inversos de HRH2 (verd fosc): ranitidina (Ra), cimetidina (Ci),
famotidina (Fa). Antagonista de HRH3 (verd clar): JN]J5207852 (J2). Antagonistes de HRH4
(verd): JNJ7777120 (JO), JNJ10191584 (J4). Les barres mostren la mitjana + SEM de
triplicats de dos experiments independents.

Un cop identificat un subgrup d’antihistaminics amb interessant poténcia antineoplasica
en linies cel-lulars de LMA, se’n va caracteritzar el rang d’accié mitjangant la realitzacié de
corbes de citotoxicitat dosi-resposta, que ens van permetre determinar les concentracions
efectives 50 (ECso), a les quals un compost produeix la meitat del seu efecte maxim. Veient
els potents efectes citotoxics a 72h, a més, es va optar per disminuir els tractaments a 48h.
Com es mostra a la Figura 19, les ECs es trobaven al rang micromolar baix, oscil-lant entre
31112 pM. En general, la linia més sensible als tractaments va ser KG-1, i I'antihistaminic
més efectiu terfenadina. Aquestes dades van permetre optimitzar les concentracions per a
experiments futurs. A més, es va sondejar superficialment I'efecte d’altres antihistaminics
a concentracions més altes a 72h i es va observar que acrivastina, fexofenadina i cetirizina

no afectaven la viabilitat de linies de LMA fins i tot a 100 uM, mentre que ciproheptadina,

ketotifén i clemastina mostraven EC50s entre 20i 50 uM.
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Figura 19. Els ANHA tenen efectes antileucémics al rang micromolar baix. Cél-lules
HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar amb concentracions creixents d’ebastina,
loratadina, rupatadina i terfenadina, i la viabilitat es va analitzar a les 48 h. Cada grafic
mostra la corba dosi-efecte d’'un ANHA, i les ECso es troben recollides a la taula inferior.
Cada punt representa la mitjana d’un triplicat + SEM.

A banda de l'analisi de la viabilitat cel-lular, es va realitzar una analisi de 'efecte dels
antihistaminics sobre la proliferacié mitjancant la tincié6 amb CFSE i la determinacié de la
seva intensitat, que disminueix amb la proliferacid. Com mostra la Figura 20, al llarg dels
dies hi ha una diferéncia significativa en la tinci6 de CFSE amb el tractament amb ANHAs,
indicativa d’'una menor proliferacié. Contrariament, amb el tractament amb el no-ANHA
fexofenadina no s’observen diferéncies, suggerint que no només no és capa¢ d’induir la
mort cel-lular o la diferenciacio, sin6 que a més no té cap efecte sobre la proliferaci6 a

temps més llargs com set dies.
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Figura 20. Els ANHA disminueixen la proliferacié de linies cel-lulars de LMA. Cél-lules
HL-60 i KG-1 es van tenyir amb CFSE i es van tractar amb fexofenadina (20uM), loratadina
(10uM), rupatadina (10uM), ebastina (5uM) i terfenadina (5uM). Es representa la mitjana
de la intensitat de fluorescéncia (MFI) de CFSE respecte al control tractat amb vehicle a dia
1,3,517.***p<0,0001 en tests ANOVA de mesures repetides de dos factors.

Atés que una de les caracteristiques fonamentals de les cel-lules de LMA és el bloqueig de
la diferenciaci6 i que la inducci6 de la diferenciacié terminal mieloide ha estat proposada
com a estratégia per a l'eradicacié de cél-lules leucémiques, es van analitzar els efectes
dels antihistaminics sobre l'expressié de marcadors de diferenciacié6 mieloide (CD11b,
CD11c i CD14) per citometria de flux després de 72h de tractament i a concentracions on
no es produis un excés de mort cel-lular. Com que s’han identificat els farmacs en un
cribratge basat en la reversi6 d'una signatura de transformacié i el bloqueig en la
diferenciacié és un esdeveniment fonamental en aquest procés, una induccié de la
diferenciaci6 suposaria, a més, una validacié indirecta del cribratge. Curiosament, 1'inic
dels farmacs estudiats sorgit directament del cribratge, terfenadina, no va mostrar efectes
sobre els marcadors de diferenciacid. Per contra, loratadina, rupatadina i ciproheptadina
van mostrar una potent induccié de 'expressi6 de tots tres marcadors mieloides en totes
les linies cel-lulars i en general de manera dosi dependent (Figura 21). Ebastina va
mostrar efectes inductors de diferenciacié més lleus, pero igualment molt potents quant a
CD11b, i efectes en CD11ci CD14 dependents de la linia cel-lular. En altres experiments en
que es va sondejar I'expressiéo d’aquests marcadors tractant amb antagonistes d’altres
receptors d’histamina i amb antihistaminics no-ANHA no es va observar induccié de la
diferenciacio, en concordanca amb la seva manca d’efecte citotoxic. Totes aquestes
observacions suggereixen que els ANHA, a banda de tenir efectes citotoxics, sén en general

inductors de la diferenciacié mieloide en linies de LMA.

128



£ £ 10000y 2
£ 100001 = 2
5 S s
i S 1000y ™
o £ 1000] 8 g
%o} o o S
- o 2 100 =
| & 100 8 Z
2 & x
&
o 101 g 107 =
) ° 3
5] S
ES P . | X e e el _ ] _d X P . |
@ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro
S ] S
S S g
= £ 10000 £ 20007
S 100007 S = koo
Pt < 1000 £ 15001
S 10007 g g
— =% o @
L] 3 £ 100 S 10007
2| & 1004 2 = .
z é = 5 Fokorok *xxk
- -
— 10 a 00
5 10] 8 ; % %
m 1 ’E 1 \g rnT-“‘.m o o g o a . . .
3 L S 0
x P . | B P P . s | P P |
@ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @  Ebas Rupa Lora Terfe Cypro
s t
5 10000 B £100007
g 8
S = *ok
—| = 1000y o 10007
5 @ o REE 5 *
< S g
é g 100 £ 100
= +
S I S
= 2 1 = 109 N/D
— ] a
a o
= 3
o) 1 Q 1
2 e ] el - _-d = P i R . |
@ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro
3 S
£ 100007 £ 250
S 5]
=} o
© — ook kK
= 1000 5 200 A ok
- & Hk b
] 8 2
Z| g 1001 g
= [
n N/D )
=] 107 =
a =}
=} ,&;
B X
2 P e | S el ] el ] _d
h @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro @ Ebas Rupa Lora Terfe Cypro

Figura 21. Alguns antihistaminics indueixen la diferenciaci6 de linies cel-lulars de
LMA. Cél-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 72h amb ebastina (Ebas, 1 i
5 uM), rupatadina (Rupa, 5 i 10 uM), loratadina (Lora, 5i 10 pM), terfenadina (Terfe, 1i 5
uM) i ciproheptadina (Cypro, 10 i 50 pM) i 'expressié en superficie dels marcadors de
diferenciaci6 mieloide CD11b, CD11c i CD14 es van analitzar a les 72 h per citometria de
flux. Les barres mostren la mitjana + SEM del percentatge de cel-lules positives per a cada
marcador respecte al control tractat amb vehicle (triplicats de dos experiments
independents). N/D, dades no disponibles. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

En estreta relacié6 amb la diferenciaci6 i amb la proliferacié, es va estudiar en linies
cel-lulars de LMA I'efecte dels ANHA sobre el cicle cel-lular per citometria de flux ales 24 h
de tractament. En concordanca amb els anteriors resultats, es va observar en general un
arrest del cicle cel-lular a la fase G2/M manifestat en un augment de cél-lules en G2/M i

una disminucio de cél-lules en GO/G1 (Figura 22).
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Figura 22 . Els ANHA indueixen arrest del cicle cel'lular en fase G2 /M. Es van tractar
cél-lules HL-60, KG-1 i MM amb loratadina 10 pM, rupatadina 10 uM o ebastina 10 uM 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 cél-lules en cada fase respecte al control + SEM de
triplicats de dos experiments independents. B. Imatges representatives de citometria de
cél-lules HL-60 control i tractades amb loratadina. Fases del cicle determinades per Dean-
Jett-Fox; verd, GO/1; groc, S; blau, G2/M. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 (t-
test).

Per analitzar si els antihistaminics afectaven la capacitat d’autorenovacio a llarg termini,
es van realitzar estudis de clonogenicitat a 10 dies amb linies cel-lulars de LMA. Com
s’observa a la Figura 23, tots quatre ANHAs van produir una disminucié drastica de la

capacitat de formaci6 de colonies, que suggereix un efecte sobre la poblacié més primitiva.
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Figura 23. Els ANHA redueixen la capacitat clonogeénica de linies cel-lulars de LMA.
Cel-lules HL-60 (cercles), KG-1 (quadrats), MonoMac-1 (triangles) i THP-1 (rombes) es van
tractar 18h amb loratadina 10 pM (Lora) rupatadina 10 puM (Rupa), terfenadina 10 uM
(Terfe) o ebastina 10 uM (Ebas) 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-tests aparellats.
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Figura 24. L’estroma reverteix només parcialment els efectes dels ANHA. Cél-lules
HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 48h amb loratadina 10 uM (Lora)
rupatadina 10 uM (Rupa) o ebastina 5 pM (Ebas) en preseéncia o abséncia de la linia
cel-lular d’estroma de medul-la 0ssia HS-5. Les barres representen la mitjana + SEM de
cél-lules vives de cada linia de LMA respecte al 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; **** o #### p<0.0001.
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Durant la realitzaci6 d’aquesta bateria d’estudis preclinics en linies cel-lulars es va
considerar rellevant analitzar l'efecte del microambient medul-lar sobre 1'accié dels
ANHAs. S’ha descrit que I'entorn medul-lar de la LMA contribueix a un pitjor funcionament
de la quimioterapia, i una manera d’analitzar aquest efecte és mitjancant cocultiu amb la
linia cel-lular humana d’estroma de medul-la 0ssia HS-5, un tipus d’experiment en qué
préviament s’ha descrit 'efecte protector d’estroma sobre diversos tractaments (Garrido,
Appelbaum et al. 2001). Es van cultivar, doncs, cel-lules de linies de LMA soles o en
cocultiu amb HS-5 i es va analitzar I'efecte citotoxic dels ANHA al cap de 48h per
citometria de flux. Com es pot observar a la Figura 24, es va observar en general una certa
reversid de l'efecte dels ANHA, perd aquesta reversid va ser en la majoria dels casos més
aviat lleugera, sense observar-se en cap cas una protecci6 total, i suggerint que I'acci6 dels
ANHA no es troba greument pertorbada pel microambient, si bé es tracta sols d’'un conjunt

d’experiments que no arriben a aprofundir en la qiiestié.

Es considera que, atesa I’heterogeneitat de la LMA i les multiples vies alterades sobre qué
es sustenta, les millores en els tractaments vindran de combinacions de terapies, i no de
monoterapies (Estey, Levine et al. 2015; Kayser i Levis 2018). Per aquest motiu, es van
realitzar en linies cel-lulars de LMA experiments de citotoxicitat d’ebastina en combinacié
amb citarabina, un quimioterapeutic fonamental al tractament actual de la LMA. Es va
voler analitzar si ebastina, en exercir efectes presumiblement a través de vies diferents a
citarabina, era capa¢ de produir mort addicional a la de citarabina a concentracions
mitjanes-altes. Es va observar com, efectivament, ebastina a 5uM eliminava les cel-lules
resistents a altes concentracions de citarabina (Figura 25). D’especial interés van resultar
les observacions fetes en la linia cel-lular KG-1, on I'accié de citarabina s’estanca sobre els
100 nM, romanent una poblacié de cel-lules resistents, que ebastina va ser capag
d’eliminar. La combinacié d’ebastina a 5uM i citarabina a 100 nM, a més, va ser més

potent que el tractament només amb citarabina a 200 nM.

Per analitzar si les combinacions mostraven efectes sinergics, additius o antagonics i
ampliar I'estudi a altres ANHA, es va combinar citarabina i loratadina, rupatadina o
ebastina. D’'una banda se’n va calcular 'EOBA (valors positius indiquen sinergisme,
negatius antagonisme) i de l'altra I'index de combinaci6 (CI, valors <1 sinergisme, valors
>1 antagonisme). Es tracta de calculs basats en models d’additivisme diferents, i en tots

dos casos els valors van indicar efectes sinergics (Figura 26).
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Aquests resultats fan que resulti atractiva I'opcié de combinar ebastina i d’altres ANHA
amb quimioterapia convencional, si bé es tracta sols d’estudis molt preliminars i caldria

efectuar assaigs de combinacié més exhaustius.
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Figura 25. Ebastina permet efectes citotoxics addicionals als de citarabina. Es van
tractar cel-lules HL-60 i KG-1 amb diverses concentracions d’ebastina i citarabina (ara-C), i
es va analitzar la viabilitat a les 48h 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; ****p<0.0001; ns, no significatiu (t-test).

301 _ 0.50 -
S
-& Lora8uM S 045{ Lora 8 uM
S g
=N £ 040-
< 2
8 £
m 8 0354
104 2
¥ 0301 ‘\/
=
=
0 T T 1 = 025 T T "
0 50 100 150 0 50 100 150
[AraC] (nM) [AraC] (nM)
~ 15+
2
304 N -O- Ebas5uM
-O- Ebas5puM -8 asop
£
20+ ,g
—
g S
5 10 2
2 :
50 100 150 ]
0 T T 1 =
0.0 T T 1
0 50 100 150
-10- [AraC] (nM) [AraC] (nM)
201 — 15+
2 -@ Rupa8puM
- Rupa 8 uM o
154 3]
FE I T R
) Q
& 101 g
5 8
a g 051
= 5+ %
5}
=
£ D_/—D/ﬂ
0 r r 1 0.0 r r g
0 50 100 150 0 50 100 150
[AraC] (nM) [AraC] (nM)

Figura 26. Els ANHA mostren sinergisme amb citarabina. Es van testar els efectes
citotoxics a les 48h en cel-lules KG-1 de combinar citarabina (ara-C 25, 751 150 nM) amb
loratadina 8 uM, ebastina 5 uM o rupatadina 8uM. Es representen A. Els EOBA o B. Els
index de combinacio, calculats a partir de la mitjana de triplicats.
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En vista d’aquests resultats, es va estudiar 'efecte dels ANHA sobre I’expressid a nivell de
mRNA de BIRC5, del qual se n’ha descrit la importancia per 'autorenovacio6 de les LSCs i la
resisténcia a quimioterapia (Carter, Qiu et al. 2012; Hu i Li 2016). En les tres linies
cel-lulars estudiades es va observar una disminucié general en I'expressio, especialment
consistent en el cas d’ebastina (Figura 27), i suggerint que la senyalitzacié per BIRC5

podria estar relacionada amb els efectes sinérgics préviament observats.
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Figura 27. Els ANHA disminueixen I'expressioé de BIRCS5. Es van tractar 24h cél-lules
HL-60, KG-1 o MonoMac-1 amb loratadina 10 pM (Lora), ebastina 5 uM (Ebas) o
rupatadina 10 uM (Rupa), i passat aquest temps se’n va extreure i retrotranscriure I'RNA a
partir del qual es va realitzar una PCR semiquantitativa per al gen BIRC5 amb GUSB com a
control d’expressi6. Es mostra el fold change, (2-24¢t). Les barres representen la mitjana *
SEM de triplicats de dos experiments independents. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
*H*p<0.0001 (t-test).

4.3.2. Estudi preclinic en cel-lules hematopoétiques primaries sanes i neoplasiques
Havent validat i caracteritzat I'efecte antileucémic dels ANHAs en linies cel-lulars, es va
prosseguir amb els estudis preclinics analitzant el seu efecte sobre blasts de 13 pacients
de LMA. Després d’una prova pilot i en vista d'uns efectes menors, es va decidir estudiar
els efectes dels ANHA a temps més llargs (3 i 6 dies) i a concentracions de loratadina i
rupatadina més altes. Com mostra la Figura 28, els ANHAs posseeixen efectes citotoxics
dependents de dosi més lleus que en linies cel-lulars pero igualment potents,
particularment en el cas d’ebastina i terfenadina que, ja a dia 3, sén capacos d’eliminar el
100% de blasts de la majoria de mostres i més del 75% de la mitjana. Si bé I'eliminacié de
la majoria de la poblaci6 blastica és important a I’hora de desenvolupar nous tractaments
per a la LMA, ho és també I’eliminacié de la poblacié més primitiva amb més capacitat
d’autorenovacio, que vam analitzar per experiments de formacié de CFUs. Aquests estudis
consisteixen en un tractament de 18h amb el farmac d’interés seguit del cultiu amb un
medi semisolid amb citocines instructives que permet la generacié de colonies de cel-lules

a partir de ceél-lules que mantenen la capacitat d’autorenovacié. Com es despren de la

Figura 28B, els efectes en aquests estudis van ser similars als observats en experiments de
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citotoxicitat, suggerint que els ANHA afecten la capacitat d’autorenovaci6 de les cél-lules
leucémiques més primitives. Atés que en linies cel-lulars s’havia observat una inducci6 de
I'expressié de marcadors de diferenciacié mieloide CD11b i CD14, es va analitzar si aquest

efecte es mantenia ex vivo.
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Figura 28. Els ANHA mostren efectes antileucemics ex vivo. A. Es van tractar 13
mostres de LMA amb loratadina (5, 10 i 20 uM), rupatadina (5, 10 i 20 uM), ebastina (1, 5 i
10 uM) i terfenadina (1, 51 10 puM) i la viabilitat dels blasts es va analitzar al cap de 31 6
dies. Cada simbol representa una mostra i cada punt una mesura experimental (triplicats).
B. Es va analitzar la capacitat clonogénica de mostres de LMA després de 18h de
tractament amb loratadina (10 i 20 uM), rupatadina (10 i 20 uM), ebastina (51 10 uM) i
terfenadina (5 i 10 pM) i posterior cultiu de 15 dies en medi semisolid. Passat aquest
temps es van comptar les colonies en base a la morfologia i la cel-lularitat . Cada simbol
representa una mostra i cada punt una mesura experimental (duplicats). C. Es va analitzar
I'expressio dels marcadors de diferenciaci6 CD11b i CD14 en mostres de pacients de LMA
tractades amb loratadina 20 pM (Lo), rupatadina 20 uM (Ru) o ebastina 5 uM (Eb) al cap
de 3 o 6 dies de tractament. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 en tests de
Mann-Whitney.
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A la Figura 28 es pot observar com no es produeix un efecte consistent sobre I'expressid
d’aquests marcadors en blasts leucémics, sent I'inic efecte significatiu i rellevant
I'augment del percentatge de cel-lules CD14+ en blasts tractats amb rupatadina. Es pot dir,
per tant, que la observacid feta en linies no es manté en aquest estudi ex vivo, tal vegada
per una major heterogeneitat de I'expressié basal de CD14, tal vegada per d’altres motius.
Cal no oblidar que es va optimitzar el protocol per a I'analisi de la citotoxicitat i no de la
diferenciacio, de manera que podria succeir que, de manera similar a la mort cel-lular, la

induccid de la diferenciacid succeis a temps més llargs que en linies cel-lulars.

Per comprovar si aquests efectes afectaven especificament les cel-lules de LMA o
mostraven un patré de toxicitat general inespecifica, es van replicar els experiments
anteriors amb mostres sanes. D'una banda es va analitzar la citotoxicitat sobre cel-lules
provinents de capes leucocitaries de donants sans, tant sobre el global de cél-lules
mononucleades com sobre la poblacié mieloide i limfoide T i B. Com mostra la Figura 294,
rupatadina 20 pM, loratadina 20 puM i terfenadina 5 pM practicament no van afectar la
viabilitat de les cél-lules de capa leucocitaria. Aix0 no obstant, ben aviat en experiments
preliminars terfenadina a 10 pM va demostrar una toxicitat del 100% en algunes cel-lules
sanes. Tenint en consideracio, aixi mateix, que es tracta d’'un farmac retirat del mercat per
efectes cardiotoxics es va descartar com a candidat i es va interrompre part de la recerca
amb aquest compost. Per la seva banda, ebastina a 10 M va mostrar un efecte significatiu
i rellevant, en especial sobre la poblacié mieloide als 6 dies de tractament, que es va veure

disminuida practicament a la meitat.

A banda d’estudiar l'efecte sobre cél-lules hematopoétiques madures, es va estudiar
I'efecte sobre la funcionalitat de ceél-lules mare hematopoetiques (HSC) mitjancant
experiments de clonogenicitat amb cél-lules de sang de cordé umbilical negatives per
marcadors de llinatge (lin-). En aquest cas, només terfenadina va mostrar efectes
significatius, mostrant una disminucié d’aproximadament el 25% en la capacitat de
generacié de colonies hematopoetiques, mentre que la resta de farmacs no van mostrar
efectes rellevants ni a nivell del ndmero total de colonies ni a nivell de la proporcié dels
diferents subtipus de progenitor (Figura 29B). Un cop analitzats els efectes ex vivo de
cél-lules tant sanes com neoplasiques, es van comparar per establir I'efecte diferencial i
determinar una finestra terapeutica. Loratadina, rupatadina i ebastina a les
concentracions estudiades van mostrar un clar efecte diferencial, sent entre
aproximadament 2 i 16 vegades més potents en LMA que en cel-lules sanes. El tractament

amb un major efecte diferencial és, sens dubte, el d’ebastina a 5uM, que suposa una
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finestra terapéutica interessant. Malgrat aixo0, ebastina a 10 puM permet una eliminaci

molt més completa de la poblacié leucemica mantenint un efecte diferencial important,

motiu pel qual es va escollir aquesta concentracié per als experiments in vivo.

