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1. HIPOTESIS

Dada la importancia que los STAT tiene en la transmisién de sefiales por citocinas,
podemos suponer que la ausencia de dichos factores de transcripcidn, como
consecuencia del tratamiento con distintas drogas, como fludarabina y los inhibidores
de JAK Kkinasas, puede tener consecuencias importantes en los fendmenos de
regulaciéon de la respuesta inmune y en la propia fisiologia de la LLC-B, favoreciendo o
dificultando la entrada en apoptosis de la misma. Por tanto, resulta prioritario el
desarrollo de estudios con el fin de conocer la implicacién que la via JAK/STAT tiene en
el desarrollo de la LLC-B para poder predecir la conveniencia o no de la utilizacién de

diversas drogas en el tratamiento de este determinado tipo de leucemia.

2. OBJETIVOS CONCRETOS

1. Analizar el efecto de fludarabina y de los inhibidores de JAK kinasas sobre los
componentes de la via JAK/STAT en las células tumorales de sangre periférica de

pacientes con LLC-B.

2. Analizar el efecto de fludarabina y de los inhibidores de JAK kinasas sobre la

viabilidad de las células tumorales de sangre periférica de pacientes con LLC-B.
3. Establecer la correlaciéon entre los efectos de fludarabina y de los inhibidores de
JAK kinasas sobre los componentes de la via JAK/STAT y la entrada en apoptosis

de las células tumorales de pacientes con LLC-B.

4. Analizar el papel de fludarabina en la interaccion entre las células tumorales de

LLC-B y las células NLC.
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1. PACIENTES Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

En el estudio se incluyen 34 pacientes diagnosticados de Leucemia Linfocitica
Crénica de células B (LLC-B), que cumplen los criterios internacionales establecidos de
los que se han analizado un total de 38 muestras. En la Tabla M1. se resume las

caracteristicas epidemiolégicas,

pacientes incluidos en el estudio.

estadio y hallazgos de

laboratorio de todos

Tabla M1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes con LLC-B incluidos en el estudio.

Id Edad / Sexo Tiempo Clasificacion Leucocitos Linfocitos Linfocitos Tratamiento
Evolucién Rai / Binet (x10°%1) (%) (x10%1) Previo
LLC1 72/H 2 0/A 8,96 57,9 5,19 N
LLC 6 54 /M 3 /A 14,15 79,7 11,28 CLB/F/MTX
LLC7 72/H 6 /A 16,41 65,1 10,68 CLB/F/CFM
LLC 11 71/M 3 0/A 31,92 74,0 23,62 N
LLC 132 75/H 3 /A 73,33 88,0 64,53 N
LLC 142 91/M 7 /A 7,45 54,9 4,09 CLB
LLC 15 71/H 2 0/A 14,69 72,6 10,66 N
LLC 17 53/M 5 0/A 13,92 51,7 7,20 N
LLC 19 80/H 2 0/A 10,35 66,9 6,92 N
LLC 20 71/H 7 0/A 12,25 67,8 8,31 N
LLC 22 53/H 11 /B 25,08 93,0 23,32 CLB/F/TPH
LLC 26 62/H 5 0/A 27,99 85,4 23,90 N
LLC 272 45/M 7 0/A 33,92 83,0 28,15 N
LLC 30 67/H 7 0/A 11,78 57,1 6,73 CLB
LLC 31 61/H 3 /A 84,11 92,0 77,38 N
LLC 32 44 | H 1 0/A 10,48 59,3 6,21 N
LLC 33 90/M 14 0/A 27,04 84,4 22,82 N
LLC 34 71/H 1 /A 20,36 79,0 16,08 N
LLC 36 75/H 2 0/A 18,47 73,4 13,55 N
LLC 38 63/H 5 0/A 32,05 85,1 27,27 N
LLC 39 78/H 2 0/A 25,83 61,6 15,91 N
LLC 40 86/H 2 0/A 38,40 74,0 28,42 N
LLC 41 78/ M 4 IvV/C 6,19 92,0 5,69 CLB/F
LLC 422 71/H 3 0/A 45,42 85,0 38,61 CLB
LLC 43 79/ M 3 0/A 32,60 83,0 37,06 N
LLC 45 88/H 25 IvV/C 11,20 70,1 7,85 N
LLC 46 82/M 2 0/A 13,09 65,2 8,54 N
LLC 47 71/M 13 0/A 17,82 80,1 14,27 N
LLC 48 70/H 5 0/A 36,72 79,0 29,01 N
LLC 49 51/M 3 0/A 69,07 91,4 63,10 N
LLC 50 75/H 4 0/A 18,14 73,1 13,26 N
LLC 51 70/H 4 0/A 71,73 91,9 65,92 N
LLC 52 43 /H 5 0/A 48,53 87,4 42,42 N
LLC 53 75/ M 3 0/A 13,96 54,7 7,64 N

a . . . . ] . . L
Pacientes con mas de una muestra. El contaje de leucocitos y linfocitos expresado es la media de las muestras incluidas

en el estudio.

b En el dltimo afio. N: No tratamiento; CLB: Clorambucil; F: Fludarabina; MTX: Metrotexato; CFM: Ciclofosfamida; TPH:
Trasplante de Precursores Hematopoyéticos.
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En algunos de los estudios también se incluyen donantes sanos asi como las tres

lineas celulares, dos de ellas humanas y una murina (Tabla M2.).

Tabla M2. Lineas celulares incluidas en el estudio.

id N° ATCC Tipo celular Origen
Daudi CCL-213 Linfoblasto B Linfoma Burkitt humano
HL60 CCL-240 Promieloblasto Leucemia promielocitica aguda humana

Esplenocitos de eritroleucemia inducida por el virus

FLC CRL 1889 Hibridoma Friend murino fusionadas con células de mieloma NS-1

2. OBTENCION, PURIFICACION Y CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES DE

SANGRE PERIFERICA HUMANA

Para la obtencion de las células mononucleares con las que se va a realizar los
posteriores experimentos se utiliza sangre total con EDTA como anticoagulante
procedente de los pacientes afectos de LLC-B asi como de voluntarios sanos.

Tras diluir la sangre a la mitad con PBS estéril (Na,HPO, 8 mM, KH,PO, 2 mM, NaCl
15 mM pH 7,4) las células mononucleares se separan del resto de las células
sanguineas mediante centrifugaciéon sobre un gradiente de Ficoll: Lymphoprep
(Nycomed, Oslo Norway) a 800g durante 20 minutos y a temperatura ambiente. Una
vez recolectadas las células se realizan tres lavados con PBS, a 800g y durante 5
minutos por cada lavado a 4 ©C, tras los cuales las células estan listas para ser
utilizadas posteriormente. Antes de realizar el dltimo lavado con PBS estéril se toma
un alicuota de la suspension celular y se realiza el contaje de las células en camara de
Neubauer mediante exclusidn con azul de tripan: Trypan Blue solution (0,4%) (Sigma,
St. Louis, MO).

Una vez obtenidas las células mononucleares de sangre periférica, se resuspenden
a una concentraciéon de 2-4 x10° células/ml en medio de cultivo RPMI 1640 con L-
glutamina (BioWhittaker Europe, Verviers, Belgium) suplementado con 10% de suero
fetal de ternera (BioWhittaker Europe, Verviers, Belgium), glutamina 2 mM (GIBCO
BRL, Rockville, MD) y penicilina 100 U/ml-estreptomicina 100 mg/ml (BioWhittaker

Europe, Verviers, Belgium) y se disponen en placa de cultivo NUNC.
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3. DROGAS Y REACTIVOS

= BeneflurO 50 mg: Fludarabina fosfato (Schering, Madrid, Espafia). El preparado

viene liofilizado y se reconstituye en un 1 ml de suero fisiolégico estéril. La
concentracién resultante de la soluci6n madre es de 180 mM.

= AG490 5 mgq: Tirfostina B42 (Calbiochem, San Diego CA). El preparado viene
liofilizado y se reconstituye en 1 ml de DMSO estéril. La concentraciéon
resultante de la soluciéon madre es de 17 mM.

= JAK3 Inhibitor I 5mg: WHI-P131 (Calbiochem, San Diego, CA). El preparado

viene liofilizado y se reconstituye en 1 ml de DMSO estéril. La concentracion
resultante de la soluciéon madre es de 17 mM.

= AG 555 5 mgq: Tirfostina B46 (Calbiochem, San Diego, CA). El preparado viene
liofiizado y se reconstituye en 1 ml de DMSO estéril. La concentracion
resultante de la soluciéon madre es de 16 mM.

= AG 494 5 mgq: Tirfostina B48 (Calbiochem, San Diego, CA). El preparado viene
liofiizado y se reconstituye en 1 ml de DMSO estéril. La concentracion
resultante de la solucion madre es de 18 mM.

» Dimethyl sulfoxide DMSO: Dimetil sulféxido (Merck, Darmstadt, Germany).

» Interferon-g. _human (hIFEN-qg): Interferon-g recombinante humano (Roche,

Mannheim, Germany). ElI preparado viene en forma de solucibn a una

concentracion de 100.000 U/ml.

4. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES

Para la obtencién de los extractos celulares a partir de un nimero bajo de células
se ha seguido basicamente el protocolo disefiado por Schreiber y colaboradores
(Schreiber, et al 1989). Las células obtenidas mediante los métodos anteriormente
mencionados se lavan tres veces con TBS (Tris-HCI 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM)
mediante pulso en microfuga hasta 9.500g a 4 ©C. Tras los lavados el botdn celular es
resuspendido en un tampén que llamamos tampén B (HEPES 10 mM pH 7,9, KCI 10
mM, EGTA 0,1 mM y MgClL 5 mM) al que se le afiade inmediatamente antes de usarlo
DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM y la combinacién de inhibidores de proteasas Complete Mini

EDTA-free que contiene: Antipain dihydrochloride, Calpain Inhibitor I, Calpain Inhibitor
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I, Chymostatin, Hirudin, TLCK-HCI, TPCK, Trypsin-Inhibitor (Roche, Mannheim,
Germany), segun las indicaciones de la casa comercial.

Tras 10 minutos de incubacion en hielo, se afiade el mismo volumen del tampén B
al que inmediatamente previo a su uso se le ha afadido los inhibidores de proteasas
anteriormente citados y el detergente NP-40 al 0,2% y se incuba durante otros 15
minutos en hielo. Después se centrifuga a 15.000g durante 1 minuto a 4 °C y se
recoge el sobrenadante que se considera como extracto citoplasmatico y se guarda a —
80 °C hasta el momento de ser usado.

La concentracion a la que se resuspende el botén celular en tampén B es de 5 x10°

células/nl.

5. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo consiste en un sistema que permite el analisis de distintas
caracteristicas de las células en suspensidon de una muestra cuando ésta se somete a
un sistema de flujo. Mediante esta técnica se pueden estudiar caracteristicas
intrinsecas de las células como son el tamafo y la morfologia celular valorando la
intensidad de luz dispersada (scattered) en distintos planos (frontal -forward scatter-
y lateral —side scatter-) cuando las células atraviesan el haz de luz emitido por un rayo
laser. También se pueden valorar la expresion de distintos antigenos de superficie
mediante el uso de anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos dirigidos
contra dichos antigenos. La sefial de luz emitida a una determinada longitud de onda
por estos fluorocromos, al ser excitados por el laser del citbmetro, puede ser captada
por fotomultiplicadores situados en el mismo plano que el detector del side scatter.

En este trabajo, se analiza mediante la citometria de flujo la viabilidad celular de
las distintas muestras tratadas o no con las drogas que se han empleado en el
estudio. Para ello, se utiliza una combinacién de una molécula capaz de unirse a
superficie de las células que han entrado en apoptosis con varios anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos asi como de otra para valorar las células

apoptdticas dentro de las distintas poblaciones linfocitarias (Tabla M3.).
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Tabla M3. Reactivos y anticuerpos utilizados en citometria de flujo.

id Descripcién Fluorocromo Laboratorio
rh Annexin V Anexina V FITC Bender MedSystems (Vienna, Austria)
Anti-CD5 Ac. monoclonal murino PC5 Immunotech (Marseille, France)
Anti-CD19 Ac. monoclonal murino PE Immunotech (Marseille, France)

El protocolo que se sigue es el siguiente: se recoge una alicuota de 50 ni de las
muestras en cultivo a analizar que se encuentran a una concentraciéon de 2-4 x10°
células/ml y se le afiade 2 m de la anexina V, 2 m del anticuerpo anti-CD5 y 2 nl del
anticuerpo anti-CD19. Ademas se afiade 200 m de TBS con Ca,Cl 5 mM ya que la
unién de la anexina V a la fosfatidilserina translocada a la cara externa de la
membrana celular en las células apoptoéticas precisa de la presencia en el medio de
iones calcio. Tras agitar suavemente la suspension celular, se incuba durante 15
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo se
afiaden 250 nl mas de TBS con Ca,Cl 5 mM a la muestra y es procesada en el

citbmetro de flujo Epics XL-MCL (Coulter, Miami, Florida).

6. EMSA (ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY)

Esta técnica permite el estudio de la interaccién entre el ADN y ciertas proteinas.
Cuando la proteina de interés se une a una secuencia de ADN marcado
radiactivamente, se detecta un retardo en la carrera electroforética de este
oligonucleétido o sonda.

La técnica consta de los siguientes pasos:

6.1. Marcaje radioactivo del oligonucledtido de doble hebra de ADN.

6.2. Preparacion del gel para la carrera electroforética.

6.3. Preparacion de las muestras. Incubacidon con la sonda marcada.

6.4. Electroforesis, secado del gel y autorradiografia.

6.5. Analisis de los resultados.

6.1. Marcaje radioactivo del oligonucledtido de doble hebra de ADN

Para este estudio se emplea un oligonucleétido sintético (sonda Fcg que

reproduce las secuencias de tipo GAS (Gamma-Activated Séquense). Esta
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secuencia a la que unen con gran afinidad los homodimeros de STAT1, se
encuentra en el promotor del gen del receptor de alta afinidad para la region

constante de la I1gG (Fcarl).

Sonda Fcg 57-GATC GTA-TTT-CCC-AGA-AAA-GGA-AC -3
37 -CAT-AAA-GGG-TCT-TTT-CCT-TG CTAG-5"

Para obtener la cadena de doble hebra, los dos oligonucledtidos deben
incubarse en un bafo a 100 °C y dejarlo enfriar lentamente.

Una vez obtenido el ADN bicatenario se debe marcar radiactivamente en el
extremo 57 terminal. Con este fin se emplea el enzima T4 polinucleétido kinasa
que cataliza la transferencia del 2P en posicién g del ATP al grupo hidroxilo del
extremo 57 terminal del oligonucledtido. Para ello se mezclan en un tubo eppendorf
1 m de Kinase buffer 10x (Promega, Madison, WI), 2 nl del oligonucleétido (100
ng), 5 m (50 nCi) del ATP marcado radioactivamente con *Pg (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK), 1 m (10 U) de T4 polynucleétide kinase
(Promega, Madison, WI) y 1 m de H,O bidestilada. Tras incubar la mezcla 1 hora a
37 °C se le afiade 40 ni de tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM pH 8)
conteniendo NaCl 50 mM.

El oligonucleétido marcado se purifica utilizando columnas de exclusiéon
molecular de Sephadex G-50 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) mediante
centrifugacion a 800g durante 4 minutos a 4 °C en una centrifuga de rotor
oscilante.

Por ultimo se cuantifica el marcaje obtenido en la sonda. Para ello se afiade 1 ni
de la sonda marcada y purificada a 2 ml de liquido de centelleo OptiPhase “HiSafe”
(Wallac; Perkin Elmer,Boston, MA) en un tubo de contaje que se proceesa en el
contador beta TRI-CARB 2100TR, Liquid Scintillation Analyzer (Packard; Perkin
Elmer, Boston, MA) para determinar las cuentas por minuto en cada microlitro

(cpm/ m) de la sonda marcada.

6.2. Preparacion del gel para la carrera electroféretica

El gel utilizado es un gel de poliacrilamida del 5% no desnaturalizante y de baja

fuerza i6nica que ayuda a mantener la estabilidad de los complejos formados.
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La composicion del gel es: 5ml de Acrilamida/bis (29:1) 40% (BIO-RAD,
Hercules, CA), 2 ml de TBE 10x (Tris 0,9 M, acido bdrico 0,9 M, EDTA 20 mM pH
8), 33 ml de agua bidestilada, 320 m de persulfato aménico 10% y 34 nl de
TEMED.

Para eliminar las trazas de acrilamida y de radicales libres que pueden interferir
en la union ADN-proteina se somete el gel a una precorrida durante 1 hora a 125 V

usando como tampoén de carrera TBE 0,5x.

6.3. Preparacion de las muestras. Incubacidn con la sonda marcada

En primer lugar antes de preparar las muestras para la carrera se realiza una
valoracion cuantitativa de las mismas utilizando el método colorimétrico BIO-RAD
Protein Assay (BIO-RAD, Hercules, CA) con la finalidad de cargar la misma
cantidad de proteinas totales de cada una de los extractos.

Seguidamente se prepara la mezcla de reaccidon que contiene: extracto, Binding
buffer 5x (HEPES 100 mM pH 7,9, KCI 250 mM, 50% glicerol, DTT 2,5 mM, EDTA
0,5 mM pH 7,9) y ADN timico de ternera: Sonicated calf thymus DNA (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) a una concentracién de 2 mg/ml y agua bidestilada.

