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La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la
expansion rapida de blastos mieloides inmaduros en la médula ésea. El curso de la
enfermedad estd marcado por un mal prondstico y las recaidas frecuentes. Por lo
tanto, es necesario identificar nuevas aproximaciones terapéuticas para poder inducir
su remisiéon completa y prevenir una recaida. Con el objetivo de encontrar nuevos
farmacos que puedan revertir los eventos de transformacion tempranos en la LMA, se
realizé un cribado in silico para identificar moléculas de pequefio tamafio bioactivas que
pudiesen inducir este patrén de transformacién. En un cribado in vitro primario, se
identificd y validd un grupo de antihistaminicos estructuralmente relacionados,
previamente descritos como farmacos amfifilicos y cationicos (CAD). Estos CAD
producian un potente efecto antileucémico en células de LMA, tanto en lineas celulares
como en muestras primarias de pacientes, y producian un efecto irrelevante en las
células hematopoyéticas sanas cuando eran tratadas con estos CAD. Los experimentos
de xenotrasplante en ratén mostraron que los CAD se comportaban como agentes
antineoplasticos in vivo de forma especifica. Estos CAD interfieren con la integridad y
funcionalidad de los lisosomas gracias a sus propiedades fisico-quimicas. Los datos
preliminares generados en el laboratorio sugieren que este efecto antileucémico
diferencial estd mediado por la disrupcién selectiva de los lisosomas. Por lo tanto, este
proyecto tenia como objetivo estudiar la potencialidad de los lisosomas como nuevas
dianas terapéuticas en la LMA. Durante la realizacion de esta propuesta, se han
denominado dos compuestos nuevos, EDK-87 y EDK-88, como cabezas de serie,
debido a que su efecto antileucémico es altamente especifico y potente, ya que
mimetiza el mecanismo de accién antes descrito. El estudio preclinico no regulatorio
realizado apoya su posterior desarrollo para poder ser evaluados en condiciones

clinicas.

Actividad 1. Identificacion de una familia de compuestos quimicos con
actividad antileucémica mediada por la disrupcion de la actividad lisosomal
Se realizd un cribado in silico que obtuvo como resultado la identificaciéon de 114

compuestos nuevos con potencial antileucémico, tomando como base los resultados



preliminares obtenidos en el laboratorio (Cornet-Masana, 2017). Se validaron
inicialmente 9 de estos compuestos, mientras que 2 compuestos fueron seleccionados
por su mecanismo de accidn especifico contra la funcién lisosomal. Estos dos
compuestos fueron denominados EDK-87 y EDK-88, y fueron los cabezas de serie.
Ambos compuestos aumentan la acumulacion de radicales libres (ROS) en
mitocondrias, la activacién de las caspasas efectoras 3/7, la positividad para la sonda
CytolID vy la presencia de la isoforma b de LC3. Los resultados obtenidos en esta
actividad indican que los compuestos que son cabezas de serie inducen ambos
programas de muerte celular: apoptosis y autofagia, como era deseable. El tratamiento
con estos compuestas compromete la integridad de los lisosomas, al permeabilizarlos
(aumento de la formacién de puntas de galactina-3), aumentar su tamafio (masa
lisosomal total) y aumentar la actividad lisosomal degradativa (sonda lentiviral
lysosomal-METRIQ). La actividad lisosomal también estd gravemente afectada con el
tratamiento, al aumentar la actividad del factor de transcripcién TFEB, disminuir c-Myc

e inducir la diferenciacion terminal de las células leucémicas.

Cualquier tratamiento potencial contra la leucemia tiene que ser especifico para las
células leucémicas, y debe ser inocuo para las células sanas. EDK-87 y EDK-88 no
reducen la viabilidad celular de las células sanas de forma bioldgicamente significativa
en las concentraciones farmacoldgicamente interesantes. De hecho, la ventana
terapéutica calculada indica que el rango de este tratamiento seria seguro en futuros

desarrollos clinicos.