Es pot dir doncs que, si bé ebastina afecta la viabilitat de cel-lules madures de donants

sans, no afecta la poblacié més primitiva i mostra un clar efecte diferencial, afectant molt

més les cel-lules leucémiques que les sanes, i esdevenint en candidat més atractiu del

present treball.
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Figura 29. Els ANHA afecten menys les cél-lules hematopoetiques sanes que les
leucémiques. A. Es van tractar cel-lules mononucleades de capes leucocitaries provinents
de 5 donants sans amb loratadina 20 pM (blau fosc), rupatadina 20 uM (taronja), ebastina
10 pM (blau clar) o terfenadina 5 pM (verd) i se’'n van analitzar els efectes als dies 3
(esquerra) o 6 (dreta) sobre la poblacié total i sobre la poblaci6 mieloide (CD13+),
limfoide B (CD19+) i limfoide T (CD3+). Les barres mostren la mitjana + SEM de triplicats
de les 5 capes. B. Cél-lules lin- aillades de sang de cordé umbilical de 3 individus sans es
van tractar 18h en les mateixes condicions que I'apartat anterior i es van cultivar 15 dies
en medi semisolid Methocult. Es va analitzar el nimero total de coldonies hematopoétiques
formades (esquerra) i la proporcié dels diferents subtipus (dreta). Les barres mostren la
mitjana * SEM de duplicats de les 3 mostres. C. Es van comparar els efectes ex vivo dels
ANHA en cel-lules hematopoetiques sanes i de LMA en termes de viabilitat (esquerra) i
clonogenicitat (dreta). Les dades representen la reduccié de viabilitat i clonogenicitat de
tractaments amb ebastina 5 10 uM (E5, E10), loratadina 20 uM (Lo) i rupatadina 20 uM
(Ru). Les barres mostren les mitjanes+SEM sobreimposades de dades de la Figura 28 i
Figura 29. Les taules mostren el percentatge mitja de reduccid de la viabilitat o formacio
de CFUs en LMA, capes leucocitaries (CL) o cord6 umbilical (CU), aixi com el seu Fold
change (FC; efecte en LMA/efecte en mostres sanes). *p<0.05; **p<0.01 en tests de Mann-
Whitney.
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4.3.3. Estudis in vivo

Per avaluar la seva rellevancia terapéutica i com a darrera etapa de validacié preclinica, es
va procedir a estudiar l'efecte en models animals dels dos candidats més atractius,
ebastina i rupatadina. Per a la consecucié d’aquest objectiu es va treballar amb models de
xenotrasplantament de cel-lules humanes en ratolins immunodeficients NSG (NOD.Cg-

Prkdcscid][2rgtmiwil /Sz]) condicionats amb busulfan per a I'acceptacid de 'empelt.

Primerament, es van realitzar experiments amb les linies cel-lulars KG-1 i MonoMac-1,
injectant les cél-lules als ratolins i deixant set dies per a l'establiment de la leucemia.
Passat aquest temps, es van realitzar tractaments en dies alterns durant 14 dies amb
ebastina (8 mg/kg) i rupatadina (8 mg/kg). Les concentracions escollides van ser les
maximes permeses per la solubilitat dels farmacs, ateses les altissimes dosis tolerades
recollides a les fitxes de seguretat de la direcci6 europea de qualitat del medicament i
'assisténcia sanitaria (EDQM). Com mostra la Figura 30, els farmacs van tenir una eficacia
limitada en KG-1 i practicament cap efecte en MonoMac-1 en termes de reduccié de
I'empelt. Cal tenir en compte dues consideracions: d'una banda la rapida metabolitzacié
dels farmacs a metabolits probablement no antileucémics i de l'altra la seva baixa
solubilitat, que impedeix augmentar la concentracié administrada. Aquests motius, que
probablement suposarien un impediment per a l'efectivitat dels farmacs en pacients,
sumats a d’altres criteris, va fer replantejar I'estratégia de reposicionament de farmacs.
Aquesta es va substituir per una estrategia d’optimitzacié dels hits seleccionats per
obtenir farmacs més atractius amb millors caracteristiques farmacologiques i
antileucémiques i més possibilitat de ser eventualment traslladats a la clinica. Abans de
dur a terme aquesta optimitzacid, que es tractara en apartats posteriors, es van realitzar
més experiments amb els ANHA amb I'objectiu d’efectuar-ne una validacié més profunda i

determinar-ne aspectes claus de cara al refinament dels hits.
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Figura 30. Ebastina i rupatadina no son efectius en experiments in vivo amb linies
cel-lulars de LMA. Es van injectar per via intravenosa cel-lules KG-1 (n=12) o MonoMac-1
(n=18) a ratolins NSG condicionats i es van deixar empeltar durant una setmana. Al cap
d’aquest temps es van tractar els ratolins intraperitonealment amb ebastina, rupatadina o
vehicle a dies alterns durant dues setmanes, després de les quals es va analitzar I'empelt a
medul-la ossia (MO). Es representa la freqiiéncia de cel-lules humanes respecte al control
+ SEM. A la dreta es mostren grafics de citometria representatius de cada grup. *p<0.05;
**p<0.01 en t-tests.

Prosseguint els estudis in vivo, es van tractar mostres de tres pacients de LMA provinents
de leucoaferesis terapéutiques 18 h amb els farmacs d’interés i es van injectar en ratolins,
on es va establir la leucémia durant 8 setmanes. En aquest cas, ebastina va abolir de
manera quasi completa la regeneracié de la malaltia, mentre que rupatadina en va reduir
I'empelt a la meitat i loratadina no va tenir cap efecte (Figura 31A), en linia amb resultats
anteriors. Aquests resultats suggereixen 'efecte d’ebastina i rupatadina sobre la poblacié
de cél-lules mare leucemiques, definides precisament per la capacitat de regenerar la

malaltia en ratolins condicionats.

Per comprovar si aquest efecte era especific de cél-lules leucemiques, es va repetir el
mateix procediment amb cel-lules lin- de sang de tres cordons umbilicals (enriquides amb
HSCs), observant-se una reduccié d’aproximadament el 25% d’empelt amb el tractament
amb ebastina i un increment amb el tractament amb rupatadina, consistent en tots tres
cordons i per al qual encara no es té explicacié (Figura 31B). Quant a les subpoblacions de
les cel-lules empeltades, es va mantenir aproximadament la mateixa composicio, amb una
lleugera disminucié del percentatge de cel-lules CD19+ en el tractament amb ebastina

(Figura 31C).

140



Per analitzar la capacitat regeneradora residual de les cél-lules empeltades i comprovar
I'efecte a llarg termini sobre les cel-lules mare es solen realitzar trasplantaments
secundaris en ratolins. En aquest cas, pero, el baix nimero de cél-lules de LMA tractades
amb ebastina empeltades va impedir la realitzaci6 de l'estudi, que només es va poder
realitzar amb les cel-lules de cordé umbilical. Com mostra la Figura 31D, I'efecte d’ebastina
en el trasplantament primari no es va mantenir al secundari, que va mostrar un grau
similar d’empelt respecte al control, i el major empelt amb rupatadina es va mantenir. En
base a totes aquestes dades, es va realitzar una comparativa analega a 'anteriorment
realitzada als estudis ex vivo, determinant que ebastina afecta 3,5 vegades més I'’empelt de

cél-lules de LMA que el de cel-lules sanes (Figura 31E).

En definitiva, en experiments in vivo s’ha observat que ebastina i rupatadina afecten
greument el compartiment de cel-lules mare leucemiques, mentre que majoritariament

preserven la funcionalitat de les cel-lules mare hematopoétiques sanes.

4.3.4. Estudis preclinics en altres neoplasies hematologiques

En vista de I'expressié de HRH1 en linies cel-lulars de diverses neoplasies hematologiques
i dels efectes anti-LMA dels ANHA, es va decidir ampliar I'estudi citotoxic a d’altres
patologies similars incloent la LMC, la LLA-T, el LCM, la LCP, el limfoma de Burkitt i el
mieloma multiple. Aixi, es van tractar amb diversos antihistaminics un ampli ventall de
linies cel-lulars i se’n va analitzar la viabilitat a les 72h. Com mostra la Figura 324, ebastina
va eliminar més de la meitat de les cel-lules en totes les linies estudiades, mentre que
loratadina i rupatadina van mostrar més diferencies. Analitzant aquesta diversitat de
resposta a la llum dels llinatges hematopoétics als quals pertanyen les linies es va
observar una tendéncia a la menor sensibilitat de les cel-lules limfoides, pero també una
gran diversitat dins de cada llinatge (Figura 32B). A banda dels ANHA, es van realitzar
experiments amb antihistaminics no-ANHA; els efectes de tots ells es van recollir en un
heatmap (Figura 32C). En aquest, s’observa el patré d’efectes citotoxics que s’ha evidenciat
préviament en LMA; els ANHA tenen efectes citotoxic en practicament totes les linies
estudiades, mentre que clemastina, ciproheptadina i ketotifen mostren efectes més lleus, o
no en totes les linies o a concentracions més altes i acrivastina, cetirizina i fexofenadina no
mostren efectes rellevants. L'establiment d’aquests tres grups resultara important més

endavant a ’hora d’escatir-ne el mecanisme d’accio.
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Figura 31. Els ANHA eliminen selectivament cél-lules de LMA in vivo amb mostres de
pacients. A. Es van trasplantar per via intravenosa a ratolins NSG condicionats (n=25)
mostres de pacients de LMA amb alta puresa de blasts (LMA#2, LMA#3 i LMA#11)
préviament tractats 18h amb ebastina 10 puM (Ebas), rupatadina 10 uM (Rupa) o
loratadina 10 uM (Lora). Després de 8 setmanes, el grau d’empelt es va analitzar a la
medul-la ossia (MO). Es representa la freqiiencia de blasts de LMA humans respecte al
control + SEM de les tres mostres. A la dreta es mostren grafics de citometria
representatius de cada grup en I'experiment realitzat amb la mostra LMA#3. B. Es van
trasplantar per via intravenosa a ratolins NSG condicionats (n=36) cél-lules lin- provinents
de sang de tres cordons umbilicals préviament tractats 18h amb ebastina 10 pM (Ebas),
rupatadina 10 pM (Rupa) o loratadina 10 puM (Lora). Després de 8 setmanes, el grau
d’empelt es va analitzar a la medul-la 0ssia (MO). Es representa la mitjana de la freqiiéncia
de cel-lules humanes a MO respecte al control + SEM. A la dreta es mostren grafics de
citometria representatius de cada grup C. Les cel-lules empeltades a (B) es van analitzar en
funcié de la presencia dels marcadors CD34, CD13 i CD19 per determinar els canvis en la
freqiiéncia de progenitors hematopoetics, cel-lules mieloides i cél-lules limfoides
respectivament. Les barres mostren la mitjana del percentatge de cada poblacié respecte
al control + SEM. D. Les cel-lules humanes recuperades de B es van injectar en ratolins
receptors secundaris i es va analitzar 'empeltament de manera analoga a (B). E. Es van
comparar els efectes in vivo dels ANHA en cel-lules hematopoetiques sanes i de LMA en
termes de grau d’empelt. Les dades representen I'empelt després del tractament amb
ebastina 10 uM (Ebas) o rupatadina 10 pM (Rupa). Les barres mostren les mitjanes+SEM
sobreimposades de dades de (A) i (B). Les taules mostren el percentatge mitja de reduccid
del grau d’empelt en LMA o cord6 umbilical (CU), aixi com el seu Fold change (FC; efecte en
LMA/efecte en mostres sanes). *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Figura 32. Els ANHA mostren efectes citotoxics en linies cel-lulars de diverses
neoplasies hematologiques. A. Es van tractar cél-lules de les linies indicades amb
ebastina, rupatadina o loratadina a 10uM i se’n va analitzar la viabilitat a les 72h. Es
mostra la mitjana + SEM de triplicats de dos experiments independents. B. Agrupaci6 dels
resultats de (A) segons el llinatge de cada linia cel-lular. Cada simbol representa una linia
cel-lular i cada punt una mesura experimental. C. Heatmap que representa dades de
viabilitat d’(A) incloent també tractament amb terfenadina 10 uM (terfe10), clemastina 10
uM (Clema1l0), ciproheptadina 10 pM (cyprol0), ketotifen 50 pM (keto50), cetirizina 50
uM (ceti50), acrivastina 50 pM (acri50) i fexofenadina 50 pM (fexo50). Colors més foscos
representen efectes citotdxics més grans, el gris representa punts sense dades. *p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Un cop demostrat I'efecte en linies cel-lulars, es van realitzar experiments ex vivo amb
mostres primaries disponibles al grup de recerca (dues de LMMC i una de LLA-T),
observant-se en tots dos casos uns efectes similars als observats en LMA tant en termes
d’efectes citotoxics sobre els blasts com en termes de la disminucié de la clonogenicitat en
LMMC (Figura 33A i B) i suggerint que els efectes dels ANHA podrien extrapolar-se a
d’altres neoplasies. Cal no oblidar, perd, el baix nombre de mostres i linies estudiades, que

permeten sols un analisi preliminar.

Disposant de tantes dades referents a la citotoxicitat dels ANHA en molts tipus cel-lulars
diferents, es va voler realitzar un analisi global comparant els efectes en poblacions de
capes leucocitaries (mieloide, T i B) amb els de tot el conjunt de linies neoplasiques
estudiades (Figura 33C). Si bé probablement no es tracti d'una comparacié del tot adient,
es va corroborar amb les dades disponibles l'efecte especificament antineoplasic dels
ANHA, amb efectes entre 1,9 i 6,6 vegades més potents en cel-lules neoplasiques i

reforcant la denominacié ANHA.
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Figura 33. Els ANHA mostren efectes citotoxics en mostres primaries de LMMC i LLA-
T. A. Dues mostres de LMMC es van tractar amb ebastina 5i 10 uM (Eb), loratadina 10 i 20
uM (Lo), rupatadina 10 i 20 uM (Ru) i terfenadina 5 uM (Te) i se’n va analitzar la viabilitat
dels blasts a 72h (esquerra). A la dreta es mostra I’efecte sobre la clonogenicitat tractant
amb ebastina 10 uM, loratadina 20pM, rupatadina 20 uM i terfenadina 5 pM. Es mostra la
mitjana + SEM de triplicats en el cas de la viabilitat i duplicats en el cas de la clonogenicitat
B. Una mostra de LLA-T es va tractar en les mateixes condicions que (A). Es mostra la
mitjana + SEM de triplicats de dos experiments independents. C. Es van agrupar dades de
viabilitat de cél-lules tractades amb ebastina 10 uM, loratadina 10 uM i rupatadina 10 uM
segons fossin mostres sanes (diferents poblacions de capes leucocitaries) o neoplasiques
(linies cel-lulars de neoplasies hematologiques estudiades). *p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001; **** p<0.0001 (tests Mann-Whitney). FoC: Fold of Change
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4.4. Estudi dels mecanismes d’accié dels antihistaminics associats a la seva
acci6 antileucemica.

Un cop efectuats els estudis preclinics amb els ANHA, es va abordar el darrer objectiu de la
tesi: la caracteritzacié del seu mecanisme d’acci6. Si bé la diana descrita per a l'accié
antihistaminica dels ANHA és el receptor HRH1, no era obvi que també hagués de ser-ho

per als efectes antileucémics, i es van sondejar diverses dianes.

4.4.1. Cerca de dianes candidates

Al llarg del present treball es van cercar dianes candiadates per a I'accié antileucémica
dels ANHA a banda de HRH1 amb diferents estrategies. D’'una banda, mitjangant la cerca a
la literatura, on es troben descrites dianes dels antihistaminics alternatives a HRH1
responsables en ocasions dels seus efectes secundaris. A través d’aquesta via es van
identificar com a candidats els receptors muscarinics d’acetilcolina (Orzechowski, Currie
et al. 2005) o la subunitat de canals de potassi K,11.1 (Ko, Ducic et al. 1997). Estudis
publicats en altres neoplasies han identificat, aixi mateix, I'acumulaci6 en lisosomes com a
responsable d’efectes antitumorals d’alguns antihistaminics (Ellegaard, Dehlendorff et al.
2016). D’altra banda, es va emprar l'eina SwissTargetPrediction de l'institut suis de
bioinformatica (www.swisstargetprediction.ch), que permet la prediccié6 de dianes de
molecules petites en base a similuds 2D i 3D amb un gran llibreria de compostos amb
activitat coneguda (Gfeller, Michielin et al. 2013). Aplicant aquesta eina als quatre ANHA,
es va observar la preséncia entre les dianes candidates amb puntuacions més altes de
receptors muscarinics, que s’havien identificat previament mitjangant cerca a la literatura,
receptors de serotonina, que es van afegir a la llista de candidats, i receptors adrenérgics,
que dades anteriors del laboratori suggereixen que no constitueixen una diana en LMA.
Per ultim, es va establir una col-laboraci6 amb lI'empresa Chemotargets per a la
identificacié de dianes i el disseny de noves molecules. Un exhaustiu estudi bioinformatic
comparant els antihistaminics ANHA i no-ANHA va predir una afinitat per al receptor de
serotonina HTR1A significativament superior als no-ANHA. Aquest fet, sumat a estudis
anteriors del laboratori referents al receptor HTR1A (Etxabe, Lara-Castillo et al. 2017), va
reforcar els receptors de serotonina com a possible diana. Totes aquestes dianes

identificades van ser estudiades, com es desgrana en els seglients apartats.

4.4.2. Mecanisme dependent del receptor d’histamina 1
El primer pas logic va ser 'estudi de HRH1, en ser la diana descrita per a I'is antial-lergic i
haver observat préviament I'expressié del receptor en neoplasies hematologiques. Es

partia, pero, d’observacions paradoxals; d’'una banda, dels 10 antihistaminics testats,
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nomeés quatre posseien activitat antileucemica potent, de I'altra, s’havien observat efectes
citotoxics en linies que no expressen el receptor. Per analitzar aquestes observacions en
més profunditat, es van estudiar les possibles correlacions entre 'expressi6 del receptor i
I'accié dels ANHA (Figura 34A), observant-se correlacions febles en loratadina i

rupatadina, pero constatant I’alta citotoxicitat en linies amb expressi6 nul-la de HRH1.

A

- B oo . 5 .
% 1007 Epastina 5 1007 Rupatadina }éloo Loratadina
o IS o) o
| 4 2 = 4
~ 80 RZ=00179 = 80 R _006(;5;134 = 80 R%=0,0825
o =0,2693 ] o p=0, @ o _
2 60 p 3 co b 5 o e p=0,0144
g b
& 2 [ z
£ 401 = 401 = 404
« ] o 5]
£ = % 2
£ ZOSM = 201 £ 20f
%) _— ]
Fd GE o § 0 T T T T 1 § 0
* 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
%HRH1+ %HRH1+ %HRH1+
S 1504 eno-ANHA 12 ns
g
g © ANHA
S ° 0 %
= ® § ® —_——
o 1004 ° e 8 —— °
=1 ~ ) [
o = .
2 69
o 4
o 501 % RZ=0,089 © 4
>
= 2
: O
8 o0 r — (i}
B3
6 7 8 9 10 11 ANHA no-ANHA
HRH1 pKi
C s E I
E 60007 Epastina £ 60007 Rupatadina ‘g‘ 60007 Loratadina
o O o (e} o o
G R2=02281 © B 2
£ 40004 p=01164 % 40004 ° % 4000 < R_-OOéll(;})S
g- o o p_ ’
1%] w 1%]
2 o] 2 ] 2 2 0]
T 20004 T 20007 R®=0,4084 = 20004
[~ & p=0,0253 =
T
= E 2 =
= 0 — = 0 — , = ———
0 5 10 15 0 5 10 15 4 5 6 7 8 9
EC50 (uM) EC50 (uM) EC50 (uM)

Figura 34. L’efecte dels antihistaminics no es correlaciona amb HRH1. A. Es va
representar I'efecte citotoxic d’ebastina, rupatadina i loratadina 10 pM (eix Y) en diverses
linies cel-lulars en relacié al percentatge d’expressi6 de HRH1 en cada linia (eix X) i se’n
van calcular R2 i p. B. Al panell esquerre es va representar l'efecte citotoxic de tots els
antihistaminics estudiats (eix Y) en relacio6 a I'afinitat per HRH1 en termes de pKi (eix X) i
se’n va calcular R2. Al panell dret es representen els valors de pKi dels antihistaminics
ANHA i no-ANHA. C. Es va representar la mitjana de fluorescencia (MFI) de HRH1 en 4
linies cel-lulars de LMA (eix Y) en relaci6 a la EC50 d’ebastina, rupatadina i loratadina (eix
X) i se’n van calcular R2i p. *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Quan es van intentar correlacionar els efectes de tots els antihistaminics testats amb la
seva afinitat per HRH1 (dades extretes de www.guidetopharmacology.org)(Harding,
Sharman et al. 2018) es va observar que els efectes citotoxics eren independents de
'afinitat i com, de mitjana, els no-ANHA tenen més activitat pel receptor que els ANHA
(Figura 34B). A més a més, es va representar la ECso dels ANHA en linies cel-lulars de LMA
en funcié del nivell d’expressi6 de HRH1 (mesurat per la mitjana d’intensitat per
citometria de flux), i es va constatar la manca de relaci6 (Figura 34C). Tot plegat suggereix
que l'acci6 sobre HRH1 no explica els efectes diferents dels antihistaminics ni I'accié

antileucemica dels ANHA.