La mezcla se prepara para cada muestra segun el esquema:

Extacto : 4-10 ml.
Binding buffer 5x : 3 nl.
ADN timico de ternera : 2 m.
Agua bidestilada : cantidad suficiente para un volumen final de 13 m.

La cantidad de cada extracto en la mezcla de reacciéon viene determinada por
su cantidad relativa de proteinas.

La mezcla se deja incubando 10 minutos a temperatura ambiente tras lo cual
se aflade 2 nl de la sonda marcada con 3?P que previamente se ha diluido en
tampoén TE con NaCl 50 mM para que la cantidad de cpm que se afiade sea de
30.000 cpm/muestra. Las muestras se dejan incubar durante otros 20 minutos a

temperatura ambiente tras lo cual ya estan listas para ser cargadas en el gel.
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6.4. Electroforesis, secado _del gel y autorradiografia

Se cargan los 15 nl de cada una de las muestras y en uno de los pocillos del gel
se carga 15 nml de azul de bromofenol que sirve como indicador del frente de la
corrida electroforética.

La carrera se realiza a un voltaje constante de 200 voltios y el gel se deja
correr hasta que el azul de bromofenol llega a unos 3 cm del frente del gel.
Después, el gel se seca durante 2 horas a 80 °C en la secadora de geles GEL
DRYER 583 (BIO-RAD, Hercules, CA).

Una vez seco el gel se introduce en un cassette con una placa de radiografia
Curix RP2 (AGFA, Mortsel, Belgium). Generalmente se suele tomar varias
autorradiografias de cada gel a diferentes tiempos de exposicion para obtener una

imagen optima.

6.5. Andlisis de los resultados

La autorradiografia escogida de cada gel se analiza en el equipo de imagen
Fluor-S Multilmager (BIO-RAD, Hercules, CA) empleando el software Quantity One
4.3.1. (BIO-RAD, , Hercules, CA). De cada una de las LLC-B asi como de las
controles sanos y de las lineas celulares se realiza la densitometria de las sefiales
radioactivas de la autoradiografia del EMSA. La sefial producida por las células
tratadas con IFN-g, al que se considera como control positivo de la activacion, se le
da arbitrariamente el valor del cien por cien de la sefial que las células de esa
leucemia pueden producir. La densitometria del resto de las sefiales de cada uno
de los tratamientos que se le ha realizado a cada LLC-B, se refieren de forma
porcentual en relacién al valor de su respectivo control activado con IFN-g.

De cada una de las muestras se realizaron tres experimentos de EMSA
independientes y una vez densitometradas las sefiales de todas ellas, se realiza la
media para cada extracto. En las figuras de RESULTADOS, cada barra representa
la media de los tres experimentos para cada extracto con su correspondiente

desviacion estandar.
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7. WESTERN BLOT

La técnica de Western Blot permite la identificacion de un modo semicuantitativo

de un antigeno especifico en una solucién. La técnica consta de varios pasos:

7.1. Separacidon de las proteinas presentes en la muestra en funcidén de su peso
molecular mediante una electroforesis en un gel de poliacrilamida en presencia
de Sodium Dodecyl-Sulfate (SDS).

7.2. Transferencia de las proteinas separadas a una membrana sintética.

7.3. Deteccion del antigeno de interés mediante un anticuerpo especifico.

7.4. Analisis de los resultados.

7.1. Separacién _de las proteinas presentes en la muestra en funcién de su peso

molecular mediante una electroforesis en un gel de poliacrilamida en presencia

de Sodium Dodecyl-Sulfate (SDS)

Esta técnica se basa en la descrita por Laemmli y colaboradores (Laemmli 1970).
La presencia de SDS, un detergente anidnico tanto en el gel como en el tampén de
muestra y en el de carrera, proporciona a las proteinas presentes en la muestra
una conformacién estirada y ademds, una carga eléctrica negativa que es
proporcional al tamafio de las mismas. Cuando el gel se somete a un campo
eléctrico, las proteinas migran a través de éste hacia el anodo a una velocidad
inversamente proporcional a su carga negativa y por tanto a su masa molecular.

La composicion del gel de concentraciéon es: 5% Acrilamida/bis (29:1) (BIO-
RAD, Hercules, CA),Tris-HCI 125 mM pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato amadnico,
0,01% TEMED.

La composicion del gel de resolucion es: 10% Acrilamida/bis (29:1) (BIO-RAD,
Hercules, CA),Tris-HCI 370 mM pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato amoénico,
0,01% TEMED.

Antes de preparar las muestras para la carrera, se realiza una valoracion
cuantitativa de la cantidad total de proteinas contenidas en éstas utilizando el
método colorimétrico BIO-RAD Protein Assay (BIO-RAD, Hercules, CA) siguiendo
las recomendaciones de la casa comercial.

Se mezclan dos volimenes de cada una de las muestras que se van a analizar
con un volumen del tampén de muestra 3x (Tris 50 mM, 2% SDS, 5% 2 b-

mercaptoetanol, 10% glicerol y 0,005% de azul de bromofenol), se calientan
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durante 5 minutos a 100 °C para desnaturalizar completamente las proteinas tras
lo cual se realiza un pulso de microfuga a maxima velocidad y posteriormente se
aplican en el gel.

En uno de los pocillos del gel se cargan los marcadores de peso molecular SDS-
PAGE Molecular Weight Standards Broad Range (BIO-RAD, Hercules, CA).

La electroforesis se realiza en una cubeta X Cell Il (Novex, San diego, CA) en
unas condiciones de carrera con limitacién del amperaje a 30 mA por gel.

La composicion del tampdn de carrera utilizado en la electroforesis es de Tris

base 25 mM, Glicina 192 mM y 0,1% SDS.

7.2. Transferencia de las proteinas separadas a una membrana sintética

Las proteinas separadas electroforéticamente se transfieren a una membrana
sintética de Polivinilo difluorido: PVDF Immobilon P 0,45 nm (Millipore, Billerica,
MA).

La transferencia que se realiza es semi-seca en una cubeta FASTBLOT B32
(para un gel) o B33 (para 2 geles) (Whatman Biometra, Goettingen, Germany) con
unas condiciones de 300 mA y 5 W por gel durante 1 hora y 15 minutos.

La composicion del tampén de transferencia utilizado es de Tris base 25 mM,

Glicina 192 mM y 10% metanol.

7.3. Deteccion del antigeno de interés mediante un _anticuerpo especifico

Una vez terminada la transferencia la membrana se incuba con una solucién de
bloqueo (PBS conteniendo un 5% de leche desnatada en polvo) durante 2 horas a
temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 °C.

Seguidamente la membrana se incuba, durante 2 horas a temperatura
ambiente o bien toda la noche a 4 ©C, con el primer anticuerpo a la dilucidon
indicada (Tabla M4.) en PBS conteniendo un 3% de leche desnatada. Posteriormente

se retira el primer anticuerpo y se incuba con anticuerpos anti-b-actina:
Monoclonal Anti-b-Actin Clone AC-15 (Sigma, St. Louis, MO) a una dilucidon
1/20.000-1/50.000 durante 30 minutos a temperatura ambiente. La posterior
deteccidon de la b-actina nos sirve para valorar la carga proteica presente en cada
muestra. Tras estas incubaciones la membrana se lava 3 veces (10 minutos cada

lavado) con PBS conteniendo un 3% de leche desnatada después de lo cual se
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incuba con el segundo anticuerpo: ImmunoPure Goat Anti-Mouse 1gG, (H+L),
Peroxidase Conjugated (Pierce, Rockford, IL) a una dilucién 1/20.000 en PBS
conteniendo un 3% de leche desnatada durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se vuelve a lavar 3 veces con PBS conteniendo un 3% de leche

desnatada y dos veces mas con PBS durante 5 minutos.

Tabla M4. Anticuerpos primarios utilizados en el Western-blot.

id Descripcidn Dilucion Laboratorio
Anti-b Actina  Ac. monoclonal murino  1/20.000-1/50.000  Sigma (St. Louis, MO)
Anti-CD5 Ac. monoclonal murino 1/200 Immunotech (Marseille, France)
Anti-CD19 Ac. monoclonal murino 1/200 Immunotech (Marseille, France)
Anti-STAT1  Ac. monoclonal murino 1/200-1/500 BD Biosciences (San Lose, CA)
Anti-STAT3  Ac. policlonal de conejo 1/1.000 Santa Cruz Biotech. (Santa Cruz, CA)

Por dltimo la membrana se revela mediante quimioluminiscencia utilizando el
kit ECL (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) o el kit Supersignal0 West
Dura Extended Duration Substrate (Pierce, Rockford, IL). La membrana se
introduce en un cassette con una placa de radiografia Curix RP2 (AGFA, Mortsel
Belgium). Se suelen tomar varias exposiciones a diferentes tiempos para obtener
una imagen optima.

En algunos casos las membranas se tratan tras el revelado para poder ser
reutilizadas. Para ello la membrana se lava con PBS (2 lavados de 10 minutos cada
uno) tras lo cual se incuba primero durante 15 minutos con el tampdn Restore
Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford, IL) a temperatura ambiente y
luego otros 15 minutos con el mismo tampén a 37 ©C. Por ultimo se lava de nuevo
la membrana con PBS conteniendo un 3% de leche desnatada (2 lavados de 5
minutos cada uno) de modo que la membrana esta lista para ser incubada de

nuevo con el primer anticuerpo.

7.4. Andlisis de los resultados

La imagen escogida de cada membrana de Western-blot se analiza en el equipo
de imagen Fluor-S Multilmager (BIO-RAD, Hercules, CA) empleando el software
Quantity One 4.3.1. (BIO-RAD, Hercules, CA). De cada una de las LLC-B asi como
de las controles sanos se realiza la densitometria de las sefales de la

autoradiografia escogida. Se hace la proporcién entre la sefial producida por cada
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anticuerpo a cada uno de los tres tiempos de la realizaciéon de los extractos (24, 48
y 72 horas) y la producida porla b-actina a ese mismo tiempo tanto para el
extracto proveniente de las células control sin tratar como para el extracto de las
células tratadas con fludarabina a una dosis de 50 nM. De esta manera se sabe la
cantidad relativa de la proteina reconocida por cada anticuerpo monoclonal
presente en cada muestra independientemente de la carga proteica total de cada

extracto.

8. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional es el método de eleccibn para separar
simultaneamente los multiples componentes individuales en mezclas complejas de
proteinas. La primera dimensién separa las proteinas en funcibn de su punto
isoeléctrico (electroenfoque) utilizando gradientes inmovilizados de pH (IPG:
Immobilized pH Gradient) y la segunda dimension lo hace en funcién del tamafio de la
proteina mediante un gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). En esta
técnica se realizan los siguientes pasos:

8.1. Preparaciéon de la muestra.

8.2. Isoelectroenfoque.

8.3. Segunda dimension mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en

presencia de SDS.

8.4. Deteccioén de las proteinas. Tincion de plata.

8.5. Analisis de los resultados.

8.1. Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra comprende la solubilizacién, desnaturalizacidon y
reduccion de las proteinas presentes en el extracto para evitar las interacciones
entre las mismas. Ademas se debe eliminar todo aquello que pueda producir
interferencias en el proceso de electroenfoque como es el caso de la presencia de
concentraciones elevadas de sales, de detergentes i6nicos o de contaminantes no
proteicos como acidos nucleicos y lipidos. En nuestro estudio se parte de extractos
proteicos realizados con el tampén que se describe en la secciéon 4 de MATERIAL Y
METODOS. Para realizar esta purificacién de las proteinas presentes en la muestra

se usa el Kit comercial PlusOne 2-D Clean-Up (Amersham Pharmacia Biotech,
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Uppsala, Sweden) segun las instrucciones de la casa comercial. Tras la purificacion
las proteinas se redisuelven en el tampdn que mas interese, en nuestro caso en
125 nl del tampdén de hidrataciéon: Urea 8 M, 2% Triton X-100, 0,1% azul de
bromofenol, 2% 3-10 NL IPG Buffer (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Sweden) al que se afiade 20 mM de DTT justo en el momento de ser usado.

8.2. Isoelectroenfoque

Una vez que tenemos la muestra purificada y redisuelta en el tampoén de
hidratacion se procede al electroenfoque de las proteinas de la muestra y para ello
se debe escoger el gradiente de pH que se va a utilizar. En nuestro caso el
gradiente elegido se encuentra entre un pH 3 y un pH 10, Gtil para visualizar un
amplio espectro de las proteinas presentes en la muestra. Para ello se utiliza las
tiras comerciales 3-10 NL IPGStrip (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) de 7 cm de longitud.

De cada una de las muestras ya preparadas se aplica los 125 ml en un carril del
Immobiline DryStrip Reswelling Tray (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) y luego se coloca la tira IPG sin el plastico protector con la cara del gel en
contacto con la muestra. Posteriormente se recubren las tiras con aceite mineral
IPG Cover Fluid (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) y se deja
rehidratdndose toda la noche a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se lava el exceso de aceite mineral de las tiras IPG
con agua bidestilada y se procede al isoelectroenfoque de la muestra en el aparato
Multiphor Il (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a 300 V y 1 mA/tira
IPG durante un minuto y a 3.500 V y 1 mA/tira IPG durante 5 horas manteniendo
siempre el sistema a una temperatura de 20 ©C. Una vez finalizado el
electroenfoque se retiran las tiras IPG y se lava el exceso de aceite mineral con
agua bidestilada. Las tira IPG de esta manera estan listas para pasar a realizar la
segunda dimensiéon o bien se pueden guardar a —20 °C hasta el momento de ser

utilizadas.
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8.3. Sequnda dimensidon mediante electroforesis _en gel de poliacrilamida en

presencia de SDS

En nuestro caso la segunda dimensién se ha realizado utilizando geles
comerciales Bis Tris NUPAGE 4-12% 2-D (Invitrogen, Carlsbad, CA). El gel de la
tira IPG electroenfocada se corta 0,5 cm de cada uno de los extremos quedando de
esta manera un rango de pH entre 3,4 y 9,8 aproximadamente (Figura M1.).

La tira IPG se incuba durante 15 minutos en el tampdén de muestra LDS Sample
Buffer 1x (Invitrogen, Carlsbad, CA) al que se le afiade DTT 70 mM en el momento
de ser usado. Tras lavar el exceso de tampdén de muestra con agua bidestilada se
coloca la tira IPG en el gel comercial y se procede a la electroforesis que tiene
lugar en el tampon de carrera comercial MES SDS URNG Buffer (Invitrogen,

Carlsbad, CA) con unas condiciones de 200 V y 25 mA/gel durante 3 horas.
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Figura M1. Célculo del rango de pH de latira 3-10 NL IPGStrip de 7 cm de longitud. En el eje de X se representa -
en porcentaje- la longitud total de la tira 3-10 NL IPGStrip. En el eje Y se representa el rango de pH cubierto por la tira
3-10 NL IPGStrip. La marcas rojas indican el rango de pH que resulta tras cortar 0,5 cm de cada uno de los extremos
de la tira. Gréafico del manual de instrucciones de Immobiline DryStrip (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden).
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8.4. Detecciéon de las proteinas. Tincion de plata

Tras finalizar la electroforesis el gel se separa del cassette de electroforesis y
se coloca en una bandeja donde se procede a la tinciébn de plata siguiendo el

siguiente protocolo:
Fijacion : 2 veces (15 minutos / vez) : 40% Etanol
10% Acido acético

Sensibilizacién : 30 minutos : 30% Etanol
6,8% Acetato sodico

0,2% Tiosulfato sodico
Lavados : 3 veces (5 minutos / vez) : agua bidestilada
Tincion : 20 minutos 2,5% Nitrato de plata
Lavados : 3 veces (5 minutos / vez) : agua bidestilada

Revelado : 2 veces (5 minutos / vez) : 2,5% Carbonato sédico
0,014% Formaldehido

Parada : 10 minutos : 1,46% EDTA disodico

Lavados : 3 veces (5 minutos / vez) : agua bidestilada

8.5. Andlisis de los resultados

Una vez finalizada la tincién se realiza una fotografia digital de cada gel con el
equipo de imagen Fluor-S Multilmager (BIO-RAD, Hercules, CA) empleando el
software Quantity One 4.3.1. (BIO-RAD, Hercules, CA).

9. ANALISIS IN VITRO DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LLC-B Y LAS CELULAS
ADHERENTES A LA PLACA TRAS CULTIVOS PROLONGADOS

Cuando se mantienen en cultivo células mononucleares de pacientes con LLC-B
durante un tiempo prolongado (10-14 dias) crecen en el fondo de la placa de cultivo

en numero variable, dependiendo de la leucemia, unas células adherentes de
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morfologia diversa. Se ha descrito que estas células podrian ejercer un papel de
“nodrizas” (NLC: nurse-like cells) de las células tumorales de LLC-B protegiendo a
éstas de la entrada en apoptosis ya sea bien mediante una interaccién célula-célula,
bien mediante la secrecién de factores solubles al medio extracelular.

En este trabajo se analiza el fenotipo de estas células adherentes, su papel
protector sobre las células tumorales de pacientes con LLC-B, tanto en la apoptosis
espontanea como en la apoptosis inducida por fludarabina asi como el efecto que
fludarabina tiene sobre las células NLC.

