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1. Resum

La leucémia mieloide aguda (LMA) és una neoplasia caracteritzada per la rapida
expansié de blasts mieloides immadurs al moll de I'os. El curs de la malaltia es
caracteritza per un mal pronostic i una gran freqiéncia de recaigudes. Aixi, doncs,
calen noves estrategies terapéeutiques per aconseguir remissions duradores i evitar les
recaigudes. Per tal de cercar farmacs que poguessin revertir esdeveniments primerencs
en el procés de transformacié leucemica, es va dissenyar un cribratge in silico per
identificar molécules bioactives petites que revertissin aquest patré transcripcional. En
el cribratge in silico es va identificar un grup d’antihistaminics estructuralment
relacionats, préviament descrits com a compostos cationics i amfifilics (CAD, per la
sigla en angles), i posteriorment es va validar en un cribratge primari in vitro. Aquests
CAD mostraven efectes antileucemics potents en linies cel-lulars d’'LMA i en mostres
primaries de pacients. A més, els efectes sobre cél-lules sanguinies sanes van resultar
molt inferiors. En experiments posteriors de xenotrasplantament es va mostrar que els
CAD també tenien activitat antileucemica in vivo, cosa que preservava I'hematopoesi
normal. Gracies a les seves propietats fisicoquimiques, els CAD sovint alteren la
integritat i la funcid dels lisosomes. Les dades preliminars del laboratori suggereixen
que l'efecte antileucémic diferencial dels CAD es produeix mitjancant la disrupcio
lisosomica. Per tant, aquesta projecte té com a objectiu estudiar el potencial dels
lisosomes com a organul diana de noves terapies contra I'LMA. Durant la realitzacio
d’aquest projecte, s’han nomenat dos compostos nous, EDK-87 i EDK-88, com a caps
de série, ja que el seu efecte antileucémic és altament especific i potent, perqué
mimetitzen el mecanisme d’accié descrit abans. L'estudi preclinic no regulatori realitzat
dona suport al desenvolupament posterior per poder avaluar-los en condicions

cliniques.

2. Resultats

Activitat 1. Identificacio d’una familia de compostos quimics amb activitat
antileucemica intervinguda per la disrupcio de lI'activitat lisosomica

Es va fer un cribratge in silico, en qué vam obtenir com a resultat la identificacié de
114 compostos nous amb potencial antileucémic, prenent com a base els resultats

preliminars obtinguts al laboratori (Cornet-Masana, 2017). Es van validar inicialment 9



d’aquests compostos, mentre que 2 compostos van ser seleccionats sobre la base del
mecanisme d’accid especific contra la funcié lisosomica. Aquests 2 compostos es van
denominar EDK-87 i EDK-88, i van ser els caps de serie. Tots dos compostos
augmenten l'acumulacié de radicals lliures (ROS) en mitocondris, |'activacié de les
caspases efectores 3/7, la positivitat per a la sonda CytoID i la presencia de la isoforma
b d’LC3. Els resultats obtinguts en aquesta activitat indiquen que els compostos que
son caps de serie indueixen programes de mort cel-lular: apoptosi i autofagia, com era
desitjable. El tractament amb aquests compostos compromet la integritat dels
lisosomes, en permeabilitzar-los (augment de la formacié de puntes de galactina-3),
augmentar-ne la mida (massa lisosomica total) i augmentar l'activitat lisosomica
degradativa (sonda lentiviral lysosomal-METRIQ). L'activitat lisosomica també esta
greument afectada amb el tractament, ja que augmenta |'activitat del factor de
transcripcié TFEB, disminueix c-Myc i indueix la diferenciacié terminal de les cél-lules

leucemiques.

Qualsevol tractament potencial contra la leucémia ha de ser especific per a les cel-lules
leucemiques, per tant, ha de ser innocu per a les cel-lules sanes. EDK-87 i EDK-88 no
redueixen la viabilitat cel-lular de les cel-lules sanes de forma bioldogicament
significativa en les concentracions farmacologicament interessants. De fet, la finestra
terapéutica calculada indica que el rang d’aquest tractament seria segur en

desenvolupaments clinics futurs.