Per aconseguir una confirmacié més funcional de la independéncia de HRH1, es van
tractar linies cel-lulars de LMA amb els ANHA en preséncia o absencia d’altes
concentracions d’histamina. Com mostra la Figura 35, amb alguna excepcié no es va
produir cap reversiéo de l'efecte tractant amb histamina, com seria esperable si els

antihistaminics actuessin a través de HRH1, descartant definitivament aquesta diana.
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Figura 35. La histamina no reverteix la citotoxicitat dels ANHA. Cel-lules HL-60, KG-1 i
MonoMac-1 es van tractar 48h amb control de vehicle (C), loratadina 5i 10 uM (L5, L10),
rupatadina 5 i 10 pM (R5, R10), ebastina 5 i 10 uM (E5, E10) en presencia o abseéncia
d’histamina 200 pM. Les barres mostren la mitjana + SEM de triplicats d'un experiment
representatiu dels tres realitzats. *p<0.05 (t-test)

4.4.3. Mecanisme dependent de receptors de serotonina

Descartada la diana més classica dels antihistaminics, es va analitzar la possible mediacid
dels receptors de serotonina en l'accié antileucémica dels ANHA fent émfasi en HTR1A.
Atés que al grup de recerca on s’ha realitzat aquest treball s’ha estudiat extensament
I'expressi6 de receptors de serotonina en neoplasies hematologiques, es van relacionar les
dades d’expressié de HTR1A en linies cel-lulars previament obtingudes (en col-laboracio
amb la Dra. Amaia Etxabe i Antonia Banus-Mulet) amb dades de toxicitat en aquestes linies
d’ebastina, rupatadina i loratadina. Els resultats van ser molt semblants als obtinguts per a
HRH1 amb una certa tendéncia en loratadina i rupatadina a resultar més citotoxics en

linies amb alta expressié perod cap correlacié destacada (Figura 36A). Més important
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encara, linies sense expressi6 de HTR1A en superficie detectable eren sensibles als

tractaments.

Préviament a aquest treball s’havia descrit I'expressi6 de HTR1A en linies de LMA pero
uns efectes modestos d’antagonistes del receptor (Etxabe, Lara-Castillo et al. 2017). Per
estudiar més a fons la diana es va optar per combinar ebastina amb antagonistes neutres
de HTR1A (NAN190 i UH301), que bloquegen el receptor pero no indueixen senyalitzaci6 i
que sabem que no tenen efectes citotoxics importants en linies de LMA. El bloqueig de
receptors amb altes concentracions d’antagonistes neutres altament especifics haurien
d’impedir en part els efectes d’ebastina si aquesta produis els seus efectes antileucemics a
través de HTR1A. Aquesta reversio de 'efecte, pero, no es va produir (Figura 36B) fent
improbable que HTR1A sigui la diana dels ANHA, malgrat aquests hi tinguin més afinitat
predita que els no-ANHA.

Atés que altres subtipus de receptors de serotonina havien aparegut en prediccions
bioinformatiques com a dianes dels ANHA, es van realitzar experiments de reversi6 en
linies de LMA amb 'agonista natural de tots els receptors de serotonina (serotonina, 5HT)
i un agonista dels HTR1 (5-carboxamidotriptamina, 5CT). Es van realitzar corbes dosi-
resposta d’ebastina en preséncia o abséncia d’aquests agonistes, sense observar-se cap
diferencia (Figura 36C), suggerint la poca rellevancia dels receptors de serotonina en

aquest context i duent-nos a abandonar el seu estudi.

4.4.4. Mecanisme dependent de canals de potassi
El bloqueig de canals de potassi, i particularment de la subunitat K,11.1, s’ha relacionat

amb els efectes cardiotoxics de la terfenadina, i s’Tha descrit en menor mesura per a
ebastina (Ko, Ducic et al. 1997). A més, se n’ha descrit la sobreexpressié en LMA (Pillozzi,
Brizzi et al. 2002). Per sondejar si els efectes dels ANHA es podien produir a través del
bloqueig d’aquest canal, es van testar en linies cel-lulars de LMA els bloquejadors de
Ky11.1 dofetilida i lumefantrina a altres concentracions, sense observar-se efectes
citotoxics consistents (Figura 37) i indicant que probablement no es tracti de la diana

antileucemica dels ANHA.
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Figura 36. L’efecte dels ANHA no esta relacionat amb HTR1A. A. Es va representar
I'efecte citotoxic d’ebastina, rupatadina i loratadina 10 uM (eix Y) en diverses linies
cel-lulars en relaci6 al percentatge d’expressié de HTR1A en cada linia (eix X) i se’n van
calcular R? i p. B. Es van tractar cel-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 o THP-1 amb UH-301
50 uM, NAN-190 10 pM , ebastina 10 pM, o combinacions d’aquests i es va analitzar el
numero de cél-lules vives a les 48h. Les barres mostren la mitjana + SEM de triplicats d'un
experiment representatiu d’entre tres realitzats C. Corbes de dosi-citotoxicitat d’ebastina a
48h en cel-lules HL-60 o MonoMac-1 en presencia o abséncia de 5HT o 5CT 10 pM.
*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Figura 37. Inhibidors de hERG no tenen efectes citotoxics consistents en linies
cel-lulars de LMA. Es van tractar cél-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 amb control
de vehicle (C), dofetilida 50 uM (Do) o lumefantrina 50 uM (Lu), i se’n va analitzar la
viabilitat a les 72h. 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-tests).

4.4.5. Mecanisme dependent de receptors muscarinics d’acetilcolina

La cerca de candidats a diana havia identificat els receptors muscarinics d’acetilcolina
(CHRM), i com a primer pas per al seu estudi es va estudiar I'efecte de I'addicié del lligand
endogen de tots ells (acetilcolina) sobre 1'acci6é antileucémica dels ANHA en linies de LMA.
L’acetilcolina a concentracions molt per sobre de la seva afinitat pels receptors va ser
capa¢ de produir una reversid en alguns casos, si bé lleugera i inconsistent (Figura 38A).
Per estudiar més a fons aquesta diana, es van emprar antagonistes especifics de diversos
receptors muscarinics: metoctramina (antagonista de CHRM2), pirenzepina (antagonista
de CHRM1) i biperidén i ipratropi (antagonistes pan-CHRM). Si I'accié antileucémica dels
ANHA es produis a través d’algun CHRM, esperariem que antagonistes especifics a altes
concentracions induissin efectes citotdoxics com a minim similars als ANHA.
Contrariament, només biperiden i ipratropi a 50 uM van tenir algun efecte en MonoMac-1
i THP-1 (Figura 38B), efecte del tot diferent dels ANHA. Si bé es tracta de resultats
ambigus que no permeten descartar categdricament la diana, no sembla probable que es
tracti del mediador principal de I'accié antileucémica dels ANHA, motiu pel qual es va

interrompre la recerca amb aquests receptors.
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Figura 38. L’acetilcolina no reverteix la citotoxicitat dels ANHA. A. Cél-lules HL-60,
KG-1 i MonoMac-1 es van tractar 48h amb control de vehicle (C), loratadina 5i 10 pM (L5,
L10), rupatadina 5i 10 uM  (R5, R10), ebastina 5i 10 uM (E5, E10) en presencia o
absencia d’acetilcolina 100 pM. Les barres mostren la mitjana + SEM de triplicats d'un
experiment representatiu dels tres realitzats. B. Es van tractar cél-lules HL-60, KG-1,
MonoMac-1 i THP-1 amb control de vehicle (C), metoctramina 50 uM (Me), pirenzepina 50
uM (Pi), biperiden 50 uM (Bi) o ipratropi 50 uM (Ip) i se’n va analitzar la viabilitat a les
72h. 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-tests).

4.4.6. Efectes dels antihistaminics sobre el compartiment lisosomal i autofagic
Després d’aquest peregrinatge a través de proteines amb funcions diverses, cap de les
quals havia resultat ser una diana antileucémica versemblant per als nostres farmacs, es
va investigar la possible implicaci6 del compartiment lisosomal. Recentment s’havia
descrit el paper dels lisosomes com a mediadors dels efectes neoplasics induits en cancer
de pulmé per antihistaminics com ebastina i terfenadina (Ellegaard, Dehlendorff et al.
2016). A més, I'afectacié d’aquest compartiment cel-lular pot induir la mort cel-lular en
cél-lules de LMA (Sukhai, Prabha et al. 2013). Aquest mecanisme també explicaria I'accié

diferencial dels diferents antihistaminics, en estar relacionat amb propietats

fisicoquimiques dels farmacs independents de I'accié antihistaminica, com es discutira en
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apartats posteriors. A grans trets, s’ha descrit la tendéncia dels farmacs cationics amfifilics
(CAD) d’acumular-se als lisosomes per atrapament ionic, i els ANHA, a diferencies dels no-
ANHA, compleixen les caracteristiques que defineixen els CADs (Kodavanti i Mehendale

1990).

Per analitzar els possibles canvis sobre els lisosomes, es va fer Us de la sonda LysoTracker
Deep Red (Invitrogen), una tincid fluorescent especifica d’organuls acids (lisosomes i
endosomes tardans). Les afectacions lisosomals es poden manifestar tant amb increments
com amb disminucions de la fluorescéncia, segons l'efecte i el disseny experimental. En
aquest cas, el tractament de linies cel-lulars de LMA amb ANHAs i la seva posterior tinci6 i
analisi per citometria de flux va comportar un augment general en la fluorescéncia de
LysoTracker en totes les linies, tant a 24 com a 48h (Figura 39). Terfenadina i
ciproheptadina (un antihistaminic amb efectes antileucémics a concentracions més altes)
van tenir efectes menys consistents, si bé significatius en algunes de les condicions.
Cloroquina, un antimalaric lisosomotrop, va ser estudiat en tant que control positiu i, com
era esperable va induir un augment de la fluorescencia en tots els casos. Tractant-se d'un
agent lisosomotrop ampliament estudiat i potent resulta remarcable que en algunes linies
els ANHAs induissin augments superiors. Tots aquests resultats suposen una primera

prova de I'efecte sobre els lisosomes dels ANHAs en LMA.

S 3
g 4007 HL-60 *k g 250 KG_l skoksk
= et *%
2 3001 S 2001 ks o
=X =2 1504
= 2001 £
% _%: 1004-
= o =
5 100 S sof
e ey
23 0 23
= CLRETCyCl CLRETGCyCl = C LRETCyCl CLRETCyCl
24 h 48h 24 h 48h
2501 MonoMac-1 4007 THP-1
*k *k H sokkk hl
200- *
300+
150+ . )%
2004

*%
1001 KK T g KK

50- 1009

24h 48h 24h 48h

MFI Lysotracker respecte al control
MFI Lysotracker respecte al control

152



Figura 39. Els ANHA indueixen un augment de la massa lisosomal. Cél-lules HL-60,
KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 24 o 48h amb control de vehicle (C), loratadina
10 puM (L), rupatadina 10 uM (R), ebastina 10 uM (E), terfenadina 5 uM (T), ciproheptadina
25 pM (Cy) o cloroquina 20 pM (Cl) i es va analitzar la intensitat de fluorescéncia mitjana
(MFI) de la tinci6 especifica LysoTracker Deep Red a la poblaci6é de cél-lules vives com a
mesura de la massa lisosomal. 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-tests).

L’analisi per citometria de flux de la tincié amb LysoTracker va aportar informacié valuosa,
pero permetia sols analitzar si hi havia un efecte general sobre els lisosomes i no les
caracteristiques d’aquest efecte. Per poder observar més directament els lisosomes, es van
tractar cel-lules KG-1i THP-1 18 i 48h amb ebastina a una concentracié que no induis una
mort general (5uM), es van tenyir amb LysoTracker i es van analitzar en viu per
microscopia de fluorescencia. D’entrada, s’observa una pujada clara en la fluorescéncia
general de LysoTracker que valida els anteriors resultats de citometria (Figura 40).
L’efecte sobre la tinci6 és drastic i evident; mentre que els controls mostren una tincid
tenue amb molts punts fluorescents petits al citoplasma, 'addici6 d’ebastina provoca
I'aparici6 de zones fluorescents més extenses i intenses. Aquest efecte és especialment
espectacular en el cas del tractament de 18h en la linia KG-1 i apunta a una expansio del
volum lisosomal. Per a un estudi amb més profunditat de la morfologia del compartiment,
es van obtenir imatges a més augment, de les quals la Figura 41 mostra cél-lules
representatives. Aquestes imatges permeten constatar l'aparicio6 de compartiments
esferics molt intensos de fins a 3 micrometres que sén del tot absents a les cél-lules
control, alguns dels quals sén visibles a les imatges de contrast per interferéncia
diferencial. Aquesta observacié és compatible amb un augment del volum lisosomal induit

per 'acumulacié de farmacs i la posterior coalescencia entre organuls, que s’ha descrit per

a diversos compostos (Goldman, Funk et al. 2009).

Figura 40. L’ebastina indueix una expansié del compartiment lisosomal en linies
cel-lulars de LMA. Es van tractar cel-lules KG-1 i THP-1 amb ebastina 5uM 18h o 48h, es
van tenyir amb LysoTracker DeepRed i Hoechst33342 i es van observar en viu en un
microscopi de fluorescencia. Es mostren camps representatius de cada condici6 i els
pertanyen a l'experiment a 48h, practicament identics a les 18h. Blau, hoechst33342;
vermell/blanc, LysoTracker DeepRed. DIC, contrast per interferencia diferencial. Les
barres d’escala corresponen a 25 pm (630 augments).
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Figura 41. Ebastina indueix un augment del volum dels lisosomes. Imatges analogues
ala ala Figura 40 obtingudes a 1260 augments. Les barres d’escala corresponen a 5 um.

Un cop demostrada I'afectacié lisosomal, va resultar d’interes I'estudi de I'autofagia, un
procés intimament relacionat amb els lisosomes i amb implicacions en mort cel-lular. Per a
fer-ho, es va estudiar per citometria de flux la tinci6 amb CYTO-ID (Enzo Life Sciences),
una sonda fluorescent que tenyeix especificament autofagosomes i autofagolisosomes
pero no lisosomes. El procediment va ser analeg al realitzat per a LysoTracker i els
resultats van ser aixi mateix semblants, amb un augment en la fluorescencia després del
tractament amb ANHAs, tant a 24 com a 48h (Figura 42). Els ANHAs indueixen, doncs, un
augment en les vesicules autofagiques, bé per un augment del flux autofagic com a
resposta a les afectacions causades pels ANHA, bé com a efecte col-lateral de l'afectacié
lisosomal que impedeix la fusié final amb els autofagosomes. En aquesta ocasio, el

tractament amb cloroquina va tornar a actuar com a control positiu, validant I'experiment.
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Figura 42. Els ANHA indueixen un augment del compartiment autofagic. Cel-lules HL-
60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 24 o 48h amb control de vehicle (C),
loratadina 10 uM (L), rupatadina 10 uM (R), ebastina 10 uM (E), terfenadina 5 pM (T),
ciproheptadina 25 uM (Cy) o cloroquina 20 pM (Cl) i es va analitzar la intensitat de
fluorescéencia mitjana (MFI) de la tinci6 especifica CYTO-ID a la poblacié de cél-lules vives
com a mesura del volum del compartiment lisosomal. Les barres representen la mitjana +
SEM de triplicats de dos experiments independents. N/D, dades no disponibles. *p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).

Una de les mesures més acceptades per a I'analisi de I'activitat autofagica és la deteccid de
LC3, una proteina especifica de vesicules autofagiques, particularment la seva forma
lipidada LC3II, associada a la maduracié de fagofors (Tanida, Ueno et al. 2008). Per a
confirmar les observacions fetes mitjangcant CYTO-ID, es van realitzar western blots per
detectar LC3. En linies cel-lulars de LMA, els ANHA van induir un augment generalitzat de
la forma LC3II (Figura 43A). En dues mostres primaries de LMA, a més, ebastina va

produir el mateix efecte (Figura 43B), suggerint que, efectivament, els ANHA també

afecten el compartiment autofagic.
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Figura 43. Els ANHA indueixen un augment del marcador autofagic LC3II en LMA. Es
van tractar 24h A. Linies cel-lulars o B. Mostres primaries de LMA amb alt percentatge de
blasts amb control de vehicle (¢), ebastina 10 uM (Eb), rupatadina 10uM (Ru), loratadina
10 uM (Lo) o cloroquina 20 pM (Cl) i se’'n van extreure proteines. Es van realitzar Western
blots amb anticossos per a LC3 i el control GAPDH. Als panells superiors es mostren
membranes representatives de KG-1 (A) i de dues mostres primaries (B). Als panells
inferiors es mostra la quantificaci6 de bandes. En A, cada punt simbolitza una replica
experimental, en B, la mitjana de dues membranes.

En vista d’aquests resultats en linies cel-lulars, es va analitzar I'estat del compartiment
autofagic i lisosomal en 5 mostres primaries de LMA tractades 24 h amb ANHAs. Els
resultats van ser molt heterogenis, amb efecte nul en algunes mostres i disminucions o
augments en d’altres (Figura 44). L'estudi de l'autofagia i els lisosomes en poblacions
heterogénies com les de LMA és, sens dubte, un repte, si bé el control positiu, cloroquina,
valida el model experimental. Els augments o disminucions amb el mateix tractament
s’expliquen, probablement, per efectes qualitativament diferents en funcié de les
caracteristiques cel-lulars dels blasts, per exemple, una expansié del volum associat a

I'acumulacié dels farmacs als lisosomes o una disrupcié rapida d’aquests en resposta al

tractament.
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Figura 44. Els ANHA no tenen efectes consistents sobre mostres primaries de LMA.
Es van tractar 5 mostres primaries de LMA amb cloroquina 20 uM (Clo), loratadina 10 uM
(Lora), rupatadina 10 pM (Rupa), ebastina 5 pM (Eb 5) o ebastina 10 pM (Eb 10). Es va
analitzar dins la poblacié blastica la intensitat mitjana de fluorescencia (MFI) de
LysoTracker Deep Red (esquerra) o CYTO-ID (dreta). Cada punt representa una mesura
experimental, i cada simbol representa una mostra diferent. **p<0,01 en tests de Mann-
Whitney.

Fins aquest punt s’ha demostrat com els ANHAs afecten els compartiments autofagic i
lisosomal induint-ne l'expansi6, pero no s’han relacionat aquestes observacions
directament amb la mort cel-lular. Publicacions anteriors referents a la mort cel-lular
dependent de lisosomes han determinat que un element fonamental d’aquesta és la
permeabilitzaci6 de la membrana lisosomal (LMP) que inicia la mort mitjancant
'alliberament d’hidrolases al citoplasma (Serrano-Puebla i Boya 2018). La deteccié de
LMP és una empresa complexa, en tractar-se d’'un procés molt dinamic i que afecta més
d’'un compartiment cel-lular. Aix0 no obstant, s’han proposat diverses estratégies, una de
les quals és la deteccié6 microscopica de punts de galectina (Aits, Kricker et al. 2015).
Aquesta estratégia es basa en la formacié d’agregats de galectina (en especial galectina-1 i

galectina-3) als lisosomes permeables, que es poden detectar mitjancant anticossos

especifics, permetent una deteccid sensible i acurada de LMP.

Quan es va analitzar la formaci6 de punts de galectina en linies cel-lulars de LMA tractades
18h amb ebastina, es va comprovar com, efectivament, es produia un augment de cel-lules
amb lisosomes permeables respecte al control (Figura 45), suggerint que s’estaria

produint una LMP preévia a la mort cel-lular.