Para estudiar estos parametros se realizan las siguientes técnicas y experimentos:

9.1. Estudio fenotipico de las NLC mediante inmunohistoquimica.

9.2. Estudio del efecto protector de las NLC en la apoptosis espontanea in vitro de

las células LLC-B CD19+/CD5+.

9.3. Estudio del efecto de fludarabina sobre las NLC.

9.4. Estudio del efecto protector de las NLC en la apoptosis inducida por

fludarabina de las células LLC-B CD19+/CD5+.

9.1. Estudio fenotipico de las NLC mediante inmunohistoguimica

Para analizar el fenotipo de las células adherentes a la placa de cultivo se
emplea la técnica de inmunohistoquimica.

En una de las placas en las que se ha dejado crecer previamente las células
adherentes se retiran las células en suspension, se lava tres veces con PBS y otras
dos veces mas con metanol. Tras los lavados se corta la parte superior de la placa
y se procede a la fijacion de las células adherentes con una mezcla de metanol y
acetona 1:1 durante 10 minutos y posteriormente se hidrata la superficie de la
placa con PBS durante 10 minutos.

Con un lapicero hidrofébico PAN PEN (The Binding Site, Birmingham, UK) se
procede a dibujar una serie de circulos sobre la superficie de la placa para
delimitar la posterior zona de incubacion de cada uno de los anticuerpos primarios
que se van a usar.

Tras este proceso se procede a la incubacién en cada uno de los circulos con
uno de los anticuerpos primarios que se enumeran en la Tabla M5. La incubacion se

realiza durante 30 minutos y a temperatura ambiente.
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Tabla M5. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de Inmunohistoquimica.

id Descripcion Dilucion Laboratorio
Anti-CD13 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD14 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD15 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD19 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD33 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD34 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
(class 111)

Anti-CD45 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-CD133 Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)
Anti-HLA DR Ac. monoclonal murino 1/100 DAKO (Golstrup, Denmark)

(a-chain)

Una vez finalizada la incubacién con los anticuerpos primarios, se realizan
lavados con PBS durante 20 minutos cambiando el PBS de la placa cada 5 minutos.
Tras los lavados, se realiza la incubacién con el anticuerpo secundario conjugado
con fosfatasa alcalina APAAP Mouse Monoclonal (DAKO, Glostrup, Denmark) diluido
1/50 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario, se realizan los lavados con PBS
de manera similar a la vez anterior tras los cuales se procede a realizar la reaccién
de color utilizando el kit comercial DAKO& FAST RED SUBSTRATE SYSTEM (DAKO,
Glostrup, Denmark) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La reacciéon
produce una tincién de color rojo en aquellas células que resultan positivas.

Una vez finalizada la reacciéon se coloca un cubreobjetos sobre la placa y se
visualiza en el microscopio 6ptico ZEISS West Germany Axioskop (Carl Zeiss,
Thornwood, NY). Mediante la camara digital SPOT Coged Digital Camera y el
software SPOT 32 version 2.1.2 (Diagnostic Instruments.Inc, Sterling Heights, MI)
se captan las imagenes digitales de cada uno de los circulos incubados con cada

anticuerpo primario.
Los experimentos descritos en los apartados 9.2. y 9.4. de esta seccidn se

realizaron conjuntamente pero para una mejor comprension se han desglosado en

los dos apartados mencionados.
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9.2. Estudio _del efecto protector de las NLC en la apoptosis espontanea in vitro de

las células LLC-B CD19+/CD5+

El estudio del papel protector que las NLC ejercen en la apoptosis espontanea
in vitro de las células tumorales de LLC-B, se lleva a cabo con tres muestras
siguiendo el esquema de la Figura M1 que representa el experimento que hemos
denominado TRATAMIENTO CRUZADO 1.

Tras disponer las células mononucleares de los tres pacientes con LLC-B (LLC
48A, LLC 49A y LLC 50A) en tres placas de cultivo estériles (TPP, Trasadingen,
Switzerland), éstas se cultivan durante 14 dias para permitir el crecimiento de las

células adherentes (Figura M2.).

] l2as = l‘.#.n‘:sr_‘!f l‘.#.n‘.?sr_‘tz
14 dias
encultvo — LLC NLC LLC NLC LLC NLC p—
Lavados en /\A A/\
PBS LLC [ NLC LLC NLC —
y
Citometria
de flujo —] LLC NLC LLC NLC [ LLC H NLC |

(Oh, 24h, 48h, 72h, 96h)
Al A2 A3 NLC ctrl

Figura M2. Representacién esquematica del experimento TRATAMIENTO CRUZADO 1. Células mononucleares de
tres pacientes con LLC-B (LLC 48A, LLC 49A, LLC 50A) se mantienen en cultivo durante 14 dias para permitir el
crecimiento de las células NLC. Una de las placas de cultivo se mantiene como control de apoptosis espontanea (Al).
Como control de manipulacion, células en suspension (LLC) y NLC (NLC) de otra placa de cultivo se separan, se lavan
con PBS, y se vuelven a cultivar juntas(A2). Las células en suspension y las NLC de la tercera placa se separan , se
lavan en PBS tras lo cual, las células en suspensidn se cultivan sin NLC (A3). La apoptosis de las células CD19+/CD5+
de cada placa de cultivo se analiza mediante tincién con anexina V a las 0 horas (inicio del experimento), a las 24 horas
(inmediatamente después del tratamiento cruzado), a las 48, 72 y 96 horas.

Transcurrido este tiempo, una de las placas se mantiene en cultivo durante
todo el experimento sin ninguna manipulacién (Figura M2: Al). La placa Al servira
como control de la apoptosis basal de las células CD19+/CD5+. De las otras dos
placas de cultivo se separan las células en suspensiéon (Figura M2: LLC) y las células

adherentes (Figura M2: NLC) y se lavan ambas tres veces con PBS estéril.
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Posteriormente las células LLC se resuspenden en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado. Las células LLC de la placa A2 se vuelven a cultivar con las células
NLC de la misma placa. La placa A2 servirA como control de la apoptosis de las
células CD19+/CD5+ debida a la manipulacién. Las células LLC de la placa A3 se
cultivan en una placa nueva en ausencia de células NLC. La placa A3 servira para
valorar la apoptosis de las células CD19+/CD5+ debido a la ausencia en el cultivo
de células NLC.

De todas las placas de cada una de las muestras se recogen alicuotas a las O
horas (inicio del experimento), a las 24 horas (inmediatamente después del
tratamiento cruzado), a las 48, 72 y 96 horas. Las alicuotas son analizadas
mediante citometria de flujo para valorar la viabilidad de las células CD19+/CD5+
tal y como se describe en la seccion 5 de MATERIAL Y METODOS.

A las células NLC provenientes de la placa A3 (NLC ctrl) se les aflade medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado y se mantienen en cultivo. Estas células se
usaran como control de la apoptosis basal de las células NLC tal y como se detalla

en la siguiente seccion.

9.3. Estudio del efecto de fludarabina sobre las NLC

Las células NLC sin tratar (Figura M2: NLC ctrl) y las células tratadas con
fludarabina 50 mM durante 24 horas (Figura M3: NLC flu) de los tres pacientes con
LLC-B (LLC 48A, LLC 49A y LLC 50A) se mantuvieron en cultivo durante 10 dias.
Transcurrido este tiempo, se lavaron tres veces con PBS estéril y se examinaron
las mismas mediante exclusidon con azul de tripan.: Trypan Blue solution (0,4%)
(Sigma, St. Louis, MO). Para ello se eligieron 6 campos microscépicos aleatorios en

cada una de las placas y para cada una de las muestras.

9.4. Estudio del efecto protector de las NLC en la apoptosis inducida por

fludarabina de las células LLC-B CD19+/CD5+

Para analizar el posible efecto protector de las NLC en la apoptosis inducida por
fludarabina de las células tumorales de LLC-B, se realiza un experimento que
denominamos TRATAMIENTO CRUZADO 2 y que se esquematiza en la Figura M3.

En este experimento, tras disponer las células mononucleares de los tres

pacientes con LLC-B (LLC 48A, LLC 49A y LLC 50A) en cinco placas de cultivo
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estériles (TPP, Trasadingen, Switzerland), se cultivan durante 14 dias para permitir

el crecimiento de las células adherentes. Transcurrido este tiempo, cuatro placas

se tratan con fludarabina 50 mM. Una de las placas tratadas con fludarabina se

mantiene en cultivo durante todo el experimento sin ninguna manipulacién (Figura

M3: F1). La placa F1 servird como control de la apoptosis inducida por fludarabina

de las células CD19+/CD5+. De las otras tres placas tratadas con fludarabina y la

placa no tratada se separan las células en suspension (Figura M3: LLC) y las células

adherentes (Figura M3: NLC) y se lavan ambas tres veces con PBS estéril.

lza=2s  lzpsas 20229 lza=2s  lzpsas
Fludarabina 4 LLC NLC LLC NLC LLC NLC NLC LLC —— LLC NLC
o /\ /\ /\ /\
Lavados en LLCc || NLC LLC NLC || Nee || Lee | e | Nee
PBS
y
Cultivo
cruzado LLC NLC LLC NLC [—| LLC 1 NLC [ NLC LLC M1 LLC NLC
F1 F2 F3  NLCflu F4 F5

Figura M3. Representacion esquematica del experimento TRATAMIENTO CRUZADO 2. Células mononucleares de

tres pacientes con LLC-B (LLC 48A, LLC 49A, LLC 50A) se mantienen en cultivo durante 14 dias para permitir el

crecimiento de las células NLC. Trascurrido este tiempo cuatro placas de cada LLC-B se tratan durante 24 horas con

fludarabina 50 nM (rojo) y una placa se mantiene sin tratar. Posteriormente las células en suspension (LLC) y las NLC

(NLC) se separan, se lavan con PBS y se vuelven a cultivar segln las siguientes combinaciones: F1: control de la

apoptosis inducida por fludarabina; F2: células en suspension y NLC tratadas con fludarabina; F3: células en

suspension tratadas cultivadas sin NLC; F4: células en suspension sin tratar y NLC tratadas con fludarabina y; Fb5:

células en suspension tratadas con fludarabina y NLC sin tratar. La apoptosis de las células CD19+/CD5+ de cada

placa se analiza mediante la tincién con anexina V a las 0 horas (inmediatamente antes del tratamiento con

fludarabina), 24 horas (inmediatamente después del tratamiento cruzado), 48, 72 y 96 horas después del tratamiento

con fludarabina.

Tras los lavados, las células LLC se resuspenden en medio de cultivo RPMI

1640 suplementado y se vuelven a cultivar con

siguientes combinaciones:
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» Placa F2: células LLC y células NLC tratadas con fludarabina 50 nM durante
24 horas.

= Placa F3: células LLC tratadas con fludarabina 50 nM durante 24 horas
cultivadas en ausencia de NLC.

= Placa F4: células LLC sin tratar y células NLC tratadas con fludarabina 50 nM
durante 24 horas.

= Placa F5: células LLC tratadas con fludarabina 50 nM durante 24 horas y

células NLC sin tratar.

De todas las placas de cada una de las muestras se recogen alicuotas a las O
horas (inmediatamente antes del tratamiento con fludarabina), a las 24 horas
(inmediatamente después del tratamiento cruzado), a las 48, 72 y 96 horas. Las
alicuotas son analizadas mediante citometria de flujo para valorar la viabilidad de
las células CD19+/CD5+ tal y como se describe en la seccion 5 de MATERIAL Y
METODOS.

A las células NLC provenientes de la placa F3 (NLC flu) se les afiade medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado y se mantienen en cultivo. Estas células se
usaran para valorar la apoptosis inducida por fludarabina de las células NLC tal y

como se detalla en la seccién 9.3. de MATERIAL Y METODOS.

Los experimentos descritos en las secciones 9.2. y 9.4. se realizaron a otras
tres LLC-B (LLC 51A, LLC 52A y LLC 53A). En estas muestras no se realizaron los
controles A3 (Figura M2.) y F3 (Figura M3.) y el estudio de apoptosis mediante

citometria de flujo se realizé a las 0, 24, 48 y 72 horas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los EMSA se muestran como la media * la desviaciéon estandar de
tres experimentos realizados para cada una de las muestras analizadas.

Los resultados del analisis de la apoptosis en el estudio de la interaccién entre las

células tumorales y las células NLC se muestran como la media * desviacion estandar

de tres experimentos distintos realizados para cada una de las muestras estudiadas.

Para todos los estudios de comparacidon entre variables cuantitativas ha sido

aplicado el test de la t de Student.
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Todo los estudios de correlacion entre variables cuantitativas se han realizado
usando el coeficiente de correlacién de Pearson.

En todos los casos, se ha considerado como significativamente estadistico una
valor de p <0,05.

Los datos estadisticos han sido analizados usando el software SPSS for Windows

Release 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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1. EL EFECTO IN VITRO DE LA FLUDARABINA Y LOS INHIBIDORES DE JAK KINASAS
ES DOSIS DEPENDIENTE

En primer lugar se ha analizado la dependencia respecto a la dosis empleada en el
cultivo del efecto in vitro que fludarabina, AG490 y WHI-P131 tienen sobre la
viabilidad de las células tumorales de pacientes con LLC-B.

En el caso de la fludarabina, cuando se analiza la expresién de anexina V en las
células CD19+/CD5+ tratadas durante 72 horas con cuatro distintas concentraciones
de fludarabina, el pico de expresidn es mayor cuanto mayor es la dosis de droga

empleada (Figura R1.).
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Figura R1. Efecto dosis dependiente de la apoptosis inducida por fludarabina en una leucemia representativa.
Tras 72 horas de tratamiento con cuatro dosis de fludarabina, se analiza mediante citometria de flujo el porcentaje de
células CD19+/CD5+ marcadas con anexina V en la leucemia LLC 6A. Se observa que la apoptosis inducida por

fludarabina es mayor a mas alta dosis de droga empleada.

En la Tabla R1. se muestran los valores expresados en tanto por ciento de las
células CD19+/CD5+ anexina V + de otras cuatro LLC-B. En todas ellas se puede
observar que fludarabina tras 72 horas de tratamiento produce la entrada en

apoptosis de las células tumorales y que ésta es dosis dependiente.
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Tabla R1. Apoptosis de las células LLC-B tras el tratamiento con cuatro dosis de fludarabina.
CD1¢+/CD5+ AnexinaV + (%) 72 horas

Id Control Fludarabina Fludarabina Fludarabina Fludarabina
pacientes 0,5 MM 5mM 25mM 50 mM
LLC 13D 30,90 42,10 46,50 65,60 77,50
LLC 38A 5,64 7,97 49,40 68,90 75,20
LLC 40A 17,70 21,00 51,00 71,00 80,20
LLC 41A 23,60 31,10 48,10 48,60 65,90

También se analiza la dependencia de la dosis en los cultivos tratados con los
inhibidores de JAK kinasas, AG490 y WHI-P131.

La expresion de anexina V en las células CD19+/CD5+ tras 72 horas de
tratamiento con cuatro distintas concentraciones de AG490 es progresivamente mayor

a mayor dosis de droga empleada (Figura R2.).

18,90% 18,90%
— 22,50% — 28,60%

_ DMSO
‘_ 1 10 100 1000
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3

8 d

3 c a. AG490: 17 MM
g 100 101 b. AG490: 85mMM
E c. AG490: 170 MM
o s 18,90% = 18,90% d. AG490: 340 M

— 52,70% — 80,80%

odciie] by ek LI
1000 1 10 100 1000

Anexina V

Figura R2. Efecto dosis dependiente de la apoptosis inducida por AG490 en una leucemia representativa. Tras
72 horas de tratamiento con cuatro dosis de AG490, se analiza mediante citometria de flujo el porcentaje de células
CD19+/CD5+ marcadas con anexina V en la leucemia LLC 6A. Se observa que la apoptosis inducida por AG490 es
mayor a mas alta dosis de droga empleada.
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En el caso de WHI-P131, tras 72 horas de tratamiento con tres concentraciones
distintas de la droga, la expresion de anexina V en las células CD19+/CD5+ también

es mayor a mayor dosis de WHI-P131 (Figura R3.).
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"l — 77,20% ®

18,90%
— 77,60%

18,90%
— 82,10%
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1000|

Anexina V

DMSO a. WHI-P131: 85nmM
b. WHI-P131: 170 M

— WHI-P131 c. WHI-P131 3401mM

Figura R3. Efecto dosis dependiente de la apoptosis inducida por WHI-P131 en una leucemia representativa.
Tras 72 horas de tratamiento con tres dosis de WHI-P131, se analiza mediante citometria de flujo el porcentaje de
células CD19+/CD5+ marcadas con anexina V en la leucemia LLC 6A. Se observa que la apoptosis inducida por WHI-

P131 es mayor a mas alta dosis de droga empleada.

La dependencia de la dosis empleada en el cultivo también se analiza en el efecto

que el tratamiento previo con fludarabina, AG490 y WHI-P131 tienen inhibiendo la
activacion de STAT1 producida por IFN-g.