Els estudis de farmacologia i farmacodinamica per avaluar la viabilitat d'utilitzar
aquests compostos nus n‘asseguren la viabilitat per a I'is en humans, i I'administracié
subcutania és |I'0Optima. Per tant, el desenvolupament clinic d’aquests compostos esta

justificat.

Activitat 2. L'activitat antileucémica dels caps de série és sinérgica amb el
tractament convencional

A la practica clinica, els tractaments en monoterapia sén |'opcié menys recomanable
per la potencial induccié de resistencies i la reduccié de I'efectivitat. Tant EDK-87 com
EDK-88 presenten un efecte sinergic significatiu amb citarabina (Ara-C), I'esquelet del
tractament de I'LMA. Com que els compostos EDK-87 i EDK-88, els anomenats caps de
serie, afecten simultaniament els lisosomes i mitocondris, es van identificar farmacs

aprovats per a malalties hematologiques que tinguessin un mecanisme d’accié que



generés un dany en algun organul o en tots dos. De fet, el tridxid d’arsénic (ATO) ha
demostrat que estableix sinergies amb EDK-87 i EDK-88 de manera significativa
estadisticament. Aquest sinergisme s’observa tant pel que fa a la citotoxicitat com a la

capacitat clonogenica.

Activitat 3. Estudi de LAPTM4B com a diana terapeéutica

LAPTM4B és una proteina de membrana localitzada preferentment en lisosomes,
I’'expressié de la qual a escala d’'mRNA esta relacionada amb la resposta al tractament i
la supervivencia a LMA. De fet, I'expressié de LAPTM4B esta augmentada en els
episodis de recaiguda, en comparacido amb el debut en el moment del diagnostic. La
sobreexpressido de LAPTM4B indueix I'adquisicié d’un fenotip de quimioresisténcia a
citarabina (Ara-C), associat a l'activacié de gens relacionats amb la seva inactivacio
intracel-lular, i I'expressio del factor TFEB. Quant a la senyalitzacié intracel-lular,
LAPMT4B senyalitza en un entorn leucémic per mediacié de I'element de resposta SER,
pertanyent a la ruta MAP-Erk. La sobreexpressié de LAPTM4B incrementa la capacitat
de regeneracié de la leucemia en models animals de xenotrasplantament, fet que

demostra el seu potencial com a diana terapeutica.

Activitat 4. Estudi mutacional i d’expressio génica del subgrup d’LMA sense
definicié molecular

Per poder determinar el perfil mutacional associat al compartiment lisosomic, es va fer
una seqlenciacio global (RNA-Seq) i una seqlienciacié de I'exoma complet (WES) en
mostres de pacients d'LMA sense definicié molecular. Hi ha 11 variants patogeniques
que es troben en aquestes mostres: 6 afecten gens relacionats amb sindromes de
predisposicié al cancer (ATM, DDX41, CHEKZ2) i 5 estan relacionats amb sindromes de
fracas de la medul-la dssia (FANCA, FANCM, SBDS, DNAJC21, CSF). A més, s’observen
gens de fusid no detectats per métodes citogenetics convencionals (reordenament de
NUPS8, ETV6, NRIP1).

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Els resultats obtinguts han permes:

1. Identificar una familia quimica amb propietats fisicoquimiques compatibles amb els

processos de desenvolupament de farmacs i amb activitat especifica antileucemica en



models in vivo rellevant per al seu Us a la clinica.

2. Nomenar caps de seérie els compostos EDK-87 i EDK-88, aptes per al
desenvolupament clinic.

3. Validar LAPTM4B com una diana terapeutica en leucémia mieloide aguda.

4. Descriure mutacions noves en la linia germinal amb alta prevalenga en pacients
adults d’'LMA, ja que constitueixen noves mutacions amb valor com a marcadors nous

de predisposicié a I'LMA en la linia germinal.
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