S’han descrit diversos actors moleculars implicats en la desestabilitzacié dels lisosomes i
la LMP. Un dels més estudiats és I'esfingomielinasa acida (ASM), un enzim intralisosomal
ancorat a membrana que catabolitza I'esfingomielina, regulant en part la composici6 de la
membrana lisosomal. S’ha observat que diversos farmacs que alteren els lisosomes sén
inhibidors funcionals d’ASM, provocant l'acumulacié d’esfingomielina i subseqiient
permeabilitzacié de la membrana. Per aquesta ra6 es va estudiar si el tractament amb ASM
recombinant de Bacillus Cereus era capag¢ de revertir els efectes citotoxics dels ANHA

apaivagant I'acumulacié d’esfingomielina.
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Figura 45. Ebastina indueix LMP. Es van tractar cel-lules KG-1 i MonoMac-1 18h amb
control de vehicle o ebastina 7 pM, i es va observar la distribucié de galecina-1 (LGALS1)
per immunofluorescencia. Es va emprar Hoechst 33342 per a la tinci6 dels nuclis. Es
mostren imatges representatives. El grafic inferior mostra el percentatge de cél-lules vives
amb punts de galectina en les cél-lules tractades amb control de vehicle (Cont), ebastina
(Ebas) o el control positiu cloroquina (Cloro). Es van comptar un minim de 25 cel-lules per
condicid.
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Com mostra la Figura 46, els efectes van ser poc consistents entre les diverses linies
cel-lulars. Aixi mentre que en HL-60 I’ASM va adhuc potenciar els efectes d’ebastina, en
KG-1 es va observar una reversio potent a 10 uM, i en diferents experiments en MonoMac-
1 es va observar una certa tendencia a la reversio, sense que aquesta fos significativa.
D’aquestes observacions extreiem que ASM podria jugar algun paper en la mort induida

per ebastina, pero no es tracta probablement d'un paper central.
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Figura 46. L’esfingomielinasa acida recombinant només reverteix la mort induida
per ebastina en KG-1. Cel-lules HL-60, KG-1 i MonoMac-1 es van tractar 1Th amb medi a
pH 5,2 amb preséncia o abséncia de 0,1 U/mL d’esfingomielinasa acida de Bacillus cereus, i
posteriorment es van cultivar en medi a pH fisioldogic 48 h amb control de vehicle (Cont),
ebastina 7, 5 uM (Eb 7,5) o ebastina 10 pM (Eb10) i se’'n va analitzar la viabilitat per
citometria de flux. Les barres representen la mitjana *# SEM de triplicats d'un experiment
representatiu (de tres realitzats). **p<0,01 en t-tests. Ns, no significatiu.

Una altra eina comunament utilitzada per a 'estudi de farmacs que afecten els lisosomes (i
mitocondris) és l'a-tocoferol, una molecula que d'una banda disminueix la peroxidacié
lipidica, procés involucrat en la desestabilitzacié lisosomal i mitocondrial, i de I'altra
produeix una redistribucié intracel-lular de compostos catidonics amfifilics, disminuint la
seva acumulacié lisosomal (Marenchino, Alpstag-Wohrle et al. 2004). Aixi, es van
pretractar linies cel-lulars de LMA amb a-tocoferol i posteriorment es van afegir ANHAs i
es van observar els efectes citotoxics a les 48h per citometria de flux. La reversi6 de
'efecte citotoxic dels ANHA es va donar en tots els ANHA i en totes les linies cel-lulars de
manera dependent de dosi, i va ser particularment espectacular en el tractament amb
ebastina 10 pM, en que es va passar d’'una mort practicament total a la mort de menys del
50% de cel-lules (Figura 47). Aquestes dades emfasitzen la importancia de la distribucio

subcel-lular i els efectes sobre els lisosomes en la mort cel-lular induida per ANHAs.
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Figura 47. A-tocoferol reverteix els efectes citotoxics dels ANHA. Cel-lules HL-60, KG-
1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar amb concentracions creixents d’a-tocoferol (a-Toco;
500, 1000 i 2000 pM) durant 24h i posteriorment 48h amb control de vehicle (Control),
ebastina 10 uM (ebas), loratadina 10uM (Lora) o rupatadina 10 uM (Rupa) i se’n va
analitzar la viabilitat per citometria de flux. Les barres representen la mitjana # SEM de
triplicats d'un experiment representatiu (de 3 realitzats). *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;
*x p<0.0001 (t-tests).

A banda de la importancia dels lisosomes, es va voler sondejar la rellevancia de I'expansio
observada del compartiment autofagic. Per fer-ho, es va emprar 3-metiladenina (3-MA),
un inhibidor d’autofagia els efectes del qual es van validar préviament. A la Figura 48 es
pot veure com 3-MA no va ser capag¢ de revertir la mort causada per ebastina en linies
cel-lulars de LMA, si bé es va observar una certa tendéncia en KG-1. Atés que 'autofagia
actua com a procés de resposta a estres i és un efecte col-lateral en molts escenaris de

mort cel-lular, es va abandonar I'estudi de I'autofagia com a mitjancer principal de la mort

cel-lular per ANHAs.
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Figura 48. 3-MA no reverteix els efectes citotoxics dels ANHA. Es van tractar cél-lules
HL-60 i KG-1 amb control de vehicle (Cont), 3MA 500 uM, ebastina 7 uM (Ebas) o una
combinacié de tots dos (combo) i se’'n va analitzar la viabilitat de les 48h . Les barres
representen la mitjana + SEM d’un experiment.

4.4.7. Efectes dels antihistaminics sobre la funcié mitocondrial

Fins a aquest punt hem constatat la implicaci6 del compartiment lisosomal en la mort
cel-lular induida per ANHAs. La desestabilitzacié lisosomal és, pero, un procés comu en
d’altres vies de mort cel-lular, que acompanya la mort més que determinar-la. A més, s’ha
descrit previament 'acumulacié de farmacs cationics amfifilics en mitocondris (Vater,
Mockl et al. 2017). Aquests fets van dur a I'estudi de I'apoptosi i 'afectacié mitocondrial

induits per ANHA.

Per analitzar si la mort cel-lular induida per ANHAs era compatible amb apoptosi es va
realitzar en primer lloc un estudi en linies cel-lulars de LMA amb annexina V, que s'uneix a
la fosfatidilserina translocada 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. Com es pot observar a la Figura 50, el percentatge total de cél-lules positives per
a la tincié amb annexina V es va veure fortament incrementat amb tots els tractaments en
totes les linies, especialment en el cas d’ebastina. Quan es va analitzar el perfil annexina V-
7AAD, es va observar que la gran majoria de cél-lules després del tractament amb ebastina
10 pM eren annexina-V+/7AAD+ (Figura 50), indicant que presentaven les

caracteristiques propies de I'apoptosi tardana.

162



HL-60 KG-1 MonoMac-1

641 sk 641 641
+ + +
> 324 > _ 324 > 32-
g =) g =) g [=) kkskk
% £ 164 £ £ 167 £ £ 161
28 28 g8
s> g s> g sokskok s> g
< < < w
<] <] Q
23 4 T 23 4 28 a4
ER] T ER Z2 s
o3 21 =38 21 - < 3 21 =
Lo) — % — Lo) —
=S 1- .’_if‘_‘.. =S 1- .(ij.. .o . = 1- .’_T.‘..
0.5 0.5 0.5
Cont Ebas5 Ebas 10 Cont Ebas5 Ebas 10 Cont Ebas5 Ebas 10
41 4 41
4 B 4 B *kokk 4 ~
£ g 3 £E £ 3
% < X < E=
g 8 = 8 £ 8
S - sokokok S = S
< < < w 2
28 28 38
2 & 2 & 2 2
—_— W —_— W —_— W
CE e ERIRT
X X =3
0 0
Cont Lora5 Lora10 Cont Lora5 Lora10 Cont Lora5 Loral0
- 101 -
+ 10 + + 10 *
> . > . = .
EE 8 £g 8 £ s
X = 2= % =
&3 IS g g
s 2 S S 64 S5 6
< © 6+ < © < © 6
v QO v QO ©n QO
L5 20 LB
22 47 ER-N 52 4
—_— * —_— —_— 0
’8 ® ’8 L (8 e
ES 2+ - =3 21 *Ekok N 24 AAK
=R il ]
0 0- 0
Cont Rupa5 Rupa 10 Cont Rupa5 Rupa 10 Cont Rupa5 Rupa 10

Figura 49. Els ANHA indueixen un augment de cél-lules Annexina V+. Cel-lules HL-60,
KG-1 o MonoMac-1 es van tractar 48 h amb control de vehicle (Cont), ebastina 5i 10 uM
(Ebas 5, Ebas 10), loratadina 5i 10 pM (Lora 5, Lora 10) o rupatadina 5i 10 uM (Rupa 5,
Rupa 10) i es van tenyir amb Annexina V. Es representa el percentatge de cel-lules
positives per a la tincié respecte al control de vehicle. Es mostra la mitjana + SEM de
triplicats de dos o tres experiments independents. *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****
p<0.0001 (t-tests).
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Figura 50. Els ANHA indueixen una mort cel-lular compatible amb I'apoptosi. Es
mostren grafics de citometria de flux representatius dels experiments recollits a la Figura

49.

A banda de l'estudi amb annexina V, es va estudiar un altre element caracteristic de
I'apoptosi: la condensacié i fragmentacié ordenada del nucli, que es va analitzar per
microscopia mitjangant la tincié de DNA amb Hoechst33342. Com es desprén de la Figura
51, efectivament I'ebastina induia una condensaci6 i fragmentacié nuclear, manifestada en
una major intensitat de la tincié amb Hoechst33342 i una pérdua de la integritat formant-
se cossos discrets, tal i com és caracteristic de la morfologia apoptotica de la mort cel-lular.
Aixi mateix, les imatges de contrast permeten observar en algunes cel-lules

I’embutllofament que condueix a la formaci6 de cossos apoptotics.

Un cop observades aquestes caracteristiques tipiques de cél-lules apoptotiques, es va
realitzar un estudi del mediador molecular principal de I'apoptosi, I'activacié de caspases
efectores. Mitjangcant un kit basat en luminiscencia que permet determinar el grau
d’activacié de caspases 3 i 7 (Caspase-Glo ® 3/7 Assay, Promega) es va constatar una
activacié de caspases notable a les 24 hores de tractament amb loratadina, ebastina i
rupatadina a 10 pM en 4 linies cel-lulars de LMA (Figura 52), en alguns casos similar a
I'observada amb el tractament amb etopodsid, un activador de caspases paradigmatic.
Queda clar, doncs, que els ANHA indueixen una activacié de caspases que condueix a una

mort cel-lular amb trets apoptotics.
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Figura 51. Els ANHA indueixen una condensaci6 i fragmentacio6 del nucli compatible
amb l'apoptosi. Es mostren imatges representatives de contrast per interferéncia
diferencial (DIC) i de la tincié6 amb Hoechst 33342 dels experiments mostrats a la Figura
40. Les barres representen 25 uM.
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Figura 52. Els ANHA indueixen una activacié de caspases efectores a les 24h. Es van
tractar cel-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 amb control de vehicle (C), loratadina 10
uM (L), rupatadina 10 uM (R), ebastina 10 pM (E) o etoposid 5 pM (VP). A les 24h, es va
analitzar per luminiscencia I'activaci6é de caspases mitjancant el kit CaspaseGlo 3/7 assay
®. Es mostren les unitats de luminiscéncia relativa (RLU) respecte al control Les barres
representen la mitjana + SEM de triplicats de dos experiments independents. RLU, Unitats
de luminiscéncia relativa. *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Arran de totes les evidencies que apuntaven a una induccié de 'apoptosi per part dels
ANHAs, es va voler analitzar si la inhibici6 de caspases era capac¢ de revertir els efectes
citotoxics dels ANHA. Amb aquest objectiu es va emprar el pan-inhibidor de caspases Z-
VAD-FMK a concentraci6 de 50 pM, una concentracié que assegura una inhibicid
practicament completa. Per validar que en el nostre model Z-VAD-FMK era capa¢ d’inhibir
I'activacié de caspases induida per ebastina es va realitzar una petita prova amb el
Caspase-Glo ® 3/7 Assay, observant-se’'n una abolicié completa (Figura 52A). Validat aixi
el sistema experimental, es van tractar cél-lules HL-60 i KG-1 amb diversos ANHAs en
preséncia o absencia de Z-VAD-FMK, i es va observar com practicament no hi havia
diferencies (Figura 52B). Aquests resultats insinuen que, o bé les caspases s’activen durant
la mort cel-lular induida per ANHAs pero no hi juguen un paper central, o bé existeixen
mecanismes capacos de sobreposar-se a la inhibicié de caspases. En qualsevol dels casos,
es dibuixa un escenari en que es produeix una mort cel-lular complexa amb implicaci6 de

diferents compartiments cel-lulars i mediadors moleculars.
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Figura 53. L’'inhibidor de caspases zVAD-fmk no reverteix la mort induida per
ANHAs. A. Es van tractar 12h cél-lules HL-60 amb control de vehicle (C), ebastina 10 uM,
(E), Z-VAD-FMK 50 puM (Z) o amb una combinacié dels dos ultims (EZ), i es va medir
I'activacié de caspases mitjangant el kit CaspaseGlo 3/7 assay B. Es van tractar cél-lules
HL-60 o KG-1 amb o sense Z-VAD-FMK 50uM i amb control de vehicle (Cont), ebastina 5
uM (Eb 5), ebastina 10 uM (Eb 10), loratadina 10 uM (Lora) o rupatadina 10 uM (Rupa). Al
cap de 48h es va analitzar el nimero de cel-lules vives per citometria de flux. Les barres
representen la mitjana * SEM de triplicats d’'un experiment representatiu (de 3 realitzats).
*p<0.05; ** p<0.01 (t-tests). Ns, no significatiu.

En vista de la implicacié de la maquinaria apoptotica, es va procedir a analitzar I'afectacid
dels ANHA sobre el compartiment mitocondrial. D’'una banda, es va analitzar I'acumulacié
d’especies reactives d’oxigen al mitocondri (mitROS), en tractar-se d’'un procés comu en
I'alteraci6 de I'homeostasi mitocondrial i un dels desencadenants de l'activacié de
caspases (Kannan i Jain 2000). Per fer-ho, es va analitzar per citometria de flux la
intensitat de fluorescéncia de la sonda especifica de mitROS MitoSOX™ Red Mitochondrial
Superoxide Indicator (Thermo Fisher) després de 24h de tractament amb ANHAs de linies

cel-lulars de LMA. Com mostra la Figura 54, els ANHAs van induir un augment molt

notable en els nivells de mitROS.
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D’altra banda, es va estudiar el potencial de la membrana mitocondrial (AWmit), implicat en
I'apoptosi i en el manteniment de ’homeostasi mitocondrial, mitjancant la tincié amb
rodamina-123. S’ha descrit que una disminucié de la intensitat de fluorescencia esta
relacionada amb una perdua de AWy, (Baracca, Sgarbi et al. 2003). En els estudis realitzats
amb linies cel-lulars de LMA tractades amb ANHA, es va observar una disminuci6 general

de AW (Figura 55),especialment amb el tractament amb ebastina.

Aquestes dues observacions suggereixen que, a banda d'una afectacié del compartiment
lisosomal i una LMP, es ddna una afectacié mitocondrial i una pérdua del seu potencial de

membrana, probablement en estreta relaci6 amb l'observacié d’'una mort cel-lular amb

caracteristiques apoptotiques.
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Figura 54. Els ANHA indueixen una acumulacié de mitROS. Cel-lules HL-60, KG-1,
MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 24h amb control de vehicle (Cont), loratadina 10 puM
(Lora), rupatadina 10 puM (rupa), ebastina 10 uM (Ebas), terfedadina 1 pM (Terfe) o
rotenona 0,1uM (Rote, control positiu) 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 de dos experiments independents. *p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 (t-tests).
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Figura 55. Ebastina i rupatadina indueixen una pérdua de potencial de la membrana
mitocondrial. Cél-lules HL-60, KG-1, MonoMac-1 i THP-1 es van tractar 24h o 48h amb
control de vehicle (gris), loratadina 10 pM (blau fosc), rupatadina 10 pM (taronja) o
ebastina 10 pM (blau clar) i es va analitzar la tincié6 amb rodamina-123 per citometria de
flux. Els punts representen la mitjana + SEM de dos experiments independents.

4.4.8. Cineética dels efectes dels antihistaminics sobre els diferents compartiments
cel-lulars

Ha quedat constatada en apartats anteriors I'acumulacié d’ANHAs als lisosomes i la LMP, i
també I'afectacié mitocondrial, 'acumulacié de mitROS, I'activacié de caspases i trets de
mort cel-lular apoptotica. Lluny de resultar dades contradictories, encaixen en el model
cada cop més acceptat que hi ha una gran interrelaci6 entre fenomens previament
considerats independents (Galluzzi, Vitale et al. 2018). Com que sera I'objectiu de futurs
estudis la millora de les molécules per a cercar nous tractaments, resulta fonamental
comprendre quin és I'esdeveniment determinant en la mort induida per ANHAs; quin és el
seu mecanisme d’accié. Fent Us de les eines emprades als darrers apartats, es va realitzar
una cinetica dels efectes sobre els diferents compartiments cel-lulars en la linia cel-lular de
LMA KG-1, si bé també es va sondejar en altres linies cel-lulars, amb resultats similars.
Com mostra la Figura 56, el primer esdeveniment observable és 'augment de mitROS, que
s’observa ja a la mitja hora de tractament i assoleix un estancament cap a les 4h. No és fins
a les 6-12h que s’observa un augment detectable tant en I'activacié de caspases com en
I'augment del volum lisosomal, que evolucionen de manera forga paral-lela. Pel que fa a
'autofagia, en el cas d’ebastina no s’observen canvis rellevants fins a les 24h, mentre que

en loratadina i rupatadina la cinética és similar a 'observada pels lisosomes.

168



10244 Ebastina 10 uM

5124 =%~ (aspase-Glo
== CytolD

256+ Lysotracker
== MitoSOX

5121 Loratadina 10 uM

=%~ (aspase-Glo

2561
== CytolD
Lysotracker
128 =&~ MitoSOX

64

S

10247 Rupatadina 10 pM

512+ =¥~ (Caspase-Glo
== CytolD
256 Lysotracker
=8- MitoSOX
1281
64 L] L] L] L] L] L] L] L]
P S N W &
F H S g P

Figura 56. Cinética d’esdeveniments observats després del tractament amb ANHAs.
Es van tractar cel-lules KG-1 amb ebastina, loratadina o rupatadina a les concentracions
indicades i es van analitzar en diferents punts experimentals I'activacié6 de caspases
(Caspase-Glo, negre), el compartiment autofagic (intensitat de CYTO-ID respecte al
control, verd), el compartiment lisosomal (intensitat de LysoTracker respecte al control,
blau) i els nivells de superoxid mitocondrial (intensitat de MitoSOX respecte al control,
vermell). Cada punt representa la mitjana de triplicats de dos experiments independents, i
no es mostren barres d’error perque impedirien la correcta visualitzacié de la cinetica.
L’eix de les X no es troba a escala amb els temps indicats.

Per analitzar en més profunditat el punt on s’inicien tant l'activacié de caspases com
I'augment del volum lisosomal es van analitzar tots dos esdeveniments a les 12h de
tractament amb ANHAs. En el cas d’ebastina sembla que 'augment de volum lisosomal és

un esdeveniment lleugerament més primerenc que I'activacié de caspases, mentre que en
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rupatadina s’observa en general el patrd contrari, i en loratadina una acci6 paral-lela
(Figura 57). Tot plegat suggereix una aparicid paral-lela dels dos esdeveniments, fent
improbable tant que 'activacié de caspases sigui la responsable dels efectes lisosomals
com el contrari i insinuant que es tracta d’esdeveniments fins a un cert punt independents.
El primer esdeveniment observat, I'acumulacié de mitROS, podria ser responsable de
I'activacié de caspases, perd dificilment explicaria un augment tan marcat del volum

lisosomal.
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Figura 57. Estudi del compartiment lisosomal i I'activacié de caspases a les 12h de
tractament amb ANHAs. Cel-lules HL-60, KG-1 o MonoMac-1 es van tractar 12h amb
control de vehicle (C), ebastina 5uM (E5), ebastina 7,5 puM (E7), ebastina 10 uM (E10),
loratadina 5 uM (L5), loratadina 10 uM (L10), rupatadina 5 uM (R5), rupatadina 10 uM
(R10), cloroquina 20 uM (Clo) o etoposid 5 uM (VP). Passat aquest temps se’n va analitzar
A. La mitjana de la intensitat de fluorescencia (MFI) per a la sonda LysoTracker o B.
L’activacié de caspases efectores (mitjancant Caspase-Glo). 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-tests).
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4.4.9. Relacio de I'acci6 dels antihistaminics amb les seves propietats
fisicoquimiques

Com hem vist en apartats anteriors, dins la familia farmacologica estudiada s’hi troben
compostos amb i sense activitat antileucémica, i aquesta activitat és dependent de la seva
distribucié subcel-lular, fortament condicionada per propietats fisicoquimiques. Per
estudiar I'impacte d’aquestes sobre l'accié antileucemica i amb la vista posada en el
desenvolupament de futurs compostos, es van comparar propietats d’'interes entre els
antihistaminics amb activitat antileucemica a 10 pM, amb activitat antileucemica a
concentracions més altes i sense activitat antileucémica. L’objectiu d’aquesta comparacid
no va ser establir correlacions estadistiques, d’altra banda dificultoses ates el baix nombre
de compostos estudiats, sind més aviat observar tendéncies i analitzar si aquestes eren

capaces de solidificar els efectes experimentals observats.