Cuando se analiza mediante EMSA la formacion de dimeros de STAT1 activados en
los extractos citoplasmaticos de células mononucleares de pacientes con LLC-B, se
observa que la inhibicién de la activacion de STAT1, en caso de que produzca, tras 24
horas de tratamiento con las distintas drogas, fludarabina, AG490 y WHI-P131, es

mayor cuanto mayor es la dosis de la droga empleada en el cultivo celular (Figura R4.).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

. Control (sin estimular).

.IFN-g100 U/ml .

. Fludarabina 50 mM + IFN-g100 U/ml.

STATL —» " - - - . Fludarabina 25 nM + IFN-g100 U/ml .
u . . . Fludarabina 5 mM + IFN-g100 U/ml .

. Fludarabina 0,5 nM + IFN-g 100 U/ml.

. AG490 340 nM + IFN-g 100 U/ml.

.AG490 170 mM + IFN-g 100 U/ml .

.AG490 85nmM + IFN-g100 U/ml .

10. AG490 17 mM + IFN-g100 U/ml .

11. WHI-P131 340 nM + IFN-g 100 U/ml.

12. WHI-P131 170 nM + IFN-g 100 U/ml.

13. WHI-P131 85 nM + IFN-g100 U/ml .

© 00 N O O A W DN B

Figura R4. Efecto dosis dependiente de la inhibicién de la activacion de STAT1 inducida por las drogas en una
leucemia representativa. Tras 24 horas de tratamiento con cuatro dosis de fludarabina, cuatro de AG490 y tres de
WHI-P131, se analiza mediante EMSA la formacién de homodimeros activados de STAT1 en la leucemia LLC 6A. Se
observa cierta inhibicion de la activacion de STAT1 inducida con la mas alta dosis de fludarabina empleada. En caso de
AG490 y WHI-P131 la inhibicion de STAT1 es dosis dependiente.

En la Tabla R2. se muestran los datos de la densitometria de las sefales
radioactivas de los EMSA de otras cuatro LLC-B que se trataron con las cuatro dosis de
fludarabina. A la sefal producida por las células tratadas con IFN-g, control positivo de
la activacién, se le ha dado arbitrariamente el valor de 100 de modo que la
densitometria del resto de las sefiales de cada LLC-B se han referido al valor de su
respectivo IFN-g (MATERIAL Y METODOS seccion 6.5.). Se observa que en dos de las
leucemias , LLC 13D y LLC 41A se produce inhibicién de la activacion de STAT1 por
IFN-g siendo esta inhibiciobn dosis dependiente, mientras que en las dos LLC-B
restantes, LLC 38A y LLC 40A, no se produce inhibicién de la activacion de STAT1 ni

aun con las dosis mas altas de fludarabina.

En el resto del estudio, las dosis empleadas son de 5 nM y 50 nM para fludarabina y

las dosis de 85 nM y 170 nM para AG490 y WHI-P131.
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Tabla R2. Inhibicién de la activacion de STAT1 tras 24 horas el tratamiento con cuatro dosis de fludarabina.

Fludabina
Id IFN-g 100U/ml 0,5mM 5mM 25mM 50 mM

pacientes Control 30 minutos +IFN-g 100 U /ml 30 minutos

LLC 6A 2,01+0,74 100+ 0,96 90,91+0,72 118,67 £ 2,73 112,10+ 3,28 109,41 +4,75
LLC13D -0,21+2,17 100+2,75 76,80 + 6,64 63,43 +7,42 59,43 +6,77 44,59 + 7,57
LLC38A 0,10+2,17 100+ 2,52 103,70+ 7,78 106,38+ 3,75 105,34 +4,25 101,11 +2,02
LLC40A 14,66+9,82 100 + 1,88 109,94 +3,05 106,85+0,68 104,29+3,10 97,61+1,57
LLC41A 1,71+0,70 100 +5,58 83,25+ 1,45 61,27 +0,94 24,8 +0,80 20,57 +0,43

2. EL EFECTO IN VITRO DE LA FLUDARABINA Y LOS INHIBIDORES DE JAK KINASAS

ES TIEMPO DEPENDIENTE

El efecto de la fludarabina y los inhibidores de JAK kinasas, AG490 y WHI-P131,

sobre la viabilidad de las células LLC-B es dependiente del tiempo de actuacion de la

droga en el cultivo celular. En todas las LLC-B incluidas en el estudio, el porcentaje de

células CD19+/CD5+ anexina V + en el analisis por citometria de flujo para cada

concentracion de droga utilizada en el cultivo, es paulatinamente mayor cuanto mas

es el tiempo de exposicion a la droga. En la Figura R5. se muestra el porcentaje de

células CD19+/CD5+ anexina V + a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento con

fludarabina 50 mM, AG490 170 nM y WHI-P131 170 nM en tres LLC-B representativas

en las que se observa el aumento progresivo de la apoptosis a lo largo del tiempo.

CD19+/CD5+ Anexina V+ (%)

Fludarabina 50 mvi AG490 170 mM WHI-P131 170mM
o o 96,5 o
® o 85,3 of 79,2 852
o 71,0 75,4 o o
. 55,6 o 46 4 0 39,8
D EY ! o35 7
© o 27,9 o
{18, 19,0 21,5 20,8 22,8 ] 24,3 22,9
D - 4
10 10 104

24h  48h  72h 24h  48h  72h 24h  48h 72h

Tiempo (horas)

\

Figura R5. Efecto tiempo dependiente de la apoptosis inducida por las drogas en tres leucemias

representativas. Se analiza mediante citometria de flujo el porcentaje de células CD19+/CD5+ marcadas con anexina
V en la leucemia LLC 7A (fludarabina 50 M), LLC 34A (AG490 170 nM), LLC 40A (WHI-P131 170 mM) a las 24, 48 y

72 horas de tratamiento. Se observa que la apoptosis inducida por las drogas va aumentando con el tiempo de

tratamiento.
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El efecto de la fludarabina y los inhibidores de JAK kinasas, AG490 y WHI-P131,
inhibiendo la activacion de STAT1 por IFN-g también es dependiente del tiempo de
actuacion de la droga en el cultivo celular.

En el caso de fludarabina, en aquellas LLC-B en la que produce la inhibicién de la
activacion de STATL1 por IFN-g, se necesita del orden de 24 horas para producir dicho
efecto (Figura R6.a.). La inhibicién de la activacion de STAT1, en el caso de, AG490 y
WHI-P131, es mas variable en el tiempo. En algunos casos, se necesitan 24 horas
para que AG490 y WHI-P131 inhiban la activacion de STAT1 (Figura R6.b. y c
respectivamente) mientras que en otros, tal y como se amplia en la seccion 4 de
RESULTADOS, la inhibicion de la activacion de STAT1 por IFN-g puede producirse tras

45 minutos de tratamiento.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

STATL —p»

Fludarabina 50 mM

AG490 170 mM

WHI-P131 170mM

Ne Carril a:LLC7A b:LLC 34A c:LLC40A

1 Control Control Control

2 IFN-g 100 U/ml IFN-g 100 U/ml IFN-g 100 U/ml

3 Fudarabina 50nmM 24 horas AG490 170mM 24 horas WHI-P131 170mM 24 horas

4 Fudarabina 50mM 24horas AG490 170nM 24 horas WHI-P131 170nM 24 horas
+ IFN-g 100 U/ml + IFN-g 100 U/ml + IFN-g 100 U/ml

5 Fudarabina 50nM 6 horas AG490 170nM 6 horas WHI-P131 170mM 6 horas

6 Fudarabina 50nM 6 horas AG490 170nM 6 horas WHI-P131 170mM 6 horas
+ IFN-g 100 U/ml + IFN-g 100 U/ml + IFN-g 100 U/ml

7 Fudarabina 50nM 45 minutos AG490 170nM 45 minutos WHI-P131 170mM 45 minutos

8 Fudarabina 50nM 45 minutos AG490 170nM 45 minutos WHI-P131 170mM 45 minutos

+ IFN-g 100 U/ml

+ IFN-g 100 U/m

+ IFN-g 100 U/m

Figura R6. Efecto tiempo dependiente en lainhibicién de la activacion de STAT1 inducida por las drogas en tres

leucemias representativas. Se analiza mediante EMSA la formacion de homodimeros activados de STAT1 en la LLC
7A (fludarabina 50 niM), LLC 34A (AG490 170 mM), LLC 40A (WHI-P131 170 nmM) a las 1, 6 y 24 horas de tratamiento

con las distintas drogas. Se observa que la inhibicién de la activacion de STAT1 inducida por las drogas va aumentando

con el tiempo de tratamiento.
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A la vista de los datos obtenidos para las tres drogas en la apoptosis inducida por

las mismas, en el resto del estudio se muestran los datos de muerte celular tras 72

horas de tratamiento. En cuanto al estudio de la inhibicién de la activacion de STAT1,

los datos que se muestran en el resto del estudio son los correspondientes a los

tratamientos durante 45 minutos y 24 horas.

3. CORRELACION ENTRE EL MARCAJE CON ANEXINA V Y LOS CAMBIOS

MORFOLOGICOS DE LAS CELULAS TUMORALES DE LLC-B EN LA CITOMETRIA DE

FLUJO

En el andlisis de la viabilidad de las células tumorales de los pacientes con LLC-B

se observa que las células apoptdticas ademas de marcarse positivamente para

anexina V, sufren cambios en su morfologia (Figura R7.).
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Figura R7. Las células
CD19+/CD5+ anexina V+ sufren
cambios morfolégicos. Cuando
en la citometria de flujo en una
leucemia representativa (LLC
27B) se selecciona el pico de
positividad para anexina V (rojo)
se observa que las células
positivas constituyen un nucleo
de células méas pequefias y mas
iregulares que las células
anexina V negativas (verde) en el
histograma de morfologia. Estos
cambios morfol6gicos se
observan tanto en las células sin
tratar (a), como en las células
tratadas con fludarabina 50 nM
(b), con AG490 170 nM (c) y con
WHI-P131 170 mM (d) durante 72

horas.
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Cuando se acota por una parte la poblacién tumoral CD19+/CD5+ que se marca
positivamente para anexina V (Figura R7., en rojo) y por otra la poblacién no apoptética
(Figura R7., en verde) y se comprueba donde se sitlan ambas subpoblaciones en el
histograma de morfologia, se observa que aparecen dos nucleos celulares bien
diferenciados. Por una parte, una poblacibn homogénea que corresponde a las células
tumorales no apoptdticas (Figura R7., ventana A) y por otra, un ndcleo de células con un
tamafio mas variable (FS) y de morfologia mucho mas irregular (SS) (Figura R7.,
ventana J). Estos cambios morfolégicos se pueden observar tanto en las células sin
tratar como en las tratadas con fludarabina, AG490 o WHI-P131.

Cuando se analiza la correlacion entre el marcaje con anexina V de las células
tumorales de los pacientes con LLC-B y los cambios morfolégicos que sufren las
mismas cuando entran en apoptosis, se comprueba que ambos parametros se
correlacionan entre si. En la Figura R8 se muestran los graficos de correlacidon entre el
marcaje con anexina V y los cambios morfolégicos que sufren las células situadas
dentro de la ventana J cuando se analizan todas las LLC-B incluidas en el trabajo sin
tratar con ninguna droga (a: control), y cuando se realizan tratamientos con distintas
drogas (b: fludarabina 50 nM; c: AG490 170 nM; d: WHI-P131 170 nM).
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Figura R8. Correlacion entre el marcaje con anexina V y los cambios morfoloégicos en el conjunto de las
leucemias. Representaciéon grafica de la correlacion entre el porcentaje de células CD19+/CD5+ anexina V+ y el
porcentaje de células incluidas en la ventana J en el conjunto de las LLC-B. La correlacion se observa tanto en las
células sin tratar (a), como en las células tratadas con fludarabina 50 mM (b), con AG490 170 niM (c) y con WHI-P131
170 nM (d) durante 72 horas.
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Esta correlacion entre los cambios morfoldégicos de las células de la ventana J y el
marcaje de anexina V se mantiene cuando se valora tanto en funcién de los
tratamientos con las distintas drogas y dosis que se ha empleado en este trabajo
(fludarabina 5 nM, AG490 85 nM, WHI-P131 85 nM y DMSO 10 nmg/ml), como en
funciéon de los tiempos a los que se ha analizado la apoptosis de las células leucémicas

(24, 48 y 72 horas) (Tabla R3).

Tabla R3. Correlacion entre anexina V y cambios morfolégicos.

Drogas R2 p
Fludarabina 5 niv 0,9141 <0,0001
AG490 85 mM 0,7811 <0,0001
WHI-P131 85 nmM 0,8451 <0,0001
DMSO 10 ng/ml 0,836 <0,0001
Tiempos R2 p
24 horas 0,7852 <0,0001
48 horas 0,8946 <0,0001
72 horas 0,8827 <0,0001

Tras comprobar que en el andlisis por citometria de flujo existe una buena
correlaciéon entre el marcaje con anexina V de las células apoptéticas de pacientes con
LLC-B y los cambios morfolégicos que estas células sufren cuando entran en
apoptosis, se han empleado como medidores de la apoptosis celular indistintamente la
alteracion en la morfologia de las células leucémicas apoptdticas (ventana J) como el

marcaje con anexina V.
Por otra parte, en aquellas LLC-B en las que se ha analizado mas de una muestra,

los datos del estudio de apoptosis inducida por las distintas drogas tras 72 horas de

tratamiento son concordantes entre las distintas muestras de una misma LLC-B.
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4. TRATAMIENTOS IN VITRO DE 45 MINUTOS CON FLUDARABINA E INHIBIDORES DE
JAK KINASAS DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LLC-B. VALORACION DE LA

INHIBICION DE LA ACTIVACION DE STAT1 Y DE LA APOPTOSIS CELULAR

4.1. Tratamiento in vitro de 45 minutos con fludarabina

Analizamos el efecto que la fludarabina y otras drogas tiene sobre la activacion
de STAT1l tras 45 minutos de tratamiento in vitro en los cultivos de células
mononucleares de 9 pacientes con LLC-B asi como en un control sano (PBL1) y en

las lineas celulares humanas Daudi y HL60 y en la murina FLC (Figura R9.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
Fludarabina 5 M 5 -1,70 -22,75 10,63 0,8892
Fludarabina 50 nM 9 3,31 -15,03 40,40 0,9289

Figura R9. Efecto de la fludarabina en la activacién de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 9 LLC-B, un control
sanoy lineas celulares (Daudi, HL60 y FLC) tratadas con fludarabina 5 nM (azul claro) o 50 nM (azul oscuro) durante

45 minutos (a). Las barras representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra.
El extracto de las células LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de

STAT1 tomandose su valor como el cien por cien de la activacion. Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B
tratadas con fludarabina 5 nM y 50 mM (b).

El tratamiento con fludarabina 5 nM (Figura R9.a.: barras azul claro) no produce

inhibicidon significativa de la activacion STAT1 en ninguna de las 5 LLC-B tratadas
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(Figura R9.b.). Con el tratamiento con fludarabina 50 mM (Figura R9.a.: barra azul
oscuro) so6lo se observa una minima inhibicion de la activacion de STAT1 en el
conjunto de las 9 LLC-B tratadas (Figura R9.b.). La LLC 17A es la muestra en que se
observa una mayor disminucién de la activacion de STAT1 tras el tratamiento con
fludarabina 50 nM, pero esta inhibicibn no es estadisticamente significativa
respecto a su control de activacién (p=0,0862). En el control sano y en las lineas
celulares tampoco se observa una disminucién significativa de STAT1 tras la
activacion con IFN-g.

Las células control de la linea celular humana Daudi que no ha recibido
estimulaciéon con IFN-g dan una sefial positiva per se. Puede que sea debido a una

activacion constitutiva de STAT1.

Cuando se analiza la viabilidad de las LLC-B, el control sano y las lineas
celulares mediante citometria de flujo, se observa en todas ellas que tras 72 horas
de tratamiento con fludarabina, los porcentajes de apoptosis son elevados sobre
todo a la dosis de 50 nM siendo mas variables entre las distintas leucemias con la
dosis de 5 mM (Tabla R4.a.). En el conjunto de las LLC-B, la apoptosis inducida con
ambas dosis de fludarabina, resulta significativa respecto a los controles (Tabla
R4.b.).

Tabla R4. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con fludarabina.

a Id Ventana J (%)
pacientes CONTROL Fludarabina5mv  Fludarabina 50 ni
LLC 1A 32,29 - 81,93
LLC 7A 29,27 - 89,34
LLC 13C 38,87 61,17 87,55
LLC 14A 33,83 - 99,45
LLC 17A 31,85 83,10 93,69
LLC 19A 23,35 69,84 85,10
LLC 20A 24,97 - 93,23
LLC 26A 19,69 58,98 80,17
LLC 27A 16,46 63,05 88,25
PBL 1 25,83 - 83,55
Daudi 1 37,08 63,54 89,93
HL60 41,42 59,63 78,71
FLC 30,88 55,87 97,76
b Tratamiento N°muestras media (%) p
Fludarabina 5 niM 5 67,23 0,0001
Fludarabina 50 m\ 9 88,72 <0,0001
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Al analizar la correlacién entre la inhibicién de la activaciéon de STAT1 inducida
por el tratamiento con fludarabina durante 45 minutos y la apoptosis inducida por

la misma, se observa que con ninguna de las dos dosis empleadas existe
correlacion (fludarabina 5 nM: R?=0,2540, p=0,386; fludarabina 50 nM:

R?=0,0070, p=0,893).