Los estudios de farmacologia y farmacodindmica para evaluar la viabilidad de usar
estos compuestos desnudos aseguran la viabilidad para su uso en humanos, siendo la
administracion subcutdnea la éptima. Por lo tanto, el desarrollo clinico de estos

compuestos estd justificado.

Actividad 2. La actividad antileucémica de los cabezas de serie es sinérgica
con el tratamiento convencional

En la practica clinica, los tratamientos en monoterapia son la opcién menos
recomendable por la potencial induccidn de resistencias y la reducciéon de la efectividad.
Tanto EDK-87 como EDK-88 presentan un efecto sinérgico significativo con citarabina
(Ara-C), el esqueleto del tratamiento de la LMA. Como los compuestos EDK-87 y EDK-

88, los denominados cabezas de serie, afectan simultdneamente a los lisosomas y las



mitocondrias, se identificaron farmacos aprobados para enfermedades hematoldgicas
gue tuviesen un mecanismo de accion que generase un dafo en algun organulo o en
ambos. De hecho, el tridxido de arsénico (ATO) ha demostrado establecer sinergias con
EDK-87 y EDK-88 de manera significativa estadisticamente. Este sinergismo se observa

tanto a nivel de citotoxicidad como de capacidad clonogénica.

Actividad 3. Estudio de LAPTM4B como diana terapéutica

LAPTM4B es una proteina de membrana localizada preferentemente en lisosoma, cuya
expresion a nivel de ARNm esta relacionada con la respuesta al tratamiento y la
supervivencia en LMA. De hecho, la expresion de LAPTM4B estd aumentada en los
episodios de recaida, en comparacién con el debut en el momento del diagndstico. La
sobreexpresion de LAPTM4B induce la adquisicién de un fenotipo de quimiorresistencia
a citarabina (Ara-C), asociado a la activacion de genes relacionados con la inactivacién
intracelular de la misma, y la expresidn del factor TFEB. A nivel de senalizacion
intracelular, LAPMT4B sefializa en un entorno leucémico por mediacién del elemento de
respuesta SER, perteneciente a la ruta MAP-Erk. La sobreexpresién de LAPTM4B
incrementa la capacidad de regeneracion de la leucemia en modelos animales de

xenotrasplante, lo que demuestra su potencial como diana terapéutica.

Actividad 4. Estudio mutacional y de expresion génica del subgrupo de LMA sin
definicion molecular

Para poder determinar el perfil mutacional asociado al compartimento lisosomal, se
realizd una secuenciacién global (RNA-Seq) y una secuenciacion del exoma completo
(WES) en muestras de pacientes de LMA sin definicidn molecular. Hay 11 variantes
patogénicas que se encuentran en estas muestras: 6 que afectan a genes relacionadas
con sindromes de predisposicion a cancer (ATM, DDX41, CHEK2) y 5 relacionados con
sindromes de fracaso de la médula 6sea (FANCA, FANCM, SBDS, DNAJC21, CSF3R).
Ademas, se observan genes de fusidén no detectados por métodos citogenéticos
convencionales (reordenamiento de NUP98, ETV6, NRIP1).



Los resultados obtenidos han permitido:

1. Identificar una familia quimica con propiedades fisico-quimicas compatibles con los
procesos de desarrollo de farmacos y con actividad especifica antileucémica en modelos
in vivo relevante para su uso en clinica.

2. Nombrar cabezas de serie los compuestos EDK-87 y EDK-88 , aptos para el
desarrollo clinico.

3. Validar LAPTM4B como una diana terapéutica en la leucemia mieloide aguda.

4. Describir mutaciones nuevas en la linea germinal con alta prevalencia en pacientes
adultos de LMA, ya que constituyen nuevas mutaciones con valor como marcadores

nuevos de predisposicién a la LMA en la linea germinal.
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