En alguns parametres, recollits a la Figura 58, no es van observar diferéncies substancials
entre grups, tals com en el pKa basic o en el nimero d’enllagos rotables. En d’altres, es van
observar diferéncies en la linia dels efectes antileucémics, principalment en termes
d’hidrofobicitat, un parametre clau per a la capacitat de creuar membranes. Aixi, tant
analitzant els cLogPs predits per dos softwares diferents (ALOGPS i ChemAxon) com el
logD a pH 7,4 es van constatar una major hidrofobicitat en aquells compostos més
antileucémics. Aquesta hidrofobicitat i permeabilitat de membrana associada és un
prerequisit per als mecanismes d’atrapament ionic, fet que encaixa amb I'expansié del
volum lisosomal. També en relaci6 a la polaritat, es pot observar com els no-ANHA
mostren valors de TPSA més elevats, indicant que la seva estructura conté una fraccié
polar més alta. En aquest parametre, pero, es van observar discrepancies entre ANHAs i
antileucémics moderats; els segons amb valors més baixos de TPSA, i també de pes
molecular. Aquesta diferencia probablement es relacioni amb el fet que so6n molecules més
petites i amb una amfifilicitat menys evident, que podria estar relacionada amb el seu
menor efecte. Quant als pKas acids, la comparacié va palesar com els no-ANHA tenen
grups acids facilment ionitzables, mentre que aquells farmacs amb alguna capacitat

antileucémica tenen pKas acids de valors molt més alts.

Per ultim, es va establir una comparacié quimica en el context que es vol estudiar. Com
s’ha exposat a la introduccid, es considera que la hidrofobicitat en ella mateixa no és el
factor més rellevant per a 'acumulaci6 lisosomal de compostos; ho és la hidrofobicitat
diferencial al citoplasma i al lisosoma. Mitjancant un predictor de logD (de ChemAxon) es

va calcular la ratio de logD a pH 7 (pH aproximat del citosol) i a pH 4 0 5 (pH aproximat del
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lisosoma). Com es pot veure, els no-ANHA mostren tots valors molt propers a 1, indicant
que la seva hidrofobicitat és la mateixa a ambdos compartiments, mentre que en la resta
s'observen (amb una excepcid, loratadina) valors superiors a 1, indicant una major

hidrofobicitat al citosol respecte al lisosoma, atesa la protonacié en medi acid.
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Figura 58. Agrupaci6 de propietats fisicoquimiques dels antihistaminics segons els
seus efectes antileucémics. Es van agrupar els antihistaminics segons tinguessin efectes
antileucémics potents a 10 uM (ANHA), efectes antileucémics a concentracions més altes
(interm) o cap efecte antileucémic (no-ANHA). HBA, numero d’acceptors d’enllacos
d’hidrogen; HBD, nimero de donadors d’enllagos d’hidrogen; TPSA, area topologica de la
superficie polar. Les dades de logD a pHs 4, 5 1 7 es van obtenir del simulador LogD
Predictor (ChemAxon).

En vista de la identificacié com a parametre d’interés del logP, es va voler establir si existia
una relacié entre aquest valor i la ECso observada en linies de LMA. La Figura 59 mostra
com, efectivament, aquesta relacié existia i era significativa, subratllant la importancia de

la hidrofobicitat.
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Figura 59. El logP dels antihistaminics es correlaciona amb el seu efecte
antileucémic. Es van relacionar per regressio lineal valors de logP dels antihistaminics i la
seva EC50 en 4 linies cel-lulars de LMA. Per a antihistaminics sense efecte antileucémic
fins i tot a altes concentracions, es van emprar valors de 100 pM. A la taula es mostren
valors rellevants de la regressi6 lineal realitzada amb cada linia.

Un cop establertes totes aquestes relacions, es van representar conjuntament els valors de
logD a pH7,4 i de TPSA (Figura 60). S’ha proposat que un compost, per creuar membranes
per difusié passiva ha de complir com a minim el requisit de TPSA<75 Az i logD74>0
(Camenisch, Alsenz et al. 1998; Zhu, Jiang et al. 2002; Liu, Tu et al. 2004; Pham-The,
Gonzalez-Alvarez et al. 2013). A la representacié es va delimitar I'area d’aquests dos
requisits i es va constatar com, d'una banda, tots els compostos amb alguna activitat
antileucémica complien els requisits, mentre que cap dels no antileucemics ho feia. A més
a més, aquesta representacié va presentar una agrupacio6 diferencial entre els ANHA i els

antihistaminics amb efectes a concentracions més altes; concretament, els primers

tendeixen a tenir logD i TPSA més alts.
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Figura 60. Els ANHA tenen valors de logD alts i valors de TPSA intermedis. Es van
agrupar els antihistaminics segons tinguessin efectes antileucémics potents a 10 pM
(ANHA, verd), efectes antileucémics a concentracions més altes (taronja) o cap efecte
antileucémic (no-ANHA, vermell) i se’n van representar logD a pH 7,4 i TPSA (en A2).
L’area acolorida representa un rang d’interes que es descriu al text.
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Com a ultim estudi d’aquestes propietats, es va realitzar un analisi de clustering no
supervisat dels antihistaminics a partir de diverses caracteristiques fisicoquimiques
(cLogP ALOGPS, TPSA, logD, logS, carrega fisioldogica, nimero de donadors d’enllacos
d’hidrogen, nimero d’acceptors d’enllagos d’hidrogen, cLogP Chemaxon, nimero d’atoms
de nitrogen i d’oxigen). L’analisi va lliurar una agrupacié dels compostos segons aquesta
propietat idéntica a 'agrupacié que hauriem establert per als seus efectes antileucémics
(Figura 61A). A més, un analisi de components principals amb els mateixos parametres va
mostrar de nou una agrupacio6 clara (Figura 61B). Totes aquestes dades acaben de validar
la nostra idea que les propietats fisicoquimiques expliquen en gran mesura les diferents

propietats antileucémiques dels antihistaminics.
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Figura 61. L’agrupament de farmacs per caracteristiques fisicoquimiques coincideix
amb els efectes antileucémics. A. Es va realitzar un analisi de clustering jerarquic a
partir dels segiients parametres dels diferents antihistaminics: cLogP ALOGPS, TPSA, logD,
logS, carrega fisiologica, nimero de donadors d’enllacos d’hidrogen, nimero d’acceptors
d’enllacos d’hidrogen, cLogP Chemaxon, nimero d’atoms de nitrogen i d’oxigen. Se’n
mostra el dendrograma, amb els grups antileucémics coincidents B. Es va realitzar un PCA
amb les mateixes dades. Diferents colors mostren zones associades a diferents grups
d’acci6 antileucémica: no-ANHA (vermell), ANHA (verd) i farmacs intermedis (groc).

Després de tots els analisis anteriors, 'observacié directa de I’estructura de les molécules
estudiades (Figura 62) va permetre una nova interpretacio. A nivell quimic podem dir que
els no-ANHA s6n compostos que, malgrat posseir una part hidrofoba, es troben carregats a
pH fisiologic (generalment mostrant una forma zwitterionica amb una carrega total neutra
fruit d’'una carrega positiva i una negativa) i sén, per tant, mals candidats al creuament de
membranes. La resta de compostos so6n més hidrofobs i més aptes per creuar membranes,

si bé alguns és probable que es trobin en part protonats a pH fisiologic. Aquestes
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caracteristiques permetrien d’'una banda l'atrapament ionic als lisosomes i de I'altra

I'entrada d’especies cationiques al mitocondri, considerant sempre els equilibris quimics.

D’altra banda, si comparem els tres farmacs amb efectes a concentracions altes, veiem
com, a diferéncia dels ANHA, sdn més petits i menys amfifilics, caracteristica que s’ha
definit com a fonamental per a I'acumulacié en lisosomes (Logan, Kong et al. 2014). En
definitiva, propietats fisicoquimiques han resultat ser explicatives dels efectes

antileucemics.
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Figura 62. Estructura quimica dels antihistaminics estudiats. Els requadres taronges
indiquen els atoms facilment ionitzables.

4.4.10. Estudi de nous compostos

En aquest punt, es coneixen les linies generals del mecanisme d’accié dels ANHAs, i se
nhan descrit caracteristiques fisicoquimiques relacionades. Abans d’aquests
coneixements, pero, i a partir de les dades sobre l'activitat diferencial de 10
antihistaminics diferents, I'empresa Chemotargets va realitzar in silico un analisi per
identificar farmacs existents que poguessin induir efectes similars als ANHA. En aquesta
analisi es van identificar pimetixe (antagonista de receptors de serotonina i histamina),

nordoxepina (antidepressiu triciclic), pizotifén (antagonista de receptors de serotonina i
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histamina) i 3-CPMT (inhibidor de la recaptacié6 de dopamina) i es van proposar 120
compostos organics més que havien de permetre l'obtencié de molecules amb millors

perfils farmacologics.

En aquest estudi quimioinformatic, es van buscar compostos possiblement antileucemics
en dues bases de dades quimiques; d’'una banda, una que conté en conjunt de catalegs de
proveidors quimics (fins a 12 milions de molecules) i de l'altra una base de dades
confeccionada per la mateixa Chemotargets que conté 12.131 farmacs o candidats a
farmacs. En primer lloc, van dur a terme un cribratge per semblanca per seleccionar totes
les molécules amb un bon grau de similitud quimica (valor de tall=0,77) amb algun dels
antihistaminics antileucemics sense tenir el mateix esquelet exacte. Aleshores, les
molecules seleccionades es van processar a través de 30 models discriminants de
descriptors quimics (2), combinacions de descriptors (12), dianes (1) i combinacions de
descriptor-diana (15) que s’havien generat durant la recerca de dianes, obtenint les

molecules i farmacs previament descrits.

Al moment de dipositar aquesta tesi, s’havien testat a la linia cel-lular de LMA HL-60 un
total de 50 compostos sorgits de l'estudi per part de Chemotargets, estudiant els efectes
citotoxics a 10 pM a les 48h. Dels 50 testats, 27 van induir algun efecte citotoxic, 8 dels
quals de més del 25% i 5 d’aquests de més del 50% (Figura 63A). Un d’aquests compostos
va induir un efecte citotoxic del 100 % i, interessantment, mostrava una estructura amb
un cap hidrofobic més rigid i gran que els ANHA préviament estudiats, una amina
protonable, i una cadena alifatica que separava ambdues parts funcionals. Aquesta troballa
anava en la linia d’'observacions anteriors i suposara un punt de partida per a 'obtencié de
nous compostos més efectius o efectius a concentracions més baixes, amb propietats més
atractives i sense proteccié intel-lectual. Quan es va relacionar l'efecte d’aquests nous
compostos amb la seva hidrofobicitat definida com a logP, es va observar una associacio6
significativa pero feble, amb una tendencia a una major citotoxicitat a majors valors de

logP.
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Figura 63. El cribratge identifica diversos compostos d’interés. Es van tractar cel-lules
HL-60 48 h amb els compostos proposats per al cribratge a 10 puM, i se’'n va analitzar la
viabilitat. A. Cada punt representa la mitjana de triplicats de dos experiments
independents amb cada compost. B. Es representa I'efecte de cada compost sobre la
viabilitat en relacié al seu logP (valors calculats proporcionats pel proveidor). Es van
relacionar els parametres mitjangant una regressid lineal, de la qual es mostren els valors
depideRz

Per una analisi en una mica més de profunditat de les propietats fisicoquimiques dels nous
compostos amb activitat antileucémica, es van representar el logP contra el TPSA,

observant-se la semblanga en aquests parametres d’ebastina amb el compost més actiu.

Pel que fa a la resta, no s’observa un patro clar.
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Figura 64. Representacié dels compostos del cribratge segons logP i TPSA. Es van
representar el logP i el TPSA (en A2) dels nous compostos. En verd es mostren els
compostos amb activitat citotoxica >50% a 10 uM en HL-60, i en vermell els <50%. El punt
sense omplir representa ebastina, com a punt de referéncia. La fletxa assenyala el compost
més citotoxic. L’area acolorida representa un rang d’'interés que es descriu al text.

En definitiva, s’ha posat la primera pedra per a la recerca de nous compostos i s’ha posat

I'accent de nou en la rellevancia de les propietats fisicoquimiques.
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5. Discussio
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Al llarg de la present tesi s’ha descrit com un grup d’antihistaminics, que hem anomenat
antihistaminics antineoplasics o ANHA, presenten efectes antileucemics selectius i
independents del receptor d’histamina 1, estudiats en profunditat en leucémia mieloide
aguda (LMA). Aquests efectes s’han pogut relacionar amb I'acumulacié en lisosomes i

mitocondris explicada parcialment per caracteristiques fisicoquimiques de les molecules.

El sistema histaminérgic en neoplasies hematologiques

Des que Kahlson formulés inicialment una hipotesi segons la qual la histamina seria un
mediador de gran importancia per al creixement cel-lular (Kahlson, Rosengren et al.
1958), multiples grups de recerca han estudiat el rol de la histamina i els seus receptors
en diferents tipus de cancer, sense que a dia d’avui s’hagi pogut aclarir del tot la seva
rellevancia (Cianchi, Vinci et al. 2008). Aixi, s’han observat efectes contradictoris de la
histamina i resultats molt diversos en analitzar cadascun dels 4 receptors en cel-lules
tumorals, presentant-se tant en nivells més alts com més baixos en cel-lules de diferents
tumors respecte a les seves equivalents sanes (Faustino-Rocha, Ferreira et al. 2017).
Quant al grup de cancers estudiats al grup de recerca, les neoplasies hematologiques, el
sistema histaminergic ha estat poc estudiat, amb un article assenyalant a I’efecte pro-
proliferatiu d’histamina en LLA (Malaviya i Uckun 2000), un altre descrivint la
sobreproducci6 d’histamina en LMC (Aichberger, Mayerhofer et al. 2006) i diversos
treballs apuntant a I'efecte de la histamina rebaixant la immunosupressié causada per
cél-lules mieloides immadures a través del receptor HRH2 (Monczor, Copsel et al. 2017).
Aquest darrer efecte de la histamina, que ha demostrat clinicament reduir les recaigudes
en pacients (Brune, Castaigne et al. 2006), s’emmarca dins el seu paper immunoregulador
estimulant el sistema immune a través de HRH1 i disminuint la formaci6 de ROS en
monocits, neutrofils i cel-lules de LMA monocitica o mielomonocitica a través de HRH2

(Monczor, Copsel et al. 2017).

Al grup on s’ha realitzat el present treball i en d’altres, a més, s’havia constatat previament
la rellevancia de l'expressi6 de receptors de serotonina i dopamina en neoplasies
hematologiques (Sachlos, Risueno et al. 2012; Etxabe, Lara-Castillo et al. 2017); receptors
acoblats a proteines G heterotrimériques amb moltes semblances fisioldogiques i connexid
amb els receptors d’histamina. Amb aquests precedents i després d’identificar alguns
antihistaminics com a potencials antileucémics, aquest projecte es va proposar abordar
I'estudi de diferents aspectes del sistema histaminergic en neoplasies hematologiques,

particularment LMA, i aixi afegir una peca més al trencaclosques histamina-cancer. Als
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nostres estudis hem constatat 'expressié de HRH1 en cel-lules de neoplasies mieloides,
observada en cel-lules mieloides sanes a nivells similars, mentre que no s’ha detectat en
cél-lules de llinatge T tant sanes com neoplasiques. A més, no hem detectat diferéncies

proliferatives en cél-lules de LMA tractades amb histamina.

Pel que fa a I'expressio de receptors d’histamina en linies de LMA, s’ha observat expressid
majoritaria de HRH1 i HRH2, sense poder-se detectar HRH3 ni HRH4. L’expressié de HRH2
en LMA no és una novetat, sind que és consistent amb estudis previs on s’ha demostrat la
seva presencia en monadcits i cel-lules de LMA, que s’ha explotat per a disminuir els nivells
de ROS generats per blasts immadurs (Monczor, Copsel et al. 2017). Quant a I'expressid
del receptor HRH1, que hem estudiat més a fons, tant en linies cel-lulars com en mostres
primaries, es pot dir que la seva presencia en superficie presenta una estreta connexié
amb la diferenciaci6é en diferents llinatges; té una alta expressi6é en cél-lules mieloides,
variable en cel-lules B i nul:la en cel-lules T, tant neoplasiques com sanes. En cél-lules T
sanes s’havia descrit previament la rellevancia funcional de HRH1, pero només s’havia
estudiat en els subgrups de cel-lules Thl i Th2 (Jutel, Akdis et al. 2009) fet que podria
explicar la discrepancia amb els nostres resultats, en haver analitzat el global de cél-lules

CD3+.

L’alta expressi6 de HRH1 observada en cél-lules neoplasiques mieloides (LMA, LMC,
LMMC, SMD) atenent-nos al conjunt de dades obtingudes no sembla que estigui
relacionada amb el desenvolupament d’'un rol fonamental en la fisiologia tumoral, sin6 que
més aviat seria un reflex del seu origen o estat de diferenciacié. Donant suport a aquesta
concepcio, les cél-lules de LMMC, que presenten caracteristiques de llinatge monocitic,
tenen una expressiéo homogeénia i alta de HRH1, molt similar a la de les cel-lules CD14+
sanes. D’altra banda, les cél-lules de SMD i LMA, que presenten una alta heterogeneitat en
termes de diferenciaci6, mostren una expressié també heterogénia de HRH1. Aquesta
heterogeneitat no es correspon amb diferents graus de risc de SMD, i no sembla doncs
rellevant per a la transformacié a LMA. En canvi, en LMA l'expressi6 disminueix en
augmentar el risc, pero, malgrat semblar a priori contradictori amb la manca de
rellevancia del receptor, encaixa del tot amb la relacié6 amb la diferenciacio; les cel-lules
leucemiques més indiferenciades s’associen a un pitjor pronostic dels pacients (Gentles,
Plevritis et al. 2010; Eppert, Takenaka et al. 2011). Per tant, les cel-lules de pacients amb
risc favorable presenten en general un major grau de diferenciaci6 i, conseqiientment,

també un major expressi6 de HRH1. Per reblar el clau, les dades dels repositoris han
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mostrat també com l'expressio de HRH1 és molt heterogénia fins i tot dins dels subgrups

de LMA i com aquesta no es relaciona amb la supervivencia dels pacients.

Si bé és, fins on arriba el nostre coneixement, la primera vegada que es descriu I'expressio
de HRH1 en superficie en LMA, en altres tumors s’ha observat préviament expressié del
receptor a nivells iguals o inferiors que en els seus equivalents sans, en alguns casos sense
mostrar-se conseqiiencies fisioldgiques d’aquest com en el nostre cas (Lemos, Davio et al.
1995; Cricco, Martin et al. 2000; Molnar, Cricco et al. 2001; Boer, Helinger et al. 2008). En
definitiva, HRH1 és un receptor expressat de manera normal en algunes cél-lules
hematopoétiques, especialment les mieloides, i aquesta expressié es manté després de la

transformacio o es perd paral-lelament al bloqueig en la diferenciacid.

Ampliant el focus a tot el sistema histamineérgic, si bé els estudis funcionals en la seva
majoria han fracassat i per tant no permeten una discussié en profunditat, les poques
dades obtingudes apunten també a la poca importancia del sistema en LMA. Si bé caldria
estudiar la proliferacié a llarg termini amb el tractament amb histamina i amb models més
fidedignes, el fet que altes concentracions d’histamina no modifiquin la proliferacié a 72h
fa pensar que no es tracta d’'un mediador potent, contrariament al que s’ha observat en
d’altres neoplasies (Rivera, Cricco et al. 2000). Tampoc la inhibici6 dels receptors
d’histamina afecta la viabilitat cel-lular, atés que només antagonistes del receptor HRH1
tenen efectes antileucemics, i aquests no estan mitjangats pel receptor, en linia amb
observacions fetes en LMC (Aichberger, Mayerhofer et al. 2006) i contrariament al que
s’ha suggerit en altres tumors (Faustino-Rocha, Ferreira et al. 2017). Totes aquestes
observacions, a més, poden relacionar-se amb 1'ds d’histamina com a tractament de
consolidaci6 en LMA; si bé la histamina produeix la seva accié anti-immunosupressora a
través del receptor HRH2, si la histamina actués afavorint la proliferacié probablement no
s’observaria una disminucid en les recaigudes. Aixi, a grans trets, les nostres dades no
involucren la histamina ni els seus receptors en la patofisiologia dels blasts leucémics, tot i

que s’estan actualment duent a terme estudis per elucidar-ho.