4.2. Tratamiento in vitro de 45 minutos con AG490

Para seguir analizando el papel que la inhibicién de la via de sefializacion de
STAT1 puede jugar en la entrada en apoptosis de las células de LLC-B, se realiza el
tratamiento con AG490, una molécula de la familia de las tirfostinas capaces de

inhibir tirosina kinasas (Figura R10.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
AG490 85 nM 3 25,62 -14,15 76,53 0,7414
AG490 170 nM 7 35,76 -9,35 81,44  0,3112

Figura R10. Efecto del AG490 en la activacion de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 7 LLC-B y 3 lineas
celulares (Daudi, HL60 y FLC) tratadas con AG490 85 nM (azul claro) o 170 mv (azul oscuro) durante 45 minutos (a).

Las barras representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto de
las células LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de STAT1 tomandose
su valor como el cien por cien de la activacion. Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B tratadas con AG490
85nMy 170 nM (b).

* Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con AG490 comparado con el valor del

control de activacion con una p<0,05.
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Las dosis empleadas son 85 nM (Figura R10.a.: barra azul claro) y 170 nM (Figura
R10.a.: barra azul oscuro). En dos de las leucemias la inhibicién de STAT1 con la dosis
mas alta es significativa (LLC 17A p=0,0172; LLC 27A p=0,0410) siendo ademas
significativa con la dosis de 85 nM en la LLC 27A (p=0,0360). En el conjunto de las
LLC-B tratadas con AG490, se observa un mayor inhibicién de la sefial de STAT1
que con el tratamiento con fludarabina aunque no llega a ser significativa (Figura
R10.b.).

En cuanto a las lineas celulares, la disminucion de la sefial STAT1 de las células
tratadas con la tirfostina AG490 fue mayor que con el tratamiento con fludarabina
en HL60 y FLC sobre todo con la dosis mas alta, mientras que en Daudi apenas se
observa inhibicién con ninguna de las dos dosis. En ningln caso la inhibicion fue

significativa.

Cuando se analiza la viabilidad celular tras 72h de tratamiento con la tirfostina
AG490, todas las células LLC-B, el control sano y las lineas celulares presentan un
elevado porcentaje de apoptosis inducida con ambas dosis. En el conjunto de las
LLC-B, la apoptosis con ambas dosis de AG490, resulta significativa respecto a los

controles (Tabla R5.b.).

Tabla R5. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con AG490.

a Id Ventana J (%)
pacientes DMSO 10 ng/ml  AG490 85 nvl AG490 170 nM
LLC 1A 19,05 - 76,11
LLC 13C 33,27 88,98 93,89
LLC 17A 26,24 - 99,99
LLC 19A 17,39 - 76,91
LLC 20A 26,45 - 82,45
LLC 26A 7,51 64,15 64,89
LLC 27A 18,24 85,90 90,39
Daudi 1 50,20 96,18 98,67
HL60 50,10 68,68 91,88
FLC 37,15 95,78 99,84
b Tratamiento N°muestras media (%) p
AG490 85 M 3 82,03 0,0065
AG490 170 nM 7 84,18 <0,0001

En el andlisis la correlacion entre la inhibicion de la activacion de STAT1

inducida por el tratamiento con AG490 durante 45 minutos y la apoptosis inducida
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por esta tirfostina, se observa que con ninguna de las dos dosis empleadas existe
correlacion (AG490 85 nM: R =0,10958, p=0,785; AG490 170 nM: R?=0,0533,
p=0,618).

4.3. Tratamiento in vitro de 45 minutos con WHI-P131

En el tratamiento durante 45 minutos con un tirfostina WHI-P131 descrita
como un inhibidor selectivo de JAK3 y sin efecto sobre JAK1 ni JAK2, se observa
una disparidad en el comportamiento de los extractos de las distintas leucemias en

lo que se refiere a la inhibicion de la activacion de STAT1 (Figura R11.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p

WHI-P131 85 nM 4 12,63 -14,72 29,48 0,8460
WHI-P131 170 nM 6 17,13 -21,83 47,80 0,7847

Figura R11. Efecto del WHI-P131 en la activacién de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 6 LLC-B y 3 lineas
celulares (Daudi, HL60 y FLC) tratadas con WHI-P131 85 nM (azul claro) o 170 nM (azul oscuro) durante 45 minutos

(a). Las barras representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto

de las células LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de STAT1

tomandose su valor como el cien por cien de la activacién. Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B tratadas
con WHI-P131 85 nM y 170 nM (b).

* Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con WHI-P131 comparado con el valor del
control de activacién con una p<0,05.
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En una de las leucemias (Figura R11.a.: LLC 20A) se produce una cierta inhibicion
de la activacion de STAT1 tras el estimulo con IFN-g con el tratamiento con WHI-
P131 a la dosis de 170 nM (Figura R11l.a.: barra azul oscuro) aunque no llega a ser
significativa (p=0,0647).

En el conjunto de las LLC-B tratadas con WHI-P131 tras 45 minutos se observa
un escasa inhibicion de la sefial de STAT1 que no llega a ser significativa con
ninguna de las dos dosis empleadas (Figura R11.b.).

Con respecto a las lineas celulares, en la linea HL60 se observa una importante
inhibicién de STAT1 a las dos dosis WHI-P131 siendo significativa con la dosis de

170 nM (p=0,0335). Esta inhibicién es menor en FLC y no se observa en Daudi.

Cuando se analiza la apoptosis celular tras 72 horas de tratamiento con WHI-
P131, se observa que mientras a la dosis de 170 nM tanto las LLC-B como el
control sano y las lineas celulares presentan elevados porcentajes de apoptosis, a
la dosis de 85 mM los porcentajes son mas bajos excepto en la linea celular Daudi
que resulta ser muy sensible al tratamiento con WHI-P131 a esta dosis (Tabla
R6.a.). La apoptosis en el conjunto de las LLC-B tratadas con ambas dosis de WHI-

P131 resultan significativas respecto a la apoptosis de sus controles (Tabla R6.b.)

Tabla R6. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con WHI-P131.

a Id Ventana J (%)
pacientes DMSO 10 ng/ml  WHI-P13185nM WHI-P131 170 nM
LLC 13C 33,27 - 91,29
LLC 17A 26,24 54,91 92,07
LLC 19A 17,39 46,99 88,44
LLC 20A 26,45 - 91,73
LLC 26A 7,51 19,68 75,98
LLC 27A 18,24 34,98 87,96
Daudi 1 50,20 64,89 81,30
HL60 50,10 72,42 93,93
FLC 37,15 74,76 96,59
b Tratamiento N°muestras media (%) p
WHI-P131 85 niM 4 39,14 0,0582
WHI-P131 170 niM 6 87,91 <0,0001

Al analizar la correlacién entre la inhibicion de la activacion de STAT1 inducida
por el tratamiento con WHI-P131 durante 45 minutos y la apoptosis inducida por

esta droga, se observa que con ninguna de las dos dosis empleadas existe
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correlacion (WHI-P131 85 nM: R?=0,1600, p=0,600; WHI-P131 170 mM:
R?=0,0144, p=0,820).

4.4. Tratamiento in vitro de 45 minutos con AG555 vy AG494

Los tratamientos a 45 minutos se completaron con el empleo de otras drogas

como son las moléculas de la familia de las tirfostinas AG555 y AG494 (Figura R12.).
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c Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
AG555 80 nM 4 31,31 -17,29 87,69 0,3462
AG555 160 mV 6 88,56 80,27 99,15 0,0507
d Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p

AG494 90 nM 4 77,65 64,64 89,46 0,1926
AG494 180 mM 6 87,78 63,08 103,37 0,0753

Figura R12. Efecto del AG555y el AG494 en la activacion de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 6 LLC-B, un
control sano y lineas celulares (Daudi, HL60 y FLC) tratadas con AG555 80 nM (azul claro) o 160 nM (azul oscuro)

durante 45 minutos (a). EMSA de 6 LLC-B, un control sano y 3 lineas celulares (Daudi, HL60 y FLC) tratadas con
AG494 90 nM (azul claro) o 180 nM (azul oscuro) durante 45 minutos (b). Las barras representan la media + desviacion

estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto de las células LLC-B activadas con IFN-g(rojo) se

considera como control positivo de la activacion de STAT1 tomandose su valor como el cien por cien de la activacion.
Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B tratadas con AG555 80 niM y 160 nM (c) y con AG494 90 nM y 180

nM (d).

* Descenso significativo en la activacién de STAT1 en las muestras tratadas con AG555 y AG494 comparado con el
valor del control de activacion con una p<0,05. ** Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras
tratadas con AG555 y AG494 comparado con el valor del control de activacién con una p<0,01.

Ambas moléculas a las concentraciones mas altas empleadas (AG555 160 mM,

AG494 180 mM) son capaces de inhibir significativamente la formacién de
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homodimeros activados de STAT1 tras el estimulo de IFN-g en las 6 LLC-B después
de 45 minutos de tratamiento (Figura R12.a. y b.). En cuanto al tratamiento con
AG555 a la dosis de 80 niM, se observa una inhibicién en 2 de las 4 LLC-B tratadas
(LLC 20A p=0,0433; LLC 26A p=0,0118), mientras que con AG494 90 nM se
produce un inhibicién de STAT1 en las 4 LLC-B tratadas (Figura R12.b.).

En el conjunto de las LLC-B tratadas con AG555 y con AG494 a las dos dosis se
observa una importante inhibicion de la sefial de STAT1 a pesar de que no llega a
ser significativa con ninguna de las dos dosis (Figura R12.c. y d.).

El control sano presenta una inhibicion de la activacién de STAT1 tanto con
AG555 como con AG494. En cuanto a las lineas celulares, tanto en Daudi como FLC
no se produce inhibicion de STAT1 ni con AG555 ni con AG494. HL60 resulta mas
sensible a las dos tirfostinas observandose una inhibiciéon significativa con las dos

drogas y a las dos dosis.

En cuanto a la viabilidad de los cultivos tratados con AG555 y AG494, se
observa que a las dos dosis todas las leucemias presentan elevados porcentajes de
apoptosis tras 72 horas de tratamiento sobre todo con las mas altas (Tabla R7.a.).
La apoptosis producida en el conjunto de las LLC-B por las dos drogas y a las dos

dosis resultan estadisticamente significativas (Tabla R7.b.)

Tabla R7. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con AG555 y AG494.

a Id Ventana J (%)
pacientes DMSO 10 ng/ml AG 55580 nM AG 555 160 nM AG 49490 nM AG 494 180 nM
LLC 13C 33,27 95,49 97,09 90,30 95,39
LLC 17A 26,24 - 94,44 - 95,22
LLC 19A 17,39 - 89,09 - 88,32
LLC 20A 26,45 85,10 95,51 78,79 91,49
LLC 26A 7,51 40,35 95,21 41,42 97,26
LLC 27A 18,24 65,52 87,64 72,38 94,88
PBL 1 28,15 - 94,49 - 93,15
Daudi 1 50,20 97,67 99,99 99,22 99,90
HL60 50,10 84,48 89,82 60,54 71,86
FLC 37,15 99,94 99,93 99,93 99,91
b Tratamiento N° muestras media (%) p
AG555 80 nM 4 77,15 0,0139
AG 555 160 niM 6 89,48 <0,0001
AG494 90 nM 4 70,72 0,0105
AG494 180 nM 6 93,76 <0,0001
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En cuanto a las lineas celulares Daudi y FLC son muy sensibles a los
tratamientos tanto con AG555 como con AG494 de manera que la mayor parte de
sus células estan apoptéticas tras 72 horas de exposicién a la respectiva droga.
Precisamente la linea celular HL60 que es en la Unica en que existe inhibiciéon de
STAT1, es la que presenta los porcentajes mas bajos de apoptosis con las dos

drogas.

Cuando se analiza la correlacién entre la inhibicion de la activacion de STAT1
inducida por el tratamiento con AG555 y AG494 durante 45 minutos y la apoptosis
inducida por estas tirfostinas, se observa que con ninguna de las dos drogas y con
ninguna de las dosis empleadas existe correlaciéon (AG555 80 mM: R®*=0,6674,
p=0,817; AG555 160 nM: R®=0,2872, p=0,273; AG494 90 nmM: R?=0,0033,
p=0,942; AG494 180 nM: R*=0,3124, p=0,249).

TRATAMIENTOS IN VITRO DE 24 HORAS CON FLUDARABINA E INHIBIDORES DE
JAK KINASAS DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LLC-B. VALORACION DE LA
INHIBICION DE LA ACTIVACION DE STAT1 Y DE LA APOPTOSIS CELULAR

5.1. Tratamiento in vitro de 24 horas con fludarabina

Tal y como se ha visto en el apartado 4.1. de RESULTADOS, si la fludarabina
ejerce algun efecto inhibitorio en la via de activacion de STAT1 por IFN-g, necesita
al menos 24 horas para producir dicha inhibicibn. Por este motivo, se realizan
cultivos celulares en un grupo de 18 LLC-B con un tiempo de exposicion a la droga

de 24 horas (Figura R13.).

El tratamiento con fludarabina 5 nM (Figura R14.a.: barras azul claro) sélo produce
inhibicion significativa de STAT1 en una de las 17 LLC-B tratadas (LLC11A,
p=0,0154). Con el tratamiento con fludarabina 50 nM (Figura R14.a.: barras azul
oscuro) se observa una inhibicibn de STAT1 en dos de las 15 LLC-B tratadas
(LLC7A, p=0,0070; LLC41A, p=0,0428).

En el conjunto de las LLC-B tratadas no se observa un descenso significativo de

la activacidon de STAT1 con ninguna de las dos dosis empleadas (Figura R14.b.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
Fludarabina 5 nM 17 14,56 -12,78 72,08  0,2454
Fludarabina 50 v 15 22,65 -1,11 75,20 0,2794

Figura R13. Efecto de la fludarabina en la activacion de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 18 LLC-By 2
lineas celulares (Daudi y FLC) tratadas con fludarabina 5 nM (azul claro) o 50 mM (azul oscuro) durante 24 horas (a).

Las barras representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto de
las células LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de STAT1 tomandose

su valor como el cien por cien de la activacion. Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B tratadas con
fludarabina 5 mM y 50 nM (b).

* Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con fludarabina comparado con el valor del
control de activacién con una p<0,05.

Respecto a las lineas celulares FLC y Daudi no se produce inhibicion de STAT1
en ninguno de las dos lineas. Al igual que en los experimentos a 45 minutos
(RESULTADOS seccion 4), la linea celular Daudi presenta una activacion basal de

STAT1 en las células control no estimuladas con IFN-g.

En el andlisis de la viabilidad celular en las células LLC-B tratadas durante 72
horas con fludarabina (Tabla R8.a.), los porcentajes de células CD19+/CD5+
anexina V positivas son mucho mas elevados que sus respectivos controles (Tabla
R8.b.). En las lineas celulares tras 72 horas de tratamiento con fludarabina 5 nmM el
porcentaje de apoptosis es bajo, mientras que a la dosis de 50 nM los porcentajes

de apoptosis que se observan son elevados (Tabla R8.c.).
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Tabla R8. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con fludarabina.

a Anexina V+ CD19+/CD5+
Id Control Fludarabina Fludarabina

pacientes 5nM 50 nv

LLC 6A 16,60 54,30 77,00

LLC 7A 25,20 - 80,40
LLC 11A 13,80 32,20 -
LLC 13D 30,90 46,50 77,50
LLC 14C 14,80 75,00 84,30
LLC 15A 22,30 78,50 -
LLC 22A 23,10 60,60 -
LLC 27B 14,40 46,60 72,40
LLC 30A 8,82 77,60 90,20
LLC 31A 31,80 66,80 80,30
LLC 32A 21,70 90,80 93,10
LLC 33A 21,30 81,80 92,90
LLC 34A 19,00 67,00 92,50
LLC 36A 18,70 27,70 44,50
LLC 38A 5,64 49,40 75,20
LLC 39A 19,40 41,60 61,40
LLC 40A 17,70 51,00 80,20
LLC 41A 23,60 48,60 65,90

b Tratamiento N° muestras media (%) p

Fludarabina 5 mv
Fludarabina 50 nM

17
15

58,59 <0,0001
77,85 <0,0001

Ventana J (%)

Id CONTROL Fludarabina5mM Fludarabina 50 mM
Daudi 2 49,30 61,41 88,27
FLC 30,88 55,87 97,76

Cuando se estudia la posible relaciéon entre la inhibiciéon de STAT1 y la entrada
en apoptosis inducida por fludarabina de las células tumorales en el conjunto de
LLC-B, no se observa correlacion entre ambas con ninguna de las dos dosis de
fludarabina empleadas (fludarabina 5 nM: R?=0,0172, p=0,616; fludarabina 50

nM: R*=0,0287, p=0,546).

5.2. Tratamiento in vitro de 24 horas con AG490

Continuando el estudio de la inhibicion de la via de activacion de STAT1 se

realiza en tratamiento con AG490 durante 24 horas (Figura R14.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
AG490 85 nM 6 41,17 6,62 89,79 0,0357
AG490 170 mM 11 70,18 34,69 100,00 0,0001

Figura R14. Efecto del AG490 en la activacion de STATL en las células LLC-B. EMSA de 11 LLC-B, y la linea
celular Daudi tratadas con AG490 85 nM (azul claro) o 170 nM (azul oscuro) durante 24 horas (a). Las barras

representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto de las células
LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de STAT1 tomandose su valor
como el cien por cien de la activacién. Media, rango y significacién del conjunto de LLC-B tratadas con AG490 85 nM y
170 nM (b).

* Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con AG490 comparado con el valor del

control de activacion con una p<0,05. ** Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con
AG490 comparado con el valor del control de activacion con una p<0,01.

Tras 24 horas de exposicidon a la droga, se observa que con la dosis de 85 nM
(Figura R14.a.: barras azul claro) la inhibicién de la activacion de STAT1 es variable de
modo que sb6lo en 2 de las 6 LLC-B se observa una inhibicién significativa (LLC 13D
p=0,0092; LLC 41A p=0,0028). Cuando se analiza la inhibicién de la activaciéon de
STAT1 con la dosis mas alta de AG490, el descenso de STAT1 resulta significativo
en 10 de las 11 LLC-B tratadas (Figura R14.a.: barras azul oscuro).

En la linea celular Daudi la accién inhibitoria sobre la activacién de STAT1 es
significativa tras 24 horas de tratamiento con la dosis 170 nM de AG490

(p=0,0215).
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Cuando analizamos en conjunto la inhibicion de la activaciéon de STAT1 en las
LLC-B tratadas con AG490, se observa una inhibicién significativa con las dos dosis

de la droga empleadas (Figura R14.b.).

En el estudio de apoptosis tras el tratamiento durante 72 horas con AG490
(Tabla R9.a.) se observa que en todas las leucemias tratadas con AG490 170 nM, el
porcentaje de células anexina V positivas es muy elevado siendo estos porcentajes
mas variables cuando el tratamiento se realiza con una dosis de 85 mM. Con ambas
concentraciones de AG490, la apoptosis de las células CD19+/CD5+ resulta
significativa respecto a sus respectivos controles (Tabla R9.b.).

La linea celular Daudi presenta unos porcentajes de células apoptéticas

elevados tras 72 horas de tratamiento con AG490 tanto con la dosis de 85 nM

como con la de 170 nM (Tabla R9.c.).

Tabla R9. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con AG490.

a AnexinaV+  CD19 +/CD5+
Id DMSO AG 490 AG 490
pacientes 10 mg/ml 85 mM 170 mM
LLC 6A 18,90 28,60 52,70
LLC 11A 39,30 - 95,30
LLC 13D 40,00 95,70 95,30
LLC 15A 26,30 - 92,20
LLC 22A 36,10 - 80,00
LLC 27B 17,50 46,20 64,20
LLC 33A 12,50 57,10 96,50
LLC 34A 22,80 - 96,50
LLC 39A 28,10 - 87,10
LLC 40A 22,90 83,50 93,50
LLC 41A 18,50 68,00 74,50
b Tratamiento N° muestras media (%) p
AG490 85 nmM 6 63,18 0,0072
AG490 170 nM 11 84,35 <0,0001
c Ventana J (%)
Id  DMSO 10 ng/ml AG490 85 mM AG490 170 mM
Daudi 2 41,96 89,57 94,97
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Cuando se estudia la posible relacién entre la inhibicion de la activacion de
STAT1 y la entada en apoptosis inducidas por AG490 en el conjunto de LLC-B, no

se observa correlacibn entre ambas con ninguna de las dos dosis de AG490
empleadas (AG490 85 nM: R?=0,1319, p=0,479; AG490 170 nM: R?=0,0837,
p=0,388).

5.3. Tratamiento in vitro de 24 horas con WHI-P131

El estudio de la inhibicidn de la via de activacion de STAT1 se realiza en 7 LLC-
B y en la linea celular Daudi tras tratarlas con WHI-P131 durante 24 horas (Figura
R15.).
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b Tratamiento N° muestras media (%) rango (%) p
WHI-P131 85 nM 10 63,75 37,23 98,82  0,0078
WHI-P131 170 nM 7 78,73 36,47 96,37  0,0182

Figura R15. Efecto del WHI-P131 en la activacion de STAT1 en las células LLC-B. EMSA de 11 LLC-B, y la linea
celular Daudi tratadas con WHI-P131 85 mM (azul claro) o 170 mM (azul oscuro) durante 24 horas (a). Las barras

representan la media + desviacion estandar de tres experimentos realizados a cada muestra. El extracto de las células

LLC-B activadas con IFN-g (rojo) se considera como control positivo de la activacion de STAT1 tomandose su valor

como el cien por cien de la activacion. Media, rango y significacion del conjunto de LLC-B tratadas con WHI-P131 85
nMy 170 nM (b).

* Descenso significativo en la activacion de STAT1 en las muestras tratadas con WHI-P131 comparado con el valor del

control de activacion con una p<0,05. ** Descenso significativo en la activacién de STAT1 en las muestras tratadas con
WHI-P131 comparado con el valor del control de activacion con una p<0,01.
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Cuando se analiza la inhibicién de la activacion de STAT1 tras el tratamiento
con el inhibidor de JAK3, WHI-P131, durante 24 horas, se observa que a la dosis
de 170 nM (Figura R15.a.:barras azul oscuro) de las 7 LLC-B tratadas a esta dosis en
todas excepto LLC 36A se produce una inhibicién significativa en la activacion de
STAT1 respecto a sus controles activados con IFN-g Con el tratamiento con WHI-
P131 a la dosis de 85 nM (Figura R15.a.:barras azul claro) de nuevo a excepcién de
LLC 36A en la que no se produce un descenso importante de la sefal de los
dimeros de STAT1l activado, en las otros 9 leucemias se produce inhibicién
significativa de la activacion de STAT1.

En el conjunto de las LLC-B tratadas con WHI-P131 se observa una inhibicién
significativa de la activacion de STAT1 a las dos dosis empleadas (Figura R15.b.).

En la linea celular Daudi se produce una importante inhibicién de la activacion
de STAT1 por IFN-g tras 24 horas de tratamiento con los dos dosis de WHI-P131

que se han utilizado.

Tabla R10. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con WHI-P131.

a Anexina V+ CD19+/CD5+
Id DMSO WHI-P131 WHI-P131
pacientes 10 ng/ml 85 nM 170 nM
LLC 6A 18,90 77,60 82,10
LLC 11A 39,30 90,20 -
LLC 13D 40,00 51,40 86,40
LLC 15A 26,30 67,20 -
LLC 22A 36,10 68,20 -
LLC 27B 17,50 54,40 84,70
LLC 31A 28,10 66,20 90,50
LLC 33A 12,50 53,20 96,30
LLC 36A 9,30 31,00 67,30
LLC 40A 22,90 66,80 85,20
b Tratamiento N° muestras media (%) p
WHI-P131 85 nM 10 62,62 <0,0001
WHI-P131 170 M 7 84,64 <0,0001
c Ventana J (%)
Id  DMSO10ng/ml WHI-P13185mM  WHI-P131 170mM
Daudi 2 41,96 74,35 77,38

Al analizar la entrada en apoptosis de las células leucémicas tras 72 horas de
tratamiento con WHI-P131 (Tabla R10.a.), se observa que en todos los casos el

porcentaje de células CD19+/CD5+ que se marcan positivamente para anexina V
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es muy elevado. La apoptosis inducida por WHI-P131 resulta significativa con
ambas dosis (Tabla R10.b.).
La linea celular Daudi tras 72 horas de tratamiento con WHI-P131 también

presenta unos porcentajes de apoptosis elevados (Tabla R10.c.).

Cuando se relacionan los dos parametros, la inhibicion de la activacién de
STAT1 tras 24 horas de tratamiento con WHI-P131 y la entrada en muerte celular
a las 72 horas de exposicidon a esta droga se observa que a la dosis de 85 mM no
existe correlaciéon (WHI-P131 85 nM: R=0,2252, p=0,166). Sin embargo con el
tratamiento con WHI-P131 a la dosis de 170 nM existe una correlacion significativa
entre la inhibiciéon de la activacion de STAT1 y la apoptosis inducida en las células
CD19+/CD5+ tras 72 horas de tratamiento (WHI-P131 170 nM: R?=0,7163,
p=0,016).

5.4. Tratamiento in vitro de 24 horas con AG555 v AG494

El tratamiento con AG555 y AG494 durante 24 horas se realiza en tres y en
una leucemia respectivamente, y en la linea celular Daudi utilizando la dosis mas
altas de las drogas. AG555 y AG494 inhiben significativamente la activaciéon de
STAT1 en las LLC-B tratadas. En la linea celular Daudi, mientras que AG555 so6lo
inhibe parcialmente la activacion de STAT1, con AG494 se produce una inhibicion

significativa (Tabla R11.a.y b.).

Tabla R11. Inhibicién de la activacién de STAT1 tras 24 horas de
tratamiento con AG555 y AG494.

a Id Control IFN-g AG555 160 nvi
pacientes 100 U/ml +FN-g 100 U/ml
LLC 15A 1,85+6,41 100+2,77 -1,85+3,14 **
LLC 22A 3,50+6,34 100+£7,97 -3,14+0,85 **
LLC 39A -0,1+0,55 100+1,68 25,32+8,10 **
Daudi 2 97,60+5,99 100+11,13 44,27+12,97
b Id Control IFN-g AG494 180 nv
pacientes 100 U/ml + IFN-g 100 U/ml
LLC 27B 6,39+1,60 100+2,84 9,96+1,24 *
Daudi 2 97,60+5,99 100£11,13 17,83+11,16 *

* p<0,05. ** p<0,01.
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Cuando se analiza la apoptosis inducida por AG555 y AG494 tras 72 horas de
tratamiento, se observa que las dos drogas producen elevados porcentajes de
apoptosis en todas las muestras tratadas asi como en la linea celular Daudi (Tabla
R12.a.-c.).

Tabla R12. Apoptosis tras 72 horas de tratamiento con

AGH55 y AG494.
a Anexina V+  CD19+/CD5+
Id pacientes DMSO 10 ng/ml  AG555 160 nv
LLC 15A 26,30 91,30
LLC 22A 36,10 80,20
LLC 39A 28,10 94,50
b AnexinaV+  CD19+/CD5+
Id pacientes DMSO 10 mg/ml  AG494 180 nM
LLC 27B 17,50 92,80
c Daudi 2
Ventana J (%)
DMSO 10 ng/ml AG555 160 mv
41,96 96,77
DMSO 10 ng/ml AG494 180 nv
41,96 97,00

6. AFECTACION DE DIVERSAS PROTEINAS DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE
LLC-B TRAS 24 HORAS DE TRATAMIENTO IN VITRO CON FLUDARABINA

Cuando se correlaciona la inhibicion de la activacion de STAT1 por IFN-g en las
LLC-B tras el tratamiento con fludarabina durante 24 horas y la entrada en apoptosis
de las células leucémicas tras 72 horas de tratamiento con la droga, se observa que
no existe correlacibn entre ambos pardmetros. Esta ausencia de correlaciéon se

observa con las dos dosis de fludarabina empleadas en el estudio (Figura R16.).
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Este hecho hace pensar que la entrada en apoptosis de las células tumorales de
LLC-B producida por fludarabina parece que no depende de la afectacion exclusiva de
STAT1 por parte de la droga, sino que fludarabina debe estar comprometiendo de una
forma mas global la homeostasis celular afectando a distintas proteinas celulares. Para
analizar este aspecto, se realiza Western-blot de los extractos citoplasmaticos de las
células mononucleares de LLC-B sin tratar y tratadas con fludarabina durante 24, 48 y
72 horas (Figura R17.).

LLC 46A PBL2
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

a. anti-STAT1

——— -~ —— - -y b. anti-STAT3
c.anti-CD19
d. anti-CD5

e | — e.antib-acting

Y = —

1. Control 24 horas
2. Fludarabina 50 nM 24 horas
N — — 3. Control 48 horas
4. Fludarabina 50 mM 48 horas
5. Control 72 horas

m “ 6. Fludarabina 50 M 72 horas

Figura R17. Afectacion de distintas proteinas celulares tras el tratamiento con fludarabina. Cuando se analiza

mediante Western-blot otras proteinas celulares como STAT3, CD19, CD5 ademés de STATL tras el tratamiento con
fludarabina 50 mM se observa una disminucién generalizada de las mismas a las 48 horas y sobre todo a las 72 horas

de tratamiento.
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En la Figura R17. se observa que ademas de STAT1, las proteinas STAT3, CD19,
CD5 estan afectadas por el tratamiento con fludarabina en los extractos de un control
sano (PBL2) y de una leucemia representativa (LLC 46A).

La relacion de los valores de la densitometria de cada una de las bandas reveladas
por cada anticuerpo son referidas a la de su correspondiente control de anti-b-antina
(Tabla R13.). Se observa que en todas las proteinas estudiadas en los extractos a 72
horas, y algunas ya a las 48 horas, hay un descenso en el extracto tratado con

fludarabina 50 nM respecto al extracto control a ese mismo tiempo.

Tabla R13. Densitometria del Western-blotde la LLC 46A y un control sano.

LLC 46A anti-STAT1 anti-STAT3 anti-CD19 anti-CD5
Control 24 horas 0,651 1,000 0,148 0,039
Fludarabina 50 mvl 24 horas 0,705 1,159 0,099 0,014
Control 48 horas 0,709 1,093 0,086 0,152
Fludarabina 50 nM 48 horas 0,530 0,966 0,010 0,060
Control 72 horas 0,758 1,055 0,221 0,164
Fludarabina 50 nM 72 horas 0,137 0,448 0,025 0,006

PBL2 anti-STAT1 anti-STAT3 anti-CD19 anti-CD5
Control 24 horas 0,846 0,830 0,063 0,171
Fludarabina 50 nM 24 horas 1,164 0,639 0,074 0,151
Control 48 horas 1,027 0,771 0,034 0,153
Fludarabina 50 mvl 48 horas 0,720 0,301 0,090 0,107
Control 72 horas 1,467 0,641 0,119 0,215
Fludarabina 50 nM 72 horas 0,318 0,030 0,029 0,039

Para completar el estudio de la afectacion global de proteinas en los
extractos de células mononucleares de LLC-B tratadas con fludarabina 50 nM se
procede al andlisis mediante electroforesis bidimensional de los extractos
control y tratados durante 24 horas de cinco muestras distintas de un total de
cuatro pacientes con LLC-B.

La Figura R19. muestra la electroforesis de los extractos de células
mononucleares de una LLC-B representativa (LLC 42A) sin tratar (Figura R18.a.)

y tratadas con fludarabina (Figura R89.b.).
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Cuando se hace un estudio comparativo entre las cinco muestras a las que se le ha
realizado electroforesis bidimensional sobre extractos sin tratar y tratados con
fludarabina, se observan una serie de puntos cuya expresion varia en mas de una de
las muestras estudiadas (Figura R19.). Puesto que dos de las muestras pertenecen a
distintas extracciones del mismo paciente LLC-B se parte de éstas para analizar los
puntos cuya expresion varia en ambas con el tratamiento con fludarabina. De todas
las proteinas comunes resultantes, se analiza cuales ademas varian en su expresion
en alguna de las otras tres muestras estudiadas. En la tabla R14. se da el valor
aproximado del punto isoeléctrico y del peso molecular de las proteinas cuya
expresiéon se ha observado que varia con el tratamiento en las cinco muestras
estudiadas (Tabla R14. rojo), de las que varian en cuatro de las cinco muestras (Tabla

R14. naranja) y las que varian en tres de las cinco muestras (Tabla R14. verde).

Tabla R14. Punto isoeléctrico y peso molecular aproximado de las proteinas 2 D.

Id n°muestras en que punto isoeléctrico peso molecular
proteinas varia la expresion (pH) (kDa)
4 @4 @40,0
4 @4,6 @40,0
3 @5,6 @a31,0
4 @5,5 @52,0
4 @4,8 @e1,5
4 @s5,8 @60,0
3 @6,0 @60,0
4 @5,6 @22,0
9 5 @6,1 @20,5
3 @b6,4 @27,5
11 5 @b,1 @23,0
12 5 @5,8 @21,0
3 @b,6 @23,0
4 @0 @16,0
4 @8,0 @75,0
4 @74 @a33,0
17 5 @6,7 @23,5

Como se puede observar el efecto de fludarabina sobre las células de LLC-B es un
efecto multiple sobre el patrén de proteinas de las células mononucleares de LLC-B.
Existen 13 proteinas que varian en su expresidn en al menos cuatro muestras
provenientes de tres pacientes con LLC-B distintos.

Aunqgue fludarabina parece producir un efecto fundamentalmente disminuyendo la
expresion proteica, en algln caso se observa un aumento de la expresion de algunas

proteinas tras el tratamiento con la droga (Figura R19.b, 15, 16 y 17).
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7. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS CELULAS ADHERENTES EN LA MUERTE CELULAR IN
VITRO DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LLC-B

Cuando las células mononucleares de pacientes con LLC-B se mantienen en cultivo
durante un tiempo prolongado (10-14 dias) sobre el fondo de la placa de cultivo
crecen en numero variable dependiendo de la leucemia unas células de morfologia
diversa que se adhieren a la placa de cultivo. Algunos autores han descrito que estas
células podrian ejercer un papel de células “nodriza” (NLC: nurse-like cells) de las
células tumorales de LLC-B protegiéndolas de la entrada en apoptosis in vitro. Son
diversos lo mecanismos de accidn que se han descrito mediante los cuales estas
células podrian ejercer esta accidn protectora, bien mediante una interaccion célula-
célula, bien mediante la secrecion de diversos factores solubles al medio extracelular.

En este trabajo se analiza el fenotipo de estas células adherentes, su papel
protector sobre las células tumorales de pacientes con LLC-B, tanto en la apoptosis
espontanea como en la apoptosis inducida por fludarabina. Ademas se analiza el

efecto que fludarabina ejerce sobre estas células adherentes.

7.1. Las NLC se detectan _en cultivos de células mononucleares de pacientes con

LLC v expresan marcadores de estirpe monocitica

Tras 14 dias de cultivo, para permitir el crecimiento de las células adherentes,
se retiran las células en suspension para realizar el estudio fenotipico de las células
adherentes mediante la técnica de inmunohistoquimica (Figura R20.).

Las células adherentes se tifien intensamente con los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra las moléculas de superficie CD14, CD45 y HLA-DR. También se
tifien aunque mas débilmente con los anticuerpos anti-CD33 y anti-CD34. Cuando
se incuban con anticuerpos anti-CD13, anti-CD15, anti-CD19 y anti-CD134, las
células adherentes son negativas. Este patron de tincién, con marcadores propios
de células monocito-macrofagicas de sangre periférica, de acuerdo con los datos
previamente publicados para las NLC (Tsukada, et al 2002), indican que estas células

son de estirpe monocitica.
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Figura R20. Estudio inmunofenotipico de las NLC. Células mononucleares de una LLC-B representativa (LLC 50A)
se incuban durante 14 dias tras los cuales las células en suspension se retiran para realizar el andlisis de las NLC
mediante inmunohistoquimica incubandolas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas de superficie;
a: CD13; b: CD14; c: CD15; d: CD19; e: CD33; f: CD34; g: CD45; h: CD123; y i: HLA-DR. Tras la incubacion con un
anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa, se lleva a cabo la reaccion de color resultando de un color rojo las
células positivas. Las NLC de la LLC 50A se tifien fuertemente para anti-CD14 (b), anti-CD45 (g) y anti-HLA-DR (i), y
mas débilmente para anti-CD33 (e) y anti-CD34 (f). Las fotografias digitales de las NLC estan hechas a un aumento de
40xX.

7.2. Las NLC protegen a las células LLC-B CD19+/CD5+ de la apoptosis

espontanea in vitro

Para analizar el papel protector que las células adherentes pueden ejercer
sobre las células tumorales de LLC, se realiza una primera aproximacion
experimental tal y como se describe en la seccion 9.2. de MATERIAL Y METODOS.

Para ello se cultivan las células en suspension de tres LLC-B (Figura R21.: LLC
48A, LLC 49A y LLC 50A) en presencia o ausencia de las NLC. En los tres casos, en
las células CD19+/CD5+ cultivadas en ausencia de las NLC, la apoptosis aumenta
progresivamente a lo largo del tiempo. La muerte de las células CD19+/CD5+

puede ser debida en parte a la manipulacion de las mismas durante el
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experimento. Por lo tanto, la comparacion de los porcentajes de apoptosis se
realiza entre las células tumorales separadas, lavadas y cultivadas de nuevo con
las NLC (Figura R21.: A2), y la apoptosis de las células tumorales separadas, lavadas
y cultivadas en ausencia de las NLC (Figura R21.: A3). En las tres pacientes, la
apoptosis de las células CD19+/CD5+ cultivadas sin NLC fue significativamente
mayor que sus respectivos controles de manipulacion a las 48, 72 y 96 horas.

Estos datos muestran, de acuerdo con los previamente publicados, que las NLC

protegen a las células CD19+/CD5+ de la apoptosis espontanea in vitro.

A\

Tiempo (horas)

Figura R21. Las NLC protegen a las células LLC-B de la apoptosis espontanea. Células en suspension se cultivan
en presencia o ausencia de NLC. Células mononucleares de tres pacientes con LLC-B (LLC 48A, LLC49A,LLC 50A) se
mantienen en cultivo en tres placas durante 14 dias para permitir el crecimiento de las NLC.

Control de apoptosis espontanea (Al). Células en suspension y NLC separadas, lavadas en PBS y cultivadas de nuevo
juntas (A2). Células en suspension y NLC separadas, lavadas en PBS y después las células en suspension se cultivan
en ausencia de las NLC (A3). La apoptosis de las células CD19+/CD5+ de cada placa es analizada mediante tincién
con anexina V a las 0 horas (inicio del experimento), 24 horas (inmediatamente después del tratamiento cruzado), 48,
72 and 96 horas. ** Aumento significativo en el porcentaje de apoptosis de A3 comparado con A2 con un valor de

p<0,01. ** Aumento significativo en el porcentaje de apoptosis de A3 comparado con A2 con un valor de p<0,001.

7.3. Fludarabina elimina los precursores de las NLC en_cultivos de células

mononucleares de pacientes con LLC-B e induce la apoptosis de las NLC

Cuando las células mononucleares frescas de LLC se cultivan inmediatamente
en presencia de fludarabina, no aparecen NLC tras varias semanas de cultivo. Los
precursores que pueden generar las NLC son eliminados tras el tratamiento con

fludarabina. Cuando se dejan crecer las NLC en cultivo y se tratan con fludarabina
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50 nM durante 24 horas, el niUmero de NLC que quedan en el cultivo tras diez dias,
es significativamente menor que cuando las NLC no se tratan con la droga (Tabla
R15.). En todos los casos, la viabilidad de las células NLC no tratadas fue mayor del

80% y menor del 20% en el caso de las células NLC tratadas con fludarabina.

Tabla R15. Contaje de las NLC después de 10 dias de tratamiento con fludarabina.
Numero de NLC

ID NLC sin tratar NLC fludarabina 50 mv P
pacientes media +desviacién estandar media +desviacién estandar
LLC 48A 153,33 +21,20 46,00 +11,27 0,0042
LLC 49A 189,67 +49,32 24,67 +5,50 0,0272
LLC 50A 163,33 +14,47 39,33 +2,51 0,0036

En la Figura R22. se muestra una imagen representativa de NLC no tratadas y

tratadas con fludarabina en la que las NLC muertas se muestran tefiidas con azul

tripan.

Figura R22. Fludarabina induce la muerte celular de las NLC. El experimento muestra las NLC de una LLC-B
representativa (LLC 48A): NLC diferenciadas sin tratar (a); NLC diferenciadas tratadas con fludarabina 50 nM durante

24 horas (b). Las NLC se examinan mediante exclusion con azul tripan después de 10 dias del tratamiento. El niUmero
total de NLC tratadas con fludarabina es significativamente menor que el de las NLC no tratadas tifiéndose

practicamente todas con azul tripan. Las fotografias digitales de las NLC estan hechas a un aumento de 40x.
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7.4. Las NLC no protegen a las células LLC-B CD19+/CD5+ de la apoptosis

inducida por fludarabina

Para analizar el papel que pueden desempefiar las NLC en la apoptosis inducida
por fludarabina en las células tumorales, se realizan cultivos cruzados incubando
las células tumorales tratadas y sin tratar con fludarabina con las NLC tratadas y
sin tratar con la droga (Figura R23.). Cuando las células CD19+/CD5+ se tratan con
fludarabina, el porcentaje de apoptosis de estas células, es progresivamente
mayor a lo largo del experimento. La apoptosis en las células tumorales es similar
independientemente de que se cultiven con NLC tratadas o no con fludarabina

llegando a similares porcentajes de muerte celular tras 96 horas de tratamiento.

LLC 48A
A 100 - Figura R23. Las NLC no protegen a las
90 4
80 | células CD19+/CD5+ de la apoptosis inducida
70 4 = E; por fludarabina. Se realizan cultivos cruzados
60 <4 —_
50 o F3 con las células mononucleares de tres LLC-B
491 P4 (LLC 48A, LLC 49A y LLC 50A) para analizar el
30 —o—F5
20 - papel de las NLC en la apoptosis inducida por
10 4
o i i i i , fludarabina en las células CD19+/CD5+. Se
oh 24h 48h 72h 96h tomo una alicuota de cada placa de cultivo: F1:
control de la apoptosis inducida por fludarabina
LLC 49A (células en suspension y NLC tratadas con
100 4 fludarabina); F2: células en suspension y NLC
90 4
80 tratadas con fludarabina; F3: células en
701 =Pl suspension tratadas con fludarabina cultivadas
60 —a—F2
50 | ——F3 sin NLC; F4: células en suspension no tratadas y
07 *=re NLC tratadas con fludarabina ; F5: células en
30 —o—F5
20 4 suspension tratadas con fludarabina y NLC no
10 4
0] . i i , tratadas. El andlisis de la apoptosis de las
oh 24h 48h 72h  96h células CD19+/CD5+ se realiza a las 0 horas
(inmediatamente antes del tratamiento con
LLC 50A fludarabina), a las 24 horas (inmediatamente
100 4 después del tratamiento cruzado), 48, 72 y 96
90 4
80 horas. Cuando las células en suspension son
701 a— L tratadas con fludarabina, los porcentajes de
60 4 —a—F2
50 ——F3 células CD19+/CD5+ anexina V+ son
40 —x—F4 . .
20 Es progresivamente mayores y son similares
201 independientemente de que sean cultivadas con
10 4
0 . . . . , NLC tratadas con fludarabina (F2), sin NLC (F3)
oh 24h 48h 72h 96h o con NLC no tratadas (F5).

\

Tiempo (horas)
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También se observan similares resultados en otras tres LLC-B (LLC51, LLC52 y
LLC53). En estas LLC-B no se realizan los controles A3 y F3 y el estudio de
apoptosis mediante citometria de flujo se realiz6 a las 0, 24, 48 y 72 horas. La
tabla R17. muestra la media + desviacidon estandar de los porcentajes de apoptosis
de las LLC-B: LLC 51A y LLC 52A, LLC 53A.

Se puede comprobar que siempre que las células leucémicas has sido tratadas
con fludarabina (Tabla R16.: F1, F2 y F5), la apoptosis de las mismas aumenta
progresivamente independientemente de que estén cultivadas con NLC tratadas o
sin tratar, y la apoptosis es mayor que la de las células LLC-B no tratadas (Tabla
R16.: Al, A2 y F4).

Tabla R16. Apoptosis de las células leucémicas de tres pacientes LLC-B durante los tratamientos cruzados.

placa Al placa A2 placa F1 placa F2 placa F4 placa F5
Tiempo mediaz pg & mediaz pg & mediaz pg & mediaz pg & mediaz pg & mediaz pg &
0 horas 29,44  +33,04 29,76  +21,20 29,15 +25,95 32,18 +23,17 31,85 +£22,30 3231 +2284
24 horas 25,84 +27,38 2795 +1791 28,45 +17,89 35,88 +19,48 30,88 +18,09 29,29 +16,37
48 horas 27,15 +1549 36,09 +12,95 78,80 16,40 85,17 +12,01 34,34 +1354 79,16 +18,76
72 horas 26,55 +21,57 4196 +17,05 94,85 +1,77 96,42 +1,13 36,23 +15,01 94,36 + 4,64

“ Media + desviacion estandar de tres pacientes LLC-B (LLC-B: LLC 51A y LLC 52A, LLC 53A) expresada en porcentajes.
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Los resultados del presente estudio demuestran claramente que todas las drogas
empleadas en el mismo inducen la muerte in vitro de las células tumorales
CD19+/CD5+ de los pacientes con LLC-B. Este no es un hallazgo nuevo en el caso de
la fludarabina cuya actividad citotoxica en la LLC-B es conocida desde hace mas de 15
afios (Keating, et al 1989). Sin embargo, en el caso de los inhibidores de JAK kinasas,
cuya citotoxicidad se ha puesto de manifiesto en otros tipos de leucemias, es la
primera vez que se demuestra su capacidad para inducir in vitro la apoptosis de las
células tumorales de LLC-B. La apoptosis inducida por las drogas empleadas en este
estudio es dependiente del tiempo de actuacién de la droga en el cultivo y de la dosis
de la droga empleada en el mismo. Ademas, la entrada en apoptosis induce unos
cambios morfoldgicos en la célula que se correlacionan con el marcaje de las células

apoptoéticas con anexina V.

Como ya se ha dicho en la introduccion, los mecanismos de accion por los cuales
un anélogo de purinas como la fludarabina induce la muerte de las células tumorales
de leucemias con una baja tasa de proliferacién no estan del todo aclarados. La accion
de esta droga sobre los mecanismos que intervienen en la sintesis del ADN (Plunkett, et
al 1990), sirve para explicar la capacidad citotoxica de esta droga en las leucemias
cuyas células se encuentran en divisién por lo que deben existir otros mecanismos de
accion que expliquen la citotoxicidad de fludarabina en las leucemias cuyas células se
encuentra en estado quiescente como es el caso de la LLC-B.

Entre estos mecanismos, el efecto de fludarabina sobre la via JAK/STAT vy
concretamente la inhibicién especifica de STAT1 por parte de esta droga (Frank, et al
1999), supuso una nueva vision de la actuacion de los analogos de purinas como
fludarabina sobre las células tumorales de la LLC-B y por ende sobre leucemias con
una baja tasa de proliferacién. Este posible mecanismo de accién atrajo el interés de
nuestro laboratorio con tradicion en el estudio de la via JAK/STAT (Gimeno, et al 1996,
llla, et al 1997, Plaza, et al 2004). Ademas, esta posible actuaciéon de fludarabina y la
implicacion de STAT1 en la supervivencia de la células de LLC-B, estaba de acuerdo
con datos previamente publicados donde se mostraban que ciertas citocinas tienen in
vitro un efecto protector sobre las células de LLC-B frente a la apoptosis (Dancescu, et

al 1992, Francia di Celle, et al 1996). Entre estas citocinas con capacidad antiapoptdtica se
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encuentra IFN-g (Buschle, et al 1993), en cuya sefalizacibn como ya se ha comentado,
es clave la participacion de STATL1.

En el trabajo de Frank y colaboradores, se observaba que el tratamiento in vitro
con fludarabina inducia de manera especifica una inhibicion de STAT1 en las células
mononucleares de sangre periférica de sujetos sanos tanto en estado quiescente como
tras ser activados. En este estudio ademas se analiza la actuacién de fludarabina
sobre STAT1 ex vivo en las células mononucleares de un paciente con LLC-B 24 horas
después de haber recibido una infusién de la droga. En este paciente se observaba
una inhibicibn muy pronunciada de STAT1 en comparacion con las células
mononucleares del paciente previamente al tratamiento con fludarabina. A la vista de
estos datos, decidimos realizar un estudio con un nimero mas amplio de pacientes
con LLC-B para comprobar si efectivamente la accién de fludarabina sobre STAT1
podria ser uno de los mecanismos de accién de esta droga induciendo la apoptosis de
las células tumorales de la LLC-B.

Puesto que fludarabina, como ya se ha comentado anteriormente, tiene diversos
efectos sobre las células en las que actua, podria ocurrir que uno de estos efectos de
la droga fuese la afectacion de otras proteinas de modo similar a como lo hace con
STAT1, y que fuese la accién sobre alguna o varias de estas proteinas y no su accion
directa sobre STAT1 la causa responsable de la induccién de la apoptosis en la LLC-B.
Por lo tanto, y para comprobar hasta que punto la inhibicion de STAT1 es realmente el
factor determinante de la induccion de la apoptosis en esta leucemia, se introdujeron
en el estudio otras drogas que tuvieran una estructura totalmente distinta de la de
fludarabina, un analogo de purinas, y que a su vez fuesen capaces de actuar sobre la
via de sefializacion JAK/STAT. Un tipo de drogas que cumplen estos requisitos son los
inhibidores de JAK kinasas, AG490 y WHI-P131 descritas en la bibliografia como
drogas capaces de inhibir especificamente JAK2 y JAK3 respectivamente (Gazit, et al
1991).

Cuando analizamos la actuacion de fludarabina sobre STAT1 se observaba que a
pesar de que fludarabina a las dosis empleadas en este estudio era capaz de inducir la
apoptosis en una alto porcentaje de células tumorales en todas las muestras de LLC-B
analizadas, no era capaz de inhibir significativamente la activacién de STAT1 por IFN-
g En el grupo de 9 muestras de LLC-B tratadas con fludarabina durante 45 minutos, el
porcentaje global de inhibicibn de la activacion de STAT1 con la dosis mas alta
empleada fue sélo de un 3,31%, siendo de un 22,65% en el conjunto de las 15

muestras de LLC-B tratadas con la droga a esa misma dosis durante 24 horas. En este
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ultimo grupo solamente se observé una inhibicién significativa respecto a su control de
activacion en tres de las muestras tratadas con fludarabina durante 24 horas.