Les dades de tot aquest bloc han de ser agafades amb prudéncia, en comptar amb poques
mostres i no haver resultat possible I'estudi funcional de HRH1, que sera objecte de futurs
projectes. De ben segur, no només estudis del nostre laboratori inspeccionaran encara més
el sistema histaminergic, sind que la investigaci6 del seu paper al sistema hematopoétic sa
des del camp de la immunologia encara haura d’aportar molta més llum. Sorprenentment,

malgrat el centenar d’anys que han passat des que es descobris la histamina, encara manca
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un abordatge integral del seu paper en les cél-lules sanguinies, més enlla de la seva sintesi
i rol en alguns tipus cel-lulars. Malgrat la prudéncia i a I'espera de futurs estudis, les dades
acumulades per nosaltres i per d’altres indiquen en conjunt que el sistema histaminergic
no és una peca clau de la patofisiologia dels blasts leucémics, i la seva expressié en
aquestes és sols un reflex del seu estat de diferenciaci6. A més, HRH1 no sembla una diana

util per a atacar les cél-lules leucemiques.

Reposicionament d’ANHAs

La leucemia mieloide aguda és, malgrat els avengos, una malaltia de mal prondstic; si bé un
percentatge important de pacients responen inicialment al tractament, la majoria
sucumbira a recaigudes letals (Dohner, Weisdorf et al. 2015). Les darreres decades ha
augmentat molt el nostre coneixement sobre la base biologica de la malaltia quant a
alteracions genétiques i quant a mecanismes subjacents a 'heterogeneitat tumoral, amb la
identificacio de cél-lules mare del cancer responsables de les recaigudes. Aquest
coneixement, en canvi, no s’ha traduit en canvis rellevants als tractaments, que han patit
poques modificacions de fons i es segueixen basant en quimioterapia intensiva. De fet, es
considera que les millores en la supervivencia no es deuen a l'aparicié de tractaments
innovadors sin6 a la millora i optimitzacié de la quimioterapia, el suport hospitalari i els
trasplantaments (Dombret i Gardin 2016). Malgrat recentment s’han presentat encara
noves optimitzacions de la quimioterapia (Talati i Lancet 2018), que de ben segur seran
utils per a 'augment de I'esperanca de vida dels pacients, probablement després de 40
anys d’optimitzaci6 ens trobem al limit del rendiment que es pot extreure dels
tractaments actuals. Per capgirar les dramatiques estadistiques actuals calen tractaments
innovadors que, en combinaci6 amb els actuals, permetin rescatar pacients

quimiorefractaris i evitar les recaigudes.

En aquest context, s’ha descrit un reguitzell d’agents innovadors amb activitat preclinica i
s’ha treballat en el desenvolupament de terapies dirigides. Molts d’aquests treballs han
culminat en assaigs clinics, la majoria dels quals han fracassat i una petita part dels quals
han entrat recentment a la practica clinica, com enasidenib (Stein i Tallman 2016). Més
enlla de les terapies dirigides i les terapies basades en el reconeixement molecular de
proteines d’interés, perd, s’ha comengat a explorar I'atac d’organuls sencers, la funci6 dels
quals es troba alterada en cancer (Sakhrani i Padh 2013). Malgrat es tracti d’estrategies
noves i innovadores, el coneixement del tropisme de certes molécules petites a organuls
especifics no és nova sind que es remunta al segle passat; aquest coneixement no s’havia

intentat traslladar a la clinica davant la concepcié que seria impossible un efecte selectiu
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antitumoral, en constar les cel-lules sanes i neoplasiques dels mateixos organuls. No ha
estat fins la descripcié de les alteracions dels compartiments cel-lulars en cancer que
aquesta estratégia no ha agafat embranzida, inicialment en altres tipus de tumor (revisat a
Sakhrani i Padh 2013) i el darrer lustre també en LMA. Concretament, s’ha descrit I'efecte
selectiu antileucemic de farmacs que afecten la funcié general lisosomal (Sukhai, Prabha et
al. 2013) i mitocondrial (Lee, Angka et al. 2015). Es tracta, doncs, d'un camp molt poc
explorat i amb moltes preguntes per respondre abans de ser aplicat a la clinica: manca un
coneixement profund sobre les diferéncies dels compartiments cel-lulars de les cél-lules
hematopoétiques sanes i neoplasiques i manquen estudis de tropisme a organuls. Els
estudis realitzats fins ara, no només en LMA sind en d’altres neoplasies, s’han focalitzat
majoritariament en un o altre compartiment sense establir una visié global de la
distribucié subcel-lular i els seus efectes. En aquest sentit, malgrat no ser l'objectiu inicial
de la tesi, s’han analitzat efectes simultanis d’'un grup de farmacs sobre lisosomes i

mitocondris.

En base als precedents d’altres grups de recerca i les observacions realitzades durant el
treball experimental del present estudi, es proposa l'efecte selectiu antileucemic dels
ANHA seguint el seglient model (Figura 66):

Els ANHA, compostos hidrofobs, amfifilics i amb una amina protonable presenten un
equilibri entre la seva forma protonada, incapa¢ de creuar membranes, i la seva forma
neutra, que les creua lliurement (Goldman, Funk et al. 2009). Aquest equilibri és
diferencial al citoplasma respecte als mitocondris i lisosomes atesos els gradients de pH i
electroquimics; I'equilibri es desplaca a formes impermeables a l'interior dels organuls
fent que s’hi acumulin i n’alterin '’homeostasi (Kuzu, Toprak et al. 2017; Teixeira, Amorim
et al. 2018). Aquesta alteracié duu a un augment de superoxid mitocondrial, una activacié
de caspases, i a una permeabilitzacié de la membrana lisosomal; tots tres, processos que
condueixen eventualment a la mort cel-lular (Jezek, Cooper et al. 2018; Serrano-Puebla i
Boya 2018). Aquestes alteracions afecten preferentment les cél-lules leucemiques atesos
d’'una banda els majors gradients de pH i electroquimics i de l'altra la major fragilitat dels
seus lisosomes i el major nivell basal de superoxid mitocondrial (Sukhai, Prabha et al.

2013; Moloney, Stanicka et al. 2017).

Efectivament, en aquesta tesi shan observat els efectes antileucémics de terfenadina,
loratadina, rupatadina i ebastina en linies cel-lulars de LMA i d’altres neoplasies
hematologiques al rang micromolar baix, contrariament a altres antihistaminics com

fexofenadina, acrivastina o cetirizina, que no indueixen la mort cel-lular. Aquesta mort,
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que es produeix fins i tot en presencia d’estroma, va acompanyada d’una diferenciacié
mieloide, i una disminucié de la capacitat clonogenica. La seva accié a més, s’ha mostrat
sinérgica amb citarabina. Els efectes citotoxics s’han observat igualment en mostres de
pacients de LMA, si bé en un grau menor, i s’ha constatat |'efecte selectiu, en observar-se
efectes molt més moderats en cél-lules sanes. Estudis in vivo per injeccié intraperitoneal
del farmac han mostrat la poca eficacia d’aquest tractament, que haura de ser optimitzat.
En canvi, a nivell d’empelt de cél-lules primaries tractades amb ANHA, es produeix de nou
un efecte selectiu envers I'empelt de céel-lules leucémiques, que no regeneren la malaltia en
ser tractades amb ebastina. En estudiar els mecanismes antileucemics, s’ha descartat la
relacié amb els receptors d’histamina, serotonina 1A i muscarinics. En canvi, s’ha observat
una relaci6 entre l'efecte antileucémic i les propietats fisicoquimiques dels farmacs,
particularment l'alta hidrofobicitat, que s’ha lligat amb l'acumulaci6 a lisosomes i
mitocondris. Quant als lisosomes, s’ha observat un augment del compartiment lisosomal i
una permeabilitzacié dels organuls; quant als mitocondris, un augment de superoxid
mitocondrial, una disminucié del potencial de membrana i una activaci6 de caspases.
Aquests efectes van acompanyats d'un augment en el compartiment autofagic i a nivell
temporal s’observa I'augment de superoxid molt inicial i una alteracié lisosomal i de
caspases forca paral-lela. A partir d’aquest coneixement, s’han estudiat un grup de
compostos per millorar els ANHA, i s’ha identificat un compost igualment potent i amb

caracteristiques fisicoquimiques semblants.

Abans d’entrar en consideracions sobre el mecanisme, cal discutir I'efectivitat mateixa dels
farmacs estudiats. Com hem detallat, dels deu antihistaminics testats només 4 han mostrat
activitat antileucemica en linies cel-lulars a 10 uM. A la literatura, molts membres del grup
farmacologic d’antihistaminics han estat testats en diferents tipus de cancer en multiples
estudis previs (resumits a la Taula 3), que també han palesat efectes antitumorals d’alguns
d’ells, en especial terfenadina. En paral-lel, els esforcos de I'Institut Nacional del Cancer
dels EEUU (NCI) per testar farmacs en un panell de 60 linies cel-lulars (NCI-60) han
mostrat també efectes d’alguns antihistaminics (Shoemaker 2006). Per totes dues vies
queda clar ja abans dels nostres resultats que es tracta d'una familia farmacologica amb
membres amb propietats antitumorals i d’altres membres que no tenen efectes fins i tot a
altres concentracions. La majoria d’estudis previs descriuen els efectes d'un sol
antihistaminic, pero aquells que descriuen efectes de diversos d’ells sobre el mateix tipus
de tumor fan observacions similars a les nostres. Aixi, en LMC loratadina i terfenadina
inhibeixen el creixement cel-lular (Aichberger, Mayerhofer et al. 2006), contrariament a

fexofenadina, i en cancer de pulmoé ebastina, loratadina i terfenadina indueixen la mort
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cel-lular, contrariament a fexofenadina i cetirizina (Ellegaard, Dehlendorff et al. 2016),
suggerint que es tracta de mecanismes pan-tumorals i independents d’acci6
antihistaminica. La majoria d’estudis que descriuen efectes antitumorals d'un sol
antihistaminic, a més, s’han realitzat amb loratadina, astemizole o terfenadina, mentre
que no existeixen precedents a la literatura dels efectes citotoxics de fexofenadina,
acrivastina o cetirizina (Taula 3), reforcant encara més els nostres postulats. Aixd fa
pensar, a més, en l'existéncia de biaixos de publicacié: probablement algun dels grups que
ha descrit efectes d’antihistaminics ha testat algun no-ANHA per0 no en tenim
coneixement perqué no s’ha publicat en no tenir efecte. Aixi, per bé que s’havia descrit el
potencial antitumoral d’alguns antihistaminics, és la primera vegada que es descriuen els
diferents efectes d'un grup tan ampli d’antihistaminics en un grup tan ampli de linies

cel-lulars de neoplasies hematologiques.

Aquest efecte citotoxic dels ANHA sobre linies cel-lulars de LMA va acompanyat d'una
disminuci6 en la proliferaci6 cel-lular i la capacitat d’autorenovaci6é. Aquestes
observacions ens donen la idea que els ANHA permeten efectes més enlla d'una
citotoxicitat puntual i poden exercir-ne a més llarg termini, efectes interessants de cara al
desenvolupament de tractaments per a la LMA, una malaltia en que volem atacar tant la
poblacié molt proliferativa com la poblaci6 més primitiva amb alta capacitat
d’autorenovaci6. A més, en estreta relaci6 amb els efectes sobre la proliferacié i
I'autorenovacio, s’ha demostrat una induccié de la diferenciacié mieloide. Una de les
caracteristiques fonamentals dels blasts leucémics és el bloqueig en la diferenciaci6 (Pabst
i Mueller 2007), i 1a induccié de la diferenciaci6é terminal s’ha proposat com a estrategia
terapéutica (Bruserud i Gjertsen 2000; Schlenk, Lubbert et al. 2016). En efecte, induint la
diferenciacié es contribueix a empenyer la balan¢a autorenovacié/diferenciacié, del tot
alterada en LMA (Lobo, Shimono et al. 2007) cap a la segona, conduint a I'exhauriment de
la poblacié més primitiva i afavorint, eventualment, la mort cel-lular, com ja s’ha descrit
amb diversos compostos (Jin, Hope et al. 2006; Saito, Kitamura et al. 2010). En definitiva,
aquest conjunt de resultats experimentals assenyalen a la mateixa direccio: els ANHA
desplacen cel-lules esbiaixades cap a la proliferaci6 i I'autorenovacié cap a un arrest del
cicle cel-lular acompanyat de diferenciacié terminal mieloide recuperant I’equilibri perdut
en la leucemogenesi i exercint efectes a mitja termini sobre la poblacié total i la poblacio6
primitiva. Resulta practicament impossible escatir la importancia relativa de la
diferenciacio6 sobre els efectes antileucémics observats, i encara no es disposa de cap pista
sobre el mecanisme pel qual es produeix aquest fenomen. De tota manera, es tracta d’'un

possible cooperador a considerar.
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Apropant I'experimentacié amb linies cel-lulars a elements més realistes dels tractaments,
s’han demostrat efectes en presencia d’estroma i sinergisme amb citarabina. La resisténcia
a tractaments mitjancada pel microambient medul-lar és un fenomen comud a molts
tractaments antileucémics, que en rebaixa l'eficacia i que s’ha estudiat, entre d’altres,
mitjancant el co-cultiu amb estroma (Garrido, Appelbaum et al. 2001). Resulta de gran
interés que els nostres farmacs, contrariament a gran part de la quimioterapia, siguin
capacos de sobreposar-se a aquest fenomen, afavorint-ne l'efectivitat real. Encara més
interessant resulta el sinergisme observat entre els ANHA i citarabina, considerant que no
es tracta de cercar farmacs que puguin actuar com a monoterapia sin6 que, combinats amb
quimioterapia hi actuin sinergicament i eradiquin amb eficacia la malaltia. Aix0 permetria
potencialment disminuir les dosis de quimioterapia i agumentar-ne conseqlientment la
seguretat. Per analitzar el sinergisme, un concepte complex amb multiples interpretacions
i on no existeix un model de referéncia universal (Tang, Wennerberg et al. 2015), es van
valorar els efectes segons dos models que realitzen assumpcions diferents d’additivisme
(additivisme de Bliss, EOBA o additivisme de Loewe, index de combinaci6) (Bliss 1939;
Loewe 1953; Berenbaum 1981; Chou i Talalay 1984; Greco, Bravo et al. 1995) i en ambdds
casos s’ha mostrat la tendéncia al sinergisme. En el cas d’ebastina, a més, s’ha constatat la

seva capacitat d’eliminar cél-lules que havien resistit a altes concentracions de citarabina.

Aquests efectes van en la linia del que s’ha descrit en altres tipus de tumor: en cancer de
pulmé els ANHA sensibilitzen a la mort induida per vinorelbina i afecten cél-lules
resistents a quimioterapia (Ellegaard, Dehlendorff et al. 2016) i en LCM la ciproheptadina
actua sinérgicament amb bortezomib (Paoluzzi, Scotto et al. 2009). Es important remarcar
que aquests efectes s’han demostrat sense una optimitzacié a fons de la combinacio,
suggerint que hi ha marge per a efectes sinérgics encara més potents. A més, sera
interessant l'estudi del sinergisme terapeutic, és a dir, la comparacié de les finestres
terapeutiques dels agents separats amb la de la combinacié (Kashif, Andersson et al.

2014).

Tots aquests efectes es veuen disminuits als experiments amb mostres de pacients, en que
s’observa una mort cel-lular a concentracions més altes i temps de tractament més llargs.
Es mantenen, empero, els efectes antileucémics, particularment d’ebastina, que afecten la
gran majoria de cél-lules de LMA i d’altres neoplasies, sense poder-se detectar cap relacid
amb els subtipus de la malaltia i refor¢ant aixi la nocié que afectem mecanismes cel-lulars

generals i no relacionats amb alteracions especifiques. De nou s’ha demostrat per assaigs
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de clonogenicitat la capacitat d’afectar 'autorenovacio i per tant la poblacié de cél-lules
més primitives. Per demostrar fefaentment I'afectacié del compartiment de cel-lules mare,
cal, pero, fer cas de la seva definici6 funcional com a cel-lules capaces de regenerar la
malaltia en ratolins immunodeprimits (Lapidot, Sirard et al. 1994; Bonnet i Dick 1997;
Agliano, Martin-Padura et al. 2008). En aquest sentit, els experiments amb ratolins NSG
mieloablacionats ens aporten una evidéncia de gran rellevancia: ebastina abroga de
manera practicament completa la regeneraci6 de la LMA en mostres de tres pacients amb
diferents alteracions pero permet la regeneracié de ’hematopoesi normal, per bé que
aquesta es veu lleugerament afectada. Tots aquests experiments, en que s’ha fet Us de les
tecniques gold standard del camp ens permeten afirmar que els efectes dels ANHA sén
selectius envers els blasts leucemics i les cel-lules mare leucemiques, preservant
majoritariament ’hematopoesi sana i permetent la potencial administracié de dosis en
que la leucemia es vegi afectada amb baixos efectes secundaris. D’entre els ANHA testats,
ebastina i terfenadina han estat els que han mostrat efectes més potents. D’altra banda, al
llarg de la resta del treball s’han invertit més esforgos en I'estudi d’ebastina, atesa la seva
major selectivitat i tenint en compte que terfenadina es troba retirat del mercat per efectes

cardiotoxics (Simons i Simons 2011).

Com a darrer analisi de 'efectivitat dels ANHA, els estudis in vivo amb linies cel-lulars han
mostrat efectes molt lleus, recordant-nos els reptes pendents i la dificultat que suposa
conjurar les propietats farmacocinetiques i farmacodinamiques amb els efectes
farmacologics desitjats. Els ANHA s6n altaments hidrofobics, fet que com hem vist és
rellevant per a la seva accié antileucémica. Aquesta hidrofobicitat, a més, contribueix al
seu alt volum de distribucid, que suposa una distribucié preferent als teixits (Tillement
2000; Rodgers i Rowland 2006; Chan, De Bruyn et al. 2018), amb baixissimes
concentracions en plasma. Tots aquests elements, que a priori afavoririen I'efecte in vivo,
topen amb dos problemes principals: d’'una banda I'alta insolubilitat en aigua en dificulta
I’administracié per vies altres que preparacions orals en pastilles i de I'altra afavoreix un
rapid metabolisme (Liu, Kim et al. 2006; Antonijoan, Garcia-Gea et al. 2007; Ellegaard,
Dehlendorff et al. 2016). El primer element ens ha obligat a la injeccié intraperitoneal
d’estoc en DMSO diluit en sali, que no tenim coneixement de si assoleix concentracions
rellevants a teixit. El rapid metabolisme implica la degradacié a compostos més polars i,
per tant, menys efectius segons el nostre model. En seria un exemple fexofenadina,
metabolit actiu de la terfenadina, que no mostra cap mena d’activitat antileucémica. Pot
ser doncs que quan administrem aquests farmacs diluits intraperitonealment no

assoleixin una bona distribuci6, i el rapid metabolisme a compostos inactius en dificultin
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I'accié. En aquest context, cal seguir amb el desenvolupament de nous compostos, la
modificaci6é per quimica medica o optar per estratégies de vehiculitzacié de farmacs (drug

delivery).

Quant als mecanismes i contrariament al que es va postular inicialment, s’ha descartat
qualsevol efecte a través de la diana antial-lérgica dels antihistaminics: actuen de manera
independent a HRH1. Aquesta independéncia ja s’havia descrit per als efectes antitumorals
d’alguns antihistaminics en CML, leucémia mastocitica o cancer de pulmé (Aichberger,
Mayerhofer et al. 2006; Hadzijusufovic, Peter et al. 2010; Ellegaard, Dehlendorff et al.
2016) i s’ha fonamentat en aquest treball en tres vies d’evidéncia principals i) hi ha una
gran disparitat en els efectes dels diferents antihistaminics, que no es correspon amb
diferencies en l'afinitat pel receptor; antihistaminics com fexofenadina o cetirizina a 100
UM, com a agonistes inversos de HRH1 de segur produeixen un bloqueig complet del
receptor (pKi 7,6 i 8,2 respectivament) i en canvi no mostren cap tipus d’efecte
antileucémic ii) els ANHA sén igualment efectius en cel-lules amb expressi6 indetectable
de HRH1 en superficie i en cél-lules amb alts nivells de HRH1. Resulta inversemblant que
els ANHA puguin induir la mort cel-lular a través de HRH1 en cél-lules que no I'expressen.
iii) altes concentracions d’histamina sén incapaces de revertir els efectes antileucémics
dels ANHA, contrariament al que seria esperable si aquests actuessin mitjancant la seva

unié i/o senyalitzacié a través de HRH1.

Totes aquestes evidéncies, que de manera independent gaudirien ja d’'un cert poder, quan
s’analitzen en conjunt mostren una gran solidesa, que s’'incrementa encara més gracies a
precedents en la literatura. Aquesta conclusio, que els ANHA s6n antileucemics de manera
independent de HRH1 ha estat probablement el punt d’inflexi6 principal del present
treball. Expressant-ho en termes kuhnians, “in science [..] novelty emerges only with
difficulty, manifested by resistance, against a background provided by expectation” (Kuhn
1970). I, efectivament, els efectes d’antihistaminics de segona generaci6 amb alta afinitat
per a HRH1 sobre cél-lules de LMA que I'expressaven van fer pensar durant for¢a temps en

aquesta hipotesi.

Seguint linies de raonament similar, s’han descartat com a diana els receptors muscarinics
d’acetilcolina, el receptor de serotonina 1A i el canals de potassi de la familia hERG
(Kv11.1). L’evidencia principal ha estat la manca d’efectes citotoxics del tractament amb
altes concentracions d’inhibidors o antagonistes selectius de les dianes. D’entre aquestes

dianes descartades la que comptava amb més precedents a la literatura eren els canals de
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potassi hERG, expressats constitutivament en LMA (Pillozzi, Brizzi et al. 2002) i
relacionats amb la progressi6 de les SMD (Lu, Du et al. 2016). No obstant, per bé que
s’havia observat que algun compost que bloqueja aquests canals disminueix la proliferacié
de blasts de LMA, no s’ha demostrat que l'accié antileucémica es produeixi a través
d’aquesta diana (Banderali, Belke et al. 2011). Els nostres resultats al respecte, si bé
limitats, no apunten a efectes antileucémics potents d’afectar Kv11.1. En el cas dels
receptors muscarinics, 'estudi dels quals en LMA no consta de precedents dels quals
tinguem coneixement, a banda de les evidéncies de la poca activitat dels antagonistes
especifics i potents, la manca de reversié amb el tractament amb acetilcolina, de manera
similar a histamina, va invalidar definitivament la diana. Per ultim, en el receptor de
serotonina 1A, estudiat amb profusié en treballs previs del laboratori (Etxabe, Lara-
Castillo et al. 2017), partiem d’observacions que apuntaven a la seva poca idoneitat com a
diana, contrariament al receptor 1B. Si bé als estudis quimioinformatics realitzats per
Chemotargets es va predir la unié dels ANHA a aquest receptor, el fet que antagonistes
especifics no tinguin grans efectes i que els agonistes no reverteixin els efectes

antileucemics dels ANHA ens va fer cessar tota investigacié amb ell.

Discutides I'efectivitat dels tractaments i descartades diverses dianes potencials, entrarem
ara a discutir el model final proposat en base als resultats obtinguts i els precedents de la

literatura.

La distribuci6 subcel-lular de CADs ha estat estudiada en multiples ocasions, centrant-se
sobretot en 'acumulacié en lisosomes causant de fosfolipidosi (Kodavanti i Mehendale
1990; Logan, Kong et al. 2014; Kuzu, Toprak et al. 2017; Scott, Ghosh et al. 2017). Quan
han aparegut eines que n’han facilitat l'estudi s’ha observat, pero, com el
lisosomotropisme conviu amb el mitocondriotropisme al rang de concentracions i de
temps en queé s’ha treballat (Vater, Mockl et al. 2017). Les explicacions que s’han donat a
aquestes observacions es sustenten, en darrer terme, en unes assumpcions molt
assentades sobre la permeabilitat de les membranes bioldogiques. Concretament en
molecules de les mides en que ens movem, s’assumeix que es produeix una difusi6 passiva
a través de les membranes de molécules suficientment hidrofdobiques i no carregades,
mentre que s’observa impermeabilitat a molecules polars i/o carregades (Yang i Hinner
2015). Aquestes caracteristiques generals tenen, pero, algunes excepcions, sobretot
moviments a l'interior del mitocondri de cations, explicats per les seves particulars

caracteristiques electroquimiques (Horobin, Trapp et al. 2007).
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Partint d’aquesta base es pot aplicar un altre nivell de complexitat, concretament els
equilibris acid-base i els gradients de pH cel-lulars. Teoritzant amb ebastina i fent s del
seu pKa predit i de 'equacié de Henderson-Hasselbach, es pot calcular que a pH fisiologic
es trobara en la seva forma no protonada en un 9% (Figura 65). Si bé, doncs, es trobara
majoritariament carregat, només la forma neutra podra creuar la membrana plasmatica i
accedir al lumen cel-lular, produint-se un efecte d’arrossegament. Un cop dins la cél-lula,
de pH mitja lleugerament més acid, s’'observaran efectes d’atrapament idnic principalment
als lisosomes (99,97% protonat), pero també als mitocondris (97,7% protonat)
consistents en I'entrada d’ebastina al lisosoma i una sortida practicament nul-la. Als
mitocondris, a més, especies protonades a 'espai intermembrands podrien accedir a la
matriu mitocondrial per gradient electroquimic, dissipant el potencial de membrana. Sigui
com sigui, la distribucié d’espécies protonades i no protonades recolza un atrapament
ionic a lisosomes i mitocondris i encaixa, a més, amb els efectes observats en tots dos
organuls. Ampliant aquestes nocions a la resta d’antihistaminics estudiats, els mecanismes
d’acumulaci6 tenen molt sentit considerant la coincidéncia entre propietats
fisicoquimiques i funcionals constatada. Ja en termes d’hidrofobicitat a pH fisiologic (logD)
s’han observat diferencies importants: els ANHA s6n més hidrofobs i creuen membranes
més facilment, i aquesta hidrofobicitat es veu molt reduida en medi acid. En altres
paraules, els ANHA so6n CADs i mostren caracteristiques classiques de farmacs
lisosomotrops, consistents amb l'expansié del volum descrita en aquesta tesi. També
resulta rellevant tenir en compte les caracteristiques amfifiliques, considerades
imprescindibles per a la pertorbaci6 de I'homeostasi lisosomal induida per agents
lisosomotrops, probablement per aspectes relacionats amb la intercalaci6é a la membrana
(Logan, Kong et al. 2014). En aquest sentit els ANHA mostren tots un minim de tres

carbonis entre el cap hidrofob i 'amina protonable.

Fonamentats d’aquesta manera el lisosomo- i mitocondriotropisme es poden explicar els
efectes observats que duen eventualment a la mort cel-lular. Quant al lisosomotropisme,
aquest es troba associat freqiientment a una expansié del volum lisosomal per entrada
osmotica d’aigua i d’altres mecanismes (Logan, Kong et al. 2014; Kuzu, Toprak et al. 2017),
efecte que hem validat en linies cel-lulars: tenyint especificament el compartiment
lisosomal n’hem constat una gran expansi6 i I'aparicié de vesicules de mida anormalment
gran. L’acumulacié lisosomal també es relaciona amb freqliéencia amb una alteraci6 de
'estabilitat de la membrana, un augment temporal del pH, i una inhibicié d’enzims com
I'esfingomielinasa acida, que poden conduir a una permeabilitzacié6 de la membrana

lisosomal.
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En el cas dels ANHA no s’ha pogut demostrar el paper de I'esfingomielinasa acida, i s’ha
mostrat Unicament un augment de la permeabilitat lisosomal, detectada per punts de

galectina, una de les tecniques més acceptades (Aits, Kricker et al. 2015).
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Figura 65. Distribucié de les espécies d’ebastina als diferents compartiments
cel-lulars. Calculs realitzats en base al valor de pKa basic d’ebastina i pH dels diferents
compartiments, mitjangant I'’equacié de Hendersson-Hasselbach.

Si bé queden pendents estudis en més profunditat de la permeabilitzaci6 i de
'alliberament de catepsines i altres hidrolases al citosol, actualment en marxa, totes les
evidencies apunten que es produeix una acumulacié lisosomal, seguida d’'una expansid

d’aquest compartiment cel-lular i una LMP.

Quant al tropisme mitocondrial, la presencia de compostos cationics a I'espai
intermembrands probablement interfereix amb el correcte funcionament de la cadena
respiratoria, que explicaria 'augment observat del superoxid mitocondrial. A més, si es
produis una acumulacid a I'espai intermembrands mitocondrial per gradient de pH, una
part de farmac protonat podria entrar a la matriu mitocondrial per gradient electroquimic,

dissipant el potencial de membrana i generant una disfuncié del mitocondri. Encara que
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disposem de poca informacid referida a 'acumulacié mitocondrial dels nostres farmacs i
als esdeveniments especifics que hi succeeixen en primer terme, si que s’ha constatat una
alteracié general de l'homeostasi, determinada per l'augment de superoxids, una
disminucié moderada del potencial de membrana i una activacié de caspases, orquestrant

aixi una mort apoptotica.

Tots aquests efectes contribueixen de manera probablement col-lateral a una alteraci6 de
I'autofagia, manifestada en un augment de vesicules autofagiques que hem observat en
linies cel-lulars de LMA i algunes mostres primaries. D’'una banda 'afectacié mitocondrial i
I'augment de superoxid s6n mecanismes que contribueixen habitualment a 'augment del
flux autofagic, que actua per fer front als problemes que encara la cel-lula (Shen, Kepp et
al. 2012). D’altra banda, I'acumulacié de farmacs als lisosomes sol portar a una inhibicié de
la fusié entre autofagosomes i lisosomes (Ostenfeld, Hoyer-Hansen et al. 2008; Logan,
Kong et al. 2014; Kuzu, Toprak et al. 2017) impedint que el material capturat per
I'autofagia sigui lliurat als segons per a la seva degradacié. Si bé no sembla que aquest
fenomen sigui un punt central de la mort cel-lular, en no veure’s revertit amb un inhibidor
del flux autofagic, cal no infravalorar-lo: s’esta impedint el funcionament normal d'un
mecanisme de resposta que contribueix a frenar la mort cel-lular, no només dels ANHA

mateixos sin6 potencialment també d’agents quimioterapeutics.

Aixi doncs, ens trobem davant de dos esdeveniments independents derivats de tropisme
subcel-lular - LMP i activaci6 de caspases — que orquestren la mort de les cél-lules de
manera simultania si ho jutgem per les cinetiques realitzades. No s’ha determinat, ni
sembla imprescindible fer-ho, la contribucié relativa de cadascun dels esdeveniments
sobre la mort cel-lular, ni el garbuix de mecanismes interconnectats que acaben gestionant
el desmantellament de la cél-lula. Probablement els dos esdeveniments podrien actuar de
manera independent o compensar un la manca de I'altre, com apunta la manca de reversié
de la citotoxicitat observada per inhibidors de caspases. De totes maneres, contrariament
a l'excessiva compartimentalitzaci6 amb qué tradicionalment s’han considerat els
diferents tipus de mort cel-lular, es mostra aqui un cas en que diversos mecanismes actuen
en conjunt i en que probablement es retroalimentin. Si bé en aquest treball no s’ha
estudiat en profunditat, la literatura ens recorda que I'activacié de caspases i l'augment de

ROS afavoreixen la LMP i viceversa (Serrano-Puebla i Boya 2018).

Aquest model per descriure el mecanisme de mort cel-lular induida per ANHAs s’ajusta als

resultats obtinguts, a I'analisi de les propietats farmacologiques dels antihistaminics i als
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precedents de la literatura pero fins a aquest punt argumental no explica I'efecte selectiu
envers les cél-lules neoplasiques que s’ha observat aqui i en d’altres grups de recerca. Cal
analitzar la biologia de les cél-lules neoplasiques per trobar una explicaci6 als efectes molt

menors dels ANHA en cel-lules sanes.

La demostracié de l'efecte preferent sobre cél-lules neoplasiques de compostos
lisosomotrops és relativament recent, perd compta ja amb un bon cos evidencial en
tumors que inclouen LMA, cancer de pulmé, glioma o leucemia limfocitica cronica
(Ostenfeld, Hoyer-Hansen et al. 2008; Jahchan, Dudley et al. 2013; Petersen, Olsen et al.
2013; Sukhai, Prabha et al. 2013; Zong, Zielinska-Chomej et al. 2014; Shchors, Massaras et
al. 2015; Dielschneider, Eisenstat et al. 2016). A aquesta selectivitat s’han donat diverses
explicacions, majoritariament fonamentades en qué lalteraci6 del metabolisme
d’esfingolipids sovint observada en cancer o la seva major mida o activitat degradadora
podrien fer-los més vulnerables a compostos lisosomotrops, per una qiiestié doncs de
composicié de membrana (Fehrenbacher, Gyrd-Hansen et al. 2004; Petersen, Olsen et al.

2013).

En el cas especific de la LMA disposem d’un precedent de gran interes. Un estudi del grup
del Dr Schimmer (Sukhai, Prabha et al. 2013) va constatar d’'una banda que els lisosomes
dels blasts eren més grans que els de les cel-lules sanes, i de I'altra que la disrupci6 dels
lisosomes induia efectes citotoxics selectius, de manera similar als observats aqui i en linia
amb publicacions anteriors en qué es descrivia que lisosomes més grans eren més

sensibles a la disrupcié (Ono, Kim et al. 2003).

L’efecte preferent sobre mitocondris tumorals també pot explicar-se a partir de les
diferéncies mitocondrials entre les cél-lules sanes i les tumorals. Aquestes segones
mostren en cancer moltes alteracions en termes de mida, morfologia, membranes o
activitat entre d’altres (Modica-Napolitano i Weissig 2015). Especialment destacada és la
sobreproduccié de mitROS, que s’ha relacionat amb I'activacié de vies proliferatives i la
inestabilitat genomica (Irwin, Rivera-Del Valle et al. 2013; Sabharwal i Schumacker 2014),
i que s’ha descrit, entre d’altres en cancer de mama, pulm¢ i fetge i leucémia limfocitica
cronica (LLC) i LMA (De Luca, Sanna et al. 2010; Weinberg, Hamanaka et al. 2010; Qin, Pan
et al. 2011; Glasauer i Chandel 2014; Jitschin, Hofmann et al. 2014; Hart, Mao et al. 2015;
Moloney, Stanicka et al. 2017). Aquesta sobreproduccié de mitROS, que és tumorigénica i

contribueix a la supervivencia fa les cel-lules més vulnerables a increments addicionals de
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ROS que, a concentracions altes son letals (Irwin, Rivera-Del Valle et al. 2013; Sabharwal i

Schumacker 2014).

En el cas de la LMA, no només s’ha descrit un augment de mitROS basal, siné que a més
s’ha constatat que els blasts contenen una major massa mitocondrial que no va
acompanyada d’'un augment de I'activitat de la cadena transportadora d’electrons, fent-los
més susceptibles a estres oxidatiu (Sriskanthadevan, Jeyaraju et al. 2015). Quant a
precedents farmacologics, alguns compostos que afecten especificament els mitocondris,
com 'avocatina B, han mostrat potencial eliminant selectivament cel-lules de LMA, en part
per la formaci6é de mitROS (Lee, Angka et al. 2015). Aquests antecedents reforcen la idea
que son possibles els efectes selectius afectant els mitocondris en conjunt, i s’apunta a la
importancia dels mitROS, que en el nostre cas hem observat molt elevats després del
tractament amb ANHA. Si ens fixem ara en les LSCs de LMA, s’ha descrit que contindrien
nivells basals més baixos de ROS, en consonancia amb la seva menor proliferacié
(Lagadinou, Sach et al. 2013). Aquesta observacié no encaixa amb els efectes selectius
sobre LSCs observats amb ebastina si assumin que els efectes selectius es donen per un
major nivell basal de mitROS. Cal introduir, perd, encara un matis: si bé les LSCs tenen
nivells més baixos de ROS, també s6n més sensibles al seu augment, que n’indueix la
diferenciaci6 (Testa, Labbaye et al. 2016). Interessantment, aquesta major sensibilitat
envers l'augment de l'estres oxidatiu s’ha observat també en cel-lules resistents a
citarabina (Farge, Saland et al. 2017), afavorint doncs la combinaci6 dels ANHA amb

quimioterapia, que a més mostra efecte sinérgic.

En resum, I'efecte diferencial podria explicar-se per la major vulnerabilitat dels lisosomes
de LMA i el major nivell basal de ROS i vulnerabilitat mitocondrial que, davant I'estimul

dels ANHA creuen el llindar de la mort cel-lular més facilment que les cel-lules sanes.

A les darreres pagines s’ha discutit la validesa del model proposat i possibles explicacions
per a les observacions experimentals fetes. Cal, pero, subratllar les limitacions del present
estudi. Especialment rellevant és el fet que encara manquen estudis per caracteritzar a
fons els efectes sobre mitocondris i lisosomes i poder demostrar definitivament
I'acumulacié en ambdoés organuls i la importancia simultania de les dues vies. D’altra
banda, si bé s’ha observat un efecte diferencial dels ANHA, es produeix un cert efecte
sobre les cél-lules sanes que no s’ha caracteritzat a fons i que caldria conéixer a nivell més
sistemic. Aixi mateix no disposem encara d’evidencies que els mecanismes descrits puguin

funcionar efectivament in vivo, que eliminin les LSCs al seu ninxol i que no generin, per
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exemple, efectes contraproduents sobre el sistema immune etc. El model proposat té, a
més, un defecte principal: depen en gran mesura d’assumpcions tedriques i de precedents
de la literatura. La majoria d’aquestes limitacions seran amb alta probabilitat explorades
en el futur, com ho sera també el potencial dels ANHA en diverses neoplasiques

hematologiques, que aqui només s’ha sondejat preliminarment.

Les conclusions obtingudes susciten encara una altra reflexié: fins a quin punt els
mecanismes descrits en aquest treball podrien ser parcialment responsables dels efectes
antileucémics o antitumorals recollits en nombrosos estudis preclinics? Continuament es
publiquen articles que proposen nous agents antitumorals a concentracions de rang
micromolar en base o no a estrategies de reposicionament de farmacs. Una part d’aquests,
per forca, mostrara una distribucié subcel-lular amb efectes sobre I'’homedstasi, que
rarament son considerats, primant-se en la vasta majoria de casos la cerca de dianes
moleculars especifiques. Aixd és cert fins i tot en el cas de farmacs que sén CADs
lisosomotrops reconeguts com molts antidepressius dels quals s’ha proposat el
reposicionament. Recentment, un article ha constatat la relaci6 de les propietats
fisicoquimiques de farmacs aprovats per la FDA i els resultats de cribratges a Connectivity
Maps: el lisosomotropisme emmascara efectes diana-especifics (Sirci, Napolitano et al.
2017). El nostre propi estudi n’és una evidéncia flagrant. Totes aquestes reflexions
probablement poden aplicar-se als estudis mateixos de lisosomotropisme, que solen
passar per alt el mitocondriotropisme, probablement per 'espectacularitat del grau de
concentracié i augment del volum lisosomal, i per la major facilitat del seu estudi. Aquesta
reflexié va ser feta per altres fa ja deu anys (Mehta, Chan et al. 2008), sense que hagin

augmentat des de llavors els estudis mitocondrials de farmacs lisosomotrops.

En aquest context i amb les limitacions exposades, cal encara recorrer molt cami abans
d’arribar a l'estudi clinic dels farmacs. Si bé aquest estudi s’ha fonamentat en una
estrategia de reposicionament, els resultats obtinguts en subratllen un dels seus defectes:
el poc marge de maniobra quant a la optimitzacié dels compostos. Aixi, la modificacié dels
farmacs suposaria perdre el seu principal avantatge, és a dir, el coneixement de les seves
propietats farmacologiques i la seva seguretat, que permeten estalviar-se la fase I. Tot i
aixo, la modificaci6 és el cami que s’ha empres, considerant que, per molt que es perdi
I'avantatge principal del reposicionament, aquest ens ha permeés de tota manera la
identificaci6 de hits a optimitzar. Aixi i com recull el treball, s’esta produint una
optimitzaci6é hit to lead, que ha de possibilitar obtenir compostos més efectius i amb

propietats ADME que els permetin estar més protegits del metabolisme i ser administrats
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de manera eficient. Com que les propietats fisicoquimiques sén rellevants per a la funcid
dels compostos a desenvolupar, sera un repte compaginar aquestes amb el perfil ADME
desitjat i assolir concentracions micromolars als teixits. Per aquest motiu, es valorara el
desenvolupament d’estratégies de vehiculitzaci6 de farmacs que permetrien, a més, fer
arribar conjuntament a les cel-lules leucémiques els nostres futurs compostos amb

quimioterapia i maximitzar-ne els efectes sinergics.
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Figura 66. Model proposat per a I'efecte dels ANHA. En vermell es mostren les eines
emprades per a 'estudi de diferents esdeveniments. Les linies discontinues representen
esdeveniments descrits a la literatura dels quals no tenim certesa de la rellevancia en el
nostre model.
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Al llarg de tot aquest estudi hem descrit per primer cop els efectes selectius antileucemics
d’alguns antihistaminics en diverses neoplasies hematologiques, sobretot LMA, mitjan¢ant
efectes sobre una diana no molecular i no convencional. També per primera vegada hem
descrit I'efecte simultani de compostos d’aquest tipus sobre lisosomes i mitocondris en
cél-lules leucemiques, descrivint una diana cel-lular dual amb efectes sobre LSCs. Aquestes
troballes no només obren la porta a nous tractaments siné que a més conviden a
reflexionar sobre nous tipus de dianes que comencen a emergir i posen de rellevancia la
importancia de la transformacié sobre la funcionalitat i estabilitat dels organuls, com
s’havia descrit previament. Es contribueix, a més, a assentar encara més la nocié que
afectar organuls sencers pot tenir efectes selectius envers cel-lules tumorals i eradicar-ne
la fracci6 més primitiva, constituint dianes potencialment rellevants en una gran
proporci6 dels pacients. Futurs estudis i optimitzacions de tractaments basats en aquests

principis hauran de validar-ne la idoneitat per al tractament de neoplasies.
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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 farmacs antihistaminics amb alta hidrofobicitat i estructura
cationica amfifilica té activitat antileucémica selectiva, afectant majoritariament la

poblaci6 de cel-lules mare de leucemia mieloide aguda.