Estos resultados obtenidos en nuestro estudio aparentemente discordantes con los
publicados por Frank y colaboradores en su primer estudio, han sido ratificados
posteriormente por un trabajo reciente de este mismo grupo (Friedberg, et al 2004) que
aparece publicado cuando nuestro trabajo se habia completado. En este segundo
trabajo, en un grupo de 14 muestras provenientes de otros tantos pacientes con LLC-
B tras ser tratadas in vitro durante 24 horas con la misma dosis de fludarabina que la
empleada en el presente estudio (50 mM), sélo se observa una inhibicién global de
STAT1 del 37% en las células de LLC-B tratadas con fludarabina respecto a las células
no tratadas. En cuanto a la disminucién de STAT1 analizada de manera individual para
cada una de las muestras, en el segundo trabajo del grupo de Frank, en una de las
muestras analizadas la inhibicion de STAT1 es de un 75% aproximadamente mientras
que en otras tres muestras se observa una disminucion de STAT1 de
aproximadamente el 50%. En el resto de las muestras analizadas en el trabajo del
grupo de Frank, la inhibicion de STAT1 observada ronda entre el 25% y el 15%. Estos
datos concuerdan con los que se muestran en el presente trabajo, en los que tras el
tratamiento con fludarabina con la misma dosis y durante el mismo periodo de tiempo
se observa, como se ha mencionado antes, una inhibicion global de STAT1 del
22,65%, de modo que se observa una importante disminucion de STAT1 en dos de las
muestras de LLC-B, una disminucién en torno al 40% en otras dos muestras,
observandose una disminucién de STAT1 en el resto de las muestras similar a la del
trabajo mencionado. Por lo tanto, los datos obtenidos por Frank y colaboradores
coinciden mas con los presentados en este trabajo que con los inicialmente obtenidos
por dicho grupo en su primera publicacién, dejando claro que la inhibicién de STAT1
por parte de fludarabina no parece ser uno de los mecanismos de accién de esta droga

en la induccién de la apoptosis de las células tumorales de LLC-B.

El hecho de que fludarabina no actie a través de la inhibicién de la sefalizacion
por STAT1 para ejercer su efecto citotéxico, no excluye la importancia de la
sefalizacion de la via JAK/STAT en la biologia de la LLC-B. La importancia de esta via
en el mantenimiento de la viabilidad de las células de LLC-B queda patente cuando se
analizan los datos obtenidos del tratamiento con los inhibidores de JAK kinasas,
AG490 y WHI-P131. AG490 es una molécula de la familia de las tirfostinas que se

describe inicialmente como un inhibidor selectivo de la tirosina kinasa JAK2 (Levitzki
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1999) y por lo tanto es capaz de interferir con la activacion de STAT1 tras el estimulo
de IFN-g El otro inhibidor de JAK kinasas empleado en el presente trabajo es WHI-
P131 que ha sido descrito como un inhibidor especifico de la tirosina kinasa JAK3
(Sudbeck, et al 1999). Cuando se analizan los resultados de las muestras de LLC-B
tratadas con AG490 y con WHI-P131, se observa que ambas drogas producen una
clara inhibicién de la activacion de STAT1 con las dos dosis empleadas. Cuando se
analiza la inhibicibn de STAT1 tras el tratamiento con AG490 ya se observa cierta
inhibicién en el conjunto de las muestras de LLC-B tratadas con AG490 durante 45
minutos que se hace muy evidente en el conjunto de muestras tratadas con la droga
durante 24 horas. En este caso, la inhibicion global que se observa en el conjunto de
muestras de LLC-B tratadas con AG490 es del 41,17% y del 70,18% para las dosis
mas baja y para la mas alta respectivamente, observandose una inhibicién
significativa de STAT1 en 10 de las 11 muestras tratadas con la dosis mas alta
empleada.

En cuanto al tratamiento de las muestras de LLC-B con WHI-P131, los datos del
presente estudio muestran claramente que esta droga es capaz de bloquear la
activacion de STAT1 por IFN-g en las células de LLC-B indicando que esta droga
también afecta a la via de sefalizacion de STAT1 que implica la actuacion de las
tirosina kinasas JAK1 y JAK2 en las células de LLC-B. Al igual que con el tratamiento
con AG490, se observa una cierta inhibiciéon en el conjunto de las muestras de LLC-B
tratadas con WHI-P131 durante 45 minutos que se hace muy evidente en el conjunto
de muestras tratadas con la droga durante 24 horas. En este dltimo conjunto de
muestras de LLC-B, se observa una inhibicion global de la activacion de STAT1 del
63,75% y del 78,73% con la dosis mas baja y con la dosis méas alta de la droga
respectivamente. Resulta interesante que cuando las células de LLC-B son tratadas
con WHI-P131 a la dosis mas alta empleada durante 24 horas, se observa una
correlacion significativa entre la supresién de la activacion de STAT1 y la apoptosis
inducida por esta droga en las células de LLC-B.

Tal y como muestran los resultados de este estudio, AG490 inhibe la activacion de
STAT1 induciendo ademas la apoptosis de las células de LLC-B. Sin embargo, puesto
que se ha demostrado que AG490 también es capaz de inhibir la tirosina kinasa JAK3
(Amin, et al 2003, Wang, et al 1999), no se puede excluir una posible implicacion de otras
vias en la apoptosis de las células de LLC-B inducida por AG490. En el caso de WHI-
P131, descrito como un inhibidor especifico de JAK3, en este trabajo, se describe por

primera vez la accién de esta droga sobre otras JAK kinasas. En efecto, la activacion
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de STAT1 por parte de IFN-g es dependiente de las tirosina kinasas JAK1 y JAK2 tal y
como ya se ha descrito previamente (Igarashi, et al 1994), de modo que nuestros datos
apoyarian que en las células de LLC-B analizadas, WHI-P131 es capaz de inhibir JAK1,
JAK2 o ambas.

Como ya se ha comentado anteriormente, se ha descrito que diversas citocinas
como IFN-g, IL-2, IL-4 o IL-8 son capaces de inhibir la apoptosis in vitro en un
importante porcentaje de células LLC-B. Por otra parte, las células LLC-B producen IL-
7 y expresan el receptor de IL-7 lo que podria jugar un papel importante en el proceso
leucémico (Frishman, et al 1993). Por lo tanto, las drogas como AG490 y WHI-P131,
capaces de suprimir la sefializacidon a través de las JAK kinasas, podrian bloquear las
sefiales antiapoptéticas provenientes de estas u otras citocinas explicando asi la clara
induccion por parte de estas drogas de la apoptosis de las células de LLC-B. Puesto
que la apoptosis inducida por fludarabina no parece relacionada con la inhibiciéon de la
via de STAT1, la combinacién de esta droga con los inhibidores de JAK kinasas podria
tener un efecto sinérgico en la inducciéon de la apoptosis de las células de LLC-B

ofreciendo asi una potencial estrategia terapéutica en los pacientes con LLC-B.

A la vista de los datos presentados en este trabajo, la via JAK/STAT,
concretamente la inhibicibn de la misma, puede jugar un papel importante en la
induccion de la muerte de las células de LLC-B pero no parece que éste sea uno de los
mecanismos de accién de la fludarabina para ejercer su citotoxicidad por lo que deben
ser otros los efectos que esta droga ejerce sobre las células de LLC-B. Por lo tanto, el
siguiente paso que se plante6 en este estudio fue el de analizar otras posibles
acciones de fludarabina y su efecto sobre la viabilidad de las células de LLC-B.

Teniendo en cuenta los datos previamente publicados que indican la accién
inhibitoria de fludarabina sobre la sintesis de ARN y las posibles consecuencias que
este efecto puede tener sobre la sintesis de proteinas y en ultimo término sobre la
viabilidad celular (Huang, et al 2000b), se plante6é un andalisis mas amplio con el objeto
de estudiar las variaciones que se podrian observar en la sintesis de proteinas tras el
tratamiento con fludarabina de las células de LLC-B.

En el presente trabajo se muestra por primera vez el analisis comparativo de los
extractos celulares de células mononucleares de sangre periférica sin tratar y tratadas
con fludarabina de pacientes con LLC-B llevado a cabo mediante electroforesis
bidimensional. Se analiza la diferencia en el patron de proteinas de cinco muestras

pertenecientes a cuatro pacientes con LLC-B tratadas in vitro con una dosis de 50 ni
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durante 24 horas donde se observa que el efecto de la droga sobre las proteinas
celulares no es un efecto especifico afectando exclusivamente a una proteina sino que
se trata mas bien de un efecto mas general. En el andlisis del patrén de proteinas
mediante electroforesis bidimensional de las muestras de LLC-B, al menos 17
proteinas distintas se encuentran afectadas en su expresion en las muestras tratadas
respecto a sus controles que no han recibido tratamiento. Para evitar que el analisis se
viera influenciado por posibles variaciones individuales entre las distintas muestras, en
el estudio realizado en el presente trabajo se han analizado dos muestras distintas del
mismo paciente ademas de otras tres muestras de otros tantos pacientes con LLC-B
de modo que sélo se ha tenido en cuenta aquellas proteinas cuya expresiéon variaba en
al menos tres de las muestras incluidas en el estudio. De esta manera, 13 de las
proteinas estaban afectadas en al menos cuatro de las muestras analizadas y de
éstas, cuatro estaban afectadas en las cinco muestras analizadas.

Es importante destacar que el tratamiento con fludarabina lleva a una deplecién
preferente de ciertas proteinas en las células de LLC-B ya observado en electroforesis
de una sola dimensién en trabajos previos (Huang, et al 2000b). Este fendmeno se puede
explicar por el hecho de que fludarabina probablemente afecte de manera preferente
al ARN y a las proteinas de vida media corta. Por eso aunque la disminucion de la
cantidad total de proteinas tras el tratamiento con fludarabina durante 24 horas no
sea muy importante, entre las proteinas afectadas se pueden encontrar algunas que
sean criticas para la supervivencia de las células de LLC-B. De acuerdo con esto, se ha
sugerido que la inhibicién de la sintesis de IL-2 y su receptor por parte de fludarabina
puede ser uno de los mecanismos de accidén en la apoptosis inducida por esta droga en
los linfocitos T (Bartik and Kay 1998). Por lo tanto, si la deplecibn en la sintesis de
diversas proteinas requeridas en la supervivencia de las células de LLC-B es un
mecanismo para matar las células leucémicas, esta inhibiciéon proteica puede ser un
mecanismo a tener en cuenta en posibles estrategias terapéuticas. De hecho, el
empleo de sustancias que inhiben la sintesis proteica o la combinacién de éstas con
drogas que afecten ademas a la sintesis de ARN podrian ser posibles tratamientos a

evaluar en la LLC-B (Collins, et al 1991, Huang, et al 2000b).

Otro punto importante que hasta el momento no se ha abordado a la hora de
analizar el efecto de las drogas y concretamente de la fludarabina sobre una leucemia
como la LLC-B, en la que la interaccion de las células tumorales con el microambiente

es muy importante en el mantenimiento de su viabilidad, es el efecto que esta droga
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puede tener sobre dicho ambiente y cdémo puede influir en la viabilidad de la LLC-B.
Como ya se ha visto anteriormente la acumulaciéon de la células tumorales en la LLC-B
es debida a un defecto en la muerte celular programada mas que a una excesiva
proliferacion celular (Caligaris-Cappio and Hamblin 1999, Kitada, et al 1998). Aunque los
procesos moleculares responsables del desarrollo final de la LLC-B no se conocen,
existen datos actuales que apoyan la hipétesis de que las células B transformadas
CD5+ no son auténomas en su capacidad para evadir las sefales apoptéticas. En el
cultivo in vitro de células de LLC-B purificadas se observa una rapida regulacion
negativa de las sefiales antiapoptoéticas y por ello una rapida entrada en apoptosis de
estas células (McConkey, et al 1996). Estos datos sugieren que en condiciones ex vivo
faltan sefiales esenciales para la supervivencia recibidas por las células de LLC-B in
vivo (Caligaris-Cappio and Hamblin 1999, Jurlander 1998). Entre los efectos antiapoptéticos
mediados por otras células que pueden jugar un papel como nurselike cells (NLC) se
ha implicado la liberacion de factores solubles asi como interacciones célula-célula
(Burger, et al 2000, Moreno, et al 2001).

Las aproximaciones experimentales disefiadas para analizar la accion de la
fludarabina en la LLC-B, se han centrado en el papel que la droga tiene directamente
en las células tumorales de la LLC-B sin prestar una especial atenciéon en su posible
efecto sobre otras células como las NLC que pueden jugar un papel muy importante
en la supervivencia de las células de LLC-B (Ghia and Caligaris-Cappio 2000). Por lo tanto,
la realizacion de estudios para analizar los efectos de fludarabina sobre las NLC
resultan importantes para saber si la apoptosis inducida por esta droga en las células
de LLC-B es una consecuencia de la accién directa de la droga sobre las células
tumorales o bien una consecuencia de la falta de factores antiapoptdticos como
consecuencia de la accién de la droga sobre las NLC.

De acuerdo con lo datos previamente publicados, cuando se realizan cultivos de
células mononucleares de sangre periférica de larga duracién, se observa la aparicion
de una poblacién celular de diversa morfologia que crecen adheridas a la placa de
cultivo. Estas células adherentes expresan marcadores de superficie propios de la
estirpe monocitica y ademas son capaces de proteger de la apoptosis espontanea a las
células tumorales de LLC-B jugando un papel de NLC (Tsukada, et al 2002). Tras
comprobar mediante inmunohistoquimica que el fenotipo de estas células adherentes
es compatible con el previamente descrito y que efectivamente protegen a las células
tumorales de LLC-B de la muerte espontanea por apoptosis, se realiza una

aproximacion experimental consistente en la realizacién de cultivos cruzados entre
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células tumorales sin tratar y tratadas con fludarabina y NLC sin tratar y tratadas con
la droga para ver si las NLC son capaces de contrarrestar el efecto que fludarabina
tiene sobre la viabilidad de las células tumorales.

Los datos del presente estudio muestran que fludarabina es capaz de bloquear el
desarrollo de las NLC en el cultivo de células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con LLC-B. Por otra parte, cuando se permite el crecimiento de estas NLC, el
tratamiento con fludarabina durante 24 horas es capaz de producir la muerte celular
de las NLC diferenciadas. Cuando se realizan los cultivos cruzados, los resultados
muestran que a pesar de que fludarabina es capaz de inducir la muerte celular de las
NLC y las células CD19+/CD5+ de la LLC-B, la apoptosis inducida por fludarabina en
éstas ultimas es debido a un efecto directo sobre las mismas y no debido al efecto de
la droga sobre las NLC. Las células CD19+/CD5+ de la LLC-B tratadas con fludarabina
entran en apoptosis en una proporciéon similar independientemente de que hayan sido
cultivadas con NLC sin tratar o tratadas con fludarabina.

A pesar de que el presente estudio indica que fludarabina es capaz de inducir las
apoptosis en las células LLC-B in vitro debido principalmente a su accién directa sobre
estas células, estos datos no excluyen la posibilidad de que fludarabina pudiera afectar
a otros tipos celulares (células estromales, células macrofagicas, etc) que pueden

tener un importante papel en la supervivencia de las células LLC-B in vivo.

Por dltimo, aunque los mecanismos de accidon de fludarabina en la inducciéon de la
apoptosis en la LLC-B no estan del todo esclarecidos, esta fuera de toda duda que esta
droga es un potente inductor de la muerte celular en distintos tipos celulares. Este
hecho, hace de fludarabina una herramienta idénea para el estudio general de los
mecanismos de induccién de apoptosis, no sélo en cancer, si no también en otros
procesos como puede ser el caso de la seleccidon en el timo de los linfocitos T o en
patologias de base autoinmune como el lupus en el que los defectos en los
mecanismos de apoptosis intervienen en la patogénesis de la enfermedad (Pickering, et

al 2000, Viallard, et al 1999).
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CONCLUSIONES

1. Los efectos in vitro de fludarabina y los inhibidores de JAK kinasas, AG490 y WHI-

P131 tanto en la viabilidad celular como en la activacién de STAT1 por IFN-g son

dosis y tiempo dependientes.

El marcaje con anexina V de las células apoptéticas de LLC-B se correlaciona con

los cambios morfoldgicos que estas células sufren durante el proceso apoptético.

Fludarabina y los inhibidores de JAK kinasas son capaces de inducir in vitro la
muerte celular por apoptosis en la mayoria de las células CD19+/CD5+ de
pacientes con LLC-B tras 72 horas de tratamiento in vitro con las respectivas

drogas.

Fludarabina no es capaz de inhibir la activacion de STAT1 por IFN-g en los
extractos celulares de la mayoria de las muestras de LLC-B tras el tratamiento in

vitro con esta droga.

AG490 y WHI-P131 son capaces de inhibir la activaciéon de STAT1 por IFN-g tras el

tratamiento in vitro durante 24 horas en la mayoria de las muestras de LLC-B.

El efecto in vitro de fludarabina en el patrén proteico de las células de LLC-B es un
efecto multiple en el que son varias las proteinas celulares que se afectan tras el

tratamiento con la droga durante 24 horas.

Las células NLC protegen de la muerte celular in vitro a las células tumorales de
LLC-B en cultivos prolongados de células mononucleares de sangre periférica de

pacientes con LLC-B.

Fludarabina es capaz de bloquear in vitro el desarrollo de las células NLC en
cultivos prolongados y es capaz de inducir la muerte celular de las NLC ya
desarrolladas en los cultivos de células mononucleares de sangre periférica de

pacientes con LLC-B.
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9. La muerte celular por la apoptosis inducida por fludarabina de las células
CD19+/CD5+ de LLC-B es un efecto directo e independiente del efecto de las

células NLC sobre estas células tumorales.
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