2. Aquests farmacs mostren efectes antitumorals en altres neoplasies

hematologiques
3. Els efectes antileucémics dels antihistaminics no es produeixen a través del

receptor d’histamina HRH1 sin6 que depenen del tropisme a lisosomes i

mitocondris, desestabilitzant-los i iniciant la mort cel-lular
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I. Taula de pacients de LMA

Relaci6é de pacients de LMA inclosos als estudis. Classificacid feta segons el criteri de '0MS de 2016 (Arber, Orazi et al. 2016) i risc segons les
recomanacions de 2017 (Dohner, Estey et al. 2017). Abreviatures: Gen: génere; Leuc.: comptatge de leucdcits (x109/L); %BSP: percentatge de blases
en sang periferica; %BMO: percentatge de blasts a medul-la 0ssia; QR: quimiorefractorietat; MO: medul-la dssia; LA: leucaféresi terapeutica; SP: sang
periférica; mut mono: mutacié monoal-lélica.

#LMA |Mostra Gén| Edat |  Subtipus OMS | Leuc. |% BSP |% BMO Cariotip Alteracions | poc | or
moleculars
LMA amb canvis en 46-47,XY,del(5)(q22q34),del(6)(q22q25),del(7)(q22q23),
#1 MO | M| 49 relacié amb 76,4 | 42 26 -8,-9,add(11)(g23),+i(11)(q11), Cap detectada| Advers | Si
mielodiplasia -16,+#mar1,+mar2,+mar3[cp8]
#2 LA | M | 48 |LMAno especificada|131,6| 63 81 46,XY[17] Cap detectada|Intermedi | No
#3 | 1A | F | 44 |IMA aml\t,’PrA‘}[‘;taC‘o M 159 | 76 | 80 N/A NPM1mut |Favorable| No
#4 SP F | 57 |LMA amb maduracié| 3,97 4 41 46,XX[20] Cap detectada|Intermedi | No
Leucémia aguda de
#5 LA F | 67 fenotip mixt 92,7 | 53 30 46,XX[21] Cap detectada| Advers | Si
T /mieloide
LMA amb mutaci6 en FLT3-ITD, .

#6 SP F | 80 NPM1 172,6| 53 95 46,XX[20] NPM1mut Intermedi| No
#7 | MO | M| 41 LMA amb 15,49 | 57 73 46,XY,t(3;3)(q21;926)[1]/45,X,-Y,t(3;3)(q21;926)[19] |Cap detectada| Advers | Si
t(3;3)(q21;q26) ) 2 ) ’ q ;q 1%y ) y q :q p
#8 MO F | 45 LMAambp.(zca 2,72 0 20 46,XX[20] Cap detectada|Intermedi | No

maduraci6
#9 | Mo | M| 64 |MMA amj\l]’;]‘\}[‘faao N 17 | s6 78 46, XY[20] NPM1mut |Favorable| No
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LMA amb canvis en

42,XX,del(5)(q22q34),del(7)(q22932),add(8)(q24),-15,-

#10 SP 90 rc.elacu? ar‘nk? 338 92 77 16,add(17)(p13),-18,-19,-20,-21,-22,-22,+1(2),+mar[cp18] TP53mut Advers | No
mielodiplasia
NPMmut
LMA amb mutaci6 en FLT3-ITD, .
#11 LA 63 NPM1 384.2| 100 94 N/A DNMT3Amut, Intermedi | No
IDHZ2mut
DNMT3A mut,
#12 SP 43 |LMA no especificada |13.06| 17 47 46,XY[21] TET2mut, Intermedi| No
P ' ’ CEBPAmut
mono
LMA amb canvis en
#13 SP 63 relaciéo amb 2.69 | 43 30 N/A TP53mut Advers | Si
mielodiplasia
#14 | MO 27 N/A 3,1 | NJA | N/A 46,XY[20] Cap detectada|Intermedi | No
#15 MO 57 N/A 1,4 43 33 46,XY [5] Cap detectada|Intermedi | No
#16 MO 73 N/A 0,5 0 27,3 N/A FLT3-ITD Advers | No
NPMmut
LMA amb mutaci6 en DNMT3Amut,
#17 LA 47 NPM1 118 23 48 Normal IDH2mut, Advers | No
TP53mut
#18 | SP 55 | LMAambpoca 1,501 46 | 55 46,XY[20] MLL-PTD |Intermedi| Si
maduracio
#19 SP 26 LMA amb 1,31 5 22 46,XX,t(6;9)(p23;934)[10]/46,XX[10] Cap detectada| Advers |N/A
t(6;9)(p23;934) ’ A8U0;7)(pasiq ) p
LMA amb poca I
#20 SP 54 maduracié 67,29 | 47 83 48,XX,+add(13)(q34),+add(13)(q34)[8]/46,XX[5] Cap detectada|Intermedi| Si
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LMA amb

#21 SP 24 £(6:11)(q27;923) 10,54| 60 80 46,XX,t(11;6)(q23;927)[18] Cap detectada| Advers | No
LMA amb canvis en 46-47,XY,del(5)(q22q34),del(6)(q22q25),del(7)(q22q23),-
#22 MO 48 relaci6 amb 76,5 | 42 26 8,-9,add(11)(q23),+i(11)(q11),- Cap detectada| Advers | Si
mielodiplasia 16,+marl,+mar2,+mar3[cp20]
LMA amb canvis en
#23 MO 81 relaciéo amb 3.84 2 22 46,XX[20] Cap detectada|Intermedi | N/A
mielodiplasia
#24 | MO 55 |FMA amﬁprl‘;[‘;tac“’ nl 303 | 0 3 46,XX[20] NPM1imut |Favorable| Si
#25 MO 70 N/A 3,00 0 39 47,XY,+8[12] / 48,XY,+8,+8[7] / 46,XY[2] Cap detectada|Intermedi | No
#26 | MO 45 N/A 410 | N/A | N/A 46, XY[20] FLT3-ITD Advers | No
#27 | MO 71 |WMA amlsprlr\‘/[‘;tac“’ M 430 | N/A | N/A N/A NPM1 mut |Favorable| No
LMA amb canvis en
#28 MO 27 relacié amb 2,01 3 34 46,XY[37] Intermedi | No
mielodiplasia FLT3 -ITD
LMA amb canvis en 43,XY,-4,add(4)(q?35),del(5)(q13933),-
#29 SP 69 relaciéo amb 583 | 23 3 7,der(12)t(12;714)(p?12;q?12),-14,-15,del(20)(q11q13),- |Cap detectada| Advers |N/A

mielodiplasia

21,+marl,+mar2[22]
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LMA amb mutaci6 en

#30 MO F | 82 NPM1 119,3| 79 83 46,XX,der(12)t(1;12)(q21;q24.3)[4] / 46,XX[12] NPM1 mut |Favorable| Si
#31 MO |M| 78 N/A 10,2 | N/JA | N/A N/A Cap detectada|Intermedi | No
#32 | MO | M | 73 N/A 0,5 0 27,3 N/A Cap detectada| N/A No
#33 MO |M | 45 N/A 4,50 | N/A | 0,33 46, XY[20] Cap detectada| Advers | No
#34 MO |[M| 70 N/A 2,8 0 5 46,XY[20] Cap detectada|Intermedi | No
#35 MO |M| 78 N/A 11,3 | N/JA | N/A N/A Cap detectada|Intermedi | No
#36 MO |M | 27 N/A 28 | NJA | N/A 46,XY[20] Cap detectada|Intermedi | No
#37 | N/A [N/A| N/A N/A N/A | NJA | N/A N/A N/A N/A |N/A
#38 | N/A [N/A| N/A N/A N/A | NJA | N/A N/A N/A N/A |N/A
#39 | N/A |N/A| N/A N/A N/A | NJA | N/A N/A N/A N/A |N/A
LMA sense MLL-PTD,
#40 SP F | 64 maduracié 2.21 48 73 46,XX[30] IDH2mut, Advers | No
DNMT3Amut
NRASmut,

LMA amb mutaci6 en RUNX1mut,

#41 SP F | 69 RUNXI 53 68 66 47,XX,+8[20] CEBPAmuL Advers | No
mono

LMA amb mutaci6 en FLT3-TKD,
#42 SP F | 74 NPM1 341 | 40 78 46,XX,+8[25] ASXL1mut Favorable [N/A

LMA amb mutaci6 en FLT3-ITD, .
#43 SP F | 77 NPM1 40.70| 95 85 N/A TET2mut Intermedi [N/A

LMA amb mutacié en
#44 SP M| 62 RUNXI 51.16| 49 81 6,XY,del(7) [19]/46,XY[1] Cap detectada| Advers | No
#45 | N/A |N/A| N/A N/A N/A | NJA | N/A N/A N/A N/A |N/A

234




I1. Taula de pacients de LMMC i SMD
Relacié de pacients de SMD i LMMC inclosos als estudis. Classificaci6 feta segons el criteri

de I'OMS de 2016 (Arber, Orazi et al. 2016) i risc segons el sistema IPSS-R (Greenberg,
Tuechler et al. 2012). Abreviatures: Gen., Geénere; 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 a 5q aillada; IPSS-R: sistema revisat
de puntuaci6 de pronostic (Revised international prognostic scoring system); MO: medul-la

ossia; N/A: informacid no disponible.

. %
SMD | Gen. | Edat Subtipus Cariotip IPSS-R | Blasts
OMS 2016
en MO
#1 M 76 LMMC-1 46,XY[20] N/A 1
#5 M 83 | SMD-EB-1 47,XY,+8[3]/46,XY[28] Alt 7
#6 F 46 SMD-DM 46,XX[20] Baix 2
#9 F 70 SMD-DM 46,XX[20] Intermedi 4
45X,-
#10 M 74 | SMD-EB2 | Y,del(1)(p13p32),der(11)t(Y; | Moltalt 12
11)(q11;q13)[8]/46,XY[12]
SMD 46,XX,del(5)(q22q33)[15]/46 :
#12 F 73 del(5q) XX[5] Baix 2
#14 M 72 LMMC-0 46,XY,del(5)(q31q33)[6] N/A 0
i N/A (normal FISH 5p15.2,
#15 M 51 SMD-DM 5q31, 7q31 & 20q12) N/A 2
#16 F 59 LMMC-0 46,XX[20] N/A 2
#17 M 79 LMMC-2 46,XX[20] N/A 13
#20 M 52 LMMC-1 46,XY[20] N/A 4
SMD .
#23 F 71 del(5q) 46 XX,-11,+mar [20] Intermedi 3
SMD 46,XX,del(5)(q12q32)[11]/46
#24 F 29 del(5q) XX[9] N/A N/A
#26 F 81 SMD-DM 46,XX[10] Baix 0
SMD 46,XX,del(5)(q13q33)[4]/46, .
#27 F 59 del(5q) XX[15] Baix 2
#28 M 65 SM%ADM' 46,XY[20] Molt baix 2
i 47,XX,+8[10]/48,idem,+mar
#29 F 86 SMD-DM 2]/46XX[7] Alt 3
#30 M 65 SM];:L\DM' 46,XY[20] Molt baix 2
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SMD

46,XY,del(5)(q14q34)[8]/46,

#31 M 71 del(5q) XY[22] Baix 7
SMD 46,XY,del(5)(q13q33)[12]/46 .

#32 M 78 del(5q) XY[8] Molt baix 2

#33 M 77 | SMD-EB2 Complex Molt alt >5%

#34 M 67 SMD-DM 46,XY[20] Baix 4

#35 F 78 SMD-SA 46,XX[20] Molt baix

#36 M 60 LMMC-1 N/A N/A 0

#37 F 60 SMD-DM 46,XX[20] Molt baix 1

#38 M 91 SMD-EB1 45,X,-Y[14]/46,XY[6] Intermedi 7

#39 F 70 LMMC-1 46,XX[20] N/A 1

43,XY,-
5,der(13;14)(q10;q10),add(1

#40 M 67 | SMD-EB2 5)(p10),add(16)(q24),- Molt alt 15

17,add(17)(p13),-
18,+mar[cp14]

#41 M 71 LMMC-0 46,XX[20] N/A 0
#43 M 83 SMD-DM 46,XY[20] Molt baix 1

i 26/08/2015: .
#49 F 67 | SMD-EB1 46,XX,del(5)(q11q31)[15] Baix 8
#50 M 75 SMD-DM 47 XY,+21[5]/46,XY[15 Baix 2,5

i 46,XX,del(5)(q22q35),del(11) :

#52 F 78 SMD-DM (q13.1q23.3)[17]/46,XX[3] Baix 3,5

#53 M 56 SMD-DM 46,XY[20] Baix 2

#57 M 79 | SMD-EB1 46,XY[21] Intermedi 5

#60 F 30 SMD 46,XX,del(5)(q13)[11]/46,XX] Baix 4

del(5q) 9]
SMD 46,XX,del(5)(q13933)[9]/46, .

#68 F 94 del(5q) XX[24] Molt baix 1

#73 M 76 LMMC-0 46,XY[20] Molt baix 1,5

#74 M 80 SMD-DM 46,XY[20] Baix 0

i 46,XX,add(9)(p24),16gh+c[7] .

#78 F 73 SMD-DM /46,XX,16gh-+c[7] Baix <2

#80 F 67 LMMC-2 46,XX[20] Intermedi 13

495 M 66 LMMC-0 46,XY,t(4;16)(q21;q24)[3]/47 N/A 0

,s1,+8[17]
SMD .

#98 F 63 del(5q) del(5q) add(7) Baix 1
#103 M 70 LMMC-1 46,XY[20] N/A N/A
#110 M 80 LMMC-1 46,XY[20] N/A N/A
#113 M 56 LMMC-1 47,XY,+8[14]/46,XY[3] N/A N/A
#119 | F | 53 | SMD-EB1 46'XX'del(5)2)((q[1143‘]133) 71746 | Intermedi | 7.8

236




#122 | F | N/A | LMMC-1 47 XX,+21[13] N/A N/A
46,XX,
#138 F 68 SMD-DM | del(5)(q13qg33),del(11)(q13q Baix 1
23)

#140 | F | 69 SM%ADM' -7) N/A N/A

#1499 | F | 64 | SMD 46,XX del(5)(q15933)[20] Baix 1,6
del(5q) : 4+ ’

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

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

#162 | M 54 | SMD-EB2 | 46XY,t(16;17)(q24;q22) Molt alt 12

#166 | M 73 | SMD-DM 46,XY[2] Baix 2

#170 | M 58 | smp-py | ¥XYInV(2)(p23q13).del5)() g i 1

q13q32)
#176 | F 70 | SMD-DM 46,XX[20] Moltbaix | 1
#197 | M | N/A | LMMC N/A N/A N/A
SMD 46,XX,del(5)(q22q31- .
#210 | F > | Gel(5q) 32)[5]/46,XX[15] Baix 2
46,XX,-5,-
#211 F 75 SMD-DM | 14,+marl,+mar2[16]/45,XX,d Alt 1
el(5)(q13q33),-6[2]/46,XX[8]

4212 | M | 66 | LMMC-0 46,XY[20] N/A 4

#213 F 83 SMD-EB1 del(7)(q22q31) Molt alt 5

#214 | F 30 | SMD-DM 46,XX[20] Moltbaix | 2
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Treatment with G-CSF reduces acute myeloid leukemia blast viability in the
presence of bone marrow stroma

Cancer Cell International. 2015 Dec 21;15:122. doi: 10.1186/s12935-015-0272-3.
eCollection 2015.

Nomdedeu M, Lara-Castillo MC, Etxabe A, Cornet-Masana JM, Pratcorona M, Diaz-Beya
M, Calvo X, Rozman M, Costa D, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

BACKGROUND: The resulting clinical impact of the combined use of G-CSF with
chemotherapy as a chemosensitizing strategy for treatment of acute myeloid leukemia
(AML) patients is still controversial. In this study, the effect of ex vivo treatment with G-
CSF on AML primary blasts was studied.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells from AML patients were treated with G-
CSF at increasing doses, alone or in co-culture with HS-5 stromal cells. Cell viability and
surface phenotype was determined by flow cytometry 72h after treatment. For
clonogenicity assays, AML primary samples were treated for 18 h with G-CSF at increasing
concentrations and cultured in methyl-cellulose for 14 days. Colonies were counted based
on cellularity and morphology criteria.

RESULTS: The presence of G-CSF reduced the overall viability of AML cells co-cultured
with bone marrow stroma; whereas, in absence of stroma, a negligible effect was
observed. Moreover, clonogenic capacity of AML cells was significantly reduced upon
treatment with G-CSF. Interestingly, reduction in the AML clonogenic capacity correlated
with the sensitivity to chemotherapy observed in vivo.

CONCLUSIONS: These ex vivo results would provide a biological basis to data available
from studies showing a clinical benefit with the use of G-CSF as a priming agent in patients
with a chemosensitive AML and would support implementation of further studies
exploring new strategies of chemotherapy priming in AML.

Nomdedeu et al. Cancer Cell Int (2015) 15:122

DOI 10.1186/512935-015-0272-3 Cancer Cell International
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Biological and Therapeutic Implications of Cancer Stem Cells

Frontiers in Stem Cell and Regenerative Medicine Research
Volume 2, Pp. 63-101 (39)

Ruth M. Risueiio, Amaia Etxabe and Josep Maria Cornet-Masana

Abstract

Cancer stem cells (CSCs) are a subset of cells within a tumor having selfrenewal and
differentiation capacity. Due to their “stem cell’-like properties, CSCs are thought to be
responsible for cancer initiation, progression, metastasis, recurrence and drug resistance.
Thus, therapeutic strategies that focus on targeting CSCs and their microenvironmental
niche address the ineffectiveness of traditional cancer therapies to eradicate the CSCs that
otherwise result in therapy resistance. Over the past years, a great effort has been invested
in the development of new compounds and repositioning of already approved drugs that
selectively target CSCs, some of which have been evaluated in preclinical and clinical
studies.

Frontiers in Stem Cell and Regenerative Medicine Research, Vol. 2, 2016, 000-000 3

CHAPTER 2

Biological and Therapeutic Implications of Cancer
Stem Cells

Ruth M. Risueiio’, Amaia Etxabe and Josep Maria Cornet-Masana

Josep Carreras Leukaemia Research Institute, Barcelona, Spain
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Emetine induces chemosensitivity and reduces clonogenicity of acute
myeloid leukemia cells

Oncotarget. 2016 Apr 26;7(17):23239-50. doi: 10.18632 /oncotarget.8096.

Cornet-Masana JM, Moreno-Martinez D, Lara-Castillo MC, Nomdedeu M, Etxabe A, Tesi
N, Pratcorona M, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is an hematologic neoplasia characterized by the
accumulation of transformed immature myeloid cells in bone marrow. Although the
response rate to induction therapy is high, survival rate 5-year after diagnosis is still low,
highlighting the necessity of new novel agents. To identify agents with the capability to
abolish the self-renewal capacity of AML blasts, an in silico screening was performed to
search for small molecules that induce terminal differentiation. Emetine, a hit compound,
was validated for its anti-leukemic effect in vitro, ex vivo and in vivo. Emetine, a second-
line anti-protozoa drug, differentially reduced cell viability and clonogenic capacity of AML
primary patient samples, sparing healthy blood cells. Emetine treatment markedly
reduced AML burden in bone marrow of xenotransplanted mice and decreased self-
renewal capacity of the remaining engrafted AML cells. Emetine also synergized with
commonly used chemotherapeutic agents such as ara-C. At a molecular level, emetine
treatment was followed by a reduction in HIF-1a protein levels. This study validated the
anti-leukemiceffect of emetine in AML cell lines, a group of diverse AML primary samples,
and in a human AML-transplanted murine model, sparing healthy blood cells. The selective
anti-leukemic effect of emetine together with the safety of the dose range required to exert
this effect support the development of this agent in clinical practice.

www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Vol. 7, No. 17
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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 |M, Etxabe A, Bants-Mulet A, Torrente MA, Nomdedeu
M, 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 Transl Med (2016) 14:261

DOI 10.1186/512967-016-1007-5 ‘ Jou rr!a! of
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Inhibition of serotonin receptor type 1 in acute myeloid leukemia impairs
leukemia stem cell functionality: a promising novel therapeutic target

Leukemia. 2017 Nov;31(11):2288-2302. doi: 10.1038/1eu.2017.52. Epub 2017 Feb 14.

Etxabe A, Lara-Castillo MC, Cornet-Masana JM, Banus-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 1B constitutes a therapeutic target for MDS and
CMML

En revisio

Antonia Bands-Mulet, Amaia Etxabe, Josep Maria Cornet-Masana, Miguel Angel Torrente,
Maria Carmen Lara-Castillo, Laura Palomo, Meritxell Nomdedeu, Marina Diaz-Beya,
Francesc Solé, Benet Nomdedeu, Jordi Esteve, Ruth M. Risueiio.

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
HTR1s 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. 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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Jede wirkliche Geschichte ist eine unendliche Geschichte

Tota historia auténtica és una historia interminable

Michael Ende - Die unendliche Geschichte
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